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Wykaz najwazniejszych skrotow

Alexa 555  — barwnik fluorescencyjny
Alexab47 - barwnik fluorescencyjny
AML - ang. acute myeloid leukemia
AUC — ang. area under curve

Cy3 — barwnik fluorescencyjny
Cyb - barwnik fluorescencyjny
GPR - ang. GenePix Results (rozszerzenie pliku komputerowego)
LNA - ang. locked nucleic acid
miRNA — ang. microRNA

SC — ang. spot characteristics
SDS - ang. sodium dodecyl sulfate

SSC - ang. sodium saline citrate buffer
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Wprowadzenie

Ekspresja informacji zapisanej w genomowym DNA to wieloetapowy i precyzyjnie
regulowany proces, ktorego prawidlowe funkcjonowanie decyduje o przezyciu i sukcesie
reprodukcyjnym organizméw. Komoérki wchodzace w sklad danego organizmu zawieraja
identyczng ilos¢ DNA, jednakze aktywno$¢ poszczegolnych gendw moze by¢ rézna. Poznanie
zmian zachodzacych w transkryptomie w odpowiedzi na roézne bodzce zewngtrzne i
wewngtrzne stanowi cenng informacje o sposobie w jaki organizmy reaguja na dane warunki
biologiczne czy patologiczne. Analiza ekspresji genow w roznych sytuacjach
(fizjologicznych, rozwojowych, stresogennych, srodowiskowych, itd.) pozwala na powigzanie
informacji na temat aktywnosci genow z fenotypem komorki, tkanki czy fenotypem catego
organizmu. Dzigki temu istnieje mozliwos¢ lepszego zrozumienia funkcji poszczegdlnych

gendw. Takie podejscie nazywane jest genomikg funkcjonalng.

Mikromacierze DNA, czyli regularnie rozmieszczone na podtozu statym fragmenty
DNA o0 roznej sekwencji to jedna z nielicznych w ostatnich czasach technik badania
kompletnych transkryptoméw. Wyniki uzyskane z uzyciem mikromacierzy DNA w znaczacy
sposob poszerzyly nasza wiedz¢ na temat mechanizmow zgodnie z ktéorymi funkcjonuja
uktady zywe: ludzie, zwierzeta, rosliny i mikroorganizmy. O ogromnej popularno$ci tej
techniki $wiadczy duza liczba opublikowanych w ostatnich latach prac poswigconych
analizom mikromacierzowym. W badaniach ekspresji genow mikromacierze DNA
wykorzystywane sg od ponad dekady. Przez ten czas rozwini¢to 1 doskonale opracowano
standardowe metody analizy dla mikromacierzy DNA, bgdacych zazwyczaj produktami
komercyjnymi wykorzystywanymi w badaniach catogenomowych. Standaryzacja metod
analizy (standardy MIAME etc.) byta jednym z gléwnych kierunkow w jakich dokonywat si¢
rozwoj technik mikromacierzowych. Przetwarzanie i analiza uzyskiwanych danych wymaga
zastosowania zaawansowanych metod bioinformatycznych oraz wiedzy z dziedziny
matematyki 1 statystyki. Jednakze dostgpnos¢ szerokiej gamy standardowych narzedzi
spowodowata, ze technika ta stala si¢ dostepna takze dla oséb nie posiadajacych rozlegtej

wiedzy w wyzej wymienionych dziedzinach.

Ograniczona oferta komercyjnych mikromacierzy DNA oraz kwestie dotyczace
wiasnosci intelektualnej i komercjalizacji badan uniemozliwiajg swobodne stosowanie tych
mikromacierzy do specyficznych probleméw badawczych. Z tej przyczyny wiele
laboratoriow produkuje wtasne mikromacierze DNA. Jednym z takich miejsc jest Centrum
Doskonatosci CENAT, a obecnie Pracownia Mikromacierzy i Gtebokiego Sekwencjonowania

w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Samodzielna produkcja daje mozliwo$¢ tworzenia
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Wprowadzenie

unikatowych mikromacierzy DNA, czgsto W uproszczonej formie. Uproszczenie
mikromacierzy DNA, na przyktad poprzez ograniczenie liczby sond jedynie do takich, ktore
reprezentujg transkrypty o duzej lub niskiej aktywnosci w badanych warunkach,
paradoksalnie znacznie komplikuje proces analizy danych. Dane tego typu w wigkszosSci
przypadkéw nie mogag by¢ analizowane za pomoca standardowych procedur. Utrudnienia te
czesto sg jednak identyfikowane dopiero na etapie przetwarzania danych, po zakonczonej
czesci eksperymentalnej. Brak mozliwosci zastosowania standardowych procedur nie musi
jednak oznacza¢, ze z niestandardowych danych nie mozna uzyska¢ informacji o znaczeniu
biologicznym. Wymaga to jednak uzycia nietypowych czy tez rozszerzonych procedur,

adekwatnych do rodzaju uzytych mikromacierzy DNA.

Niniejsza praca doktorska poswiecona jest identyfikacji i charakterystyce najczesciej
spotykanych czynnikow utrudniajacych proces analizy niestandardowych danych oraz

modyfikacji standardowych metod analizy w celu zniwelowania efektu tych czynnikow.
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Wstep

Dynamiczny rozwdj genomiki na przestrzeni ostatnich 20 lat, diametralnie zmienit
sposob prowadzenia badan we wspolczesnej biologii i medycynie. Obecnie w ramach
realizacji pojedynczego eksperymentu mozliwa jest analiza wielu tysigcy czgsteczek mRNA,
miRNA, bialek, metabolitow, oddzialywan bialko-biatko, mutacji genomowych,
polimorfizméw oraz zmian epigenetycznych. Narzedzia do wysokoprzepustowych analiz, w
szczegbdlnosci mikromacierze (ang. microarrays) i technologia sekwencjonowania drugiej
generacji (ang. next-generation sequencing), pozwolilty na zwigkszenie szybkoSci
generowania danych na temat systemOow biologicznych. Wykorzystanie tych dwoch
technologii umozliwia prowadzenie bardziej kompleksowych obserwacji na poziomie
molekularnym, co wptywa takze na rodzaj wspotczesnie zadawanych pytan w dziedzinie nauk

biologicznych.

W biologii pod hastem mikromacierze rozumie si¢ najcz¢s$ciej narzedzia powstate w
wyniku immobilizacji réznych biomolekut na podiozu statym. Wsrdd przytaczonych do
powierzchni statej czasteczek mozna wyrdznic nie tylko fragmenty DNA, czy RNA, ale takze
bialka, lipidy, we¢glowodany, a nawet chromosomy oraz tkanki (Simon 2004; Blalock 2003;
Schena 2003; G. Hu i wsp. 2009; Rinaldi i wsp. 2009). Jednakze najpowszechniej

stosowanym rodzajem mikromacierzy sg mikromacierze DNA.

II.1. Mikromacierze DNA

Podstawowa koncepcja mikromacierzy DNA opiera si¢ na precyzyjnej lokalizacji na
podtozu statym (szkle, kwarcu, silikonowych ziarnach) fragmentow DNA (oligonukleotydow,
fragmentow genomowych, CDNA) reprezentujacych sondy (ang. probes) (Trevino i wsp.
2007; Venkatasubbarao 2004). Sekwencja kazdej sondy jest komplementarna do
specyficznego fragmentu danego genomu czy transkryptomu (Rysunek 1). Rodzaj
stosowanych sond oraz typ docelowych czasteczek (fragment genomu wylapywany przez

sondy danego rodzaju) (ang. target) jest rozny W zaleznosci od charakteru eksperymentu.
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Rysunek 1. Ogoiny schemat dziatania mikromacierzy DNA.

Sposob dziatania mikromacierzy DNA polega na zdolno$ci jednoniciowych sond do
selektywnej hybrydyzacji ze znakowanymi fluorescencyjnie jednoniciowymi czgsteczkami
docelowymi. W wyniku reakcji hybrydyzacji powstaja struktury dwuniciowe zlozone z
dwoéch komplementarnych do siebie fragmentow, najczeSciej DNA. Gloéwng zaleta
mikromacierzy DNA jest mozliwos¢ analizy wielu tysigcy fragmentdow genomu lub
transkryptomu w ramach pojedynczego eksperymentu. Mechanizm dziatania oraz format
mikromacierzy DNA, obejmujacy regularnie rozmieszczone sondy zapewniaja niezwykla
wszechstronno$¢ tej technologii. Mikromacierze DNA posiadajg szerokie spektrum
zastosowan. Sg one wykorzystywane do genotypowania polimorfizméw oraz mutacji (Hacia
& Collins 1999), do badania odzialywan DNA-biatko (lyer i wsp. 2001), jak réwniez do
identyfikacji zmian strukturalnych przy wykorzystaniu poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej (ang. comparative genome hybdridization) (Pinkel i wsp. 1998). Jednakze przez
dhugi czas to badania ekspresji genow kodujacych biatka byly ich wiodgcym zastosowaniem.
Schemat prezentujgcy najbardziej popularne rodzaje obecnie stosowanych mikromacierzy

DNA przedstawiony zostat na Rysunku 2.

Prezentowana praca doktorska poswigcona jest optymalizacji $ciezek analizy danych
uzyskiwanych za pomoca mikromacierzy DNA do badania ekspresji gendw kodujacych
biatka. W zwigzku z tym zagadnienia dotyczace tego rodzaju mikromacierzy DNA zostang

opisane szerzej w dalszej czesci tego rozdziatu.
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajqcy najbardziej popularne rodzaje mikromacierzy DNA (kolor fioletowy). Kolorem rézowym zaznaczono inne, dostgpne rodzaje
mikromacierzy, m.in. mikromacierze RNA, biatkowe, lipidowe, tkankowe. Kolorem szarym zaznaczono zastosowanie kazdego z wymienionych rodzajéw mikromacierzy DNA.
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I1.1.1 Mikromacierze DNA do badania ekspresji genow kodujacych bialka

Mikromacierze DNA do badania ekspresji genow (ang. expression DNA microarrays),
umozliwiajg jednoczesny pomiar ekspresji wielu tysiecy genéw kodujacych biatka w ramach
pojedynczego eksperymentu. Zawierajg one na Swojej powierzchni sondy w postaci
oligonukleotydéw DNA Iub fragmentow cDNA, z ktorych kazdy komplementarny jest do
specyficznego fragmentu danego genu. W wyniku reakcji hybrydyzacji do sond DNA na
mikromacierzy przylacza si¢ material z probki badanej lub kontrolnej. Najczesciej jest to
znakowany fluorescencyjnie cDNA otrzymany w wyniku odwrotnej transkrypcji z mRNA
wyizolowanego z tkanki badanej lub kontrolnej. Wyniki analiz prowadzonych z
wykorzystaniem tego rodzaju mikromacierzy DNA umozliwily korelacje fizjologicznych
stanow komorek z ich profilem ekspresji genéw. Stosowanie mikromacierzy DNA do badania
ekspresji genow kodujacych biatka pozwolito m.in. na wykrycie zestawow gendéw
(biomarkerow) wykazujacych specyficzng ekspresje W ostrej biataczce limfoblastycznej (ang.
acute lymphoblast leukemia)(Golub 1999), raku piersi (Veer i wsp. 2002), raku prostaty
(Singh i wsp. 2002), raku ptuca (Wang i wsp. 2000), indukcji apoptozy (Brachat i wsp. 2000)
oraz w przypadku odpowiedzi na terapi¢ farmakologiczng w leczeniu nowotworoéw (Brachat i

wsp. 2002).

Dla przejrzystosci tekstu mikromacierze DNA do badania ekspresji genéw kodujacych
biatka, w $lad za angloj¢zyczng terminologia (ang. expression DNA microarrays), w dalszej
czesSci pracy nazwane beda ekspresyjnymi mikromacierzami DNA. Okreslenie badanie
ekspresji genow w teks$cie zawsze bedzie si¢ odnosi¢ do genow kodujacych biatka. W
przypadku, gdy rozwazania beda dotyczy¢ innych genéw, kodujacych np. miRNA, nazwa

zostanie us$cislona.
I1.2 Rodzaje ekspresyjnych mikromacierzy DNA

Aktualnie dostepne sg dwa rodzaje ekspresyjnych mikromacierzy DNA: o wysokiej
oraz o niskiej gestosci. Ekspresyjne mikromacierze DNA 0 wysokiej gestosci charakteryzuja
si¢ obecnoscig na powierzchni bardzo duzej liczby sond (nawet ponad 1 min) i umozliwiaja
badanie ekspresji niemalze catego transkryptomu wybranego organizmu. Wykorzystywane sa
one gtéwnie do ogblnej oceny aktywnosci transkryptomu w badanych warunkach. Natomiast
ekspresyjne mikromacierze DNA o niskiej gestosci stosowane sg do badania konkretnego

procesu biologicznego lub chorobotworczego i zawieraja na swojej powierzchni glownie
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sondy specyficzne jedynie dla gendéw, ktére moga by¢ potencjalnie zaangazowane w ten
proces. Stad tez liczba sond wchodzacych w sktad tego rodzaju mikromacierzy jest znacznie

nizsza w porownaniu z mikromacierzami o wysokiej gestosci (Srednio ok. 1000 sond).

I1.2.1 Ekspresyjne mikromacierze DNA o wysokiej gestosci

W skitad ekspresyjnych mikromacierzy DNA o wysokiej gestosci moga wchodzié
sondy w postaci krotkich (18-25 nt) lub diugich (50-60 nt) oligonukleotydow DNA

otrzymanych w wyniku syntezy in situ.

I1.2.1.1 Ekspresyjne mikromacierze DNA z sondami w postaci krétkich oligonukleotydow

Ten rodzaj mikromacierzy DNA wprowadzony zostal na rynek przez firmg
Affymetrix pod koniec lat 90-tych i pod taka nazwa funkcjonuje jako platforma.
Mikromacierze Affymetrix byty jednymi z pierwszych komercyjnych mikromacierzy DNA i
to m.in. one w znaczacy sposob przyczynity si¢ do rozpowszechnienia tej technologii.
Mikromacierze Affymetrix posiadaja szereg charakterystycznych cech. Jedna z nich jest
projekt i dilugos¢ sond (18-25 nt). W sktad zestawu sond DNA ulokowanych na
mikromacierzy moga wchodzi¢ dwa typy sond: PM (ang. perfect match) oraz MM (ang. mis-
match). Sondy typu PM sa catkowicie komplementarne do sekwencji docelowych
znajdujacych si¢ w badanej probce. Natomiast sondy typu MM nie wykazuja calkowite]
komplementarno$ci do sekwencji docelowych ze wzgledu na fakt, iz 13 nukleotyd (dla sond o
dhugosci 25 nt) zostal zamieniony na nukleotyd do niego komplementarny. Zadaniem sond
typu PM jest pomiar ekspresji genow, natomiast sondy typu MM pozwalajg okresli¢ poziom
sygnatu fluorescencji dla hybrydyzacji niespecyficznej (ang. cross-hybridization). Ze wzgledu
na niewielkg dlugos¢ sond, pojedynczy gen na platformie Affymertix reprezentowany jest
przez caty zestaw sond. W sktad pojedynczego zestawu wchodzi od 11-20 sond typu PM oraz
od 11-20 sond typu MM. Wystepowanie dwoch roznych rodzajow sond wymaga stosowania
specyficznej procedury hybrydyzacji oraz analizy danych. Jednym z powazniejszych
ograniczen stosowania tej platformy jest wysoki koszt pojedynczego eksperymentu. Koszt ten
glownie wynika z metody syntezy sond, ktéra jest polaczeniem fotolitografii i chemii
kombinatorycznej. Synteza sond prowadzona jest in situ. Eksperymenty z uzyciem platformy
Affymetrix prowadzone sg jedynie z uzyciem jednego barwnika fluorescencyjnego

(eksperymenty jednokolorowe).
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I1.2.1.1 Ekspresyjne mikromacierze DNA z sondami w postaci dlugich oligonukleotydow

Obecnie na rynku dostepne sg takze ekspresyjne mikromacierze DNA z sondami w
postaci dtugich oligonukleotydow DNA. Sondy najczesciej otrzymywane sg w wyniku
syntezy in situ, a Sposoéb prowadzenia syntezy i dlugos¢ sond $cisle zaleza od producenta
danej platformy. Do najbardziej znanych platform naleza: NibmleGen (Roche), Agilent
(Agilent Technologies) oraz lllumina (Illumina Inc). Platforma NimbleGen charakteryzuje si¢
sondami o dtugosci 50 nukleotydow, ktore powstaja w wyniku syntezy in situ sterowanej
przez tysigce aluminiowych lusterek, decydujacych o wydtuzaniu poszczegolnych tancuchow.
Takie podejscie skutkuje wysoka wydajnoscig reakcji (99,4%), krotkim czasem syntezy oraz
pozwala otrzymac¢ sondy o wysokiej jakosci i $ci$le kontrolowanym sktadzie nukleotydowym.
Platforma Agilent taczy ze sobg cechy mikromacierzy drukowanych i tych syntetyzowanych
in situ. Synteza sond odbywa si¢ bezposrednio na podlozu, ale w oparciu o technologi¢
»InkJet”, gdzie to drukarka kontroluje proces wydtuzania poszczegdlnych tancuchow
oligonukleotydowych. Taka strategia pozwala otrzymac¢ mikromacierze zawierajace sondy o
dhugosci 60 nukleotydow z niemalze 100% wydajnoscia. Najbardziej nietypowym rodzajem
ekspresyjnych mikromacierzy DNA sg mikromacierze Illumina. Technologia wytwarzania
tego typu mikromacierzy wykorzystuje silikonowe ziarna (ang. beads). Kazdy rodzaj sondy
(50 nt) przypisany jest do danego typu ziarna. Ziarna na podtozu umieszczone sg losowo W
taki sposob, ze kazdy typ ziarna wystepuje na mikromacierzy okoto 30 razy. W celu
identyfikacji poszczegélnych ziaren, a tym samym i sekwencji sond, konieczny jest
dodatkowy proces dekodowania, ktory umozliwia poznanie lokalizacji danego typu ziarna.
Podobnie jak w przypadku platformy Affymetix mikromacierze Illumina zawieraja takze
sondy typu PM i MM, z tym, ze sondy typu MM zawierajg r6zng ilos¢ niekomplementarnych
nukleotydéow (7-12). Obecnos¢ wielu ziaren tego samego typu wymaga rowniez
uwzglednienia W procesie analizy danych etapu usredniania sygnatow fluorescencyjnych.
Eksperymenty z uzyciem opisywanych rodzajow mikromacierzy najcz¢sciej prowadzone sg Z
uzyciem jednego barwnika fluorescencyjnego (Petersen 1 wsp. 2005). Wyjatkiem sa

mikromacierze produkowane przez firmy Agilent i lllumina.
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I1.2.2 Mikromacierze DNA o niskiej gestosci do badania ekspresji genow

11.2.2.1 Mikromacierze drukowane

Nazwa ,,mikromacierze drukowane” wywodzi si¢ od metody tworzenia tego rodzaju
mikromacierzy DNA. Powstaja one w wyniku procesu drukowania, tj. rownomiernego
nanoszenia na podloze (czgsto za pomocg igiet) roztworu fragmentéw cDNA lub diugich
oligonukleotydow DNA (50-70 nukleotydow) o $cisle zdefiniowanym stgzeniu (25-40 uM).
Proces drukowania umozliwia konstrukcje gtownie ekspresyjnych mikromacierzy DNA o
niskiej gestosci. Maksymalna liczba immobilizowanych sond wynosi ok. 20 tys. Liczba ta jest
zmienna i S$cisle zalezy od wiasciwosci stosowanej drukarki (Venkatasubbarao 2004).
Drukowane mikromacierze DNA gwarantuja duza elastyczno$¢ w planowaniu
eksperymentdw, dzigki mozliwosci wlasnorecznego projektowania 1 przygotowania
mikromacierzy. Dzigki temu mozliwe jest prowadzenie badan nad wybranymi procesami
biologicznymi oraz gatunkami dla ktoérych dostgpnos¢ komercyjnych mikromacierzy DNA
jest ograniczona. Przyczyna popularno$ci tego rodzaju mikromacierzy jest takze przystepna
cena pojedynczego eksperymentu, ktora jest kilkukrotnie nizsza w pordéwnaniu do
eksperymentow prowadzonych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Drukowane
mikromacierze DNA najczgsciej stosowane sa w formie dedykowanych mikromacierzy DNA

(ang. custom arrays lub home made arrays).

11.2.2.1.1 Dedykowane mikromacierze DNA

Dedykowane mikromacierze DNA shizg do badania konkretnego procesu
biologicznego lub choroby (Wilson i wsp. 2003; Held i wsp. 2004; Lu i wsp. 2005; Oshlack i
wsp. 2007). Zawieraja one na swojej powierzchni zestaw sond ograniczony jedynie do genow
potencjalnie zaangazowanych w badany proces oraz niewielki zestaw sond kontrolnych. W
praktyce pojedyncza dedykowana mikromacierz DNA zawiera od kilkuset do kilku tysiecy
sond, co stanowi jedynie niewielki procent catkowitej liczby sond w przypadku ekspresyjnych
mikromacierzy DNA o wysokiej gestosci. Pomimo szerokiej oferty gotowych do uzycia
komercyjnych mikromacierzy DNA, nadal istnieje potrzeba tworzenia specyficznych i
mniejszych mikromacierzy. Dedykowane mikromacierze DNA czesto projektowane sa w celu
doktadniejszego poznania danego procesu biologicznego (Campanaro i wsp. 2002; Mcilroy i
wsp. 2005; Ferrarini i wsp. 2008; Baron i wsp. 2011). Wynika to z faktu, iz w przypadku tego

rodzaju mikromacierzy DNA liczba sond niezaangazowanych w badany proces jest
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zredukowana do minimum. Stosowanie dedykowanych mikromacierzy DNA pozwala
zwigkszy¢ specyficzno$¢ eksperymentu, a tym samym zwiekszy¢ site statystyczng analizy
danych na skutek redukcji liczby testowanych hipotez. Mikromacierze dedykowane
najczesciej wykorzystywane sa w eksperymentach prowadzonych z uzyciem dwoch

barwnikéw fluorescencyjnych (eksperymenty dwukolorowe).
I1.3 Eksperyment badania ekspresji genow z uzyciem mikromacierzy DNA

Eksperyment obejmujacy badanie ekspresji genéw z uzyciem mikromacierzy DNA jest

procesem ztozonym (Rysunek 3). W klasycznym podejsciu obejmuje on nastgpujace etapy:

e lzolacja RNA

e Znakowanie probek

e Hybrydyzacja

e Skanowanie

e Analiza ilo$ciowa obrazu

e Analiza danych

I1.3.1 Izolacja RNA

Pierwszy etap eksperymentu z uzyciem mikromacierzy DNA obejmuje izolacje RNA
z wybranej tkanki albo hodowli komorkowej. Zwykle do przygotowania probki wymagane
jest okoto 0,5 ng MRNA, co odpowiada ilosci ok. 20 pg catkowitego RNA (ang. total RNA).
Wartosci te moga by¢ rézne, w zaleznosci od rodzaju mikromacierzy DNA (platformy) (Zhu i
wsp. 2006; Kaposi-Novak i wsp. 2004).

W przypadku, gdy ilos¢ mRNA nie jest wystarczajaca do przeprowadzenia
eksperymentu, mozliwe jest powielenie go za pomoca: procesu pulowania probek (ang.
sample pooling) lub amplifikacji. Pulowanie probek polega na potaczeniu catkowitego RNA
uzyskanego z wybranych tkanek albo hodowli kmoérkowych tego samego typu (badanych lub
kontrolnych). Natomiast proces amplifikacji RNA najczes$ciej obejmuje dwa etapy.
Pierwszym z nich jest synteza antysensownej nici cDNA z wykorzystaniem startera
oligo(dT), komplementarnego do ogona poli(A). Starter oligo(dT) na koncu 5° zawiera takze
dodatkowa sekwencje zwykle jest to sekwencja promotora polimerazy T7. Amplifikacja

cDNA najcze$ciej w takim uktadzie nastgpuje w wyniku transkrypcji in vitro z uzyciem
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polimerazy T7. Otrzymane cRNA poddawane jest procesowi oczyszczania, a nastgpnie

znakowania.

Oba podejscia powielania materialu biologicznego maja nieco inny charakter i w
rézny sposob wptywajg na wyniki koncowe i proces analizy danych (Jolly i wsp. 2005;
Kainkaryam i wsp. 2010; Zhu i wsp. 2006; Kaposi-Novak i wsp. 2004). Dlatego tez metoda
powielania materiatu biologicznego powinna by¢ wykonana przed procesem znakowania
probki barwnikami fluorescencyjnymi, a jej wybor zalezy od charakteru i celu eksperymentu
(Coppola 2011).

I1.3.2 Znakowanie prébek

Proces znakowania probki barwnikami fluorescencyjnymi z reguly ma miejsce na
etapie syntezy antysensownej nici cDNA lub ¢cRNA, bezposrednio z RNA lub z cDNA po
procesie amplifikacji. Stosowanie znakowanego cDNA lub cRNA w reakcji hybrydyzacji
czesto zalezy od rodzaju eksperymentu i rodzaju uzytej platformy. W praktyce funkcjonuja
dwa sposoby przytaczania barwnikow fluorescencyjnych do fragmentéw kwasow
nukleinowych: bezposredni 1 posredni. Metoda bezposrednia polega na wlaczaniu na etapie
syntezy antysensownej nici cDNA znakowanych fluorescencyjnie nukleotydéw np. CTP-Cy5.
Metoda posrednia natomiast polega na wprowadzeniu do czasteczki ¢cDNA nukleotydow
zawierajacych modyfikacje typu amino-allylo, ktora stanowi podstawe 1 miejsce wigzania
barwnikow fluorescencyjnych. W kolejnym etapie fluorofory przylaczane sg do
odpowiednich fragmentéw CDNA. Niezwigzane czasteczki barwnikéw usuwane sg za pomoca
chromatografii kolumnowej lub wytracania. Metoda posrednia najczgsciej stosowana jest do

znakowania cDNA, natomiast metoda bezposrednia do znakowania cRNA.

Eksperymenty z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA prowadzone sg w
oparciu 0 dwa schematy procesu znakowania: z wykorzystaniem jednego (eksperyment
jednokolorowy) lub dwoch (eksperyment dwukolorowy) barwnikéw fluorescencyjnych
(Rysunek 3).
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Rysunek 3. Ogdlny schemat eksperymentu z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Schemat uwzglednia
podzial na eksperymenty prowadzone z uzyciem dwoch (eksperyment dwukolorowy) lub jednego (eksperyment
jednokolorowy) barwnika fluorescencyjnego. W kolumnie , Etapy” przedstawione sq poszczegdlne etapy
wykonywane podczas realizacji eksperymentu z wuzZyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA, natomiast w
kolumnie ,, Produkt” przedstawione sq wyniki poszczegolnych etapow eksperymentu.

Eksperyment jednokolorowy obejmuje znakowanie kazdej z probek tym samym
barwnikiem fluorescencyjnym, np. Cy3 (Cyjanina 3). Nastepnie kazda z probek (badana i
referencyjna) hybrydyzowana jest do odrgbnej mikromacierzy, a ustalenie poziomu ekspresji
genow w probee badanej wzgledem probki referencyjnej obejmuje poréwnanie intensywnosci
sygnatow fluorescencji pomiedzy mikromacierzami. W przypadku eksperymentu
dwukolorowego probki badane i probki referencyjne znakowane sa dwoma rdznymi
barwnikami fluorescencyjnymi (np. probka referencyjna Cyjaning 3-Cy3, a probka badana
Cyjaning 5-Cy5). Eksperyment dwukolorowy obejmuje hybrydyzacje mieszaniny probek
(proba referencyjna i badana) do jednej ekspresyjnej mikromacierzy DNA. Stosowanie dwoch
barwnikow fluorescencyjnych o réznych parametrach wzbudzenia i emisji sygnatu umozliwia
niezalezng ocen¢ poziomu ekspresji genow dla kazdej z probek. Selekcja gendow potencjalnie
roznicujacych odbywa si¢ w wyniku poréwnania intensywnosci sygnatow pomiedzy
barwnikami. Eksperymenty dwukolorowe bazuja na zatozeniu, ze wplyw obu barwnikow na
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charakterystyke hybrydyzacji jest jednakowy oraz, ze stosunki ilo§ciowe poszczegdlnych
transkryptow pierwotnie istniejacych w probie badanej 1 referencyjnej sa zachowane i

pozostajg niezalezne od ilosci RNA stosowanego podczas reakcji.

Stosowanie barwnikow fluorescencyjnych o réoznych wiasciwosciach chemicznych w
ramach eksperymentu dwukolorowego wigze si¢ z wprowadzeniem dodatkowej zmiennosci
pomiedzy probkami badanymi, a referencyjnymi. W celu zminimalizowania udziatu tej
zmiennosci W przypadku eksperymentow dwukolorowych stosuje si¢ system zamiany
barwnikow (ang. dye swap). Strategia ta polega stworzeniu uktadu eksperymentalnego, gdzie
dla kazdej pary probek badanej 1 referencyjnej tworzone sa dwie mikromacierze:
,podstawowa” 1 0 odwroconym Systemie znakowania probek. Oznacza to, ze jezeli na
,,podstawowej” mikromacierzy probka badana znakowana byta np. barwnikiem Cy5, a probka
referencyjna np. barwnikiem Cy3 to mikromacierz o odwroconym systemie znakowania
powinna zawiera¢ probke badang znakowang barwnikiem Cy3 oraz probke referencyjna
znakowang barwnikiem Cy5 (Rysunek 4).

Probka badana
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AN /’/
33U

Probka kontrolna

Rysunek 4. Schemat obrazujgcy system zamiany barwnikéw fluorescencyjnych na etapie znakowania probek w
ramach eksperymentu dwukolorowego.
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W literaturze czgsto stosuje si¢ uproszczenia oznaczen poszczegdlnych barwnikow
fluorescencyjnych, gdzie R (ang. red) oznacza czerwong (np. Cy5), a G (ang. green) ziclong

(np. Cy3) fluorescencje.
11.3.3 Hybrydyzacja

Po procesie znakowania probek barwnikami fluorescencyjnymi, probka (znakowana
jednym barwnikiem fluorescencyjnym) lub mieszanina dwoch probek (znakowana dwoma
barwnikami fluorescencyjnymi) poddawana jest hybrydyzacji do mikromacierzy DNA.
Warunki hybrydyzacji: sita jonowa roztworu, temperatura i stezenie proby, dostosowywane sg
do rodzaju prowadzonego eksperymentu i stosowanej platformy. Jako warunki hybrydyzacji,
zwykle stosuje si¢ temperatury od 42°C do 50°C i czas od kilku do kilkunastu godzin. Po
kazdej reakcji hybrydyzacji nastgpuje odmycie niezwigzanych z sondami transkryptow za

pomoca buforow o rosngcej sile odmywania.

11.3.4 Skanowanie

Podczas skanowania, $wiatlo lasera o odpowiedniej dtugosci fali wzbudza
fluorescencje wyznakowanych transkryptow zwigzanych z sondami, a sygnal odczytywany
jest przez detektor skanera. Intensywnos$¢ sygnatu jest wprost proporcjonalna do ilosci
czasteczek transkryptu zwigzanego przez dang sonde. Emitowany przez kazdy barwnik sygnat
fluorescencji zapisywany jest w formie obrazu, przechowywanego w postaci pliku

graficznego (najczesciej w formacie TIFF).
I1.3.5 Analiza iloSciowa obrazu

Uzyskane obrazy przetwarzane s3 na dane liczbowe dzigki zastosowaniu
specjalistycznego oprogramowania do analizy ilosciowej obrazu: np. GenePix, (Molecular
Devices), ScanArray (PerkinElmer), TIGR-Spotfinder/TM4 (www.tigr.org). Wynikiem
analizy iloSciowej obrazu dla kazdej mikromacierzy jest zestaw danych w postaci tabeli
zawierajgce] wartosci intensywnos$ci sygnatu (eksperyment jednokolorowy) lub sygnatow
(eksperyment dwukolorowy) fluorescencji dla kazdej sondy oraz towarzyszace im wartos$ci
tha.
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11.3.6 Analiza danych

Uzyskane w wyniku analizy iloSciowej ,,surowe dane” poddawane sg nastepnie
analizie komputerowej. Proces analizy danych obejmuje zwykle dwa etapy: analiz¢ nizszego
oraz wyzszego rzedu (Rysunek 5). Analiza nizszego rzgdu ma na celu eliminacj¢ zmiennos$ci
o podiozu technicznym (eksperymentalnym). Natomiast zadaniem analizy wyzszego rzedu
jest identyfikacja gendéw o specyficznej ekspresji w badanych warunkach oraz okreslenie

wystepujacej pomiedzy nimi zaleznosci.

Proces analizy danych uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA
stanowi gltowng cze$¢ prezentowanej pracy doktorskiej. Stad tez wybrane etapy tego

zagadnienia zostang przedstawione szerzej w nastgpnym rozdziale.
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Rysunek 5. Ogélny schemat analizy danych uzyskiwanych przy uzyciu mikromacierzy DNA w badaniach analizy
ekspresji genow.

I1.4 Elementy analizy danych

I1.4.1 Analiza nizszego rzedu

Analiza nizszego rzedu zwana takze wstepng analiza danych ma na celu przede
wszystkim  minimalizacj¢  zmienno$ci pochodzenia technicznego, wynikajacej z

wieloetapowosci eksperymentu. Czynnikami wprowadzajagcymi dodatkowg zmienno$¢ w
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uktadzie moga by¢: proces drukowania mikromacierzy, proces znakowania i nierowna
dystrybucja barwnikow fluorescencyjnych, a takze przebieg reakcji hybrydyzacji, warunki

ptukania oraz wiele innych. Do etapéw wstepnej analizy nizszego rzedu nalezg glownie:

e korekcja tta

e normalizacja

Koncowym wynikiem wstepnej analizy danych dla kazdej mikromacierzy jest tabela
zawierajaca znormalizowane warto$ci intensywnosci sygnatu fluorescencji (eksperyment

jednokolorowy) lub wartosci M (eksperyment dwukolorowy) dla kazdej sondy.

11.4.1.1 Korekcja tla

Analiza ilosciowa obrazu, poza okresleniem poziomu intensywno$ci sygnatu dla
danego punktu na mikromacierzy, pozwala takze na oszacowanie warto$ci otaczajacego go
szumu, tzw. tta. Korekcja tfa jest jednym z alternatywnych etapéw wstgpnej analizy danych,
umozliwiajgcym separacje gtownych warto$ci intensywnosci sygnatu od wartosci tla.
Domyslna procedura korekcji tta w przypadku wiekszosci dostepnych algorytmoéw polega na
prostej operacji odcigcia tta od gtownej wartoséci intensywnosci Sygnatu dla danego punktu.
Cho¢ istnieje wiele metod eliminacji tla, wilasnie ta prosta procedura korekcji tta jest
szczegollnie polecana przy analizie danych uzyskiwanych w ramach eksperymentow badania
ekspresji genow (Ritchie i wsp. 2007). Z przyczyn technicznych zastosowanie korekcji tta nie
zawsze jest korzystne 1 moze skutkowaé zwigkszeniem poziomu zmiennosci w ukladzie
(Scharpf i wsp. 2007; Ritchie i wsp. 2007). Stad tez przed wykonaniem tego etapu analizy
zalecana jest ocena konieczno$ci jego stosowania, np. poprzez oszacowanie procentowego
udzialu tla w warto$ci intensywnosci gtownej punktu oraz jego wplywu na rozklad tych

wartosci.

11.4.1.2 Normalizacja

Ztozonos$¢ eksperymentu z uzyciem mikromacierzy DNA sprzyja wprowadzaniu
btedow systematycznych do uktadu. Gtownym celem procesu normalizacji jest skorygowanie
tych btedow przy zachowaniu informacji pochodzenia biologicznego. Istnieja dwa typy

normalizacji: wewngtrzna i zewngtrzna.
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11.4.1.2.1 Normalizacja wewnetrzna

Normalizacja wewnetrzna jest procesem normalizacji warto$ci intensywnos$ci
sygnatow fluorescencji w obrebie danej mikromacierzy. Ten rodzaj normalizacji stosowany
jest gtownie do usuwania bledow systematycznych w zestawach danych otrzymanych w
wyniku eksperymentdw prowadzonych z uzyciem dwoch barwnikéw fluorescencyjnych.
W  celu lepszego zrozumienia mechanizmu funkcjonowania wewnetrznych metod
normalizacji konieczne jest zdefiniowanie dwoch warto$ci: M i A, generowanych dla kazdej
sondy. Wartos¢ M (1) jest to logarytm o podstawie 2 stosunku intensywno$ci sygnatu
fluorescencyjnego probki badanej (R) do kontrolnej (G). Natomiast, warto$¢ A (2) stanowi
srednig intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego probki badanej (R) i kontrolnej (G)

wyrazonych w skali logarytmicznej o podstawie 2.

M= log, )

A= %(logz R +log, G) (2)

Wigkszos¢ z opisywanych w literaturze metod normalizacji wewngetrznej bazuje na
korekcji wartosci M. Najprostsza formg normalizacji wartosci intensywnos$ci sygnatow sond

w obrebie mikromacierzy jest stosowanie poprawki w postaci sredniej (lub mediany) wartosci

M (M) liczonej dla zestawu gendw nie wykazujacych ekspresji réznicowej:
M=M-c (3)

gdzie:

M- to skorygowana warto§¢ M

c-to stata okreslajaca warto$¢ roznicy pomiedzy kanatami, wyrazajaca wartosé M dla zestawu

genow kontrolnych (nieulegajacych ekspresji réznicowej).

Przeprowadzona w ten sposob normalizacja danych nie jest odporna na efekty wynikajace z
roéznic intensywnosci sygnalow pomiedzy danym rodzajem punktow, jak rowniez 1 na efekty
wynikajace z roznej lokalizacji punktow na mikromacierzy. Aby zwigkszy¢ doktadno$c
procesu normalizacji mozliwe jest zastosowanie metod normalizacji zaktadajacych, iz wartos§¢

tych bledow (wartos¢ stalej ¢) jest rozna dla roznych punktéow i w duzej mierze zalezy od
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wartos$ci intensywnosci sygnatow fluorescencji (Rysunek 6). W takim przypadku wykreslana
jest zaleznos¢ ¢(A), gdzie wartos¢ ¢ odpowiada danej wartosci A. Wartosci M sa korygowane

na skutek eliminacji warto$ci wyznaczonych przez krzywa c(A):
My=M —c(4) (4)

Wykres c(A) generowany jest za pomocag konkretnej metody wygladzania wykresu
rozrzutu (ang. robust scatter plot smoother), np. wazonej lokalnej regresji liniowej-loess (ang.

local weighted regression) (Yang i wsp. 2002).

Surowe dane Loess
< o
D :l ™A
. T ° . . .
- '-\". ota V38 o ® o o ." . o
* LI~ !‘. o , .‘ .o 3 H 3
sof BRI | ao) v

':‘:‘ . . . . . -

'y .
DE Y ‘ o S
T ¥

0 5 10 15 0 5 10 15
A A

Rysunek 6. Dwa wykresy MA. W lewym panelu prezentowane sq surowe dane, ktére wykazujq trend zalezny od
intensywnosci sygnatow. W prawym panelu prezentowane sq te same dane, ale po transformacji w wyniku
zastosowania normalizacji wewnetrznej typu loess.

Kolejnym sposobem poprawy jakosci efektu normalizacji jest uodpornienie procedury
normalizacji od efektow przestrzennych wynikajacych z roznej lokalizacji sond na
mikromacierzy. Rozwigzaniem tej kwestii jest stosowanie innych krzywych c(A) do

normalizacji r6znych regionow mikromacierzy:
M, =M — c;(4) )
gdzie i oznacza indeks okres$lony dla danego regionu mikromacierzy.

Takie podejscie stosowane jest m.in. w metodzie normalizacji typu print-tip loess, gdzie inny
rodzaj krzywej wykorzystywany jest do normalizacji réznych regionéw mikromacierzy,
odpowiadajacych grupom sond drukowanych danym rodzajem igly (ang. print-tip groups)
(Smyth & Speed 2003). Normalizacja ta pozwala na eliminacj¢ zmienno$ci Systematycznej

wynikajacej z drukowania mikromacierzy ré6znymi igtami.

W wyniku dziatania normalizacji wewnetrznej $rednia wartosé My (M) jest bliska 0.
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11.4.1.2.2 Normalizacja zewnetrzna

Normalizacja zewnetrzna, tzZw. normalizacja pomig¢dzy mikromacierzami powinna by¢
stosowana w przypadku analiz, obejmujacych przynajmniej dwie mikromacierze. Ma ona na
celu zagwarantowanie tej samej skali dla pomiaréw ekspresji pochodzacych z réznych
mikromacierzy oraz eliminacj¢ zmiennosci o podtozu technicznym. Zadaniem procesu
normalizacji jest przeksztalcenie danych w taki sposob, aby wszystkiec mikromacierze w
ramach danej analizy charakteryzowaty si¢ podobnym rozktadem wartosci. Dla zestawow
danych otrzymanych w wyniku eksperymentow dwukolorowych ten etap analizy jest
opcjonalny. Natomiast w przypadku eksperymentow wykonanych z uzyciem jednego
barwnika fluorescencyjnego normalizacja zewnetrzna stanowi podstawowy proces

korygowania bledow systematycznych.

Najpopularniejszg procedurg normalizacji zewnetrznej dla danych uzyskanych w
wyniku eksperymentéw dwukolorowych jest normalizacja typu scale (Smyth & Speed 2003).
Mechanizm dziatania tej metody obejmuje prosty proces skalowania wartosci My (zwykle

otrzymanych w wyniku normalizacji wewngtrznej), tak aby kazda z nich wykazywatla takie

samo odchylenie od wartosci My (Rysunek 7).
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Rysunek 7. Wykresy pudetkowe dla surowych danych, danych po normalizacji wewnetrznej typu loess (lewy
panej) oraz po transformacji w wyniku normalizacji zewnetrznej typu scale. Na osi X prezentowane sq rodzaje
probek stosowanych w ramach eskperymentu (c-probka badana, k-probka kontrolna), na osi Y prezentowane sq
wartosci M dla kazdego z typow probek.

W przypadku eksperymentoéw jednokolorowych powszechnie stosowang metoda
wyréownywania rozktadow wartosci intensywnoS$ci sygnatow jest normalizacja typu quantile.
Mechanizm dziatania tej normalizacji polega na transformacji wartosci intensywnosci
sygnatow fluorescencji w oparciu o $rednig wartos¢ sygnatu fluorescencji dla danych sond.

Normalizacja metoda quantile polega na stworzeniu rankingu (ranking nr 1) wartosci sygnatu
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fluorescencji dla kazdej z analizowanych mikromacierzy. W Kkolejnym etapie procesu
normalizacji wartosci intensywno$ci sygnatéw fluorescencji dla kazdej z mikromacierzy
sortowane sg rosngco. Nastepnie wartosci sygnatow fluorescencji zajmujgce te same pozycje
po procesie sortowania sg usredniane pomigdzy mikromacierzami. Tworzony jest ranking
usrednionych wartoéci (ranking nr 2). Usredniona warto$¢ zajmujgca dang pozycje w
rankingu nr 2 podstawiana jest w miejsce tej samej pozycji z rankingu nr 1 dla kazdej z

mikromacierzy (Bolstad i wsp. 2003).

11.4.1.3 Ocena jakos$ci w eksperymentach z uzyciem mikromacierzy DNA

Ocena jakosci danych (ang. quality control) powinna by¢ prowadzona na kazdym
etapie analizy. Jest to szczegblnie wazne na poziomie analizy nizszego rz¢du, w ktorym
zestaw danych przechodzi najwigcej transformacji. Skuteczno$é poszczegdlnych etapow
analizy danych jest najczesciej weryfikowana na podstawie wizualnej oceny tzw. wykresow
diagnostycznych, w tym: wykresow MA (ang. MA-plot), wykresow pudetkowych (ang.
boxplot) oraz wykresow typu image plot (Smyth & Speed 2003). Wykresy MA ( Rysunek 8),
jak i wykresy pudetkowe (Rysunek 9) stosowane sg do analizy rozktadu intensywnosci
sygnatow. Wykres pudetkowy pozwala na oceng rozktadu wartosci intensywnosci sygnatu, a
takze na identyfikacje artefaktow oraz ogolng ocen¢ analizowanego zestawu danych.
Stosowanie wykresow MA w przypadku mikromacierzy drukowanych pozwala takze na
okreslenie poziomu zmiennosci pomig¢dzy blokami sond, tj. grupami sond drukowanymi
innym rodzajem igly (ang. print-tip groups).

Kolumny blokéw
Surowe dane 8 1012 14 81012 14

-2-10123

Rzedy blokow

-2-10123

-2-10123

-2-10123

A 8 1012 14 8 1012 14
A

Rysunek 8. Przyktad wykresu MA. A. Wykres MA dla wszystkich sond ulokowanych na mikromacierzy. B.
Zestaw wykresow MA z podzialem na poszczegélne bloki sond, drukowanych danym rodzajem igfy (ang. print-tip

groups).
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Rysunek 9. Wykres pudetkowy. A. Definicja poszczegdlnych elementow wykresu: zawartosci bloku oraz jego
granic. B. Przykladowy wykres pudetkowy dla zestawu mikromacierzy dedykowanych.

Podstawowym celem stosowania wykresow typu image plot (Rysunek 10) jest ocena
zmienno$ci w obrgbie warto$ci intensywnosci sygnatow fluorescencyjnych, jak i wartosci tla,

wynikajacej z niespecyficznych efektow technicznych na podtozu.

A B C

HEE % L &

Rysunek 10. Przyktad wykresow typu imageplot. A. Dla kanafu czerwonego (probka badana), B. Dla kanatu
zielonego (probka kontrolna), C. Po zlozeniu obrazow dla obu kanatow.

11.4.2 Analiza wyzszego rzedu

W przypadku eksperymentéw z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA,
podstawowym zadaniem analizy wyzszego rzgdu jest selekcja genow wykazujacych znaczne
roéznice poziomow ekspresji pomiedzy dwoma lub wigksza liczba grup badanych probek.
Czgsto takze celem analizy wyzszego rzedu jest okreslenie zaleznosci biologicznych

pomig¢dzy badanymi genami i proébkami. Termin biologiczne zaleznosci odnosi si¢ tutaj
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glownie do biomarkerow, genow wykazujacych skorelowang ekspresje (ang. co-expressed
genes) oraz podobienstwem profilu ekspresji genéw pomiedzy dwoma rodzajami probek z
danej grupy (np. podtypoéw danej choroby). Do gltéwnych elementéw analizy wyzszego rzedu

nalezg: etap selekcji gendw rdznicujacych oraz proces analizy skupien.
11.4.2.1 Filtracja danych

Proces filtracji danych jest etapem posrednim pomig¢dzy analizg nizszego, a analizg
wyzszego rzedu. Etap ten powinien poprzedza¢ analiz¢ wyzszego rzedu. Filtracja danych jest
czesto stosowang praktyka, pozwalajaca na minimalizacje szumu w uktadzie. Ekspresyjna
mikromacierz DNA, w zalezno$ci od rodzaju, moze zawiera¢ od kilkuset do kilkudziesigciu
tysiecy gendow, punktow lub sond. Jednakze jedynie niewielka czg$¢ gendw, sposrod
catkowitej liczby genow ulokowanych na ekspresyjnej mikromacierzy DNA, wykazuje
faktyczng zmiang poziomu ekspresji w badanych warunkach. W praktyce zarzadzanie tak
duzymi zestawami danych moze by¢ niekiedy utrudnione oraz moze obnizac siltg statystyczng
eksperymentu. Stad tez powszechnie stosowanym podejsciem jest redukcja zestawu danych w
wyniku filtracji. Filtracja danych polega na eliminacji genow o bardzo niskim poziomie
ekspresji. Dotyczy to zarowno gendow dla ktorych nie otrzymano kompletnej informacji (luki
w zestawie danych) oraz tych charakteryzujacych si¢ bardzo niskimi warto$ciami ekspres;ji.
Ponadto, proces filtracji danych moze by¢ takze wykorzystywany w celu selekcji informacji

na temat ekspresji gené6w pochodzacych jedynie z danej grupy lub rodziny.

11.4.2.2 Selekcja genow roznicujacych

Kluczowym elementem eksperymentéw z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy
DNA jest identyfikacja gendw, ktére wykazuja znaczace roznice poziomoOw ekspresji
pomigdzy dwoma lub wigksza liczba grup probek. Taki rodzaj analizy ma istotne znaczenie,
poniewaz pozwala na otrzymanie charakterystyki probek na poziomie molekularnym w
badanych warunkach. Najprostszg formg selekcji gendw rdznicujacych jest stworzenie listy
rankingowej w oparciu o wartosci okreslajace poziom ekspresji badanych genow oraz
ustalenie progéw odcigcia powyzej ktorych zmiany ekspresji maja istotny charakter.
Powszechnie stosowang metodg jest klasyfikacja wzgledem warto$ci intensywno$ci sygnatu
lub wartosci M dla kazdego punktu (posortowanych malejgco). Za geny znaczgce z punktu
widzenia prowadzonych badanh uznawane s3 te wykazujace co najmniej dwukrotny wzrost lub

spadek poziomu ekspresji w stosunku do probek kontrolnych. Podejscie to jednak nie jest
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odporne na bledy I i II rodzaju. Biedy I rodzaju skutkuja otrzymaniem wynikow fatszywie
pozytywnych (ang. false positives), poprzez klasyfikacj¢ jako réznicujgce genodw, ktore w
rzeczywistosci charakteryzuja si¢ niezmienionym poziomem ekspresji. Btedy II rodzaju
natomiast oznaczaja wyniki falszywie negatywne (ang. false negatives). Rzetelna metoda
identyfikacji gendow roznicujagcych powinna uwzgledniaé zaréwno wartosci istotnosci
statystycznych dla poszczegolnych genow, jak i liczbe analizowanych genéw (testowanych
hipotez). Najczesciej stosowanym testem statystycznym na etapie selekcji  gendow
réznicujacych jest test t, zwlaszcza w przypadku zestawow danych obejmujgcych dwie grupy
probek (Trevino i wsp. 2007). Test t wykorzystywany jest zarbwno w podstawowej wersji,
jak i modyfikowanej np. moderowany test t (ang. moderated t-test)(Smyth 2005)(Smyth i
wsp. 2003). Ze wzgledu na ograniczenia stosowania testu t (Rensink & Hazen 2006), do
identyfikacji gendéw réznicujacych wykorzystywane sg takze inne metody statystyczne np.

wieloetapowe procedury testowania (ang. Multiple Testing Procedures, MTP).

11.4.2.2 Analiza skupien

Proces analizy wyzszego rzedu oprocz identyfikacji gendw roznicujacych ma na celu
poznanie zalezno$ci wystepujacych w badanym zestawie danych. Najprostszg i zarazem
najpopularniejszg metoda poszukiwania zaleznosci w zestawach danych uzyskiwanych za
pomoca ekspresyjnych mikromacierzy DNA jest analiza skupien, zwana takze klasyfikacja
lub grupowaniem. Pozwala ona na laczenie elementow danego zbioru w grupy o wspolnym
profilu w tzw. klastry lub skupiska. Reprezentacje grupy stanowi wowczas pojedynczy profil,
ktory jest usrednieniem wszystkich elementoéw skupiska lub jednym z jego elementow, tzw.
medoidem lub centroidem. W eksperymentach z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA
analiza skupien moze by¢ prowadzona zar6wno na poziomie gendéw w obrebie pojedynczej
probki, jak réwniez na poziomie probek danej grupy lub pomigdzy grupami. Podstawg
klasyfikacji tego rodzaju danych jest nie tylko poziom ekspresji, ale réwniez 1 inne
indywidualne cechy probek, np. wiek lub pte¢ pacjentow. Sposrod dostepnych metod

grupowania mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje metod: nadzorowane i nienadzorowane.
11.4.2.1 Metody nadzorowane

Nadzorowane metody analizy skupieh wymagajg definiowania liczby skupisk jaka ma
powsta¢ z danego zbioru elementéw. Docelowa liczba klastrow najczgséciej okreslana jest na

podstawie hipotezy wlasnej lub oczekiwanego wyniku. Nadzorowane metody analizy skupien
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mogg dziata¢ takze w oparciu o klasyfikatory pozwalajace na przypisanie genow lub probek
do predefiniowanych klas. Ten rodzaj klasyfikacji w analizie danych uzyskanych z uzyciem
ekspresyjnych mikromacierzy DNA najczesciej] wykorzystywany jest do identyfikacji
markerow molekularnych, tzw. biomarkerow, ktéore sa wskaznikiem danego stanu
biologicznego, choroby, a takze jej podtypu w przypadku choréb heterogenicznych.
Fundamentalng r6znicg pomi¢dzy identyfikacja gendw rdznicujacych, a identyfikacja zestawu
genow do diagnozowania lub prognozowania danej choroby jest fakt, iz biomarkery musza
posiada¢ warto$¢ predykcyjng. Selekcja biomarkeréw wymaga stworzenia na podstawie
unikalnego zestawu gendw sygnatury umozliwiajacej identyfikacje¢ danego stanu
biologicznego. W tym celu czgsto stosowany jest klasyfikator przypisujacy probke do danej
grupy lub kategorii. Przyktadowo, klasyfikatorem do identyfikacji cukrzycy jest poziom
cukru w surowicy. W statystyce ten rodzaj klasyfikatora okre§lany jest jako
jednoczynnikowy. Oznacza to, iz identyfikacj¢ danego stanu biologicznego odbywa si¢ na
podstawie jednej zmiennej (poziom cukru). Niemniej jednak dla danych uzyskiwanych za
pomoca ekspresyjnych mikromacierzy DNA powszechne jest otrzymanie dtugiej listy genow,
ktore moga by¢ charakterystyczne dla danego stanu biologicznego. W przypadku analiz
wielogenowych stosowane sg klasyfikatory wieloczynnikowe, zwigkszajace stabilnosé
klasyfikacji. Przyktadowo, ryzyko wystapienia danej choroby okre$lane jest na podstawie
poziomow ekspresji kilku lub kilkunastu wybranych genoéw z ktérych kazdy stanowi
klasyfikator. Przykladem algorytmu do nadzorowanej klasyfikacji jest np. PAM (ang.
partioning around medoids).

11.4.2.2 Metody hierarchiczne

Hierarchiczne metody grupowania w przypadku danych uzyskiwanych z uzyciem
mikromacierzy DNA sg stosowane do identyfikacji genéw o skorelowanej ekspresji (ang. co-
expressed genes) i probek wykazujacych podobny profil ekspresji. Geny wykazujace
skorelowang ekspresje moga by¢ regulowane przez te same czynniki transkrypcyjne lub
posiada¢ te same funkcje, np. wchodzi¢ w sktad tych samych szlakoéw metabolicznych lub
sygnatowych. Identyfikacja takich genow moze stanowi¢ zrodto odkry¢ nowych potaczen
biologicznych pomig¢dzy genami, a takze nowych czasteczek o kluczowym znaczeniu z
punktu terapii (ang. potential clinical targets). Podstawowym celem grupowania
hierarchicznego w eksperymentach z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA jest

oszacowanie podobienstwa pomigdzy probkami biologicznymi w oparciu o profil ekspresji
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genow. Tego rodzaju analiza ma na celu weryfikacje, czy probki o podobnych
wiasciwosciach biologicznych wykazuja wspolne cechy na poziomie molekularnym.
Niekiedy réznice w profilu ekspresji genow odzwierciedlajg heterogennos¢ choroby danego
typu i stanowig podstawe identyfikacji nowych podtypoéw danej choroby. Grupowanie
hierarchiczne moze by¢ wykorzystywane do identyfikacji probek o nieznanej dotychczas
klasyfikacji.

Podstawowa koncepcja metod hierarchicznej analizy skupien polega na konstrukcji
klastréw poprzez stopniowe dodawanie jednego z elementéw (genu, probki lub mniejszego
klastra). W ten sposob elementy zestawu danych wykazujace najwicksze podobienstwo
(wzgledem danej cechy) sa dodawane we wczesniejszej fazie do matych klastrow, a elementy
wykazujgce mniejsze podobienstwo do pozniej tworzonych klastrow. Alternatywa dla
opisywanej strategii grupowania hierarchicznego jest podejscie polegajace na podziale
wiekszych skupisk na mniejsze. Podobienstwo pomigdzy badanymi elementami Szacowane
jest za pomocg miary odlegto$ci migdzy nimi. Wynikiem grupowania hierarchicznego jest
drzewo klasyfikacji (ang. dendrogram) o takim ulozeniu, aby eclementy wykazujace
najwigksze podobienstwo potozone byty blisko siebie (Rysunek 11). Drzewa klasyfikacji
czesto prezentowane sg w parze z dwuwymiarowg mapg cieplng (ang. heatmap), na ktorej
gdzie poziom ekspresji genéw w danej probce przedstawiony jest za pomocg intensywnosci

koloréw (Rysunek 11).
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Rysunek 11. Przykiadowe wyniki analizy skupien. Lewy panel: Drzewo klasyfikacji, jako wynik hierarchicznej
metody skupien. Prawy panel: Mapa cieplna.
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IL.5 Programy do analizy danych

W miare rozwoju technologii ekspresyjnych mikromacierzy DNA, wzrosta takze
zdolno$¢ do szybkiego i wydajnego prowadzania wysokoprzepustowych analiz (ang. high-
throughput) na poziomie molekularnym. Mikromacierze DNA, ktore przed laty obejmowaty
jedynie niewielka liczbe sond, obecnie posiadaja ich setki lub tysigce. Stad tez wyzwaniem na
etapie stosowania ekspresyjnych mikromacierzy DNA nie jest sam eksperyment, ale etap
zarzadzania i przetwarzania danych w celu uzyskania znaczacych statystycznie i biologicznie
wynikow. Problem analizy danych nie tyle wynika z ich rozmiaru, co raczej ze struktury.
Przetwarzanie tego rodzaju danych czgsto wymaga odpowiednich narzedzi. Obecnie
dostepnych jest wiele programéw umozliwiajacych analiz¢ danych uzyskiwanych z uzyciem
ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Kazdy z nich ma swoje szczegoélne cechy, jednak
najwigksza popularno$cig cieszg si¢ programy dziatajace na zasadzie otwartej licencji (ang.
open source). Wynika to glownie z ich dostgpnosci oraz jawnosci kodu zrodtowego. Dostep
do kodu zrodtowego pozwala uzytkownikom na modyfikacje oprogramowania i dopasowanie
go do specyficznych potrzeb. Obecnie sposrod tego rodzaju programéw, najwigksza
popularnoscig cieszg si¢ programy: (I) R\Bioconductor (www.bioconductor.org) (R
Development Core Team 2008; Gentleman i wsp. 2004), (Il) program TM4 (Saeed i wsp.
2006; Saeed i wsp. 2003) oraz (I11) BASE (ang. BioArray Software Environment) (Vallon-
Christersson i wsp. 2009).

I1.5.1 R/Bioconductor: narzedzie do statystycznej analizy danych

Projekt Bioconductor (Gentleman i wsp. 2004) jest ogdlnodostepnym repozytorium
dedykowanym biologii obliczeniowej. Aktualnie w sktad zespotu pracujacego nad jego
statym rozwojem wchodzi 24 najwyzszej klasy specjalistow z dziedzin: biologii,
bioinformatyki, statystyki i informatyki. Glownym celem projektu Bioconductor jest
zapewnienie wysokiej jako$ci infrastruktury oraz narz¢dzi do analizy danych genomowych
m.in. danych uzyskiwanych z uzyciem mikromacierzy DNA, wynikow sekwencjonowania
drugiej generacji, analizy SNP, czy genotypowania CNV. Narzg¢dzia tworzone w ramach
projektu Bioconductor wystepuja w postaci pakietow, tzn. bibliotek funkcji do analizy
okreslonego rodzaju danych genomowych. Aktualnie w sktad repozytorium Biocondcutor
wchodzi 610 pakietow. Podstawowym systemem w oparciu o ktory funkcjonuje repozytorium
Bioconductor jest srodowisko do zaawansowanych analiz statystycznych- R (R Development

Core Team 2008). Bioconductor jest w pelni komplementarny z podstawowym systemem
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pakietow R, tzw. pakietéw CRAN, co pozwala wykorzystywac¢ funkcje zdeponowane w
ramach tych pakietdéw w trakcie analizy z uzyciem funkcji z pakietoéw Bioconductor. Duzg
zaletg tego oprogramowania jest nie tylko jego rzetelno$¢ (kazdy pakiet posiada krotki opis
zawartych w nim funkcji 1 potencjalnych mozliwosci ich wykorzystania) oraz staly rozwdj
(przynajmniej 2 aktualizacje rocznie), ale mozliwo$¢ uczestnictwa w rozwoju projektu

(tworzenie nowych funkcji, pakietow oraz dokumentacji).

R\Bioconductor umozliwia analiz¢ danych uzyskiwanych za pomoca wszystkich
komercyjnie dostgpnych mikromacierzy DNA (platform). W tym takze tych pochodzacych z
mniejszych, tzw. dedykowanych mikromacierzy DNA (ang. custom microarrays, boutique
microarrays lub homemade microarrays). Do przetwarzania danych uzyskiwanych z uzyciem
ekspresyjnych mikromacierzy DNA przeznaczonych jest kilkadziesiat pakietow (blisko 60).
Dzigki temu kazdy uzytkownik ma mozliwo$¢ stworzenia specyficznego scenariusza analizy
danych, dopasowanego do potrzeb eksperymentu oraz struktury analizowanych danych.
R/Bioconductor umozliwia analiz¢ danych uzyskanych w ramach eksperymentow dwu- i
jednokolorowych. Gléwnym ograniczeniem $rodowiska R/Bioconductor jest brak interfejsu
graficznego (ang. graphical user interface, GUI) i wykonywanie polecen z linii komend, co
wymusza konieczno$¢ posiadania przez uzytkownika przynajmniej podstawowej wiedzy

programistyczne;j.
I1.5.2 TM4: oprogramowanie do analizy ekspresji genow

TM4 jest aplikacja stworzong za pomoca jezyka Java i dzigki temu posiada przyjazny
uzytkownikowi interfejs graficzny (GUI). Struktura TM4 obejmuje 4 moduty: MADAM,
TIGR Spotfinder, MIDAS, MeV oraz baz¢ danych MySQL. Kazdy z tych modutow jest
wyposazony w indywidualne cechy i moze by¢ stosowany niezaleznie. Oprogramowanie
TM4 powstalo gléwnie z mysla o przetwarzaniu danych dwukolorowych, jednak z

powodzeniem moze by¢ takze stosowane do analizy eksperymentéw jednokolorowych.
MADAM

Modut MADAM (ang. Microarray Data Manager) ufatwia uzytkownikowi
wprowadzenie danych do relacyjnej bazy danych i prowadzi go przez caly proces analizy.
MADAM korzystajac z informacji na temat eksperymentu oferuje uzytkownikowi prosty
sposob uproszczenia procesu analizy, oferujac pomoc w wyborze parametrow i interpretacji

wynikow.
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TIGR Spotfinder

Aplikacja TIGR Spotfinder stuzy do szybkiej, wspomaganej komputerowo analizie
jakosciowej obrazu. Umozliwia ona odczytywanie sparowanych (pochodzacych z
eksperymentéw dwukolorowych) 16 lub 8 bitowych obrazéw w formacie TIFF. TIGR
Spotfinder jest kompatybilny z wickszo$cia dostepnych na rynku skaneréw, a
potautomatyczna konstrukcja siatki pozwala na identyfikacj¢ obszarow szkietka, gdzie
spodziewane sa punkty. Wyniki analizy zapisywane sa w formacie pliku (.tav)
rozpoznawanym przez MIDAS lub eksportowane do bazy danych. Jako jedyny z modutow
TM4, TIGR Spotfinder zostat stworzony w C++. Ponadto, TIGR Spotfinder jest jedynym z

nielicznych ogdélnodostepnych programow do analizy ilosciowej danych (Saeed i wsp. 2003).
MIDAS

Modut MIDAS (ang. Microarray Data Analysis System) umozliwia analize¢ nizszego
rzedu. Pozwala on na przeprowadzenie procesu normalizacji oraz filtracji danych, ktoéra ma na

celu wyeliminowanie z zestawu danych elementow o niskiej jakosci.
MeV

Aplikacja MeV (ang. MultiExperiment Viewer) jest najlepiej przygotowanym i
najczesciej aktualizowanym modulem, umozliwiajgcym prowadzenie analizy wyzszego
rzedu. MeV za pomoca tatwego w obstudze graficznego interfejsu daje uzytkownikowi dostep
do szerokiego spektrum algorytmow wiaczajgc mi.n: analize skupien k-Srednich, grupowanie
hierarchiczne, test t, SAM (ang. Significance Analysis of Microarrays), analize glownych
sktadowych (ang. Principal Component Analysis). Modut ten wykazuje wysoki stopien

kompatybilnosci z R/Bioconductor, zwigkszajac tym samym ilo$¢ dostepnych metod analizy.

Architektura blokowa oraz kompatybilno$¢ z innymi ogélnodostepnymi programami sprawia,

iz TM4 jest elastycznym i tatwym w obstudze oprogramowaniem do analizy danych.

I1.5.3 BASE

BASE (ang. Bioarray Software Enviroment) jest oprogramowaniem dostepnym w
postaci strony internetowej (ang. Web-accesible system). Takie rozwigzanie nie wymaga od
uzytkownikow lokalnej instalacji i regularnej aktualizacji oprogramowania oraz daje dostep

do wigkszej mocy obliczeniowej w postaci zewnetrznych serwerow. Program ten umozliwia
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analiz¢ danych pochodzacych z réznych platform oraz analiz¢ jedno- i dwukolorowych
zestawow danych. Programy do przetwarzania danych uzyskiwanych za pomocg
ekspresyjnych mikromacierzy DNA podlegajg statlym modyfikacjom (Mehta & Rani 2011).
Architektura tego oprogramowania oparta jest na systemie wtyczek (ang. plug-in), co pozwala
szybkie dodawanie nowych modutéw bez zbednej ingerencji w rdzen programu. BASE
aktualnie wyposazony jest w trzy moduty do analizy danych umozliwiajace: normalizacje,
wielowymiarowe skalowanie danych (w celu otrzymaniu danych w postaci dwu lub

trojwymiarowych reprezentacji) oraz ich wizualizacjg.

I1.6 Standardy jakosci dla eksperymentow z uzyciem mikromacierzy DNA

Specyficzne cechy dostepnych platform (np. dtugos¢ sond) oraz programoéw do analizy
danych skutkuja obnizeniem powtarzalnosci wynikow analiz prowadzonych z uzyciem
ekspresyjnych mikromacierzy DNA. W ciagu kilku ostatnich lat powotano szereg
migdzynarodowych konsorcjow oraz grup badawczych, ktérych celem byto zwigkszenie
jako$ci 1 powtarzalno$ci uzyskanych rezultatow, jak rowniez zwigkszenie ich dostepnosci
poprzez usprawnienie procesu deponowania tych danych. Jednym z takich konsorcjow byto
MAQC (MicroArray Quality Control), ktorego gldownym zadaniem bylo ustalenie narze¢dzi
kontroli jako$ci, ktoére pozwalaly na eliminacj¢ podstawowych btedow proceduralnych na
etapie projektowania i prowadzenia (Shi i wsp. 2006; Shi i wsp. 2010; Patterson i wsp. 2006).
Otrzymane przez MAQC wyniki pozwolity na ocen¢ wydajnosci ekspresyjnych
mikromacierzy DNA oraz opracowanie wytycznych dotyczacych metod analizy
uzyskiwanych danych. Kluczowe wyniki uzyskata takze grupa NIST (The National Institutes
of Standards and Technology), ktéra skoncentrowala si¢ na praktycznych problemach
wynikajacych ze stosowania mikromacierzy DNA jako urzadzen pomiarowych, tj. rdznic
cztusci, poziomu tta oraz zmienno$ci w obrebie sygnalow dla roznych platform. Grupa NIST
prowadzita takze testy najczescie] wykorzystywanych skaneréw do mikromacierzy DNA w
celu opracowania metody walidacji 1 kalibracji skaner6w pozwalajacej na uzyskanie tych
samych wynikow niezaleznie od rodzaju zastosowanego urzadzenia. Wynikiem pracy
osrodkoéw zrzeszonych w ramach konsorcjum ERCC (External RNA Controls Consortium)
byl zestaw dobrze scharakteryzowanych kontroli negatywnych, umozliwiajagcych walidacje
eksperymentow prowadzonych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA (Baker i wsp.
2005). Najwickszy wklad w usprawnienie procesu deponowania i wymiany danych

uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA miata grupa MGED
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(Microarray Gene Expression Database Society). Dodatkowym sukcesem tej grupy bylo
zdefiniowanie standardow MIAME (ang. Minimum Information About a Microarray
Experiment), tj. podstawowych informacji jakie powinien zawiera¢ manuskrypt dotyczacy
wynikéw badan prowadzonych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA przed jego
publikacja (Brazma i wsp. 2001). Grupa MGED, podobnie jak MAQC byla takze
zaangazowana w opracowanie wytycznych dotyczacych metod analizy danych uzyskiwanych

z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA.

W ramach standardow jakosci zdefiniowano szereg wytycznych dotyczacych
projektowania oraz prowadzenia eksperymentéw z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy
DNA, jak réwniez sposobu publikowania oraz deponowania otrzymanych wynikow. Zgodnie

Z obowigzujacymi standardami jakosSci, prawidtowo zaprojektowany eksperyment obejmuje:

e Rzetelny i starannie przygotowany opis eksperymentu, tak aby dany eksperyment
mogt by¢ powtdrzony w innym laboratorium.

e Zalozenia eksperymentu sformulowane w sposob umozliwiajacy formulowanie
dalszych hipotez badawczych.

e Odpowiednig ilos¢ probek, a takze powtdrzen technicznych i biologicznych, w
stosunku do rodzaju oraz skali prowadzonych badan.

e Mozliwos$¢ wykonania kompleksowej analizy danych za pomoca dowolnie wybranego

do tego celu oprogramowania.
I1.7 Niestandardowe zestawy danych uzyskiwane przy uzyciu mikromacierzy DNA

Wszystkie dane pochodzace z eksperymentow z uzyciem ekspresyjnych
mikromacierzy DNA dla ktorych standardy jako$ci nie sg spelnione, uznawane sa za dane
niestandardowe. Istnicje szereg czynnikow nadajacych zestawom danych niestandardowy
charakter, stad tez analiza tego rodzaju danych jest specyficzna i wymaga indywidualnego
podejscia do kazdego zestawu danych. W praktyce najczestszymi przyktadami
niestandardowych danych sg dane uzyskiwane z uzyciem dedykowanych mikromacieczy
DNA.

I1.7.1 Dane uzyskiwane z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA

Niestandardowy charakter danych uzyskiwanych z wuzyciem dedykowanych

mikromacierzy DNA wynika z faktu, iz ten rodzaj mikromacierzy stuzy do badania
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konkretnych procesow biologicznych lub chorobotworczych, a nie ogdlnych zmian ekspres;ji
gendw w obrebie transkryptomu. W zwigzku z tym, iz dedykowane mikromacierze DNA
Zawieraja na swojej powierzchni gtownie sondy dla genow potencjalnie zaangazowanych w
badany proces, ilo$¢ genow roznicujacych dla tego rodzaju mikromacierzy jest znacznie
wigksza niz dla mikromacierzy o wysokiej gestosci (<10%) i moze sigga¢ nawet 50%
(Oshlack i wsp. 2007; Campanaro i wsp. 2002; Mcilroy i wsp. 2005; Ferrarini i wsp. 2008;
Baron i wsp. 2011). Co wigcej, obecnos¢ tak duzej liczby gendéw rdznicujacych sprawia, iz
rozktad intensywnosci sygnatow dla poszczegdlnych gendéw nie jest normalny i koncentruje
si¢ jedynie w okreslonych przedziatach zakresu intensywnosci. W przypadku danych
uzyskanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA bardzo czesto zdarza sig, iz
rownowaga pomiedzy genami ulegajacymi podwyzszonej lub obnizonej ekspresji jest
przesunigta w jednym kierunku. Problem ten dotyczy zwlaszcza badan zwigzanych z
procesem nowotworzenia (Pelz i wsp. 2008). Ponadto, dedykowane mikromacierze DNA
najczesciej otrzymywane sa w wyniku drukowania mikromacierzy, co powoduje, iz mogg one
posiada¢ szereg specyficznych cech nadanych im przez eksperymentatora. Wszystkie te cechy
dedykowanych mikromacierzy DNA w znaczacy sposob utrudniajg proces analizy danych

(Wyniki, Rozdziat V.I oraz Rozdziat V.III).

11.8 Metody sekwencjonowania drugiej generacji, a ekspresyjne mikromacierze DNA

Alternatywna metoda badania ekspresji genow, intensywnie (dynamicznie) rozwijana
w ostatnich latach, wykorzystuje technologi¢ sekwencjonowania drugiej generacji NGS (ang.
next-generation sequencing), zwang rowniez sekwencjonowaniem nowej generacji, gtebokim,
masowym lub  wysokoprzepustowym  sekwencjonowaniem (ang. high-throughput
sequencing). Terminy te odnosza si¢ do wszystkich metod sekwencjonowania nowszych niz
automatyczna metoda Sangera (metoda pierwszej generacji). Technologia NGS obejmuje
grupe metod umozliwiajacych generowanie jednorazowo ogromnej liczby naktadajacych sie
na siebie, zwykle krotkich, odczytow sekwencji DNA. Odczyty te powstajg w wyniku syntezy
nici komplementarnej do matrycy DNA, wczes$niej losowo pofragmentowanej i poddanej
liniowej amplifikacji. Gtgbokos¢ pokrycia badanej sekwencji zalezy od liczby generowanych
odczytow. Sekwencjonowanie drugiej generacji daje mozliwos$¢ uzyskiwania w pojedynczym
eksperymencie sekwencji catych genomow czy transkryptomow. Badaniu ekspresji genow
dedykowana jest metoda zwana RNA-seq (ang. RNA sequencing), cho¢ sekwencjonowaniu
nie poddaje si¢ bezposrednio RNA, lecz przepisane w procesie odwrotnej transkrypcji cDNA

Pofragmentowane cDNA wyposaza si¢ w uniwersalne adaptery, amplifikuje, a nastepnie
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sekwencjonuje przez syntez¢ drugiej nici, z dodatkiem fluorescencyjnie znakowanych
nukleotydow. Kolejnym krokiem jest mapowanie odczytoéw do sekwencji genomowej w celu
uzyskania informacji zar6wno o strukturze transkryptomu jak i poziomie ekspresji
poszczegb6lnych gendow. Poziom ekspresji genéw okreslany jest na podstawie liczby odczytéw

zmapowanych do danego genu lub transkryptu.

Technologia RNA-Seq coraz cze¢sciej zastepuje mikromacierze DNA (Bloom i wsp.
2009; S. Liu i wsp. 2011; Agarwal i wsp. 2010; Malone & Oliver 2011). Przyczyna takiego
stanu rzeczy jest wszechstronno$¢ tej technologii, dzigki ktdérej oprocz analizy ekspresji
gendéw mozliwa jest takze analiza niekodujacych RNA oraz badanie procesu alternatywnego
sktadania transkryptow (ang. alternative splicing). Gléwng zaleta RNA-seq jest fakt, iz jej
zastosowanie nie jest ograniczone jedynie do badania transkryptow, ktore odpowiadajg znane;j
sekwencji genomowej, jak to jest w przypadku mikromacierzy. Nie oznacza to jednak, iz
technologia RNA-Seq moze by¢ swobodnie stosowana w przypadku organizmow o nieznanej
lub fragmentarycznie poznanej sekwencji genomowej. Kompletna sekwencja genomowa
wymagana jest bowiem na etapie analizy danych - w procesie mapowania odczytow, ktory
stanowi podstawe dla ilosciowej analizy transkryptow. Dodatkowym atutem RNA-Seq jest
duzy zakres dynamiki (ang. dynamic range), ktory pozwala na detekcj¢ transkryptow
wykazujgcych zmiang ekspresji nawet o kilka tysiecy razy (Z. Wang i wsp. 2009). Cho¢ w
przypadku mikromacierzy DNA zakres dynamiki jest znacznie mniejszy 1 umozliwia detekcje
zmian ekspresji jedynie do kilkuset razy, wigkszym problemem jest analiza gendéw o
obnizonej aktywnosci transkrypcyjnej, jak rowniez identyfikacja nowych gendéw. Metody
analizy danych z RNA-Seq tez nie oferujg catkowitego rozwigzania tych kwestii.
Identyfikacja nowych transkryptéw za pomoca RNA-Seq nie zawsze jest mozliwa nawet przy
bardzo duzej glgbokosci sekwencjonowania analizowanych probek (50-80 miliondéw)
(Graveley i wsp. 2011). Powodem dla ktorego technologia RNA-Seq staje si¢ coraz bardziej
popularna jest takze stale obnizajacy si¢ koszt pojedynczego eksperymentu, ktéry dzigki
mozliwosci sekwencjonowania wielu probek jednoczesnie aktualnie jest juz porownywalny z
kosztem eksperymentu prowadzonego z uzyciem mikromacierzy DNA. Powaznym
ograniczeniem RNA-Seq jest natomiast proces analizy danych. Trudno$¢ przetwarzania
danych wynika z ich formatu i rozmiaru, ktéry dodatkowo zwigksza si¢ w trakcie analizy ze
wzgledu na konieczno$¢ zachowywania wynikéw poszczegolnych etapow. Kluczowym
aspektem jest takze wydajny sposob przechowywania danych i zarzadzania nimi, co czesto

wymaga znajomosci obstugi systemow operacyjnych Unix i wiedzy programistycznej.
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Analize danych z RNA-seq utrudnia takze fakt, iz struktura danych oraz metody ich
przetwarzania, podobnie jak w przypadku danych mikromacierzowych, $cisle zaleza od
rodzaju uzytej platformy. Ponadto, technologia RNA-Seq wcigz znajduje si¢ w fazie rozwoju,

optymalizacji i standaryzacji metod analizy danych.

Zarowno ekspresyjne mikromacierze DNA, jak i technologia RNA-seq pozwalajg na
wysokoprzepustowa analize¢ transkryptomu. Jednakze istnieje kilka aspektow na etapie
analizy transkryptomu, takich jak analiza niekodujacych RNA, potaczen ekson-ekson oraz
identyfikacja r6znych izoform, gdzie to uzycie RNA-seq bedzie bardziej trafnym wyborem.
Prawdopodobnie rozwoj technologii RNA-seq w kierunku zwigkszenia czulosci,
minimalizacji kosztow oraz wydajniejszej analizy danych, przyczyni si¢ do ograniczenia
stosowania mikromacierzy w badaniach ekspresji gendéw. Skutkiem tego moze by¢
specjalizacja technologii mikromacierzowych i stosowanie ich gtéwnie w badaniach
biomedycznych oraz klinicznych, w formie tzw. dedykowanych mikromacierzy DNA, np.
zaprojektowanych do badania okreslonych proceséw biologicznych lub przeznaczonych do
wykonywania testow diagnostycznych, prognostycznych czy przesiewowych (Cernetich-Ott i
wsp. 2012; Togawa i wsp. 2012; Lagorce i wsp. 2012).
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Gléwnym celem niniejszej pracy bylo opracowanie metod analizy najczeSciej
spotykanych rodzajow niestandardowych danych uzyskiwanych przy uzyciu mikromacierzy
DNA, ktére analizowane byly w Centrum Doskonatosci CENAT. Osiagniecie tego celu
wigzalo si¢ z realizacjg nastgpujacych zadan szczegdtowych, z ktorych kazde odpowiadato

problemowi analizy konkretnego rodzaju niestandardowych danych:

1) Opracowanie metody analizy danych otrzymanych z uzyciem ekspresyjnych
mikromacierzy DNA o niestandardowym uktadzie sond.

2) Opracowanie metody analizy danych otrzymanych z uzyciem mikromacierzy DNA do
badania ekspresji miRNA.

3) Opracowanie uniwersalnej procedury wyboru metody normalizacji dla danych
uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA.

4) Opracowanie metody analizy danych otrzymanych w wyniku hybrydyzacji
miedzygatunkowej przy zastosowaniu filtracji danych na podstawie morfologii

punktow.
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IV.I Materialy

W ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej wykorzystanych zostato pigé
zestawOw danych uzyskanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Nalezg do

nich:

o Zestaw AML: zestaw danych do badania ekspresji genow u pacjentOw z ostra
biataczka szpikowg (ang. acute myleoid leukemia),

e Zestaw AML miRNA: zestaw danych do analizy ekspresji miRNA u pacjentow z
biataczka szpikowa,

e Zestaw ALERGIA: zestaw danych do badania ekspresji genow u dzieci z alergia
krzyzowa,

o Zestaw ASTMA: zestaw do badania ekspresji gendow u dzieci z astma,

e Zestaw NT-CSH: zestaw do badania ekspresji genéw u Nicotiana tabacum pod
wplywem stresu abiotycznego z zastosowaniem hybrydyzacji migdzygatunkowe;.

e Zestaw OSHLACK: zestaw do badania eckspresji genéw na etapie pdznego

roznicowania limfocytow B u myszy.

IV.I.1 Zestaw AML: zestaw danych do badania ekspresji genow u pacjentow z ostra
bialaczkg szpikowa

IV.I.1.1 Projekt eksperymentu

Badania dotyczace ustalenia profilu ekspresji gendéw u pacjentow z ostra biataczka
szpikowa (AML) prowadzone byly w Centrum Doskonatosci CENAT Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu we wspotpracy z Katedrg 1 Klinikg Hematologii 1 Chordb
Rozrostowych  Uktadu Krwiotworczego  Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Analizag objeto grupe 33 dorostych pacjentow Kliniki, u
ktorych zdiagnozowano AML podtypu M1 lub M2 wg. klasyfikacji FAB (ang. French-
American-British classification). Od wszystkich 33 pacjentow uzyskano probki krwi i szpiku
w momencie pierwszej diagnozy (czas T0), a od niektérych takze po pierwszej serii
chemioterapii (czas T1, 9 pacjentow) oraz w okresie wznowy choroby (czas T2, 11
pacjentéw). Kontrole eksperymentu stanowito 14 probek krwi i 1 probka szpiku od zdrowych
ochotnikéw, natomiast jego referencj¢ komoérki z linii komoérkowej HL60, wyprowadzonej z
komorek ostrej biataczki promielocytowej typ M3. Z otrzymanych probek krwi i szpiku

pozyskano komorki jednojadrzaste, z ktoérych nastgpnie izolowano catkowity RNA.
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Catkowity RNA wyizolowano takze z komérek HL60. Otrzymane RNA poddano analizie
jakosciowej (BioAnalyzer 2100, Agilent Technologies) i ilosciowej (NanoDrop,
ThermoScentific). Z wybranych probek RNA uzyskano cDNA w wyniku reakcji odwrotnej
transkrypcji z udziatem modyfikowanych nukleotydéw (aminoallylo-dNTP wg SuperScript
Indirect cDNA Labeling System, Invitrogen). Do znakowania otrzymanego cDNA uzyto pary
barwnikow fluorescencyjnych Alexa 555 oraz Alexa 647. Probki od pacjentow z AML, jak i
probki zdrowych ochotnikéw znakowane byty barwnikiem Alexa 647. Natomiast probki
referencyjne z linii komoérkowej HL60 znakowane byly barwnikiem Alexa 555. Do
pojedynczej mikromacierzy hybrydyzowana byla mieszanina probek z ktérych jedna
znakowana byla barwnikiem Alexa 555, a druga barwnikiem Alexa 647. Reakcja
hybrydyzacji prowadzona byla metoda reczng z uzyciem komodr do hybrydyzacji
(Hybridization Chamber, Corning®) lub metoda automatyczng z uzyciem hybrydyzatora
(HybArray 12, PerkinElmer). Warunki reakcji hybrydyzacji przedstawiono w Tabela 1.

Tabela 1. Opis warunkow reakcji hybrydyzacji mieszaniny probek znakowanego fluorescencyjnie ¢cDNA do
mikromacierzy DNA, stosowanych w ramach eksperymentu badania ekspresji genéw u pacjentow z AML.

Czas [h] .
Etap T [°C] Uwagi
automatyczna reczna

reakcja hybrydyzacji: znakowany cDNA

hybrydyzacja 1 50 5h 3h Objetos¢ probki:
hybrydyzacja 2 75 Eh 3h 1.Hybrydyzacja automatyczna: 110pul
hybrydyzacja 3 40 5h 3h 2.Hybrydyzacja rgczna: 40 ul
plukanie
ptukanie 1 40 5 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)
ptukanie 2 25 5 min. Bufor: (2x SSC)
ptukanie 3 25 5 min. Bufor: (0,2x SSC)

Mikromacierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm, a nastepnie poddano procesowi
skanowania. Mikromacierze zostaly przeskanowane z uzyciem skanera do mikromacierzy
ScanArray Express (Perkin Elmer) lub skanera GenePix 4200AL (Molecular Devices). Kazda
mikromacierz skanowana byta przynajmniej dwukrotnie. Pierwsze, tzw. wstgpne skanowanie
wykonywane bylo przy rozdzielczosci 50 pm. Natomiast ostateczne skanowanie wykonywano
przy rozdzielczosci 10 um. Uzyskane obrazy w kolejnym etapie poddane byly analizie
iloSciowej obrazu za pomoca programu GenePixPro 6.0 (Molecular Devices). Wynikiem
analizy iloSciowej obrazu bylo przeksztalcenie obrazu graficznego w dane liczbowe, ktore
zdeponowane zostaly w plikach z rozszerzeniem .gpr (ang. GenepixPro results). Pliki z

rozszerzeniem .gpr stanowily dane wejsciowe do dalszych etapow analizy, prowadzonych z
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uzyciem programu R/Bioconductor oraz Python.

W sktad zestawu AML wchodzg 172 ekspresyjne mikromacierze DNA otrzymane w
wyniku hybrydyzacji probek pochodzacych od 33 pacjentow z AML (151 hybrydyzacje) i 15
0s6b zdrowych (21 hybrydyzacji). Probki od pacjentéw z AML pochodzily zaréwno z krwi
jak 1 szpiku, pobranych w trzech punktach czasowych: TO (120 hybrydyzacje, 33 pacjentow),
T1 (21 hybrydyzacji, 9 pacjentéw) i T2 (31 hybrydyzacji, 11 pacjentow).

Szczegdtowe informacje na temat plikow .gpr sg dostgpne w Zatgczniku 1.

IV.I.1.3 Projekt mikromacierzy

Dedykowane mikromacierze DNA uzyte w ramach eksperymentu dotyczacego badan nad
profilem ekspresji genéw u pacjentoéw z AML zostaty przygotowane w Centrum Doskonato$ci
CENAT Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN z uzyciem unikalnego zestawu sond. W sktad
tego zestawu wchodzity sondy wyselekcjonowane w celu badania genéw odpowiedzialnych
za wystapienie ostrej biataczki szpikowej oraz sondy kontrolne. Stosowne sondy miaty
dhugos¢ 50-70 nukleotydow. Roztwory sond DNA w buforze 1XESB (Epoxide spotting buffer,
Integrated DNA Technologies) o stezeniu 20 pM naniesiono na mikromacierz (Epoxide
Coated Slides, Corning®) w procesie drukowania przy pomocy drukarki SpotArray24
(PerkinElmer). Sondy nadrukowywano przy uzyciu 4 igiet (utozonych w rzedzie). Kazda
sonda nadrukowana byta w 3 powtorzeniach wystepujacych obok siebie. W wyniku procesu
drukowania otrzymano dedykowang mikromacierz DNA zawierajaca 3069 punktow w sktad,

ktorych wchodzity:
o 938 unikalne wyselekcjonowane sondy (x 3 =2814),
e 66 punktow, w ktorych naniesiono tylko bufor (sondy oznaczone jako buffer),
e 96 punktow pustych (sondy oznaczone jako empty),
» 8 sond bakteryjnych (kontrola negatywna) (3x6 =18, 5x3=15),
o 3 sondy ro$linne (kontrola negatywna) (x3=9)
o 1 sonda o losowej sekwencji (ang. random oligo) (kontrola negatywna) (x3=3)
o 8 sond kontrolnych typu spike-in (x 6 = 48).

Sondy na mikromacierzy tworza uktad 32 blokéw (ang. print-tip group) rozmieszczonych w
uktadzie 4 x 10 (kolumny x rzedy). W przypadku tej mikromacierzy bloki z rzedow 7 1 8

zostaly zastgpione przez jeden, wigkszy blok. Wigkszo$s¢ blokow zawiera sondy
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rozmieszczone w uktadzie 9 x 9, natomiast blok zastepujacy bloki z rzedéw 7 i 8 zawiera

sondy rozmieszczone w uktadzie 15 x 27 (Patrz. Rozdziat V.I.1, Wyniki 1 Dyskusja).

IV.1.1.3 Zestaw AML 11

W sktad zestawu AML II wchodzi 40 (20 unikatowych hybrydyzacji i 20 powtorzen
technicznych) mikromacierzy wyselekcjonowanych z zestawu AML. Zestaw AML I
obejmuje mikromacierze otrzymane w wyniku hybrydyzacji automatycznej uzyciem
hybrydyzatora (HybArray 12, PerkinElmer) oraz skanowania skanerem ScanArray Express
(Perkin Elmer). Dane liczbowe dla zestawu AML II, podobnie jak dla zestawu AML
otrzymano w wyniku analizy ilosciowej obrazu z uzyciem programu GenePixPro 6.0
(Molecular Devices). Mikromacierze z zestawu AML II zostaly otrzymane w wyniku
hybrydyzacji probek pochodzacych od pacjentow z AML w czasie diagnozy TO oraz probek

od zdrowych ochotnikow.

Szczegotowe informacje na temat plikow .gpr z zestawu AML 11 sg dostgpne w Zalgczniku 2.

IV.1.2 Zestaw AML miRNA: zestaw danych do badania ekspresji ludzkich miRNA u

pacjentow z ostra bialaczka szpikowg

IV.1.2.1 Projekt eksperymentu

Badania dotyczace ustalenia profilu ekspresji miRNA u pacjentéw z ostra biataczka
szpikowa (AML) prowadzone byly w Centrum Doskonatosci CENAT Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Preparaty krwi i szpiku uzyskano dzigki wspolpracy z
Katedra Hematologii i Chordb Rozrostowych Uktadu Krwiotworczego Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Analizg objeto 24 dorostych pacjentdw, u ktérych zdiagnozowano
ostra biataczke szpikowa (AML) podtypu M1 lub M2 wg. klasyfikacji FAB. Probki pobrano
od pacjentow w dwoch réznych stadiach choroby: TO- probka pobierana po pierwszej
diagnozie oraz T2- probka pobrana od pacjenta podczas wznowy choroby. Referencje
eksperymentu stanowity komorki z linii komérkowej HL60, wyprowadzonej z komorek ostrej
biataczki promielocytowej podtyp M3. Z otrzymanych probek krwi i szpiku pozyskano
komorki jednojadrzaste, z ktorych wyizolowano frakcje niskoczasteczkowego RNA
(PureLink™ miRNA Isolation Kit, Invitrogen). Frakcje niskoczasteczkowego RNA
wyizolowano takze z komorek HL60. Otrzymane RNA poddano procesowi amplifikacji w
wyniku transkrypcji in vitro (NCode miRNA Amplification System, Invitrogen). Otrzymane
RNA poddano analizie ilosciowej (NanoDrop, ThermoScentific) oraz jako$ciowej
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(BioAnalyzer 2100, Agilent Technologies). Wybrane probki RNA znakowane byly metoda
posrednig, polegajaca na ligacji do poliadenylowanego konca 3° RNA, dwoch adaptorow.
Produkty ligacji hybrydyzowano do mikromacierzy, nastepnie po odmyciu niezwigzanych
czasteczek wykonywano drugg hybrydyzacje z oligonukleotydem zwigzanym z barwnikiem
fluorescencyjnym (odpowiednio Alexa 546 lub Alexa 647), ktoéry byt komplementarny do
jednego z adaptoréw dolaczonych do czasteczek RNA (NCode™ miRNA Labeling System,
Invitrogen). Probki od pacjentéw z AML znakowane byly barwnikiem Alexa 647, natomiast
probki referencyjne z linii komérkowej HL60 znakowane byly barwnikiem Alexa 546. Do
pojedynczej mikromacierzy hybrydyzowana byla mieszanina probek z ktorych jedna
znakowana byla barwnikiem Alexa 546, a druga barwnikiem Alexa 647. Reakcja
hybrydyzacji prowadzona byla metoda reczng z uzyciem komodr do hybrydyzacji
(Hybridization Chamber, Corning®) lub metoda automatyczng z uzyciem hybrydyzatora
(HybArray 12, PerkinElmer). Warunki reakcji hybrydyzacji przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Opis warunkow reakcji hybrydyzacji mieszaniny probek znakowanego fluorescencyjnie ¢DNA do
mikromacierzy DNA, stosowanych w ramach eksperymentu badania ekspresji miRNA u pacjentow z AML.

Etap T[°C] ‘ Czas [h] Uwagi
I reakcja hybrydyzacji: znakowane miRNA
Hybrydyzacja 1 52 6h Objeto$¢ probki:
Hybrydyzacja 2 46 6h 1.Hybrydyzacja automatyczna: 110pul
Hybrydyzacja 3 40 6h 2.Hybrydyzacja reczna: 40 ul
plukanie

Ptukanie 1 50 10 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)

Ptukanie 2 25 10 min. Bufor: (2x SSC)

Ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,2x SSC)

Il reakcja hybrydyzacji: barwniki Alexa 546 i Alexa 647

Hybrydyzacja 58 4h Objetosc probki:
1.Hybrydyzacja automatyczna: 110u1
2.Hybrydyzacja reczna: 40 pl

plukanie
Ptukanie 1 50 10 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)
Plukanie 2 25 10 min. Bufor: (2x SSC)
Ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,2x SSC)

Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm, a nastgpnie poddano procesowi
skanowania. Mikromacierze zostaly przeskanowane z uzyciem skanera do mikromacierzy
ScanArray Express (Perkin Elmer) lub skanera GenePix 4200AL (Molecular Devices).
Uzyskane obrazy w kolejnym etapie poddane byly analizie iloSciowej obrazu za pomoca

programu GenePixPro 6.0 (Molecular Devices). Wynikiem analizy ilo§ciowej obrazu bylo
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przeksztalcenie obrazu graficznego w dane liczbowe, ktore zdeponowane zostaty w plikach z
rozszerzeniem .gpr. Pliki z rozszerzeniem .gpr stanowily dane wejsciowe do dalszych etapow

analizy, prowadzonych z uzyciem programu R/Bioconductor oraz Python.

W skitad zestawu AML miRNA wchodzi 30 dedykowanych mikromacierzy DNA
otrzymanych w wyniku hybrydyzacji probek pochodzacych od 24 pacjentow. Probki od
pacjentow pochodzily zardwno z krwi, jak i szpiku, pobranych w dwoch punktach czasowych:

TO (24 hybrydyzacje, 24 pacjentéw), T2 (6 hybrydyzacji, 6 pacjentow).

Szczegotowe informacje na temat plikow .gpr sa dostepne w Zalaczniku 3.

IV.1.2.2 Projekt mikromacierzy

Mikromacierze uzyte w eksperymencie analizy réznicowej miRNA u pacjentow z
ostra biataczka szpikowa zostaly wykonane w Centrum Doskonatosci CENAT Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN. Do przygotowania mikromacierzy wykorzystano komercyjne
dostepny zestaw sond oligonukleotydowych (NCode™ Mammalian miRNA Microarray
Probe Set v. 1.0, Invitrogen). Zestaw ten wyselekcjonowany zostal na podstawie sekwencji

dojrzatych mikroRNA zawartych w bazie Sanger miRBase 7.0 (http://microrna.sanger.ac.uk)

dla cztowieka (311 sond), myszy domowej (232 sondy) oraz szczura (185 sond). Wérod sond
ulokowanych na mikromacierzy znajduja si¢ 144 sondy dla przewidywanych sekwencji
ludzkich miRNA (HMP_PREDICTED). Kazda z sond sktada si¢ z dwukrotnie powtorzonej
sekwencji odpowiednich miRNA, stad dlugos¢ sondy na poziomie 34-44 nukleotydow.
Roztwory sond DNA w buforze Pronto! (Schott) o stgzeniu 20 puM naniesiono na
mikromacierz (Epoxide Coated Slides, Corning®) w procesie drukowania przy pomocy
drukarki SpotArray24 (PerkinElmer). Sondy nadrukowywano przy uzyciu 4 igiet (utozonych
w rzedzie). Kazda sonda nadrukowana byta w 3 powtorzeniach wystepujacych obok siebie. W
wyniku procesu drukowania otrzymano dedykowang mikromacierz DNA zawierajaca 2880
punktow w sklad, ktoérych wchodzity:

e 728 unikalne sondy (NCode™ Mammalian miRNA Microarray Probe Set v.

1.0, Invitrogen) (x 3= 2184)

e 144 unikalne sondy dla przewidywanych sekwencji ludzkich miRNA(x 3=432)

e 10 sond kontrolnych Alexa5 Test Feature (kontrola pozytywna) (x3=30)

¢ 15 sond kontrolnych NodeControl (kontrola negatywna)(x3=45)

e 189 punktow pustych (empty)
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Sondy na mikromacierzy tworza uktad 4 blokow, z ktérych kazdy zawiera 8 kolumn i 90

wierszy sond.

IV.1.3 Zestaw ALERGIA: Zestaw danych do badania ekspresji genow u dzieci z alergia

krzyzowa
IV.1.3.1 Projekt eksperymentu

Badania ekspresji genow u dzieci z alergig krzyzowg i astma prowadzone byly w
Centrum Doskonatosci CENAT oraz w Centrum Badan Biokrystalograficznych Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, we wspolpracy z III Klinikg Chordb Dziecigcych
Akademii Medycznej w Biatymstoku. Analiza objeto grupe 55 pacjentow w wieku 3,5 — 18
lat, niepalacych (czynnie 1 biernie). Wykonano oznaczenia catkowitych i specyficznych IgE z
krwi, testy skorne dla najcze$ciej uczulajacych alergendow (AW, AP, jabtko, soja, orzech,
sezam, mleko, biatko jaja, brzoza, drzewa, trawy, chwasty i roztocza). Dodatkowo wykonano
test prowokacji pokarmowej oraz badanie poziomu eozynofildéw. Ostatecznie do analiz z
uzyciem mikromacierzy zakwalifikowano 16 oséb z alergia krzyzowa oraz 15 zdrowych
ochotnikow (niewykazujacych atopii, wylaczono takze osoby, u ktorych poziom cIgE byt
wyzszy niz 90 kU/l). Z otrzymanych probek krwi obwodowe] pozyskano komorki
jednojadrzaste, z ktorych nastepnie pozyskano catkowity RNA. Probki RNA nast¢pnie
poddano analizie ilosciowej (NanoDrop, ThermoScientific) oraz jakosciowej (Bioanalyzer
2100, Agilent Technologies). Wybrane probki RNA zostaly poddane reakcji odwrotnej
transkrypcji z wykorzystaniem startera zawierajagcego sekwencje oligo-dT oraz fragment
sekwencji wirusowej polimerazy T7. Otrzymane cDNA poddano amplifikacji. W kolejnym
etapie procesu przygotowania probek do reakcji hybrydyzacji, otrzymano antysensowng ni¢
DNA. Podczas reakcji do tworzacej si¢ nici wilaczane byly modyfikowane nukleotydy
(aminoallylo-dNTP wg SuperScript Indirect cDNA Labeling System, Invitrogen), ktore
stanowity miejsce wigzania barwnikow fluorescencyjnych. Do znakowania otrzymanego
DNA uzyto pary barwnikow fluorescencyjnych Alexa 555 oraz Alexa 647. Probki od
pacjentéw z alergia znakowane byty barwnikiem Alexa 647. Natomiast probki kontrolne,
pochodzace od zdrowych ochotnikow znakowane byly barwnikiem Alexa 555. Do
pojedynczej mikromacierzy hybrydyzowana byta mieszanina probek z ktérych jedna
znakowana byta barwnikiem Alexa 555, a druga barwnikiem Alexa 647. Reakcja
hybrydyzacji prowadzona byla metoda automatyczng z uzyciem hybrydyzatora (HybArray
12, PerkinElmer). Warunki reakcji hybrydyzacji przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Opis warunkow reakcji hybrydyzacji mieszaniny probek znakowanego fluorescencyjnie ¢cDNA do
mikromacierzy DNA, stosowanych w ramach eksperymentu badania ekspresji gendw u dzieci z alergiq krzyzowg.

Etap T [°C] Czas [h] Uwagi
reakcja hybrydyzacji
Hybrydyzacja 1 50 5h Hybrydyzacja automatyczna
Hybrydyzacja 2 45 Sh Objetosé probkiz110ul
Hybrydyzacja 3 40 5h
plukanie

Plukanie 1 35 5 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)

Plukanie 2 25 10 min. Bufor: (2x SSC)

Ptukanie 3 25 10 min. Bufor: (0,2x SSC)

Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm, a nast¢pnie poddano procesowi
skanowania. Mikromacierze zostaly przeskanowane z uzyciem skanera do mikromacierzy
ScanArray Express (Perkin Elmer). Uzyskane obrazy w kolejnym etapie poddane byty
analizie iloSciowej obrazu za pomocag programu GenePixPro 6.0 (Molecular Devices).
Wynikiem analizy iloSciowej obrazu bylo przeksztatcenie obrazu graficznego w dane
liczbowe, ktore zdeponowane zostaly w plikach z rozszerzeniem .gpr. Pliki .gpr stanowity
dane wejsciowe do dalszych etapow analizy, prowadzonych z uzyciem programu

R/Bioconductor oraz Python.

W skiad zestawu wchodzi 14 ekspresyjnych mikromacierzy DNA otrzymanych w
wyniku hybrydyzacji probek pochodzacych od 12 pacjentéw z alergiag i 12 zdrowych

ochotnikow oraz dwa powtorzenia techniczne.

Szczegbtowe informacje na temat plikow .gpr sg dostepne w Zataczniku 4.
IV.1.3.2 Projekt mikromacierzy

Mikromacierze DNA do badania ekspresji genéw u dzieci z alergia krzyzowa zostaty
wykonane w Centrum Doskonatosci CENAT Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w
Poznaniu. Projekt kazdej z mikromacierzy obejmuje uzycie sond dla 179 genow
zaangazowanych gléwnie w reakcje zapalne (zalezne od IgE) oraz gendéw powigzanych z
rozwojem astmy i alergii (na podstawie danych literaturowych). Stosowne sondy miatly
dhugos¢ 50 nukleotydow. Roztwory sond DNA w buforze 1XESB (Epoxide spotting buffer,
Integrated DNA Technologies) o stezeniu 20 pM naniesiono na mikromacierz (Epoxide
Coated Slides, Corning®) w procesie drukowania przy pomocy drukarki SpotArray24
(PerkinElmer). Sondy nadrukowywano przy uzyciu 4 igiet (utozonych w rzedzie). Kazda

sonda nadrukowana byla w 6, nast¢pujagcych po sobie powtdrzeniach. Sondy kontrolne
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dodatkowo nadrukowywano w kilku miejscach na mikromacierzy. t.acznie otrzymano 1536
punktow obejmujacych:

e 188 unikatowych sond (x 6= 1128)

e 180 punktéw w ktorych naniesiono tylko bufor (buffer)

e 24 punkty puste (empty)

e 8 sond kontrolnych typu spike-in (x 6=48)

e 4 sondy kontrolne (kontrola negatywna) (x 12=48)

e 9 sond kontrolnych (kontrola pozytywna) (x 12=108)

Sondy tworza uktad 12 blokéw (4 kolumny x 3 rzedy). Bloki 1-8 zawieraja 12 kolumn i 12

rz¢dow sond. Natomiast bloki 9-12 zawieraja 12 kolumn i 8 rzedéw sond.

IV.1.4 Zestaw ASTMA: zestaw do badania ekspresji genow u dzieci z alergia krzyzowa

astma

IV.1.4.1 Projekt eksperymentu

Do eksperymentu zrekrutowano 11 pacjentow z astma atopowa uczulonych na
roztocze kurzu domowego (Dermatophagoides pteronyssinus) oraz 10 pacjentdw z rozwinigtg
astmg oskrzelowa, niewykazujacych atopii. Ostatecznie do analiz z uzyciem mikromacierzy
zakwalifikowano 7 o0so6b z grupy badanej (astma atopowa) i1 7 z grupy kontrolnej (astma
nieatopowa). Od pacjentdw pobrano po 4 ml krwi obwodowej. Z otrzymanych probek krwi
pozyskano komorki jednojadrzaste, z ktorych nastepnie izolowano catkowity RNA.
Otrzymany RNA poddano ocenie jakosciowej (BioAnalyzer 2100, Agilent Technologies) 1
ilosciowej (NanoDrop, ThermoScentific). Wybrane probki RNA zostaly poddane reakcji
odwrotnej transkrypcji do cDNA z wykorzystaniem startera zawierajacego sekwencje oligo-
dT oraz fragment sekwencji wirusowej polimerazy T7. Otrzymane cDNA poddano
amplifikacji. W kolejnym etapie procesu przygotowania probek do reakcji hybrydyzaciji,
otrzymano antysensowng ni¢ DNA. Podczas reakcji do tworzacej si¢ nici wlaczane byty
modyfikowane nukleotydy (aminoallylo-dNTP wg SuperScript Indirect cDNA Labeling
System, Invitrogen), ktore stanowitly miejsce wigzania barwnikéw fluorescencyjnych. Do
znakowania otrzymanego DNA uzyto pary barwnikéw fluorescencyjnych Alexa 555 oraz
Alexa 647. Probki od pacjentow z astma atopowa znakowane byly barwnikiem Alexa 647.
Natomiast probki kontrolne, pochodzace od pacjentéw z astma nieatopowa znakowane byty

barwnikiem Alexa 555. Do pojedynczej mikromacierzy hybrydyzowana byla mieszanina
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probek z ktorych jedna znakowana byla barwnikiem Alexa 555, a druga barwnikiem Alexa
647. Reakcja hybrydyzacji probek do mikromacierzy prowadzona byla metoda automatyczng
z uzyciem hybrydyzatora (HybArray 12, PerkinElmer). Warunki reakcji hybrydyzacji
przedstawiono w Tabeli 3. Macierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm, nastgpnie
poddano procesowi skanowania za pomoca skanera do mikromacierzy Scandrray Express
(Perkin Elmer). Analiz¢ ilo$ciowa przeprowadzono za pomocg programu GenePixPro 6.0
(Molecular Devices). Wynikiem analizy ilosciowej obrazu bylo przeksztalcenie obrazu
graficznego w dane liczbowe, ktore zdeponowane zostaly w plikach z rozszerzeniem .gpr.
Pliki .gpr stanowity dane wejsciowe do dalszych etapow analizy, prowadzonych z uzyciem

programu R/Bioconductor oraz Python.

W skiad zestawu wchodzi 14 ekspresyjnych mikromacierzy DNA otrzymanych w
wyniku hybrydyzacji probek pochodzacych od 7 0séb z grupy badanej (astma atopowa) i 7 z

grupy kontrolnej (astma nieatopowa) oraz 7 powtdrzen technicznych.

Szczegotowe informacje na temat plikow .gpr sa dostepne w Zataczniku 5.

IV.I.4.1 Projekt mikromacierzy

Zestaw ASTMA otrzymano w oparciu o projekt mikromacierzy opisany w Rozdziale

IV.1.3.2 (Materialy i Metody).

IV.L.5 Zestaw NT-CSH: zestaw do badania ekspresji genow u Nicotiana tabacum pod

wplywem stresu abiotycznego z zastosowaniem hybrydyzacji miedzygatunkowej

IV.L.5.1 Projekt eksperymentu

Zestaw NT-CSH zostat otrzymany w wyniku hybrydyzacji mieszaniny znakowanych
fluorescencyjnie probek z tytoniu pod wptywem stresu abiotycznego (NaCl lub CdCl,) oraz

roslin typu dzikiego (proba kontrolna) do trzech rodzajéw ekspresyjnych mikromacierzy
DNA:

e TIGR Potato cDNA Microarray (podzestaw POT)
e TOM1 (podzestaw TOM1)
e Arabidopsis Oligonucleotide Microarray (podzestaw ATH)
Materiat roslinny z korzeni oraz siewek tytoniu szlachetnego (Nicotiana tabacum) oraz

rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) uzyskano dzieki wspotpracy Centrum Doskonatosci
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CENAT Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN z Laboratorium Biochemii Roslin, Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN. Rosliny zostaty poddane dziataniu czynnikow stresogennych w
postaci: 100 uM chlorku kadmu (11) (CdCI2) lub 150mM chlorku sodu (NaCl) przez okres 6
godzin. Wszystkie rosliny uzyskano w wyniku hodowli metoda hydroponiczng. Materiat
roslinny z korzeni i siewek zostal roztarty na proszek w mozdzierzu, w cieklym azocie.
Nastepnie z otrzymanego materialu (ok. 100 mg na jedng reakcje¢ izolacji) izolowano
calkowity RNA (RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen). Otrzymane probki catkowitego RNA
zostaly poddane procesowi usuwania DNA (TURBO DNA-free™ Kit, Ambion). Nast¢pnie
RNA zostalo poddane analizie ilosciowej (NanoDrop, ThermoScientific) oraz jakoSciowej
(BioAnalyzer 2100, Agilent Technologies). Procedura przygotowania wybranych probek
RNA do reakcji hybrydyzacji zalezatla od rodzaju ekspresyjnej mikromacierzy DNA

stosowanej w ramach eksperymentu.

IV.L.5.1.1 Przygotowanie prob do hybrydyzacji

Wybrane probki RNA stanowity matryce w reakcji odwrotnej transkrypcji z udziatem
modyfikowanych nukleotydow (aminoallylo-dNTP, wg SuperScript Indirect cDNA Labeling
System, Invitrogen). Do znakowania materiatlu uzyto pary barwnikéw fluorescencyjnych
Cyjanina 5 (Cy5) oraz Cyjanina 3 (Cy3). Probki badane (rosliny tytoniu poddane dziataniu
NaCl lub CdCl,) znakowane byty Cy5. Probki kontrolne (rosliny typu dzikiego) natomiast
znakowane byty barwnikiem Cy3. Proces znakowania probek dla podzestawu POT
obejmowatl takze przygotowanie probek typu dye swap dla kazdego z czynnikoéw

wywotujacych stres abiotyczny (NaCl lub CdCly).

IV.1.5.1.2 Reakcja hybrydyzacji, skanowanie i analiza ilosciowa obrazu

Do pojedynczej mikromacierzy hybrydyzowana byla mieszanina probek z ktorych
jedna znakowana byta barwnikiem Cy3, a druga barwnikiem Cy5. Reakcja hybrydyzacji
prowadzona byta metoda automatyczng z uzyciem hybrydyzatora Hybarray 12, PelkinElmer
lub Hs4800 Pro, TECAN. Warunki reakcji hybrydyzacji przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Opis warunkow reakcji hybrydyzacji mieszaniny probek znakowanego fluorescencyjnie ¢cDNA do
mikromacierzy DNA, stosowanych w ramach eksperymentu badania ekspresji genéw u Nicotiana tabacum pod
wplywem stresu abiotycznego z zastosowaniem hybrydyzacji miedzygatunkoweyj.

Etap ‘ T [°C] | Czas [h] | Uwagi
Prehybrydyzacja (bez probki)
Prehybrydyzacja ‘ 42 ‘ 45 min, ‘

plukanie

Plukanie 1 25 5min. H,0 miliQ

Plukanie 2 25 5 min. H,0 miliQ

Plukanie 3 25 2 min. izopropanol

Reakcja hybrydyzacji
Hybrydyzacja 46 18h Objetos¢ probki:
1.Hybrydyzacja automatyczna: 115ul

plukanie

Ptukanie 1 43 5 min Bufor: (2x SSC, 0,1% SDS)

Ptukanie 2 30 5 min. Bufor: (0,5 x SSC)

Ptukanie 3 25 5 min. Bufor: (0,05 x SSC)

Mikromacierze suszono wirujac przez 2 min. przy 1500 rpm, a nast¢pnie poddano procesowi
skanowania. Mikromacierze zostaly przeskanowane z uzyciem skanera do mikromacierzy
ScanArray Express (Perkin Elmer). Kazda mikromacierz skanowana byla przynajmniej
dwukrotnie. Pierwsze, tzw. wstgpne skanowanie wykonywane bylo przy rozdzielczosci 50
pm. Natomiast ostateczne skanowanie wykonywano przy rozdzielczo$ci 5 pum. Uzyskane
obrazy w kolejnym etapie poddane byly analizie iloSciowej obrazu za pomoca programu
GenePixPro 6.0 (Molecular Devices). Wynikiem analizy ilosciowej obrazu bylo
przeksztalcenie obrazu graficznego w dane liczbowe, ktore zdeponowane zostaly w plikach z
rozszerzeniem .gpr. Dodatkowo analize iloSciowa obrazu przeprowadzono za pomoca
programu MAIA (Novikov & Barillot 2007) w celu otrzymania dodatkowych parametrow
jakosci punktow (SC, ang. spot characteristics). Pliki z rozszerzeniem .gpr stanowilty dane
wejsciowe do dalszych etapow analizy, prowadzonych z uzyciem programu R/Bioconductor.
Informacja otrzymana na temat warto$ci parametrow SC zostata dodana na etapie analizy

danych za pomoca R/Bioconductor.

W sktad zestawu NT-CSH wchodzg trzy podzestawu: POT, TOM1 oraz TOB. Kazdy
podzestaw sktada si¢ z 12 ekspresyjnych mikromacierzy DNA. W przypadku podzestawow
POT 1 TOB 12 ekspresyjnych mikromacierzy DNA obejmuje 6 mikromacierzy (3
hybrydyzacje oraz 3 hybrydyzacje typu dye swap) dla roslin traktowanych NaCl i 6
mikromacierzy (3 hybrydyzacje oraz 3 hybrydyzacje typu dye swap) dla roslin traktowanych
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CdCl,. W sktad podzestawu TOB wchodzi 6 mikromacierzy dla ro$lin traktowanych NaCl
(brak hybrydyzacji typu dye swap) i 6 mikromacierzy (brak hybrydyzacji typu dye swap) dla
roslin traktowanych CdCl,.

IV.I.5.1 Projekt mikromacierzy

e TIGR Potato cDNA Microarray, mikromacierze cDNA dla Symphytum tuberosum:
— Liczba sond: 32448
— Dhtugosc¢ sond: kilkaset-kilka tysiecy par zasad
— Producent: The Institute for Genomic Research
— Nazwa podzestawu: POT
e TOML - mikromacierze cDNA dla Lycopersicon esculentum:
— Liczba sond: 13440
— Dhugosc¢ sond: kilkaset-kilka tysiecy par zasad
— Producent: The Boyce Thompson Institute
— Nazwa podzestawu: TOM1
e Arabidopsis Oligonucleotide Microarray - mikromacierze DNA dla A.thaliana:
— Liczba sond: 26000
— Dlugos¢ sond: 60 nukleotydow
— Producent: University of Arizona

— Nazwa podzestawu: ATH

IV.1.6 Zestaw OSHLACK: zestaw do badania ekspresji genow na etapie poZnego

roznicowania limfocytow B u myszy
IV.1.6.1 Projekt eksperymentu

Zestaw danych Oshlack zostal opisanny przez zespo6t Oshlack i wsp. (Oshlack i wsp.
2007). Zestaw ten zostal otrzymany w ramach eksperymentéw obejmujacych badanie
ekspresji genéw na etapie poznego roznicowania limfocytow B. W reakcji hybrydyzacji
stosowano cDNA syntetyzowany na podstawie RNA izolowanego z aktywowanych
limfocytow B, otrzymanych in vitro z plasmoblastow lub RNA izolowanego z catkowicie
zroznicowanych komorek osocza, otrzymanych ex vivo. Komorki te pochodzity odpowiednio
z myszy z wyciszonym genem OBF-1-/- (probki badane) oraz myszy kontrolnych typu
C57BL/6 (probki kontrolne). Stosowane w reakcji hybrydyzacji probki badane wyznakowane

byly barwnikiem fluorescencyjnym CyS5, natomiast probki kontrolne wyznakowane byty
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barwnikiem Cy3. Mikromacierze skanowane byly skanerem GenePix 4200B (Molecular
Devices). Analiz¢ ilo$ciowa przeprowadzona zostata za pomocg programu GenePixPro 6.0
(Molecular Devices). Wynikiem analizy ilosciowej obrazu bylo przeksztalcenie obrazu
graficznego w dane liczbowe, ktore zdeponowane zostaly w plikach z rozszerzeniem .gpr.
Pliki z rozszerzeniem .gpr stanowitly dane wejsciowe do dalszych etapow analizy,

prowadzonych z uzyciem programu R/Bioconductor.

W skiad zestawu wchodzi 6 mikromacierzy otrzymanych w wyniku hybrydyzacji
prébek pochodzacych od myszy z wyciszonym genem OBF-1-/- (probki badane) oraz probek
myszy kontrolnych typu C57BL/6 (probki kontrolne).

Szczegotowe pliki .gpr sg dostepne sa pod adresem http://bioinf.wehi.edu.au/folders/boutique/

IV.L1.6.2 Projekt mikromacierzy

Mikromacierze uzyte w eksperymencie zostaly przygotowane z uzyciem dwoch
rodzajow sond: sondy dla genéw zaangazowanych w proces roznicowania limfocytow B oraz
sondy kontrolne. Sondy dla genéw zaangazowanych w proces réznicowania limfocytow B
obejmujg 109 sond, ktore stanowily fragmenty PCR odpowiadajace genom ulegajacym
ekspresji roznicujgcej w trakcie pdznych etapow rdznicowania limfocytow B. Sondy te
zostaly wyselekcjonowane na podstawie doniesien literaturowych lub na podstawie wynikéw
potilosciowego PCR (ang. semi-quantitative PCR). W skilad zestawu sond kontrolnych
wchodzag dwa typy sond: odpowiadajace trzem genom o konstytutywnej ekspresji (ang.
housekeeping genes) oraz zestaw sond MSP (ang. microarray sample pool). Zestaw MSP
zostat otrzymany w wyniku potaczenia klonéw biblioteki cDNA NIA15K (Tanaka i wsp.
2000). Zestaw MSP zostal przygotowany z uzyciem roztwordw sond w réznych
rozcienczeniach, tak aby ostateczne stezenie sond wynosito: 250 ng/ul, 120 ng/ul, 60 ng/ul,
30 ng/ul, 15ng/ul, 7 ng/ul, 4 ng/ul, 2 ng/ul and 1 ng/ul. Roztwor sondy o kazdym
rozcienczeniu naniesiono na mikromacierz 32 razy, co tacznie daje 288 sond kontrolnych typu
MSP. Sondy sa fragmentami cDNA o dtugosci od kilkuset do kilku tysiecy par zasad. Kazda z

sond zostala nadrukowana w 4 powtorzeniach.
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IV.II Metody

Analiza poszczegdlnych zestawéw danych opisanych w rozdziale IV.I
przeprowadzona zostala z wykorzystaniem oprogramowania R/Bioconductor oraz

srodowiska programowania Pyton.
IV.I1.1 R/Bioconductor

Analiza zestawow danych opisanych w rozdziale IV.I wykonana zostala z
wykorzystaniem funkcji zaimplementowanych w pakiecie statystycznym R (R Development
Core Team 2008) w wersji 2.14.1 z zestawem bibliotek projektu Bioconductor (Gentleman i

wsp. 2004) w wersji 2.10.

Analiza danych uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA z

uzyciem R/Bioconductor obejmuje nastepujace etapy:
e wczytywanie danych wejsciowych do R
e generowanie zestawu wykreséw diagnostycznych
e korekta tla
e normalizacja wewngtrzna (normalizacja w obrebie mikromacierzy)
e normalizacja zewn¢trzna (normalizacja pomi¢dzy mikromacierzami)
e usrednianie powtdrzen technicznych (mikromacierzy)
e usdrednianie powtorzen sond

e filtracja genow roznicujacych
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Tabela 5. Wykaz wazniejszych pakietow funkcji projektu Bioconductor stosowanych na etapie analizy zestawow
danych opisanych w rozdziale IV.I (Materialy i Metody).

Etap analizy

Szczegotowy opis funkeji,

Nazwa funkcji Nazwa biblioteki
read.GenePix () marray
read.maimages () limma

maQualityPlots () arrayQuality
backgroundCorrect () limma
vsn2 () vsn
normalizeWithinArrays () limma
normalizeBetweenArrays () limma
duplicateCorrelation() limma
modelMatrix () limma
avedups ()
ImFit ()
makeContrasts ()
contrasts.fit ()
eBayes ()

topTable ()

avedups () 1limma

avereps ()
decideTests () limma

rowMeans () base
rowttests () genefilter
read.AnnotatedDataFrame () Biobase
pvclust () pvclust
kmeans () kmeans
em () mclust
heatmap () stats
roc ()
auc () PROC

zdeponowanych w ramach repozytorium Bioconductor,

stosowanych w ramach realizacji przedktadanej pracy doktorskiej dostepny jest w Zatacznik

6.
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Tabela 6. Przeglgd metod normalizacji zdeponowanych w repozytorium Bioconductor, stosowanych na etapie
analizy danych zestawow AML II, ALERGIA, ASTMA i OSHLACK.

2:@’!@ Nazwa funkcji Biofo:k(;itctor Opis metody Dodatkowe cechy Referencje
Quantilel*NormalizeBetweenArrays())  limma  |Metoda normalizacji oparta na sortowaniuUmozliwia  normalizacj¢  danych| (Smyth
rozktadow proby badanej oraz proby kontrolnej.|zaréwno jedno-, jak i dwukanatlowych| 2005)
Rozktad badany oraz rozklad kontrolny powinnylZewngtrzna metoda normalizacji.
by¢ tej samej dtugosci.

Loess | NormalizeWithinArrays() limma  [Model normalizacji oparty na lokalnie wazonej - (Smyth
regresji liniowej. 2005)

Spike | NormalizeWithinArrays() limma  [Model normalizacji oparty na lokalnie wazonej|Globalna metoda normalizacji bazujacal (Smyth
regresji liniowej. Ina zestawie kontroli zewngtrznych typul ~ 2005)

spike-in.

Ploess | NormalizeWithinArrays() limma  [Model normalizacji oparty na lokalnie wazonejGlobalna metoda normalizacjii (Smyth
regresji liniowej. stosowana oddzielnie dla kazdej z grup|  2005)

sond drukowanych dang igla

LoessM maNorm() marray  [Model normalizacji oparty na lokalnie wazonejlElastyczne podej$cie do normalizacji|(Yang et al.,
regresji liniowej. [potozenia oraz skali warto$ci M. 2009)

Vsn2* vsn2() vsn Model oparty na zatozeniu statego wspotczynnikaUmozliwia  normalizacje  danych| (Huber
zmiennosci. zarowno jedno-, jak i dwukanatowych. 2002)

Vsnl*

Nn maNormNN() nnNorm  [Metoda normalizacji oparta na modelu sieci (Tarca et al.
neuronowych. Oferuje obliczenie zaleznosci| 2005)
stosunkow intensywnosci w skali logarytmicznej -

(M) od glownej S$redniej intensywnosci (A).
Dodatkowo pozwala na okre$lenie przestrzennych|
koordynatow lokalizacji punktow naj
mikromacierzy (X,Y). Wartosci A, jak rownieZ
koordynaty X i Y sa danymi wejsciowymi do|
modelu sieci neuronowych i pozwalaja uodpornid]
ten model na pojawienie si¢ wartosci odstajacych.

Olin olin() olin Obejmuje dwa schematy normalizacji oparte naBrak informacji o koordynatach| (Futschik
iteracyjnej lokalnej regresji oraz selekcji modelu./lokalizacji punktow na mikromacierzy and
Do optymalizacji parametréw stosowany jest/(X,Y). Crompton,
uogodlniony sprawdzian krzyzowy GCV (ang,| 2004)

Olin_c olin() olin generalized cross-validation). Dla lokalnej regresji\Wymagana informacja o koordynatach
stosowany jest algorytm LOCFIT. lokalizacji punktéw na mikromacierzy|

(X,Y).

Turbo pspline() TurboNorm [Normalizacja na podstawie $redniej wazonej (Iterson, in
funkcji wygladzajacej P-spline, ktora jest malg) preparation)
modyfikacja funkcji wygladzajacej P-spline (Eilers ---

i Marks, 1996), znanej jako pofaczenie funkcjil
wygladzajacej (B-spline) i kary na wspotczynniki
regresji.

Snm2* snm() snm Nadzorowana metoda normalizacji, definiujaca jUmozliwia  normalizacj¢  danych| (Mecham
modelujaca rozne zrodta zmiennosci technicznej. |[zaréwno jedno-, jak i dwukanatowych. 2010)

Snml*
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IV.I1.3 Python

Srodowisko programistyczne Python2.7 (www.python.org) zostalo wykorzystane w

ramach przedstawianej pracy doktorskiej do przygotowania algorytmow:

e wymiar macierzy.py (Zatacznik 7)

e przyréwnanie sekwencji.py (Zalacznik 8)

e filtracja.py (Zalacznik 9)

Opisane wyzej

przedstawionych w Tabeli 7.

algorytmy zostaly przygotowane z wykorzystaniem modutow

Tabela 7. Opis modutéw srodowiska programistycznego Python stosowanych do analizy danych uzyskiwanych przy uzyciu

mikromacierzy DNA.

Nazwa modulu

Funkcja

Wersja

Modul  ten  zapewnia  przeno$ny  sposob
wykorzystania  funkcjonalno$ci  zaleznej  od
operacyjnego systemu.

2.7

Biblioteka umozliwiajaca wykonywanie roznego
rodzaju wykresow 2D  (histogramy, wykresy
stupkowe, wykresy rozrzutu) spetniajacych kryteria
wymagane podczas  publikowania ~ wynikow.
Wykresy moga by¢ generowane w réznych
formatach plikow (.jpg, .png, .pdf). Matplotlib moze
by¢ wykorzystywany w skryptach pytona (pliki .py),
jak réwniez na etapie korzystania z aplikacji python
lub ipython shell, serwery aplikacji internetowych
oraz sze$¢ bibliotek graficznego interfejsu
graficznego.

NumPy jest podstawowym modulem Pythona
umozliwiajacym  obliczenia naukowe. Oprocz
oczywistych naukowych zastosowan, NumPy moze
by¢ stosowany do przechowywania
wielowymiarowych danych rodzajowych. Istnieje
mozliwo§¢ zdefiniowana rdéznych typoéw danych.
Takie podejscie umozliwia temu modutowi na
bezproblemowa 1 szybka integracje z rdéznymi
bazami danych.

1.6.2

Modut ten oferuje szereg metod dopasowania wielu
sekwencji (ang. multiple sequence aligment). W
module tym zawarte sag m.in:

e  Clustalw
e TCoffee

e  Muslce

6.92
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IV.II.1 Blad systematyczny i wariancja

W celu porownania dwukanatowych metod normalizacji zastosowano podejscie
zaproponowane przez  Argyropoulos et al. (2006). Autorzy okreslili wartos¢ biedu
systematycznego (bs) oraz wariancji dla kontroli typu spike-in za pomoca nast¢pujacych

WZOrow:

bs, =\/ZZ(I092(RLM 1G, )P /n (1)

wariancia, = 33 (log, (R, ;. /G, 1, )~ (109, (R, /G, ) f 10— ()

gdzie R;;,, G;;, stanowig intensywnoSci sygnatu fluorescencji dla kanalu zielonego i
czerwonego punktu k-tego powtorzenia, i-tej kontrolnej sondy na j-tej mikromacierzy, n=j*k,

<|0g2(Riy ik !Gijx )>. odpowiada $redniej wartosci M dla i-tej sondy kontrolnej.

Podobna strategia zostala zastosowana do porownania jednokanatowych metod normalizacji.

Zatozeniem sg identyczne warto$ci intensywnosci sond dla kanatu zielonego i czerwonego:

Ri,j,k
Ri’j’k/Giijk —>1=log, G -0

ijk

(3)

Zatozeniem jest takze staly poziom intensywnosci dla sond kontrolnych zaréwno dla
zielonego jak i czerwonego kanatu. Stad tez: Rjjx — const and Gy — const k-tego
powtdrzenia oraz i-tej kontrolnej sondy na j-tej mikromacierzy. Z punktu widzenia analizy
kluczowy jest kanat czerwony (probki badane). Z zatozenia stato$ci poziomu intensywnosci
dla sond kontrolnych wynika, ze R;;x — R;, gdzie R; stanowi $rednig warto§¢ intensywnosci
dla i-tej kontrolnej sondy dla czerwonego kanatu. Korzystajac z logarytmu umieszczonego w

poprzednim wyrazeniu otrzymuje si¢ nast¢pujace wyrazenie:

_ R
log,R, ;, —log,R, > 0= Iog{ R;"kj—>0 @
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Stad tez w celu obliczenia warto$ci bledu systematycznego oraz wariancji dla

jednokanatowych metod normalizacji, we wzorach (1) i (2) wyrazenie IogZ(R/G)(iY i

zastagpione zostalo wyrazeniem z (4). W wyniku opisanego podstawienia otrzymano

nastepujace wyrazenia:

bs; :\/Zjlzk:(logz(Ri,j,k /E)z)/n (5)

wariancja, :ZZ(IOQZ(Ri,j,k /ﬁi)—<log2(Ri’j‘k /ﬁi)>i)2/(n—1) (6)

Taka sama procedura zostala powtdérzona dla zielonego kanatu.
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Wyniki i Dyskusja

Rozdziat ,,Wyniki i Dyskusja” podzielony zostal na cztery odrgbne czesci. Kazda
cze$¢ odpowiada potencjalnym problemom analizy niestandardowych danych uzyskiwanych

z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA lub bezposrednio procesom jakich dotycza.

o (Cze$¢ I: Ekspresyjne mikromacierze DNA o niestandardowym uktadzie sond. Czg$é ta
dedykowana jest analizie danych uzyskanych w wyniku stosowania ekspresyjnych
mikromacierzy DNA o niestandardowym uktadzie sond. W ramach tej czesci
przedstawiono opis prostej metody standaryzacji formatu danych.

e C(Cze$¢ 1II: Analiza danych uzyskiwanych z wykorzystaniem dedykowanych
mikromacierzy DNA do badania akumulacji roznicowej miRNA. Czg$¢ ta poSwigcona
jest specyfice analizy danych uzyskiwanych z wykorzystaniem dedykowanych
mikromacierzy DNA do badania ekspresji miRNA. W ramach tej czesci zawarty
zostal opis analizy danych otrzymanych w wyniku stosowania mikromacierzy DNA
zawierajacych sondy o r6znym stopniu komplementarnosci.

o Cze¢s¢ |III:  Normalizacja danych uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych
mikromacierzy DNA. Czg¢$¢ ta poswigcona jest procesowi normalizacji danych
otrzymywanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA. W ramach tej sekcji
prezentowana jest siedmioetapowa, uniwersalna procedura wyboru optymalnej
metody normalizacji dla danego zestawu danych.

o (Cze$¢ IV: Analiza danych uzyskiwanych w wyniku hybrydyzacji miedzygatunkowe;j.
Czes¢ ta dotyczy analizy danych uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych
mikromacierzy DNA przy wykorzystaniu hybrydyzacji miedzygatunkowej (CSH, ang.
cross-species hybridization). W ramach tej czegsci przedstawiono oceng metody
przeksztalcenia danych uzyskanych w ramach CSH w dane o cechach otrzymanych w
ramach standardowej hybrydyzacji (SSH ang. cross-species hybridization) za pomoca

filtracji danych opartej na morfologii punktow.
CZESC I: Ekspresyjne mikromacierze DNA o niestandardowym ukladzie sond

Drukowane mikromacierze DNA sa rodzajem mikromacierzy najczgséciej narazonym
i podatnym na r6znego rodzaju bledy konstrukcyjne (Liebert i wsp. 2002; Kooperberg i wsp.
2002; Tsai i wsp. 2005). Dostgpny na rynku sprzet laboratoryjny daje uzytkownikowi pelng
swobode w projektowaniu eksperymentow z wykorzystaniem ekspresyjnych mikromacierzy
DNA, jak i samych mikromacierzy. Najnowsze drukarki do mikromacierzy DNA pozwalaja

na przyktad na produkcje mikromacierzy z dowolnym uktadem sond. Jednym z czg¢stszych
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btedow dla eksperymentdéw z uzyciem drukowanych, ekspresyjnych mikromacierzy DNA jest
wlasnie problem niestandardowego uktadu sond, ktéory wynika z nieréwnomiernego
rozmieszczenia sond na powierzchni mikromacierzy. Z definicji mikromacierze powinny
charakteryzowa¢ si¢ réwnomiernym rozmieszczeniem sond w ukladzie blokowym o
okreslonej liczbie kolumn i wierszy. Kwestia uktadu sond na ekspresyjnej mikromacierzy
DNA nabiera znaczenia dopiero w kontek$cie analizy danych, gdyz przeklada si¢ ona
bezposrednio na format catego zestawu danych. Dane uzyskiwane w ramach eksperymentoéw
z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA, powinny mie¢ $cisle okreslong strukturg,
zdefiniowang w postaci macierzy m 0 wymiarach [i x j], gdzie i- stanowi siatke¢ punktow i
odpowiada liczbie sond zlokalizowanych na mikromacierzy, a j-liczbie mikromacierzy
stosowanych w ramach eksperymentu. Siatka punktéw jest SciSle zdefiniowana i zawiera
informacje na temat uktadu sond na mikromacierzy. Uktad sond zdefiniowany jest poprzez
liczbe blokoéw i ich ulozenie (ilo$¢ kolumn i1 wierszy tworzona przez bloki na mikromacierzy)
oraz wymiary kazdego z blokow (ilos¢ wierszy i kolumn tworzonych przez sondy). Zgodnie z
ogolnie przyjetymi standardami jakosci dla ekspresyjnych mikromacierzy DNA, bloki
powinny by¢ rozmieszczone w sposob regularny, a ich wymiary powinny by¢ identyczne.
Niestandardowy uktad sond w przypadku ekspresyjnych mikromacierzy DNA ma znaczacy
wpltyw na analiz¢ danych, gdyz zaburza ogélnie przyjety format macierzy m. Wigkszos¢
aktualnie dostgpnych algorytmow do analizy danych jako dane wejsciowe wymaga zestawu
informacji w postaci macierzy m. Stosowanie ekspresyjnych mikromacierzy DNA o
niestandardowym uktadzie sond, cho¢ technicznie wykonalne, czegsto uniemozliwia
prowadzenie kompleksowej analizy danych z uzyciem powszechnie dostepnych programow.
Prowadzi to do niezgodno$ci z opisywanymi we wstepie standardami jakosci MIAME
(Rozdzial 11.6.1)

V.I.1 Identyfikacja problemu

Problemem niestandardowego uktadu sond pojawil si¢ w przypadku zestawu
mikromacierzy DNA do badania ekspresji gendow u pacjentdéw z ostrg biataczka szpikowa
(zestaw AML) (Materialy i Metody, rozdziat IV.I1.1.3). W sklad zestawu wchodzily 172
ekspresyjne mikromacierze DNA, z ktorych kazda mikromacierz zawierata 32 bloki sond
rozmieszczone w uktadzie 4 x 10 (kolumny x rzedy) (Rysunek 12). Prostokgtny uktad blokow
0 wymiarach 4 x 10 wskazuje na obecnos¢ 40 blokow sond. Jednakze w przypadku

mikromacierzy z zestawu AML, bloki z rzgdow 7-10 i kolumn C-D zostaty zastapione przez
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jeden duzy blok X. Wigkszo$¢ blokow zawiera 81 sond rozmieszczonych w uktadzie 9 x 9
(kolumny x rzedy). Natomiast blok X sktada sie¢ z 405 sond rozmieszczonych w uktadzie 15 x
27.

Rysunek 12. Projekt pojedynczej mikromacierzy DNA z zestawu AML. Kolumny i rzedy wyznaczajg
poszczegolne bloki na mikromacierzy DNA. Blok X (15 x 27 sond.) znajduje sie w miejscu, gdzie powinno by¢ 8
blokéw (kazdy o wymiarach 9 x 9 sond).

Niestandardowy uktad sond skutkowat otrzymaniem dla zestawu AML formatu
danych, ktéry ograniczat stosowanie wigkszosci dostepnych programoéw do analizy, w tym
takze R/Bioconductor. Chociaz program R/Bioconductor umozliwial wczytanie ,,surowych
danych” z zestawu AML, nie pozwalal on jednak na przeprowadzenie na tych danych
podstawowych etapow analizy nizszego rzedu. Przykladem ograniczen wynikajacych z
niestandardowego uktadu sond, byt brak mozliwos$ci wykonania wykresow diagnostycznych
typu imageplot dla ,,surowych danych” kanatu zielonego i czerwonego oraz odpowiadajacych
im wartosci tla (R, pakiet 1imma, funkcja imageplot()). Ograniczenia pojawily sie takze
w przypadku wykresow diagnostycznych typu imageplot generowanych dla wartosci M i A
(R, pakiet ArrayQualityMetrics, funkcja maQualityPlots()). Pomimo
mozliwo$ci wygenerowania, otrzymane wykresy typu imageplot dla wartosci M i A miaty
nictypowy wyglad i byly nieinformatywne (Rysunek 13). Kwadraty odpowiadajgce
poszczegdlnym blokom nie zawieraly kompletnej informacji na temat wartosci M 1 A dla
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poszczegolnych sond. Wynika to z faktu, iz rozmiar blokéw w formacie 9 x 9 (Rysunek 12)
zostal przeskalowany wzgledem wielkosci bloku X. Ponadto, lokalizacja blokow na wykresie
nie odpowiadata rzeczywistemu rozmieszczeniu blokéw na mikromacierzy. Efekt ten jest
rezultatem nietypowego, w stosunku do pozostatych blokéw, potozenia i rozmiaru bloku X,
ktory na wykresie zostal btednie umieszczony w pozycji A10 (Rysunek 13).
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Rysunek 13. Przyktad wykresow diagnostycznych typu imageplot dla wartosci M i A dla losowo wybranej
mikromacierzy z zestawu AML przed wyrownaniem wymiaru. Lewy wykres w panelu przestawia obraz wartosci
M, a prawy wartosci A.

W przypadku analizy danych z zestawu AML pojawit si¢ takze problem z
normalizacja danych. Najwigksze trudnosci zwigzane byly z przeprowadzeniem normalizacji
metodg print-tip loess oraz quantile. Metoda print-tip loess polega na normalizacji sond w
obrebie blokow, ktore powstaly poprzez nanoszenie sond dang igla w procesie drukowania
mikromacierzy (ang. print-tip groups). W zwiazku z tym metoda ta wymaga statego rozmiaru
blokéw. Procedura normalizacji typu quantile wymaga natomiast pelnej siatki punktow, ktora
w przypadku zestawu AML odnosi si¢ do 40 blokéw z ktorych kazdy powinien zawiera¢ 81

sond w uktadzie 9 x 9.
V.1.2 Rozwigzanie problemu

Niestandardowy format danych zestawu AML zostal skorygowany poprzez
,wirtualny” podzial bloku X (405 sond) na 6 mniejszych o wymiarze 9 x 9, tak aby na calej
mikromacierzy zachowany byt uktad blokow 4 x 10. Jednakze blok X zawierat jedynie 405, a
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utworzenie 6 blokéw sond o wymiarach 9 x 9, wymagalo uzycia 486 sond, co stanowito
ubytek 81 sond. Ponadto, przesunigcie bloku X w pozycje 6 brakujacych blokéw skutkowato
powstaniem brakujacych warto$ci dla dwoch blokow. Powstate luki w strukturze danych
uzupelnione zostalty poprzez wstawienie do poszczegdlnych blokéw $rednich wartosci tta
(Rysunek 14). Srednie te zostaly obliczone na podstawie informacji z plikow .gpr

(otrzymanych w wyniku analizy ilo$ciowej obrazu za pomocg programu GenePixPro 6.0).

Rysunek 14. Schemat obrazujqcy korekte formatu danych dla zestawu AML. Sondy z bloku X (kolor zielony)
podzielono i przeniesiono do blokéw C 8-10 i D 8-10. Powstale luki w strukturze danych uzupetniono poprzez
wypelnienie brakujgcych wartosci Sredniq wartosciqg tla (kolor rozowy) obliczong dla danego regionu
mikromacierzy DNA (bloku).

Natomiast cato$¢ procesu korekty formatu danych wykonana zostata na poziomie plikow .gpr
za pomocg przygotowanego algorytmu wymiar macierzy.py (Zatacznik 7). Algorytm
ten przygotowany zostal w S$rodowisku programistycznym Pyton, przy wykorzystaniu
modiow 0s i numpy. Algorytm wymiar macierzy.py po procesie Korekty formatu
danych do nazwy zmodyfikowanych plikow .gpr wprowadzatl ciag znakow ,.fixed”, ktory
pozwalal na odrdznienie tych plikéw od plikow Zroédlowych. Podejscie to umozliwito
wykonanie operacji korekty formatu danych w pojedynczym katalogu przy zachowaniu
oryginalnych plikow zrédlowych. Wynikiem dziatania algorytmu wymiar macierzy.py

byt zestaw danych o standardowym formacie m.
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Dzigki przedstawionemu procesowi korekty formatu danych mozliwe byto wykonanie,
dla skorygowanych danych, wykreséw diagnostycznych typu imageplot dla surowych danych
kanatu zielonego i1 czerwonego oraz wartos$ci tta (R, pakiet 1imma, funkcja imageplot())
(Rysunek 15). Z rezultatow prezentowanych na Rysunku 16 wynika, iz proces korekty
formatu danych pozwala na otrzymanie danych o strukturze zdefiniowanej przez standardy
MIAME. Dodatkowo, jak wskazujg wyniki, ktorych przyktady przedstawione sg na Rysunku
16, wszystkie  modyfikacje  plikow  .gpr  wprowadzone  przez  algorytm
wymiar macierzy.py nie zaburzaja charakteru i integralnosci danych. Wynika to z
faktu, iz ilo§¢ wprowadzonych zmian do plikéw .gpr byta minimalna, tzn. 6 blokéw sond
powstato w wyniku podziatu istniejacego bloku X, a wprowadzone (w celu uzupelienia
brakujacych warto$ci w zestawie danych) $rednie wartosci tla sg na poziomie wartosci tta
obliczonych dla punktow w ramach danego bloku (Rysunek 15B oraz F, jak rowniez Rysunek

15D oraz H).
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Rysunek 15. Przyktady wykreséw diagnostycznych dla 2 losowo wybranych mikromacierzy (odpowiednio A-D i
E-H) z zestawu AML po procesie korekty formatu danych. Wykresy A oraz E przestawiajq wartosci
intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego kanatu zielonego. Wykresy B oraz F przestawiajq wartosci tta kanatu
zielonego. Wykresy C oraz G przestawiajg wartosci intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego kanatu
czerwonego. Wykresy D oraz H przestawiajq wartosci tla kanafu czerwonego. Prosze zwrdcié uwage, iz dla
wygresow intensywnosci sygnatow giéwnych (kanatu zielonego: wykresy A oraz E; kanal czerwony: wykresy C
oraz G) oraz wykresow ta (kanat zielony: wykresy B oraz F; kanatl czerwony: wykresy D oraz H) zastosowany
zostat inny kontrast.
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Proces korekty formatu danych pozwolit rowniez na otrzymanie kompletnych
wykresow typu imageplot dla wartosci M i A (R, pakiet ArrayQualityMetrics, funkcja
maQualityPlots ()) (Rysunek 16 A-C). Z rezultatow prezentowanych na Rysunku 17
wynika, iz wszystkie bloki maja réwny rozmiar oraz $cisle zdefiniowane potozenie, zgodne z
ich rzeczywistym uktadem, w przeciwienstwie do wynikéw prezentowanych dla danych przed

korektg formatu (Rysunek 13 i Rysunek 16).

11

Rysunek 16. Przyktady wykresow diagnostycznych dla trzech losowo wybranych mikromacierzy z zestawu AML
po procesie korekty formatu danych (A-C). W kazdym z paneli lewy wykres przestawia obraz wartosci M, a
prawy wartosci A.

AL
il O i T
] vl

(R

U A N T O

=
&
%
]
|
E
&

B A T Y

PAE TR bR )

Aby oceni¢ wplyw korekty formatu danych na strukture catego zestawu AML
wykonano analize rozkladu danych za pomocg mapy cieplnej (R, pakiet gplots, funkcja
heatmap.2()) (Rysunek 18). Mape cieplng przygotowano dla wszystkich 172
mikromacierzy z zestawu AML w oparciu o wartosci M. Ze wzgledu na przejrzystosé, w
pracy przedstawiono wyniki dla 40 losowo wybranych mikromacierzy z zestawu AML
(Rysunek 17). Wartosci M wybrano zamiast ,,surowych danych”, gdyz sg to najbardziej
charakterystyczne wartosci dla analizy danych uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych
mikromacierzy DNA. Rozktad wartosci M otrzymany dla danych po korekcji formatu ma
charakter rozktadu normalnego (Rysunek 17, histogram wartosci M) i przypomina typowe
wyniki dla eksperymentow z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Oznacza to, iz
opisywany proces korekty formatu danych pozwala na otrzymanie zestawu danych
spetniajacego standardy MIAME przy wprowadzeniu minimalnej zmienno$ci do uktadu

eksperymentalnego.
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Rysunek 17. Mapa cieplna obrazujgca rozkiad oraz wartosci M dla 40 losowo wybranych mikromacierzy z zestawu AML. Na osi X znajdujq si¢ poszczegolne mikromacierze
DNA z zestawu AML po procesie wyrownania wymiaru. Na osi Y przedstawione sq sondy DNA. Kolorami oznaczono wartosci M. Mapa cieplna wykonana zostata dla danych
po procesie korekty formatu.
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V.1.3 Inne przyklady zestawow danych o niestandardowym ukladzie sond

Podobny problem niestandardowego uktadu sond pojawit si¢ takze w przypadku
dwoch innych zestawdéw mikromacierzy DNA: do badania ekspresji genéw u dzieci z alergia
krzyzowg (zestaw ALERGIA) (Materiaty i Metody, rozdziat 1V.1.3) oraz do badania ekspresji
gendw u dzieci z astma (zestaw ASTMA) (Materialy i Metody, rozdziat 1V.1.4). Oba rodzaje
danych =zostaly wygenerowane w eksperymentach z wykorzystaniem ekspresyjnej
mikromacierzy DNA tego samego projektu. Mikromacierz DNA do badan nad alergia
krzyzowa i astma u dzieci obejmuje sondy w uktadzie 12 blokéw (4 kolumny X 3 rzgdy). Przy
czym bloki w rzg¢dzie 1-3 zawieraja 12 kolumn i 12 rzedow sond (12 x 12), natomiast bloki z

rzedu 4 zawierajg 12 kolumn i jedynie 8 rzedow sond (12 x 8) (Rysunek 18).

Niestandardowy format danych zestawow ALERGIA i ASTMA zostat z
powodzeniem skorygowany przy wykorzystaniu prezentowanej metody standaryzacji formatu
danych. Brakujgce wartosci w blokach z rzedu 4 zostaty uzupetione poprzez wprowadzenie

$rednich wartosci tta, obliczonych dla danego regionu mikromacierzy.

Rysunek 18. Projekt pojedynczej mikromacierzy DNA z zestawu ALERGIA i ASTMA.
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V.I.4 Przyklady wykorzystania wynikow

Proces korekty formatu danych zarowno dla zestawu danych AML, jak i zestawow
ALERGIA oraz ASTMA, pozwolil na przywrocenie struktury zdefiniowanej przez standardy
jakosci MIAME przyjete dla eksperymentdéw z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA.
Dzigki prezentowanej metodzie korekty formatu danych mozliwe bylo przeprowadzenie
analiz wyze] wymienionych zestawoéw danych i1 uzyskanie nastepujagcych wynikow o
znaczeniu biologicznym. Otrzymane wyniki ostatecznic potwierdzity skutecznosé

zastosowanej korekty. Analiza skrygowanych zestawow danych pozwolita na:

1. ldentyfikacje genéw potencjalnie zaangazowanych w proces rozwoju ostrej biataczki
szpikoweyj.

2. Analize r6znic w profilu ekspresji gendw pomiedzy podtypem M1 1 M2 AML.

3. Wykazanie silnej zalezno$ci pomigdzy profilem ekspresji gendéw dla probek krwi i
szpiku pacjentow z AML. Wynik ten wskazuje na mozliwo$¢ zastgpienia probek
szpiku probkami krwi, znacznie tatwiejszymi do pobrania.

4. Identyfikacj¢ roznic w profilu ekspresji genow pomigdzy grupa zdrowych
ochotnikow, a pacjentami z alergia krzyzowa i astma (kazda z grup zawiera 12

pacjentow w wieku 3-17 lat).

Wymienione powyzej wyniki zostaty uzyskane w ramach odrebnych projektow, ktdre nie sa

przedmiotem prezentowanej pracy.
V.I.5 Omoéwienie wynikow

Mikromacierze DNA sg powszechnie stosowanym narzgdziem do badania ekspresji
genow. Nalezy jednak pamigtac, ze eksperymenty z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy
DNA powinny by¢ projektowane z najwyzszg uwaga 1 precyzja oraz zgodnie z powszechnie
obowigzujacymi standardami jakosci, np. MIAME. Wynikiem eksperymentdw z uzyciem
ekspresyjnych mikromacierzy DNA jest zlozony zestaw danych o okreslonym formacie
(macierz m), ktory determinowany jest przez szereg parametrow, takich jak: liczba sond, ilo$¢
barwnikéw uzytych do znakowania probek oraz liczba mikromacierzy uzytych w ramach
eksperymentu. Sposrod wymienionych parametrow, najbardziej znaczacy wplyw na format

danych ma sam projekt mikromacierzy, w szczego6lnosci uktad sond.
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Niestandardowy uktad sond czgsto jest skutkiem projektu mikromacierzy, w ktorym
zamiast blokéw sond tworzone sg tzw. podmacierze (ang. sub-array), w skilad ktorych
wchodzg jedynie $cisle okreslone typy sond. Taki projekt mikromacierzy moze wynikaé np. z
proby wykorzystania mikromacierzy do kilku niezaleznych projektow. Podejscie to sprawia
jednak, iz dane podmacierze mogg si¢ r6zni¢ mi¢dzy sobg zawarto$cig sond, a tym samym 1i
rozmiarem. Wiele niestandardowych uktadéw sond jest takze skutkiem stosowania zbyt mate;j
liczby sond w procesie drukowania mikromacierzy, ktéra nie jest wystarczajgca do
otrzymania pelnej siatki sond i skutkuje powstaniem blokéw rdznigcych si¢ rozmiarem (np.
zestawy ALERGIA i ASTMA ). Przyczyng zaburzenia uktadu sond mogg by¢ takze trudnos$ci
na etapie drukowania mikromacierzy, m.in. uszkodzenie igly, lepkos¢ roztworu sondy,
problemy na etapie przytaczania si¢ sondy do podtoza (np. brak tacznika) oraz
charakterystyka podtoza (np. ilo§¢ grup funkcyjnych). Dane otrzymane w wyniku stosowania
ekspresyjnych mikromacierzy DNA o zaburzonym uktadzie sond moga mie¢ inny format, tzn.
inng strukture macierzy m, niz ta zdefiniowana posrednio przez standardy jakosci MIAME.
Standardy MIAME stanowia dodatkowa kontrol¢ i pozwalaja na zwigkszenie jakosci
wynikow otrzymywanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Jednakze w
praktyce nie zawsze eksperymenty z wykorzystaniem ekspresyjnych mikromacierzy DNA
spetniajg te rygorystyczne wymagania, zwlaszcza w przypadku stosowania dedykowanych
mikromacierzy DNA. Wynika to z faktu, iz niektére wady moga okaza¢ si¢ znaczace dopiero
na etapie analizy danych. Ze wzgledu na znaczne koszty eksperymentu oraz czas poswigcony
na jego wykonanie, czesto pozadane jest otrzymanie informacji biologicznej takze z

niestandardowych zestawow danych.

W tej czesci pracy przedstawiono trzy przyktady danych o niestandardowym uktadzie
sond: zestaw AML, ASTMA oraz ALERGIA. W przypadku wszystkich prezentowanych
zestawow format macierzy m odbiegat od ogdlnie przyjetych standardow. Poszczegolne bloki
sond, wyznaczone przez igly do drukowania mikromacierzy, réznily si¢ miedzy sobag
wielkoscig, a w przypadku zestawu AML takze i lokalizacjg. Analiza tego rodzaju danych jest
utrudniona nawet przy zastosowaniu programow posiadajacych cechy $rodowiska
programistycznego. W przypadku zestawow AML, ASTMA oraz ALERGIA program
R/Bioconductor pozwolit na wezytanie kazdego z zestawow danych w oryginalnym formacie,
jednakze dalsza analiza tych danych nie byla mozliwa. Wynika to z faktu, iz cze$¢ funkcji
dedykowanych analizie danych uzyskiwanych z uzyciem mikromacierzy, zdeponowanych w

ramach R/Bioconductor wymaga obiektow w postaci macierzy m. Dotyczy to zwlaszcza
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procesu normalizacji danych. Wigkszo$¢ metod normalizacji danych, ktoére usuwajg
zmienno$¢ wynikajacg z réznej lokalizacji sond, tzw. efekt przestrzenny (np. metoda print-tip

loess) wymaga blokoéw sond 0 identycznym rozmiarze.

Potencjalnym rozwigzaniem kwestii normalizacji danych o niestandardowym uktadzie
sond jest zastosowanie globalnej metody normalizacji. W przypadku globalnych metod
normalizacji ro6znice w rozmiarze blokow oraz lokalizacja sond nie odgrywaja kluczowe;j roli.
Ograniczeniem stosowania tego rodzaju metod normalizacji jest jednak pominigcie W
procesie normalizacji roznic intensywnosci sygnalow wynikajacych z réznej lokalizacji sond
na mikromacierzy, co moze W znacznym stopniu obnizaé¢ skutecznos¢ tego etapu. Ponadto,
zastosowanie globalnej metody normalizacji nie stanowi faktycznego rozwigzania kwestii
niestandardowego uktadu sond. Utrudnienia w prowadzeniu analizy danych mogg si¢ pojawié
w przypadku realizacji innych etapow, dla ktorych uktad sond moze mie¢ znaczenie, np.

generowanie wykres6w diagnostycznych.

Bradziej kompleksowym rozwigzaniem problemu analizy danych o niestandardowym
uktadzie sond jest modyfikacja formatu tych danych. Istnieja dwa glowne sposoby
modyfikacji formatu danych, ktore pozwalaja na zachowanie kompletnej informacji
pochodzacej ze wszystkich sond ulokowanych na mikromacierzy: (l) podzialt mikromacierzy
na symetryczne czesci i indywidualna analiza kazdej z nich lub (1) korekta formatu danych.
Cho¢ oba z tych podje$¢ sa poprawne statystycznie, korekta formatu danych pozwala na
zintegrowang analiz¢ catego zestawu danych i nie powoduje obnizenia specyficznosci tego
procesu, jak to z reguly ma miejsce w przypadku podziatu mikromacierzy na poszczegolne
czesci. W celu przywrocenia zestawom danych AML, ASTMA i ALERGIA standardowego
uktadu zastosowana zostata metoda korekty formatu danych. W przypadku kazdego z tych
zestawow Kkorekta formatu danych wigzata si¢ z uzupetieniem brakujacych wartosci (luk).
Kwestia uzupelniania luk w zestawach danych uzyskanych z uzyciem ekspresyjnych
mikromacierzy DNA jest bardzo ztozona. W takim przypadku kluczowe jest zachowanie
spojnosci i integralnosci struktury danych (Tuikkala i wsp. 2008). Istnieje szereg algorytmow
dedykowanych wypelnianiu brakujgcej informacji, m.in. metoda oszacowania najwickszej
wiarygodno$ci (ang. Maximum likelihood estimation), szacowanie bayesowskie (ang.
Bayesian estimation), czy metody wielokrotnego przypisania (ang. Multiple imputation).
Cho¢ metody te sg bardzo zaawansowane statystycznie, zadna z nich nie gwarantuje
otrzymania wynikow wolnych od bledow systematycznych. W przypadku korekty formatu

danych dla zestawoéw w ktorych liczba brakujacych wartosci jest niewielka, liczy si¢ sama

75



Wyniki i Dyskusja-CzeS¢ |

obecno$¢ danego punktu, a jego warto$¢ intensywnosci sygnalu fluorescencyjnego ma
drugorze¢dne znaczenie. W zwigzku z tym, do uzupelnienia luk w skorygowanych zestawach
danych zastosowana zostala najprostsza metoda, polegajaca na wypetieniu brakujacych
warto$ci $rednimi wartosciami tla. Aby zachowac¢ spojnos¢ struktury danych na etapie ich
przetwarzania, nowopowstate punkty zostaty wykluczone z dalszych etapow analizy poprzez
nadanie im statusu (flagi) punktow o niskiej jakosci. PodejScie to sprawia, iz udziat
wprowadzonych, $rednich wartos$ci tta na przebieg procesu normalizacji i identyfikacji genow

réznicujgcych jest minimalny.

Podsumowujac, prezentowany sposob korekty formatu danych dla analizowanych
zestawéw danych AML, ASTMA oraz ALERGIA obejmowat zmian¢ uktadu blokow (jesli
byta niezbedna), wyrdwnanie ich rozmiaru i uzupelienie brakujacych wartosci $rednimi
wartosciami tla dla danego regionu mikromacierzy. Otrzymane wyniki wskazuja, iz
proponowany sposob korekty formatu danych pozwala na otrzymanie danych w postaci
standardowej macierzy m przy wprowadzeniu minimalnej zmienno$ci do uktadu (Rysunek
17). Analiza wyzszego rzgdu skorygowanych zestawow danych pozwolita na uzyskanie
istotnych biologicznie rezultatow. Czes¢ tych wynikow, dotyczacych identyfikacji gendéw

réznicujacych, zostata potwierdzona przy pomocy alternatywnej metody, ilosciowego PCR.
V.1.6 Whnioski

Glownym wnioskiem wynikajacym z prowadzonej analizy jest sStwierdzenie, iz
korekta formatu danych uzyskanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA o0
niestandardowym uktadzie sond moze by¢ przeprowadzona na etapie analizy danych. Dzigki
temu mozliwe jest przywrocenie tym danym formatu zdefiniowanego w ramach standardow

jakosci przy wprowadzeniu minimalnej zmiennosci do uktadu.
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CZESC 1II: Analiza danych uzyskiwanych z wykorzystaniem dedykowanych
mikromacierzy DNA do badania ekspresji miRNA

MikroRNA (miRNA) s3 waznymi regulatorami ekspresji gendéw, ktore kontroluja
aktywno$¢ genow w fazie post-transkrypcyjnej. Monitorowanie poziomu ekspresji miRNA
jest niezwykle waznym elementem analizy zarowno w kontekscie procesow fizjologicznych,
jak 1 patologicznych. Badanie ekspresji miRNA jest wyzwaniem dla powszechnie
stosowanych technik okres§lania poziomu ekspresji genoéw z punktu widzenia specyficznosci i
doktadno$ci. Wynika to gléwnie z niewielkiej dlugosci sekwencji (ok. 22 nukleotydow)
dojrzatych miRNA, jak réwniez z faktu, iz niecalkowicie przetworzone formy miRNA, tzw.
prekursory miRNA takze zawieraja sekwencje dojrzatych czasteczek miRNA. Ponadto,
znacznym utrudnieniem na etapie badania ekspresji miRNA jest wystgpowanie blisko
spokrewnionych cztonkéw danej rodziny miRNA, zwlaszcza w obrgbie genomu ssakéw,
ktérych sekwencje czesto roznig si¢ jedynie pojedynczym nukleotydem (Roush & Slack
2008). Powyzsze cechy miRNA wymagaja, aby eksperymenty obejmujace analiz¢ ekspres;ji
tych czasteczek z wykorzystaniem mikromacierzy DNA, projektowane byly w specyficzny
sposob. Stwierdzenie to w szczegdlnosci dotyczy sposobu projektowania sond. Temperatura
topnienia sond dla fragmentu genu kodujacego biatka jest normalizowana poprzez odpowiedni
wybor regionu genu oraz sterowanie dlugoscig sondy. Takie podejscie nie jest mozliwe w
przypadku miRNA ze wzgledu na niewielka dlugos$¢ ich sekwencji. Stad tez czgsto w
przypadku sond dla miRNA temperatura topnienia normalizowana jest w specyficzny sposob
np. poprzez ligacje odpowiednich sekwencji adaptora (ang. adaptor sequence) (Baskerville &
Bartel 2005) czy stosowanie sond w postaci LNA (ang. locked nucleic acid) (Castoldi 1 wsp.
2006).

Niezaleznie od sposobu projektowania sond, mikromacierze do badania ekspresji
miRNA posiadajg kilka cech wspolnych, takich jak: relatywnie duza ilo$¢ sond (do 60 000),
wystepowanie na jednej mikromacierzy sond dla miRNA kilku gatunkéw oraz sond dla
hipotetycznych sekwencji miRNA (C.-G. Liu, Calin, i wsp. 2008; W. Li & Ruan 2009; Goff i
wsp. 2005). Powyzsze cechy miRNA sprawiajg, ze procedury stosowane podczas badania
ekspresji gendéw kodujacych biatka z uzyciem mikromacierzy DNA nie mogg by¢ w
bezposredni sposdb wykorzystane do badania ekspresji miRNA. Fakt ten znaczaco wptywa na

proces analizy danych.
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V.II.1 Identyfikacja problemu

Zestaw AML miRNA zostal otrzymany w wyniku eksperymentow obejmujacych
badanie ekspresji ludzkich miRNA u pacjentow z ostrg biataczka szpikowa (Materiaty i
Metody, Rozdzial IV.1.2). W sklad zestawu AML miRNA wchodzi 30 ekspresyjnych
mikromacierzy DNA, otrzymanych w wyniku dwukolorowego eksperymentu w ktoérym
wyjsciowymi probkami badanymi byla niskoczasteczkowa frakcja RNA pochodzgca od
pacjentow z AML (kanat czerwony, barwnik Alexa 647), natomiast probkami referencyjnymi

byty odpowiednie frakcje RNA z linii komorkowej HL60 (kanat zielony, barwnik Alexa 546).

Ekspresyjna mikromacierz DNA w oparciu o ktéra otrzymano zestaw AML miRNA,
zostala przygotowana z uzyciem komercyjnie dostgpnego zestawu sond (NCode™
Mammalian miRNA Microarray Probe Set v. 1.0, Invitrogen). W sklad tego zestawu
wchodzity sondy przygotowane na podstawie sekwencji dojrzalych miRNA opisanych w

bazie Sanger miRBase 7.0 (http://microrna.sanger.ac.uk) dla cztowieka (Homo sapiens) (311

sond), myszy (Mus musculus) (232 sondy) oraz szczura (Rattus norvegicus) (185 sond).
Ponadto, zestaw zawieral dodatkowe sondy dla sekwencji hipotetycznych ludzkich miRNA

(sondy HMP PREDICTED) (142 sondy).

Cho¢ ze wzgledu na wysoka konserwatywnos$¢, sekwencje miRNA trzech
spokrewnionych gatunkow: myszy, szczura i czlowieka wykazuja wysoka homologie
wzgledem siebie, to jednak nie zawsze musi by¢ ona petna (Sewer 1 wsp. 2005). W zwigzku z
powyzszym pojawia si¢ pytanie o mozliwo$¢ wykorzystania ortologicznych sond dla miRNA
myszy 1 szczura do analizy ekspresji ludzkich miRNA. Potencjalne sposoby uzycia tych sond,

w przypadku zestawu AML miRNA, obejmuja:
1. Walidacj¢ wynikow z uzyciem ortologicznych sond jako replik,

2. Badanie ekspresji ludzkich miRNA z uzyciem wszystkich sond, rowniez tych, ktore

nie znajduja odpowiednika u ludzi,

3. Identyfikacj¢ nowych ludzkich miRNA przy wykorzystaniu homologicznych sond dla

myszy 1 szczura.

Analiza ludzkich miRNA z wykorzystaniem ortologicznych sond dla miRNA myszy i
szczura jest mozliwa jedynie w przypadku, gdy homologia pomigdzy sekwencjami sond, a
sekwencjami docelowymi jest pelna lub gdy ewentualne roéznice w sekwencjach majg

nieznaczny wplyw na przebieg reakcji hybrydyzacji. Celem ponizszej analizy bylo
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sprawdzenie mozliwo$ci wykorzystania wszystkich sond ulokowanych na mikromacierzy

DNA do badania ekspresji ludzkich miRNA u pacjentow z AML.

V.I1.2 Rozwiazanie problemu

V.I1.2.1 Wstepna charakterystyka sond

Pierwszym etapem sprawdzenia mozliwosci wykorzystania wszystkich sond
ulokowanych na mikromacierzy DNA do badania ekspresji ludzkich miRNA u pacjentéw z
AML byta wstepna charakterystyka uzytych sond. Wstepna charakterystyke sond wykonano
poprzez okreslenie zakresu i rozkladu dtugosci ich sekwencji oraz temperatury topnienia. Jak
wynika z wykresu przedstawionego na Rysunku 20, uzyte w eksperymencie
oligonukleotydowe sondy DNA rd6znig si¢ miedzy soba dtugoscia (34 — 44 nukleotydow).
Przy czym dlugo$¢ zdecydowanej wickszosci sond (94%) zawiera si¢ w zakresie 40 — 44
nukleotydow. Zarowno zakres dtugosci sond, jak i parzyste wartosci dtugosci wynikajg ze
sposobu konstrukcji sond i odpowiadaja podwojnej dlugosci sekwencji poszczegodlnych

miRNA. Kazda sonda sktada si¢ z dwukrotnie powtorzonej sekwencji odpowiednich miRNA.
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Rysunek 19. Wykres ilustrujgcy zroznicowanie sond wzgledem ich diugosci.

Duzy poziom zmiennosci wsrod badanych sond mozna takze zaobserwowac pod
wzgledem ich temperatury topnienia. Zakres temperatury topnienia dla badanych sond wynosi
63,7 — 99,9°C (Rysunek 20), co oznacza, iz maksymalna roznica temperatury topnienia w
zestawie wynosi 36,2 °C. Przy czym temperatura topnienia dla zdecydowanej wickszosci
(82%) sond miesci si¢ w zakresie 75 — 90 °C. Srednia temperatura topnienia dla uzytego

zestawu sond wynosi 80,5 °C.
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llos¢ sond

Temperatura topnienia (Tm) [*C]

Rysunek 20. Wykres ilustrujqcy zroznicowanie sond wzgledem ich temperatury topnienia.

V.I1.2.2 Identyfikacja i porownanie sond dla ortologicznych miRNA czlowieka, myszy i

SZczura

Kolejnym etapem po procesie charakterystyki sond pod wzgledem ich dhlugosci 1
temperatury topnienia byta analiza homologii sekwencji sond miRNA dla trzech badanych
gatunkow. Etapem poprzedzajacym te analize byla selekcja podzestawu sond MIRNA3 w
ktorym kazda sonda posiadata trzy odpowiedniki, w postaci sond z zestawu cztowieka, myszy
I szczura. Selekcja sond wchodzacych w sktad podzestawu MIRNA3 sposrod calkowitej
liczby 728 sond (311 dla cztowieka, 232 dla myszy oraz 185 dla szczura) obejmowata dwa
etapy. W ramach pierwszego z nich porownane zostaly nazwy sond, a nastgpne wybrane te,
ktore charakteryzowaty sie taka samg nazwag miRNA, np. hsa-miR7a, mmu-miR7a, rno-
miR7a (hsa — cztowiek, mmu — mysz, rno — szczur). Etap ten pozwolil na selekcje 142 trojek
sond, posiadajacych odpowiedniki dla trzech badanych gatunkéw. W ramach drugiego etapu
wykonana zostata analiza podobienstwa sekwencji pozostatych, réznigcych si¢ nazwa sond.
Analiza obejmowala kompleksowe, wzajemne poréownanie 586 sekwencji sond. Drugi etap
selekcji pozwolil na identyfikacje 2 dodatkowych trojek. Sondy te cho¢ posiadaty rozne
nazwy, wykazywaty pelng homologi¢ pomiedzy poroéwnywanymi gatunkami. W sktad
podzestawu MIRNAS3 wchodzity, wiec 144 trdjki sond. Proces selekcji podzestawu MIRNA3
pozwolit takze na okreslenie ilosci sond wspdlnych dla par poszczegdlnych gatunkow. Dane

te przedstawione zostaty za pomocg Diagramu Venna (Rysunek 21).
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hsa mmu

mo

Rysunek 21. Diagram Venna przestawiajgcy poréwnanie sond dla trzech badanych gatunkéw: hsa — czlowiek
(korlor rézowy), mmu — mysz (kolor niebieski), rno — szczur (kolor fioletowy). Polgczenia poszczegdlnych
zbiorow okreslajq liczbe sond wspolnych dla danych gatunkow. Dla wszystkich trzech gatunkow zidentyfikowano
144 wspdélne typy sond.

W celu okre§lenia rzeczywistego podobienstwa sekwencji dla miRNA, poroéwnano
sekwencje odpowiadajacych sobie sond z podzestawu MIRNA3. Poroéwnanie sekwencji
zostalo wykonane za pomoca autorskiego algorytmu przyrownanie sekwencji.py
(Zatacznik 8). Algorytm ten zostal przygotowany w $rodowisku programistycznym Python
przy uzyciu modutu Biopython (Bio.Align.Applications) oraz programu TCoffee
umozliwiajgcego analize poréwnawczg wielu sekwencji (ang. multiple sequence aligment).
Przyktad porownania sekwencji miRNA zostat przedstawiony na Rysunku 23. Jako, ze sondy
sktadaty si¢ z dwukrotnie powtdrzonych tych samych sekwencji miRNA, analiza zostata
przeprowadzona tylko na potowkach sekwencji sond, odpowiadajacych catkowitej sekwencji
badanego miRNA.

A B
Bap ave GO6B BAD AvG GEOB
* *
97 : 100
98 : 100
98 : 100
97 : 100
hsa miR 10b hsa let 7b
mmu miR 10b mmu_let 7b
rno_miR 10b rno_let 7b
cons cons LI LI LI

Rysunek 22. Wynik poréwnania sekwencji sond dla miRNA_10b (4) oraz let_7b (B) dla cztowieka (hsa), myszy
(mmu) i szczura (rno).
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Wyniki analizy podobienstwa sekwencji ortologicznych sond dla miRNA wskazuja, iz
wigkszo$¢ badanych sekwencji (87% — 93,8%) wykazuje pelng homologi¢ migdzy parami
porownywanych gatunkéw (Rysunek 23 A-C). Roéznice pomiedzy sekwencjami miRNA
nalezacych do poszczegdlnych trojek wystepuja na poziomie od 1 do 3 nukleotydow, co
odpowiada réznicy od 2 do 6 nukleotydéw dla odpowiednich sond. Przy czym znaczna czesé
sekwencji (ponad 80%), sposrod tych zawierajacych niesparowania (ang. mismatch) rozni si¢

1 — 2 nukleotydami (2 — 4 nukleotydéw dla sond).
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Rysunek 23. Rozklad ilosci sond miRNA pod wzgledem liczby niesparowan (ang. mismatch), A. poréwnanie
wykonane dla sekwencji sond dla miRNA czlowieka oraz myszy; B. porownanie wykonane dla sekwencji sond
dla miRNA czlowieka oraz szczura; C. porownanie wykonane dla sekwencji sond dla miRNA szczura oraz myszy.
Analize podobienstwa sekwencji wykonano dla sond z podzestawu MIRNA3, zawierajgcego 144 rodzaje sond
wspolnych dla trzech badanych gatunkow.

Aby w przyblizony sposob oceni¢ jak obecnos¢ niesparowan moze wpltywac na
efektywnos¢ hybrydyzacji niecatkowicie komplementarnych sond, przeprowadzona zostala
symulacja temperatury topnienia dla heteroduplekséw sonda-sekwencja docelowa,
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zawierajacych rézng ilo$¢ niesparowan (Rysunek 24). Temperatura topnienia dla
heterodupleksoéw 1 homodupleksow (sekwencja docelowa w petini komplementarna do sondy)
okreslona zostata za pomocg programu do obliczania temperatury topnienia na stronie Baker

Lab Uniwersity of Washington (http://depts.washington.edu). Wyniki przedstawione na

Rysunku 25 wskazuja, iz heterodupleksy charakteryzujg si¢ obnizong temperaturg topnienia w
stosunku do homodupleksow. Spadek temperatury topnienia jest proporcjonalny do ilosci
niesparowan. Sredni spadek temperatury topnienia wynosi 2,5 °C na jedno niesparowanie.
Dla sond posiadajacych od 2 — 6 niesparowan, przewidywany poziom obnizenia temperatury
topnienia wynosi 5,3 — 16,6 °C. Chociaz wartos$ci te stanowig od kilku do kilkunastu procent
srednich wartos$ci temperatury topnienia dla analizowanych sond, to jednak stanowig one
niewielki udzial w zmienno$ci temperatury topnienia wynikajacej z roznic dlugosci i

sekwencji w pelni komplementarnych sond.

QL
™~

15

Spadek temperatury topnienia (Tm) [*C]
10

Liczba niesparowan w sondzie

Rysunek 24. Wykres ilustrujgcy wplyw obecnosci niesparowanych nukleotydow na temperature topnienia
sekwencji. Analize wykonano dla 40 sond wykazujgcych roznice nukleotydowe wzgledem pozostalych sekwencji
sond. Sondy pochodzily z podzestawu MIRNA3.

V.IL.2.3 Porownanie wartosci intensywnosci sygnalow fluorescencji odpowiadajacych
sobie sond dla miRNA myszy, szczura i czlowicka na poziomie danych

eksperymentalnych

Kolejnym etapem sprawdzenia mozliwo$ci wykorzystania ortologicznych sond do
badania ekspresji ludzkich miRNA u pacjentow z AML jest poréwnanie wartosci

intensywnos$ci sygnatu fluorescencji odpowiadajacych sobie sond dla miRNA cztowieka,
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myszy i szczura. Etapem poprzedzajacym te analize byta selekcja ze zrédlowych plikow .gpr,
sond wybranych w ramach podzestawu MIRNA3 wraz z odpowiadajagcymi im warto§ciami
sygnatow fluorescencji dla kanalu czerwonego (Alexa 647). Proces selekcji sond
przeprowadzony zostal za pomocag algorytmu filtracja.py, przygotowanego w
srodowisku programistycznym Python. Wynikiem dziatania algorytmu filtracja.py
(Zatgcznik 9) jest zestaw plikow .txt, z ktorych kazdy zawiera 144 trojki sond wraz z
odpowiadajacymi im warto$ciami intensywnosci sygnatéw fluorescencyjnych (Alexa 647) dla

trzech badanych gatunkéw (Rysunek 25).

A B = D E

1 |ID sondy hsa mo mmu

2

3 |let 7a 5534,33 447 3046,33
4 let_7b 2900 320 1335,33
5 |let_7c 3538 495 1990
6 let_7d 1044,33 284,67 674
7 |let_7e 667,67 216,67 329,33
8 |let_7f 3653,67 385,33 1139,33
9 |let_7i 1022,33 212,67 823
10 'miR_100 237,33 264 248,33
11 miR_102 478 237,67 184
12 miR_106b 959,67 216 280,33
13 miR_107 1622,67 218,67 174,33
14 miR_10a 2841,33  2374,67 815,67
15 miR_10b 343 156 219
16 miR_122a 322,67 175,67 236
17 miR_124a 440,67 171 305
18 miR_125a 383,67 188,67 214,33
19 miR_125b 457,33 150,67 253
20 miR_127 432,67 157,67 285,33
21 miR_123a 350,33 157,67 267,33

Rysunek 25. Przykiad pliku .gpr po selekcji wspolnych typow sond dla miRNA czlowieka (hsa), myszy (mmu) i
szczura (rno). Plik jest wynikiem dziatania algorytmu filtracja.py przygotowanego w Srodowisku
programistycznym Python.

Porownanie warto$ci intensywnos$ci sygnatu fluorescencji kanatu czerwonego (Alexa
647) dla kazdej mikromacierzy wykonane byto dla trzech par sond: czlowieka 1 myszy,
czlowieka i szczura oraz szczura i myszy. Podobienstwo sygnatow dla poréwnywanych
zestawOow sond okres$lone zostalo w wyniku analizy korelacji (program R, pakiet stats).
Srednia warto$é wspolczynnika korelacji R (dla wszystkich macierzy, N=30) wynosita
odpowiednio 0,826 dla sond czlowieka i szczura, 0,743 dla sond cztowieka 1 myszy oraz
0,792 dla sond myszy i szczura. Korelacja obliczona dla kazdej mikromacierzy miRNA byta
istotna statystycznie (wartosci p zawieraly si¢ w przedziale od 2,2 x 10® do 9,47 x 107%).
Srednie warto$ci wspotczynnika korelacji wyznaczone dla sond zawierajgcych niesparowania
wynosity odpowiednio 0,678 dla sond cztowieka i szczura, 0,645 dla sond cztowicka i myszy

oraz 0,632 dla sond myszy i szczura. Przy czym gtéwnym sktadnikiem zmiennosci byty sond
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zawierajace 3 niesparowania. Przyktadowe wyniki korelacji zostaly zobrazowane na Rysunku

27.
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Rysunek 26. Przyktady wykresow zaleznosci wartosci intensywnosci sygnatow fluorescencji kanatu czerwonego
(Alexa 647) dla trzech par zestawow 144 sond: czlowieka i myszy, czlowieka i szczura oraz szczura i myszy z
trzech wybranych mikromacierzy. A, B i C zostaly przygotowane na podstawie sygnatow dla reprezentatywnych
mikromacierzy (A. 34bm_02; B. 34bp 01, C. 46bm_02). Kolor czarny obrazuje sekwencje sond o catkowitej
homologii, zielony sekwencje sond roznigce sie¢ jednym nukleotydem, niebieski sekwencje sond roznigce sig

dwoma nukleotydami, a kolor czerwony sekwencje sond roznigce sig trzema i wigcej nukleotydami.
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Wyniki analizy korelacji wskazuja, iz sondy dla miRNA myszy i szczura w znacznym
stopniu odzwierciedlajg poziom ekspresji miRNA, uzyskany z uzyciem sond dla miRNA
cztowieka. Ponadto, poziom korelacji dla ortologicznych sond w obrebie mikromacierzy
DNA jest znacznie wigkszy, niz poziom Korelacji dla zestawu sond dla miRNA czlowieka
pomiedzy powtorzeniami technicznymi. Wynika to z faktu, iz wigkszos¢ badanych,
ortologicznych miRNA czlowieka, myszy i szczura ma taka samag sekwencj¢. Sekwencje
docelowe z probek AML wykazuja zatem catkowita komplementarnos¢ do niemalze
wszystkich sond ulokowanych na mikromacierzy DNA. Sondy zawierajgce niesparowania
charakteryzowaty si¢ nizszym poziomem korelacji, jednakze wartosci wspdlczynnika
korelacji dla tych sond nadal byly wysokie. Eliminacja sond dla ortologicznych miRNA
myszy i szczura w wyniku procesu filtracji w tym przypadku nie jest uzasadniona, gdyz
wigza¢ si¢ bedzie z utratg znaczacej ilosci danych, ktére moga by¢ z powodzeniem

wykorzystane w dalszych etapach analizy.

Analiza sekwencji sond wspolnych dla miRNA trzech badanych gatunkéw (MIRNAS3)
z zestawu AML miRNA pozwolila stwierdzi¢, iz uzyskane warto$ci ekspresji miRNA dla
sond wszystkich badanych miRNA sg bardzo zblizone. W zwigzku z tym analiza ekspres;ji
ludzkich miRNA u pacjentow AML moze by¢ prowadzona z uzyciem sond dla trzech
badanych gatunkow, bez koniecznos$ci uwzgledniania procesu filtracji danych na etapie
analizy. Uzyskane wyniki wskazuja, iz jedynie sondy z 3 niesparowaniami, ktorych liczba

wynosi 4, powinny by¢ usuniete z dalszej analizy.
V.I1.3 Przyklad wykorzystania wynikow

Opisywane podejscie umozliwito analize ekspresji miRNA u pacjentow z AML
podtyp M1 i M2. Powyzsza analiza zostata wykonana w ramach odrebnego projektu, ktory

nie jest przedmiotem prezentowanej pracy.
V.I1.4 Omoéwienie wynikow

Na przestrzeni ostatnich lat pojawito si¢ kilka nowych sposobow wykorzystania
ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Jednym z nich jest mozliwos$¢ stosowania technologii
ekspresyjnych mikromacierzy DNA do badania niekodujacych RNA (ncRNA, ang. non
coding RNA) (Skreka i wsp. 2012). Wigkszo$¢ mikromacierzy DNA dedykowanych jest w
gtownie mMiIRNA, w szczegdlnosci w kontekscie analizy ekspresji (Castoldi i wsp. 2007; C.-G.

Liu, Spizzo, i wsp. 2008). Technologia ekspresyjnych mikromacierzy DNA zostala
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zoptymalizowana jednak gtownie pod katem badania ekspresji genow kodujacych biatka i nie
moze by¢ bezposrednio stosowana do badania ekspresji miRNA. Czgsteczki miRNA
posiadaja zupelie inng specyfike, niz transkrypty genow kodujacych biatka, m.in. dlugos§¢
sekwencji. Stad tez proces planowania eksperymentéw obejmujacych analize ekspres;ji
miRNA, wymaga uwzglednienia specyficznych cech miRNA na etapie projektowania sond.
Opisywane przyktady mikromacierzy do badania ekspresji miRNA obejmuja nie tylko
dedykowane mikromacierze DNA, ale takze i LNA oraz mikromacierze DNA/LNA.
Powszechnie stosowang praktyka jest umieszczanie na powierzchni mikromacierzy DNA do
badania ekspresji miRNA, sond dla miRNA kilku spokrewnionych gatunkow lub sond dla
potencjalnych i przewidywanych sekwencji miRNA. Podej$cie to umozliwia identyfikacje
nowych miRNA oraz oceng¢ stopnia konserwatywnosci sekwencji miRNA dla poszczeg6lnych
gatunkow. Jednakze moze tez stanowi¢ zroédto dodatkowej zmiennosci wprowadzanej do
uktadu, a tym samym i skutkowac obnizeniem jako$ci otrzymanych wynikow. Powodem sg
roéznice nukleotydowe pomigdzy sekwencjami poszczeg6lnych rodzajow miRNA dla r6znych
gatunkow, co w efekcie sprawia, iz do badania ekspresji danego rodzaju miRNA stosowane sg

sondy o r6znym stopniu komplementarnosci.

Stosowanie do badania ekspresji miRNA sond o ré6znym stopniu komplementarnosci
nadaje otrzymanemu zestawowi niestandardowy charakter. Wynika to z faktu, iz w takim
przypadku warto$¢ sygnatu fluorescencji nie tylko zalezy od ilosci sekwencji obecnych w
probcee, ale rowniez od stopnia ich dopasowania do sekwencji docelowych. Ogoélnie przyjetym
schematem analizy danych uzyskiwanych w ramach badania ekspresji miRNA z uzyciem
mikromacierzy jest eliminacja (w wyniku filtracji) z ,,surowych danych”, informacji
pochodzacej od sond ortologicznych. Przyktadem narzedzia, ktore umozliwia takg filtracje
jest pakiet miChip z repozytorium Bioconductor. Pakiet ten jest dedykowany analizie danych
uzyskiwanych przy uzyciu platformy MiChip, obejmujacej mikromacierze z sondami w
postaci LNA (Castoldi i wsp. 2007). Funkcja removeUnwantedRows (), wchodzaca w
sktad tego pakietu, umozliwia eliminacj¢ rz¢gdow z macierzy m (sond), ktére z punktu
widzenia danego eksperymentu zawieraja nieistotng informacjg¢. Stosowanie tego pakietu jest
ograniczone jedynie do analizy jednokanatowych zestawow danych. Ponadto, eliminacja
niektorych elementow z zestawu danych moze skutkowaé zaburzeniem formatu danych, co w
znacznym stopniu moze utrudnia¢ dalszg analize danych (Wyniki, Rozdziat V.I). Usunigcie

sond ortologicznych moze skutkowacé takze pozbyciem si¢ uzytecznej informacji.
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Zestaw AML miRNA jest przyktadem zestawu, gdzie do badania ekspresji ludzkich
miRNA u pacjentow z ostrg biataczka szpikowa (AML) wykorzystano mikromacierz DNA
zawierajacg sondy komplementarne do miRNA trzech gatunkow: cztowieka, myszy i1 Szczura.
Cho¢ sekwencje te wykazuja duza homologie wzgledem siebie, to jednak nie jest ona pelna.
Zgodnie z ogoélnie przyjetym schematem analizy dla danych uzyskiwanych z uzyciem
mikromacierzy nalezatoby usuna¢ z zestawu danych sondy dla miRNA myszy i szczura.
Sondy te stanowig 54% catkowitej liczby sond, zatem ich eliminacja w znaczacy sposob
zmniejszytaby rozmiar zestawu danych AML miRNA. Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi, zbyt maly rozmiar danych moze takze zaburza¢ proces analizy i skutkowac
obnizeniem jako$ci otrzymanych wynikow (G. K. Smyth i wsp. 2003). Celem
przeprowadzonej analizy bylo sprawdzenie mozliwosci wykorzystania ortologicznych sond
do badania ekspresji miRNA u pacjentow z AML. Mozliwos¢ uwzglednienia informacji
pochodzacej od wszystkich sond w procesie analizy danych z zestawu AML pozwolitaby na
znaczne uproszczenie tego procesu poprzez eliminacje procesu filtracji danych. Jednym z
elementow przedstawionej analizy byta ocena homologii sond dla miRNA myszy i szczura
wzgledem siebie oraz wzgledem sekwencji dla ludzkich miRNA. Ze wzgledu na fakt, iz
poszczeg6lne zbiory sond dla miRNA czltowieka, myszy 1 szczura rdznily si¢ wzajemnie
licznoscia, na potrzeby prowadzonej analizy wybrano mniejszy podzestaw sond (podzestaw
MIRNA3), ktory zawierat 144 trojki odpowiadajacych sobie sond z trzech badanych
gatunkéw. Wyniki analizy sekwencji wskazuja, iz wigkszos¢ sond (87 — 93,8%) wykazuje
pelng homologie (Rysunek 23). Natomiast pozostate 6,2 — 13% sond posiada réznice w
sekwencji na poziomie od 2 do 6 nukleotydow (1-3 niesparowan w obrgbie pojedynczej
sekwencji miRNA), z czego okoto 80% stanowig sekwencje posiadajace jedynie od 2 do 4
niesparowan. W ramach dalszej czg$ci analizy w przyblizeniu okreslono wplyw obecnos$ci
niesparowan na temperatur¢ topnienia duplekséw. Temperatura topnienia dupleksu jest
parametrem, ktory ma kluczowe znaczenie w kontekscie reakcji hybrydyzacji, a tym samym i
okreslenia poziomu ekspresji miRNA. Z przeprowadzonej analizy wynika, iz spadek
temperatury topnienia heterodupleksow spowodowany obecno$cia niesparowanych
nukleotydow stanowi jedynie niewielki udziat zmiennos$ci temperatury topnienia, wynikajacej
z r6znic dlugosci i sktadu nukleotydowego sond (Rysunek 20). Ustalone warunki reakcji
hybrydyzacji (Materialty i Metody, Rozdzial IV.1.2.1) sprzyjaja mozliwosci wykorzystania
ortologicznych sond do ustalenia ekspresji genow u pacjentow z AML. Wyniki wskazuja, iz
w podanych warunkach reakcji hybrydyzacji obecno$¢ niesparowan na poziomie 2 — 6

nukleotydow nie ma znaczacego wptywu na proces tworzenia dupleksu.
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Potwierdzeniem powyzszej sugestii sa wyniki analizy korelacji wartosci
intensywnos$ci sygnatéw fluorescencji kanatu czerwonego (Alexa 647) odpowiadajacych
sobie trojek sond (z podzestawu MIRNA3) dla miRNA czlowieka, myszy i Szczura.
Otrzymane rezultaty wskazuja, iz profil ekspresji miRNA okreslony za pomoca sond dla
MIiRNA myszy i szczura w znacznym stopniu pokrywa si¢ z profilem eskpresji miRNA
uzyskanym z uzyciem sond dla miRNA cztowieka. Wynika to w znacznym stopniu z faktu, iz
ok. 90% (87 — 93,8%) odpowiadajacych sobie sond dla miRNA myszy i szczura wzgledem
sond dla miRNA czlowieka wykazuje pelng homologie, co sprawia, iz sondy te w istocie
stanowig repliki sond dla miRNA czlowieka. Filtracja tych sond skutkowataby, wigc
pozbyciem si¢ cennej informacji. Wyniki analizy korelacji dla sond zawierajacych
niesparowania wykazuja nieco nizsze wartosci wspotczynnika korelacji, jednakze wartosci te

nadal sg bardzo wysokie.

Bardzo duze podobienstwo sekwencji badanych, ortologicznych miRNA trzech
gatunkow: czlowieka, myszy i szczura pozwala na okreslenie poziomu ekspresji ludzkich
mMIRNA przy uzyciu informacji pochodzacej z wszystkich ortologicznych sond, takze tych
zawierajacych niesparowania. Wykorzystaniu sond zawierajacych niesparowania w dalszych
etapach analizy sprzyja dobor warunkéw reakceji hybrydyzacji oraz wyniki analizy korelacji.
Ponadto, podobienstwo sekwencji sond na tak wysokim poziomie pozwala z duzym
zaufaniem wykorzysta¢ sondy dla miRNA myszy i szczura do identyfikacji, nowych, ludzkich
miRNA w ramach przeprowadzonego eksperymentu. Wyniki te jednak powinny by¢

analizowane i interpretowane z zachowaniem szczeg6lnej ostroznosci.
V.11.5 Wnioski
Gléwnymi wnioskami wynikajacymi z przeprowadzonych analiz w tej czgsci pracy sa:

o  Wigkszo$¢ ortologicznych miRNA spokrewnionych gatunkow ma taka sama
sekwencje lub wykazuje nieznaczne roznice w sekwencji,

e W 2zwigzku z powyzszym filtracja sond dla ortologicznych miRNA nie jest
konieczna;

e Sondy dla ortologicznych miRNA czesto stanowig powtorzenia danego typu sondy i
moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane do walidacji otrzymanych wynikow.

e Stosowanie sond dla mIRNA spokrewnionych gatunkéw pozwala takze na

identyfikacj¢ nowych miRNA danego gatunku za pomoca homologicznych sond.
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CZESC 1III: Normalizacja danych uzyskiwanych z uizyciem dedykowanych

mikromacierzy DNA.

Ekspresyjne mikromacierze DNA dostarczaja ogromnej ilo$ci uzytecznej informacji,
ktéora jednak obarczona jest licznymi bledami systematycznymi oraz zmienno$cig
eksperymentalng. W praktyce, zaden eksperyment z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy
DNA nie jest wolny od efektow pochodzenia technicznego wprowadzonych na etapie
przygotowania probki, hybrydyzacji, ptukania czy skanowania mikromacierzy. Drukowane
mikromacierze DNA dodatkowo moga posiada¢ wady techniczne, powstatle na etapie
przygotowania (drukowania) mikromacierzy, np. réznice w wielkos$ci i ksztalcie punktow
(efekt zalezny od igly), przesunigcia pojedynczych punktow, a nawet calych rzedow i blokéw
sond (ang. print-tips). Ponadto, drukowane mikromacierze DNA najcz¢$ciej wykorzystywane
sa w eksperymentach dwukolorowych, tzn. obejmujacych uzycie dwoch barwnikéw
fluorescencyjnych na etapie znakowania probek. Stosowanie dwoch roéznych barwnikow
fluorescencyjnych wprowadza dodatkowa zmienno$¢ pomiedzy probkami badanymi i
kontrolnymi, ktéra wynika z r6znych wlasciwosci chemicznych barwnikéw. Automatyzacja
reakcji hybrydyzacji oraz procesu plukania mikromacierzy DNA znaczaco podnosi jakos¢
otrzymywanych danych. Nie jest to jednak wystarczajacy sposob minimalizacji zmienno$ci w
uktadzie 1 dane te wcigz musza zosta¢ odpowiednio przetworzone przed przeprowadzeniem

analizy wyzszego rzedu.
V. 111.1 Identyfikacja problemu

Gléwnym wyzwaniem na etapie analizy danych uzyskiwanych z uzyciem
drukowanych mikromacierzy DNA jest proces normalizacji danych. Wynika to z faktu, iz
drukowane mikromacierze DNA najczesciej stosowane sg w formie dedykowanych
mikromacierzy DNA. Ten rodzaj mikromacierzy posiada szereg specyficznych cech,
opisanych bardziej szczegélowo we wstepie (Rozdziat 11.4). Do najbardziej
charakterystycznych wlasciwos$ci tego rodzaju mikromacierzy DNA naleza: relatywnie niska
catkowita liczba sond, wysoka proporcja sond dla genow ulegajacych ekspresji roznicowej w
badanych warunkach (zwykle znacznie ponad 20%), zaburzona rownowaga pomiedzy liczbg
gendéw ulegajacych podwyzszonej i obnizonej ekspresji oraz niska liczba sond kontrolnych w
stosunku do calkowitej liczby sond. Przedstawiona wyzej specyfika dedykowanych

mikromacierzy DNA sprawia, iz proces normalizacji tego rodzaju danych jest mato skuteczny,

90



Wyniki i Dyskusja-Czes¢ I11

a niekiedy nawet wprowadza dodatkowa zmiennos$¢ do analizowanego zestawu danych.

Obecnie istnieje wiele metod normalizacji, ktore pozwalaja na eliminacj¢ zmiennos$ci
roznego typu i zwykle w tym celu oferujg rézne podejscia. Wigkszos¢ metod normalizacji
danych wymaga jednak spelnienia zatozen, ktdre prawdziwe sg jedynie dla mikromacierzy o
duzej gestosci (ang. whole-genome arrays). W badaniach ekspresji gendw globalne metody
normalizacji bazuja na zatozeniu, iz liczba genéw wykazujacych ekspresje roznicowg stanowi
jedynie niewielki procent (< 10 %) w stosunku do genéw ulokowanych na mikromacierzy
DNA oraz ze istnieje rOwnowaga pomiedzy genami ulegajacymi podwyzszonej i obnizonej
ekspresji. Dodatkowo proste globalne metody normalizacji, np. median czy mean zaktadaja,
ze wszystkie warto$ci intensywnosci na danej mikromacierzy DNA obarczone s3 tym samym
btedem systematycznym. Powyzsze zalozenia czesto nie sg spetnione dla dedykowanych
mikromacierzy DNA. Stad tez bardziej odpowiednim podejsciem dla tego rodzaju danych jest
stosowanie lokalnie wazonej regresji liniowej jako globalnej procedury normalizacji (loess
lub lowess) lub metody uwzgledniajacej podziat na grupy sond drukowanych ta samg igta
(print-tip loess). Alternatywa dla globalnej metody normalizacji /oess jest podejscie oparte na
wybranych zestawach sond kontrolnych, ktére charakteryzuja si¢ jednolitym poziomem
ekspresji w obregbie 1 migdzy macierzami, np. sondy kontrolne typu spike-in. Strategia ta
wymaga jednak obecno$ci znacznej liczby sond kontrolnych. R6ézne metody normalizacji
danych charakteryzuja si¢ odmiennym mechanizmem dzialania, a tym samym maja rézny
wplyw na otrzymane wyniki. Wyboér odpowiedniej metody normalizacji zalezy od cech
danego zestawu 1 czgsto w przypadku dedykowanych mikromacierzy DNA jest niezwykle

trudny.

V.II1.2 Rozwigzanie problemu

V. 111.2.1 Cel

Celem tej czgéci pracy doktorskiej bylo opracowanie uniwersalnej i
zobiektywizowanej procedury wyboru metody normalizacji dla danego zestawu danych. W
ramach realizacji tego zadania wybranych zostalo 13 réznych metod normalizacji
pochodzacych z repozytorium Bioconductor: 10 metod normalizacji dla danych
dwukanatowych (opisanych dalej jako dwukanalowe metody normalizacji) oraz 3 metody
normalizacji dla danych jednokanalowym (opisanych dalej jako jednokanatowe metody
normalizacji). Testowane metody normalizacji oceniane byly na podstawie 5 kryteriow. Dwa

pierwsze kryteria stanowity wartosci bledow systematycznych (I) oraz wariancji (II) liczone
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dla sond kontrolnych. Nastepnie oceniana byla czulo$¢ (III) i specyficznos¢ (IV) analizy
ekspresji réznicowej dla danych normalizowanych przy wykorzystaniu wybranych metod
normalizacji. Ostatnim kryterium oceny procedur normalizacji byla ocena zdolnosci
klasyfikacji probek okreslana w oparciu o profil ekspresji genow (V), ktory byt wynikiem
analizy danych przeprowadzonych z uzyciem poszczegdlnych metod normalizacji sposrod 13
wybranych. Zdolno$¢ klasyfikacji probek okreslona zostala za pomoca krzywych ROC i
wartosci AUC. Dla kazdego z wyzej opisanych 5 kryteridow, przygotowano ranking metod
normalizacji na podstawie otrzymanych wynikow. Optymalna metoda normalizacji pod
wzgledem danego kryterium zajmowata pierwsze miejsce w rankingu. Ostateczna selekcja
odpowiedniej metody normalizacji prowadzona byla w oparciu o ranking ostateczny
otrzymany w wyniku usrednienia warto$ci rankingow dla wszystkich 5 opisywanych wyzej
kryteriow. Dwukanatowe 1 jednokanatowe procedury normalizacji analizowane byly

niezaleznie.

V.II1.2.2 Charakterystyka zestawow danych

Wybrane procedury normalizacji testowano na przyktadzie czterech zestawow danych:
zestawu do badania ekspresji gendOw u pacjentdow z ostrg biataczka szpikowg (zestaw AML 1I)
oraz zestawOw do analizy ekspresji genow u dzieci z alergig krzyzowa (zestaw ALERGIA) 1
astma (zestaw ASTMA). Dodatkowo wykorzystano zestaw danych prezentowany i opisany
przez zesp6ot Alicji Oshlack (Oshlack 1 wsp. 2007), zwany dalej zestawem OSHLACK. W
sktad zestawu danych AML II wchodzilo 40 mikromacierzy o najlepszej jakosci 1
odpowiadajacych sobie powtorzeniach technicznych, wybranych z zestawu AML (Materiaty 1
Metody, rozdziat IV.I.1.3). Ponadto, wszystkie mikromacierze wchodzace w sklad zestawu
AML II charakteryzowaty si¢ skorygowanym formatem danych, zgodnie z obowigzujacymi
standardami jakosci dla ekspresyjnych mikromacierzy DNA (Wyniki, Rozdziat V.I). W sklad
zestawow ASTMA 1 ALERGIA wchodzito jednakowo 14 mikromacierzy. Zestawy AML II,
ALERGIA i ASTMA charakteryzowaly si¢ obecno$cia 8 sond kontrolnych typu spike-in.
Natomiast zestaw OSHLACK obejmowatl 6 mikromacierzy, z ktorych kazda zawierala zestaw
288 sond kontrolnych typu MSP (ang. microarray sample pool). Zestaw sond typu MSP
otrzymano w wyniku nanoszenia na podtoze 32 roztwordéw sond o 9 réznych stezeniach (1-
250 ng/ul). Celem stosowania sond typu MSP przez Oshlack 1 wsp. bylo zwigkszenie
skuteczno$ci normalizacji danych uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy

DNA, poprzez redukcje proporcji gendw roznicujacych w stosunku do catkowitej liczby sond.
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Charakterystyka 4 zestawow danych wykorzystywanych na etapie przygotowania

zobiektywizowanej procedury wyboru metody normalizacji przedstawiona zostata w Tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka czterech zestawow danych uzytych do testowania metod normalizacji: AML II, ALERGIA, ASTMA
oraz OSHLACK. Sondy kontrolne ArrayControl, Ambion sq kontrolami typu spike-in. Natomiast sondy kontrolne typu MSP
(ang. microarray sample pool) stanowiq pule sond wystepujgcych na mikromacierzy DNA w réznych stezeniach.

Zestaw danych
Cechy AMLII ALERGIA | ASTMA OSHLACK
Liczba mikromacierzy 40 14 6
Rodzaj eksperymentu dwukolorowy* dwukolorowy dwukolorowy
Prébka badana pacjenci zAML dzieci z alergia krzyzowa myszy OBF-1-/-
zdrowi ochotnicy
Probka referencyjna HL60 zdrowi ochotnicy myszy kontrolne
C57BL/6
Liczba i rodzaj sond 8 (ArrayControl, 8 (ArrayControl, Ambion) 288 sond MSP
kontrolnych Ambion)
Liczba sond w 81 144 462
pojedynczym bloku
Calkowita liczba sond 3240 1728 11088

*w wyniku dwukolorowego eksperymentu otrzymano dwukanatowe zestawy danych, ktdre na potrzeby tej czesci pracy przeksztatcone
zostaly takze w jednokanatowe zestawy danych.

Kazdy z analizowanych zestawow danych wczytany zostal do programu
R/Bioconductor przy wykorzystaniu pakietu 1imma. Nastepnie dla kazdego zestawu danych
wykonano korekcje tta metoda substract, gdzie dla kazdej sondy od warto$ci intensywnosci
sygnatow odjeto wartosci tta. Korekcja tta byla konieczna, poniewaz procentowy udziat tta w
catkowitej warto$ci intensywnosci sygnalu fluorescencji byt duzy. Rozklad warto$ci
intensywnos$ci sygnatéw fluorescencyjncych oraz wartosci tta kanalu czerwonego oraz
zielonego dla danych z zestawu AML II przedstawione zostaly za pomoca wykresow

pudetkowych (Rysunek 28 oraz Rysunek 29).

V.II1.2.3 Wybor i charakterystyka metod normalizacji

Analiza dwukanatowych metod normalizacji obejmowata 10 metod normalizacji
zdeponowanych w ramach 7 pakietow Bioconductor: 1imma, snm, vsn, nnNorm, OLIN,
marray oraz TurboNorm, z ktorych kazda testowana byla na wszystkich 4 zestawach
danych. Natomiast analiza jednokanalowych metod normalizacji wykonana byla za
posrednictwem 3 procedur z 3 pakietow: limma, vsn oraz snm. Charakterystyka

stosowanych metod normalizacji przedstawiona zostala w Tabeli 6 (Materiaty 1 Metody,

Rozdzial IV.IL.2).

Selekcja dwukanatowych metod normalizacji obejmowata gtownie algorytmy do
normalizacji wewnetrznej (w obrgbie mikromacierzy) (Wstep, Rozdzial 11.4.1.2.1). Przy
wyborze tych metod szczegdlng uwage zwrdcono na najbardziej popularny rodzaj metod
normalizacji: metody oparte na lokalnie wazonej regresji liniowej, najczgsciej znane pod
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nazwa loess lub lowess (ang. locally weighted scatterplot smoothing). Ta klasa metod
normalizacji, nalezy do metod zaleznych od intensywnosci sygnatu i jest jedng z najcze¢sciej
stosowanych procedur normalizacji. Wsrdd testowanych procedur normalizacji znajduje si¢ 7
metod typu loess: trzy metody z pakietu 1imma, jedna metoda z pakietu marray, dwie
metody z pakietu OLIN oraz jedna metoda z pakietu TurboNorm. Pakiet 1imma oferuje
globalng metod¢ normalizacji /loess (zwang dalej Loess), metod¢ print-tip loess
uwzgledniajaca podziat na grupy sond drukowanych tg samg igla (zwang dalej Ploess) oraz
globalng metod¢ normalizacji opartg na zestawie sond kontrolnych typu spike-in (zwang dalej
Spike). Metoda normalizacji loess z pakietu marray (zwana dalej LoessM), podobnie jak
odpowiadajaca jej metoda z pakietu 1imma jest globalng metoda normalizacji. Jednak ze
wzgledu na réznice pomigdzy algorytmami funkcji, obie metody zostaty wlaczone do analizy.
Pakiet OLIN natomiast dostarcza metod¢ normalizacji danych: OLIN (ang. Optimized Local
Intensity-dependent Normalization). Metoda OLIN zostala zaprezentowana w dwoch
wersjach: z uwzglednieniem koordynatow X i Y, odpowiadajacych lokalizacji kazdej z sond
na mikromacierzy (metoda Olin_c) oraz z pomini¢ciem koordynatéw X 1 Y, gdzie algorytm
normalizacji sam szacowat potozenie sond na mikromacierzy (metoda Olin). Pakiet
TurboNorm oferuje bardzo dobrze zoptymalizowany algorytm normalizacji oparty na
lokalnie wazonej regresji liniowej (metoda 7Turbo). Procedura normalizacji z pakietu
TurboNorm jest bardzo szybka, a jej zastosowanie pozwala na znaczne skrdcenie czasu
prowadzonych obliczen. Pozostate 3 z 10 prezentowanych metod normalizacji dla zestawdw
dwukolorowych pochodza z pakietow vsn, snm oraz nnNorm. Metoda normalizacji z
pakietu vsn (zwana dalej Vsn2) zaktada stalo$¢ wspdlczynnika wariancji 1 jest jedng z
bardziej radykalnych metod normalizacji, czgsto wykazujaca skitonno$¢ do nadmiernej
normalizacji (ang. overfitting) danych. Metoda normalizacji z pakietu snm (zwana dalej
Snm?2) nalezy do klasy nadzorowanych metod i1 na etapie normalizacji uwzglednia dodatkowe
informacje na temat eksperymentu, takie jak: partia mikromacierzy, projekt eksperymentu,
sprz¢t. Zupelnie nowa strategia normalizacji danych, wykorzystujagca algorytm sieci
neuronowych, oferowana jest przez pakiet nnNorm (metoda Nn). Ilo§¢ dostepnych metod
normalizacji dla danych jednokanatowych jest znacznie mniejsza, niz w przypadku
dwukanatowych. Stad tez wybodr ten obejmuje jedynie trzy metody: quantile z pakietu 1 imma
(zwana dalej Q), vsn z pakietu o tej samej nazwie (zwana dalej Vsnl) oraz snm z pakietu snm

w wersji jednokolorowej (zwana dalej Snm1).
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Mikromacierze DNA

Rysunek 27. Wykres pudetkowy prezentujqcy rozktad intensywnosci gtownych (kolor jasnoczerwony) oraz wartosci ta (kolor ciemnoczerwony) dla kanatu czerwonego dla 40

wybranych mikromacierzy DNA z zestawu danych AML Il. Mikromacierze DNA zostaly uszeregowane wzgledem rosngcych wartosci intensywnosci gtéwnych w celu

zobrazowania zaleznosci pomiedzy wartosciami intensywnosci gtownych oraz wartosciami tla. Os X przedstawia numery poszczegolnych mikromacierzy DNA z zestawu AML

11, 08 Y natomiast wartosci intensywnosci sygnatéw w skali logarymicznej (In).
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Mikromacierze DNA

Rysunek 28. Wykres pudetkowy prezentujgcy rozkiad intensywnosci gtownych (kolor jasnozielony) oraz wartosci tia (kolor ciemnozielony) dia kanatu zielonego dla zestawu

danych AML Il. Mikromacierze DNA zostaly uszeregowane wzgledem rosngcych wartosci intensywnosci gléwnych w celu zobrazowania zaleznosci pomigdzy wartosciami

intensywnosci gléwnych oraz wartosciami tla. Os X przedstawia numery poszczegdlnych mikromacierzy DNA z zestawu AML II, o$ Y natomiast wartosci intensywnosci

sygnatow w skali logarymicznej (In).
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V.I11.2.4 Wstepna ocena efektu normalizacji przy pomocy wykresow MA

W praktyce wybor optymalnej metody normalizacji dla analizowanego zestawu
danych najczesciej oparty jest na wizualnej ocenie rozktadu wartosci M wzgledem wartosci A
dla danej mikromacierzy (normalizacja wewnetrzna) lub rozkladu wartosci M dla
poszczegbdlnych mikromacierzy eksperymentu (normalizacja zewnegtrzna). Wykresy MA
(Wstep, Rozdziat 11.4.1.3.1) pozwalaja oceni¢ zalezno$¢ pomigdzy zmiang poziomu sygnatu
danej sondy dla probki badanej wzgledem probki referencyjnej (M), a $rednig wartoscig
intensywnosci sygnatu dla sondy analizowanego genu (A). Skuteczno$¢ procesu normalizacji
okreslana jest na podstawie wizualnej oceny wykresow MA wykonanych dla zestawow

danych przed i po normalizacji.

W celu wstgpnej oceny efektu normalizacji, wykresy MA z uzyciem pakietu 1imma
wygenerowane zostaty dla wszystkich 13 metod normalizacji dla 4 analizowanych zestawow
danych. Przyktad wykresow MA otrzymanych dla jednej mikromacierzy z zestawu AML II
przestawiony zostal na Rysunku 30. Wykresy dla pozostalych mikromacierzy z zestawu AML
Il oraz dla wszystkich mikromacierzy zestawéw ASTMA, ALERGIA oraz OSHLACK
dostepne sa w Zalaczniku 10. Wartosci M 1 A dla wszystkich dwukanatowych metod
normalizacji obliczone byly na podstawie warto$ci intensywnosci sygnatow fluorescencji dla
kanalu czerwonego (badany) oraz zielonego (referencyjny). Natomiast w przypadku
jednokanatowych metod normalizacji wartosci M 1 A obliczone zostaly z uzyciem dwoch
warto$ci intensywno$ci sygnatow fluorescencji dla kanatu czerwonego, pochodzacych z
odpowiadajacych sobie powtorzen technicznych. Prezentowane na wykresach MA (Rysunek
29) ,surowe wartosci” dla danych dwukanatowych charakteryzuja si¢ typowym
zakrzywieniem, ktore powinno by¢ wyeliminowane w wyniku skutecznej normalizacji
wartosci M. Wykresy MA przedstawione na Rysunku 29 wskazuja, ze w przypadku
wszystkich metod normalizacji, z wyjatkiem trzech (Spike, Snm?2 oraz Snml) dane zostaty

skutecznie znormalizowane.

Wykresy MA sg bardzo pomocne przy okreslaniu skutecznosci normalizacji, jednak
czesto jest to dos¢ subiektywna i raczej intuicyjna ocena tego procesu. Ograniczeniem
stosowania wykresow MA jest takze ich liczba. W przypadku duzych zestawow danych ilo$¢
wykresow MA jest znaczaca, co dodatkowo utrudnia ich rzetelng ocene. Przyktadowo
przetwarzanie danych dla zestawu AML II obejmujacego 40 mikromacierzy i1 13 testowanych

metod normalizacji wymagato przygotowania 520 wykresow MA. Wybdr odpowiedniej
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metody normalizacji jedynie na podstawie wykresow MA jest klopotliwy, tym bardziej, iz
niekiedy roznice pomi¢dzy wykresami MA dla poszczegdlnych metod sg subtelne, np. Loess i
Turbo (Rysunek 29). Znacznie lepszym podej$ciem jest porOwnanie testowanych metod
normalizacji w sposob zobiektywizowany, np. w oparciu o kryteria liczbowe z
uwzglednieniem wykresow MA jako pomocniczego kryterium wyboru procesu normalizacji.
W tym celu przeprowadzonych zostal szereg analiz obejmujacych poréwnanie metod na
postawie wartosci btedu systematycznego i wariancji, jak rowniez czutosci i specyficznosci
analizy ekspresji roznicowej danych normalizowanych przy wykorzystaniu wybranych metod

oraz na podstawie krzywych ROC i1 warto$ci AUC.

V.IIIL.2.5 Klasyfikacja metod normalizacji w oparciu o warto$ci bledu systematycznego
i wariancji

Wigkszos$¢ dedykowanych mikromacierzy DNA zawiera zestaw sond kontrolnych w
postaci sond dla genow typu housekeeping lub kontroli zewngtrznych typu spike-in. Wartos¢
intensywnosci sygnatu tych sond moze by¢ z powodzeniem wykorzystana do oceny metod
normalizacji. Wynika to z faktu, iz poziom sygnatu dla sond kontrolnych powinien by¢ taki
sam zarowno dla probki badanej, jak i kontrolnej (wartos¢ M=0, brak zmiany ekspresji).
Najprostszg forma oceny efektu normalizacji jest okreslenie wartosci btedu systematycznego
(ang. bias) oraz wartosci wariancji dla sond kontrolnych (Argyropoulos 1 wsp. 2006). Wartos¢
btedu systematycznego stanowi odchylenie warto$ci M dla danej sondy kontrolnej wzgledem
wartosci M=0. Natomiast wariancja okresla zmienno$¢ pomigdzy warto$ciami intensywnosci

sygnatow fluorescencji dla powtdrzen kazdej z sond kontrolnych (ang. spot replicates).

Wykorzystujac wzory 1 oraz 2 (Materialy i Metody, Rozdziat IV.IL1) dla
dwukolorowych metod normalizacji oraz wzory 5 oraz 6 (Materialty i Metody, Rozdziat
IV.11.1) dla metod jednokanatowych, obliczone zostaly wartosci btedu systematycznego i
wariancji dla 13 metod normalizacji testowanych na 4 zestawach danych. Na podstawie
otrzymanych wynikéw analizy przygotowany zostal ranking wartosci dla kazdego z
parametrow (Tabela 9 oraz Tabela 10). Za kryterium charakteryzujace najlepsza metode
normalizacji uznana zostata najnizsza Srednia warto$¢ bledu systematycznego (Tabela 9) i
wariancji (Tabela 10) obliczona dla sond kontrolnych kazdego z zestawow danych. Metoda

dla ktorej warto$ci parametréw byty najnizsze otrzymata najwyzsza pozycje w rankingu:1.
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Rysunek 29. Zestaw wykresow MA dla réznych metod normalizacji dla zestawu danych AML II. Na rézowym tle
przedstawione sq wykresy MA dla dwukolorowych metod normalizacji: A. surowe dane, B. Spike-globalna metoda
loess oparta na zestawie sond kontrolnych typu spike-in; C. LoessM-globalna metoda loess (pakiet marray); D. Loess-
globalna metoda loess; E. Ploess-metoda loess uwzgledniajgca podziatl na grupy sond drukowane jednym rodzajem
igly; F. Vsn2-globalna metoda normalizacji; G. Nn-metoda normalizacji wykorzystujgca algorytm sieci neuronowych;
H. Olin- globalna metoda loess; I. Olin_c-globalna metoda loess z uwzglednieniem koordynatéow (X,Y) lokalizacji
sond; J. Turbo-globalna metoda loess; K. Snm2-nadzorowana metoda normalizacji. Na tle szarym przedstawione sq
wykresy MA dla jednokolorowych metod normalizacji: L. surowe dane, M. Vsnl-globalna metoda normalizacji, N. Q-
globalna metoda normalizacji typu quantile, O. Snm1-nadzorowana metoda normalizacji.
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Tabela 9. Srednie wartosci bledu systematycznego dla 13 testowanych metod normalizacji na przykladzie 4
zestawow danych: AML I, ALERGIA, ASTMA oraz OSHLACK. Wartosci od 1-10 oznaczajq pozycje w rankingu
danej metody, natomiast wartosci w nawiasie sredniq wartos¢ bledu systematycznego.

Srednia warto$é bledu systematycznego-ranking
Metoda zestaw danych zestaw danych zestaw danych zestaw danych
normalizacji AML 11 ALERGIA ASTMA OSHLACK
Metody normalizacji danych dwukanatowych
Spike 4,76 10 0,83 9 0,87 8 1,52 10
LoessM 0,76 8 0,76 7 0,92 9 0,53 5
Loess 0,56 2 0,40 1 0,65 3 0,21 2
Ploess 0,73 7 0,51 4 0,54 1 0,20 1
Vsn2 0,67 3 0,49 3 0,80 5 0,37 4
Nn 0,70 6 0,80 8 0,85 7 0,69 8
Olin 0,67 3 0,69 5 0,75 4 0,62 7
Olin_c 0,68 5 0,74 6 0,83 6 0,60 6
Turbo 0,55 1 0,42 2 0,63 2 0,26 3
Snm2 1,22 9 1,37 10 1,27 10 0,83 9
Metody normalizacji danych jednokanatowych
Vsnl 0,79 2 0,55 1 0,55 2 0,58 3
Q 0,74 1 0,56 2 0,54 1 0,23 1
Snml 1,03 3 1,13 3 1,20 3 0,39 2

Tabela 10. Srednie wartosci wariancji dla 13 testowanych metod normalizacji na przykladzie 4 zestawow
danych: AML II, ALERGIA, ASTMA oraz OSHLACK. Wartosci od 1-10 oznaczajq pozycje w rankingu danej
metody, natomiast wartosci w nawiasie sredniqg wartos¢ wariancji.

Metoda Srednia warto§¢ wariancji -ranking
normalizacji zestaw danych zestaw danych zestaw danych zestaw danych
AML 11 ALERGIA ASTMA OSHLACK

Metody normalizacji danych dwukanafowych
Spike 46,41 10 1,49 9 1,08 9 4,60 10
LoessM 0,59 7 0,73 7 0,81 8 0,45 5
Loess 0,29 2 0,15 1 0,41 3 0,08 2
Ploess 2,43 9 0,25 4 0,29 1 0,07 1
Vsn2 0,39 3 0,19 3 0,56 5 0,14 4
Nn 0,52 6 0,84 8 0,72 7 0,57 8
Olin 0,43 4 0,60 5 0,56 4 0,46 7
Olin_c 0,46 5 0,66 6 0,64 6 0,46 6
Turbo 0,28 1 0,16 2 0,39 2 0,09 3
Snm2 1,54 8 2,04 10 1,57 10 0,69 9

Metody normalizacji danych jednokanatowych
Vsnl 0,64 2 0,34 1 0,35 2 0,34 3
Q 0,56 1 0,35 2 0,34 1 0,06 1
Snml 1,07 3 1,26 3 1,46 3 0,18 2

Wyniki przedstawione w Tabeli 9 oraz Tabeli 10 wskazuja, iz w kategorii btedu
systematycznego i wariancji najlepsza grupa metod normalizacji sg te oparte na lokalnie
wazonej regresji liniowej: Turbo oraz Loess i Ploess. W przypadku zestawu danych
OSHLACK, najlepszy wynik zostal osiggniety przez metode Ploess. Jednak metody Loess i
Turbo charakteryzuja si¢ jedynie nieznacznie gorszymi wynikami. Metoda LoessM, globalna
metoda loess z pakietu marray, prezentuje si¢ znacznie gorzej w przypadku kazdego z
badanych zestawow danych, niz zblizona do niej Loess - globalna metoda loess z pakietu

limma. Najgorszy wynik w kategorii bledu systematycznego i wariancji dla kazdego z
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zestawOw danych zostal osiaggnigty przez metody Spike oraz Snm2. Otrzymane wyniKi

koresponduja z rezultatami prezentowanymi na wykresach MA (Rysunek 30).

Analiza jednokanatowych metod normalizacji wykazala, iz stosujgc $rednig warto$¢
btedu systematycznego oraz wariancji jako kryterium wyboru, najlepsza procedura
normalizacji dla zestawow danych AML II i OSHLACK okazata si¢ by¢ metoda Q z pakietu
limma. W przypadku zestawow ALERGIA i ASTMA réznice pomigdzy metodg Q 1 Vsnl sg
niewielkie. Najgorszg metoda normalizacji w przypadku zestawu OSHLACK jest Vsnl, a w
przypadku pozostalych zestawdéw danych - Smmli. Jednakze roznice pomigdzy najlepsza i
najgorsza metoda normalizacji nie sg tak duze jak w przypadku dwukanatowych procedur

normalizacji.
V.II1.2.6 Analiza ekspresji réznicowej

Kolejnym kryterium oceny metod normalizacji byta analiza ekspresji roznicowej (ang.
differential expression analysis), ktorej celem bylo okreSlenie podobienistwa pomiedzy
sktadem list genéw roznicujacych oraz okreslenie poziomu czuto$ci i specyficznosci analizy
ekspresji roznicowej dla danych normalizowanych z wykorzystaniem testowanych procedur
normalizacji. Analiza ekspresji roznicowe] zostata wykonana na przyktadzie zbioru danych
AML II, ktory zawierat dwa rodzaje probek: probki uzyskane od pacjentow z ostrg biataczka
szpikowg oraz probki od zdrowych ochotnikow. W celu okreslenia rdznic ekspresji genow
pomiedzy tymi dwoma grupami probek stosowano test t z poprawka BH (Benjamini-
Hochberg) dla testowan wielokrotnych (0<0,05). Zgodnie z danymi dotyczacymi projektu
eksperymentu, analiza danych z zestawu AML Il powinna skutkowac otrzymaniem blisko
200 genow réznicujacych, co stanowi ok. 20% catkowitej liczby genow. W wyniku analizy
danych AML 1I dla kazdej z metod normalizacji otrzymane zostaly inne listy gendéw
réznicujacych. Listy roznity si¢ miedzy sobg nie tylko liczno$cia, ale takze i sktadem genow
(Tabela 11). Dla wigkszosci metod normalizacji, z wyjatkiem Snm2 i Spike, listy genow
réznicujacych zawieraly blisko 200 genow. Metoda Spike pozwolita na wytypowanie jedynie
87 gendow. Wyjatkowo niska liczba gendéw - tylko 35 zostata zidentyfikowana dla zestawu

AML Il po zastosowaniu metody Snm2.
V.II1.2.6.1 Analiza skladu list genow roznicujacych

W celu okreslenia stopnia podobienstwa pomigdzy listami genéw roznicujacych dla
wszystkich 13 metod normalizacji, przeprowadzona zostala analiza poréwnawcza sktadu tych
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list. Analiza ta zostala wykonana dla kazdej pary metod normalizacji (Tabela 11). Kolejnym
etapem tej analizy bylo pokazanie jak zmienia si¢ liczba wspdlnych genéw rdéznicujacych po

dodaniu kolejnych metod normalizacji o malejgcym stopniu podobienstwa (Rysunek 30).

Tabela 11. Poréwnanie ekspresji genéw zidentyfikowanych jako réznicujgce w zestawie danych AML II przy
zastosowaniu roznych metod normalizacji. Liczby w polu o kolorze zielonym oznaczajq catkowitq liczbe genow
roznicujgcych wytypowanych dla zestawu danych normalizowanych z uzyciem danej metody. Powyzej i ponizej
przekqtnej przedstawiono liczbe genow wspolnych dla pary metod. Odsetek wspolnych genow obliczono
wzgledem calkowitej liczby genow zidentyfikowanych po zastosowaniu metody normalizacji wymienionej w
pierwszym rzedzie. Liczba genow potencjalnie roznicujgcych byla zidentyfikowana na podstawie testu t przy
zafozonym poziomie istotnosci o. <0,05.

Metody dwukanalowe Metody jednokanalowe
Spike LoessM Loess Ploess Vsn2 Nn Olin Olin_c Turbo Snm2 Vsnl Q Snml
87 28 21 18 24 24 21 25 23 1 25 25 16
Spike | (100%) | (32%) | (24%) | (21%) | (28%) | (28%) | (24%) | (29%) | (26%) | (1%) (29%) | (29%) | (18%)
28 239 183 122 147 136 153 165 173 1 95 94 82
LoessM | (12%) | (100%) | (77%) | (51%) | (62%) | (57%) | (64%) | (69%) | (72%) | (0.4%) (40%) | (39%) | (34%)
21 183 202 114 141 116 121 130 165 0 76 77 70
Loess | (10%) | (91%) | (100%) | (56%) | (70%) | (57%) | (60%) | (64%) | (82%) | (0%) (38%) | (38%) | (35%)
18 122 114 181 106 115 111 113 117 3 76 74 54
Ploess | (10%) | (67%) | (63%) | (100%) | (59%) | (64%) | (61%) | (62%) | (65%) | (2%) (42%) | (41%) | (30%)
24 147 141 106 166 108 116 127 148 0 93 91 76
Vsn2 | (14%) | (89%) | (85%) | (64%) | (100%) | (65%) | (70%) | (77%) | (89%) | (0%) (56%) | (55%) | (46%)
24 136 116 115 108 242 128 132 119 5 85 87 58
Nn (10%) | (56%) | (48%) | (48%) | (45%) | (100%) | (53%) | (55%) | (49%) | (2%) (35%) | (36%) | (24%)
21 153 121 111 116 128 211 168 119 4 92 91 64
Olin | (10%) | (73%) | (57%) | (53%) | (55%) | (61%) | (100%) | (80%) | (56%) | (2%) (44%) | (43%) | (30%)
25 165 130 113 127 132 168 209 131 4 91 92 71
Olinc | (12%) | (79%) | (62%) | (54%) | (61%) | (63%) | (80%) | (100%) | (63%) | (2%) (44%) | (44%) | (34%)
23 173 165 117 148 119 119 131 204 0 86 87 75
Turbo | (11%) | (85%) | (81%) | (57%) | (72%) | (58%) | (58%) | (64%) | (100%) | (0%) (42%) | (43%) | (37%)
1 1 0 3 0 5 4 4 0 35 4 6 2
sm2 | 3%) | (3%) 0%) | (9%) | (0%) | (14%) | (11%) | (11%) | (0%) | (100%) (119%) | (17%) | (6%)
25 95 76 76 93 85 92 91 86 4 196 180 78
Vsnl | (13%) | (48%) | (39%) | (39%) | (47%) | (43%) | (47%) | (46%) | (44%) | (%) (100%) | (92%) | (40%)
25 94 77 74 91 87 91 92 87 6 180 203 79
Q (12%) | (46%) | (38%) | (36%) | (45%) | (43%) | (45%) | (45%) | (43%) | (3%) (89%) | (100%) | (39%)
16 82 70 54 76 58 64 71 75 2 78 79 118
Snml | (14%) | (69%) | (59%) | (46%) | (64%) | (49%) | (54%) | (60%) | (64%) | (2%) (66%) | (67%) | (100%)
Wszystkie 2 metody:
metody metod: Loess, LoessM
@ Vsn2, Nn, Ploess @
0 3 26 36 38 59 70 89 97 116 155 183
3 najbardziej odstajace metody: 10 metod: 5 metod:
Snml, Spike, Snm2 Vsnl, Q Turbo, Olin_c, Olin

Rysunek 30. Liczby genow dla zestawu AML Il réznicujgcych wspotdzielonych miedzy listami genéw dla
poszczegolnych metod normalizacji. Dwie najbardziej zgodne metody to Loess i LoessM (183 wspolnych genow).
Kolejne metody dodawano w zaleznosci od stopnia podobienstwa: Turbo (155 genow wspolnych z Loess i
LoessM), Olin_c (116 genow wspolnych z Loess, LoessM i Turbo), Olin (97 genow), Vsn2 (89 genow ), Nn (70
genow), Ploess (59 genow), Vsnl (38 genow), Q (36 genow), Snml (26 genow), Spike (3) i Snm2 (0 genow).

Wyniki prezentowane w Tabeli 11 wskazuja, iz najbardziej odmienne wyniki
otrzymane zostaty dla metody Snm2. Lista genow roznicujacych dla tej metody nie tylko

charakteryzowata si¢ najmniejszg liczbg gendéw, ale takze i najbardziej odmiennym sktadem
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w stosunku do pozostatych procedur normalizacji. Jedynie 1-5 gendw roznicujacych (do 14%)
wspotdzielonych jest z listami gendéw rdznicujacych otrzymanymi dla pozostalych metod
normalizacji. Nieco lepsze wyniki otrzymane zostaly dla metody normalizacji Spike, drugiej
metody pod wzgledem odmiennosci wynikdw. Sposréd 87 genow wytypowanych jako
roéznicujace, do 32% gendw bylo wspotdzielonych z wynikami dla pozostatych metod
normalizacji. Dla pozostatych 11 metod normalizacji wyniki analizy podobienstwa sktadu list
gendw roznicujgcych byly znacznie lepsze. Metoda LoessM wykazywala wysokie
podobienstwo w stosunku do innych metod normalizacji. Najwigksza zbiezno$¢ wystepowata
pomiedzy metoda LoessM, a globalnymi metodami bazujacymi na wazonej regresji liniowe;:
Loess i Turbo (odpowiednio 72% i 77% wspolnych genow). Metoda Vsn2 umozliwita
otrzymanie listy genow roznicujacych o zblizonym sktadzie do metod: Turbo, LoessM oraz
Loess (85-89% wspolnych genéw). Stanowi to interesujacy wynik, gdyz Vsn2 opisywana jest
w literaturze jako bardzo restrykcyjna metoda normalizacji, ktéra w poroéwnaniu z innymi
dostepnymi metodami, pozwala na otrzymanie zwykle najnizszej liczby genow rdznicujacych.
Poréwnanie sktadu list genow réznicujgcych otrzymanych dla Vsn2 z listami dla kazdego z
obu wariantow metody Olin (Olin oraz Olin_c) pozwolito na otrzymanie 168 wspdlnych
gendow roznicujgcych (80% wspdlnych genow). Metoda Ploess charakteryzowata sie
wynikami zblizonymi bardziej do metod LoessM i Turbo, niz do Loess, globalnej metody
normalizacji z tego samego pakietu. Wyniki otrzymane dla metody Nn byly najbardziej
zgodne z wynikami dla LoessM i obu wersji metody Olin. W przypadku metod normalizacji
dla danych jednokanatowych, bardzo zblizone wyniki (89-92% wspolnych gendéw) otrzymane
zostaty dla metod Q i Vsnl.

V.IIL.2.6.2 Czulo$¢ i specyficznos¢ analizy ekspresji roznicowej dla danych

normalizowanych z wykorzystaniem wybranych metod

Kolejnym etapem bylo okreslenie czutosci 1 specyficznosci analizy ekspresji
réznicowej dla danych normalizowanych z wykorzystaniem wybranych metod normalizacji.
Czutos¢ analizy ekspresji roznicowej dla kazdej z testowanych metod normalizacji okre$lona
zostala na podstawie procentowego udziatu kontroli pozytywnych (genéw o potwierdzonej
ekspresji r6znicowej) w liscie gendw réznicujacych w stosunku do catkowitej liczby kontroli
pozytywnych (Tabela 12.). Natomiast specyficzno$¢ analizy réznicowej dla kazdej z metod
normalizacji oceniana jako procent negatywnych kontroli prawidlowo zaklasyfikowanych
jako nierdznicujace (Tabela 13). Za pozytywne kontrole uznane zostaly geny, ktoérych

ekspresja zweryfikowana zostata w wyniku analizy za pomocg ilosciowego PCR lub geny
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opisane w literaturze jako te ulegajace nadekspresji w ostrej biataczce szpikowej lub
niedojrzatych komodrkach hematopoetycznych, np. CD34, ENOI, AZUI lub HOX. Geny te z
duzym prawdopodobienstwem powinny ulegaé ekspresji réznicowej. Natomiast negatywne
kontrole stanowil zestaw gendw metabolizmu podstawowego. Geny te powinny
charakteryzowac si¢ statym poziomem ekspresji w probkach badanych oraz kontrolnych. Do
tych gendéw nalezg m.in. GAPDHS, VIM oraz geny rodzin PFK oraz RPL. Podsumowujac,
wybrano 80 genoéw kontrolnych z czego 40 gendw stanowi kontrole pozytywne, a pozostate

40 kontrole negatywne eksperymentu.

Tabela 12. Analiza czutosci metod normalizacji dla zestawu AML Il na podstawie weryfikacji obecnosci kontroli
pozytywnych w listach genow réznicujgcych dla kazdej z metod. Wartosé¢ ,,Tak” w polu oznaczonym kolorem
niebieskim oznacza obecnos¢ danej kontroli, wartos¢ ,,Nie” w polu oznaczonym kolorem bialym oznacza brak
obecnosci danej kontroli w liscie genow roznicujgcych dla danej metody. Pola oznaczone kolorem fioletowym
oznaczajq nazwy 5 sond, odpowiadajgcych 4 genom, ktorych ekspresja roznicowa potwierdzona zostala za
pomocgq ilosciowego PCR. Nazwy sond ulozono w kolejnosci alfabetycznej.
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Tabela 13. Analiza specyficznosci metod normalizacji dla zestawu AML |l na podstawie weryfikacji obecnosci
kontroli negatywnych w listach genow roznicujgcych dla kazdej z metod. Wartos¢ ,, Tak” w polu oznaczonym
kolorem pomaranczowym oznacza obecnos¢ danej kontroli, wartosé¢ ,,Nie” w polu oznaczonym kolorem biatym
oznacza brak obecnosci danej kontroli w liscie genow potencjalnie roznicujgcych dla danej metody. Nazwy sond
utozono w kolejnosci alfabetycznej.

Metody normalizacji
Kontrole Danych
negatywne Danych dwukanalowych jednokanalowych
Spike LoessM Loess Ploess Vsn2 Nn Olin Olin_c Turbo Snm2 Vsnl Q Snml
AAMP Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
ACTG1 Tak Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
ALDOC Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Nie Tak Tak Nie
ARF1 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
CANX Nie Tak Tak Tak Tak Tak Tak Tak Nie Nie Nie Nie Nie
CLU Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
FTL Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak Tak Tak
G6PD Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie
GAPDHS Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
H3F3A Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
H3F3A_O Nie Tak Tak Tak Nie Tak Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie
HPRT1 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
HSP90AA1 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
LDHA Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie
LDHALGA Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
LDHC Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
MONO Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
MT2A Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak Tak Nie
NONO_O Tak Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
PFKL Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
PFKM Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
PFKP Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
PGAM1 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
PGK1 Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Tak
PGK2 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RAC2 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPLO Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPL11 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPL19 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPL37A Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie Tak Tak Tak Nie
RPL5 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPLP1_ Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Tak
RPS27A Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPS29 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
RPS3 Nie Nie Nie Nie Nie Tak Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
TCEA1L Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Tak
TCFL1 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
TMSB4X Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
TUBA1 Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
TUBB Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie Nie
38 37 38 37 39 34 39 37 39 38 35 36 36
95 92,5 95 92,5 97,5 85 97,5 92,5 97,5 95 87,5 90 90
4 7 4 7 1 10 1 7 1 4 3 1 1

Wiyniki analizy ekspresji roznicowej (Rysunek 30, Tabela 11- Tabela 13) potwierdzity ogdlne
podobienstwo globalnych metod normalizacji opartych na wazonej regresji liniowej (Loess,
LoessM, Ploess, Spike, Turbo, Olin, Olin_c), ktore charakteryzowaty si¢ najbardziej spojnym
skladem list genéw roznicujacych. Ponownie najbardziej odrgbnymi wynikami
charakteryzowata si¢ metoda Snm2. Czutosci i specyficzno$é¢ analizy ekspresji roznicowej dla
danych normalizowanych z uzyciem tej metody byta do$¢ niska o czym $wiadczy prawidtowe

zaklasyfikowanie jedynie 1 pozytywnej (Tabela 12) oraz bledne zaklasyfikowanie 2
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negatywnych kontroli (Tabela 13). Podobny rezultat zostat uzyskany przy uzyciu metody
Spike. Najwyzszg czuto$cig i specyficzno$cig analizy ekspresji roznicowej charakteryzujg sie

dane normalizowane za pomocg metody Turbo oraz LoessM.

Jednokanatowe metody normalizacji charakteryzowaly si¢ nieco gorszym rezultatem.
Analiza czuto$ci dla danych normalizowanych z uzyciem metod Q lub Vsn2 wskazata na
prawidtowa klasyfikacje 19 (47,5%), natomiast w przypadku metody Snml jedynie 16
kontroli pozytywnych (40%). Analiza specyficznosci dla danych normalizowanych z
wykorzystaniem metod jednokanalowych wykazata bledng klasyfikacje 4 kontroli
negatywnych (90%) dla metod Q oraz Snm1 oraz 5 kontroli negatywnych (87,5%) dla metody
Vsnl. Warto jednak podkresli¢, iz w przypadku danych jednokanatowych roznice pomigdzy
najlepsza, a najgorsza metoda normalizacji nie sg tak duze jak w przypadku dwukanatowych

metod normalizacji.

V.I11.2.7 Krzywe ROC i wartosci AUC

Ostatnim kryterium wyboru optymalnej metody normalizacji byto sprawdzenie
skuteczno$ci klasyfikacji probek (zdrowi ochotnicy 1 pacjenci z AML) za pomoca walidacji
krzyzowej i krzywych ROC (ang. receiver operating characteristics) dla kazdej z
testowanych metod normalizacji. Klasyfikacja probek wykonana zostata z wykorzystaniem
taczonego klasyfikatora regresji stosowej (ang. stacked regression), zbudowanego na
podstawie wartosci ekspresji genow zidentyfikowanych jako najbardziej réznicujace dla
zestawu AML Il. Aby wyniki krzywych ROC byly poréwnywalne dla kazdej z metod
normalizacji brana byla pod uwage taka sama liczba parametrow (gendow rdznicujacych).
Zgodnie z prezentowanymi wynikami analizy roznicowej (Tabela 11), najnizsza liczba genow
r6éznicujacych wynosi 35 (metoda Snm2). Dlatego tez do tworzenia klasyfikatorow wybrano
35 najbardziej réznicujacych gendw z kazdej z list, czyli tych charakteryzujacych sig
najwigkszymi zmianami pozioméw ekspresji. Krzywe ROC generowane byly w oparciu o
walidacje krzyzowa typu leave-one-out, ktora jest szczegdlnym przypadkiem K-krotnej
walidacji, gdzie K=40 jest jednocze$nie wielkoScig analizowanej proby, jak 1 ilo$cig
podzbioréw na ktore jest ona dzielona. Oznacza to, Ze kazda z probek zostala uzyta jako zbior
testowy klasyfikatora, ktory byt budowany na podstawie pozostatych 39 probek. Krzywe
ROC dla dwu- i jednokanatowych metod normalizacji wygenerowane zostaly niezaleznie.

Otrzymane rezultaty (Rysunek 31-Rysunek 32) pokazuja, iz krzywe ROC dla

wszystkich testowanych dwukanatowych metod normalizacji, z wyjatkiem Snm2 i Spike, maja
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zblizony ksztatt. Niekiedy nawet krzywe dla poszczegodlnych metod normalizacji wzajemnie

si¢ na siebie naktadaja. Podobny wynik widoczny jest dla metod jednokanalowych. Na

potrzeby oszacowania roznic pomiedzy krzywymi ROC wykorzystano wartosci AUC (ang.

area under curve). Wyniki przedstawiono w Tabeli 14.
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Rysunek 31. Krzywe ROC dla kilasyfikatorow utworzonych na podstawie informacji dla 35 genow
zidentyfikowanych w zestawie AML II dla testowanych dwukanatowych metod normalizacji.
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Rysunek 32. Krzywe ROC dla klasyfikatoréw utworzonych na podstawie informacji dla 35 genéw
zidentyfikowanych w zestawie AML II dla testowanych jednokanatowych metod normalizacji.

107



Wyniki i Dyskusja-Czes¢ I11

Tabela 14. Wartosci AUC (zaokrgglone do dwdch miejsc po przecinku) dla kazdej z metod normalizacji
testowanych na zestawie AML I, obliczone dla klasyfikatorow utworzonych na podstawie informacji dla 35
genow potencjalnie réznicujgcych.

. Jednokanalowe
Dwukanalowe metody normalizacji metody normalizaci
Metoda Spike | LoessM | Loess | Ploess | Vsn2 Nn Olin Olin ¢ | Turbo | Shm2 Vsnl Q Snml
Wartosé¢ AUC | 0,91 0,99 0,99 1 0,99 0,98 0,58 0,99 1 1

V.IIL2.8 Ostateczny ranking metod normalizacji i ustalenie zobiektywizowanej

procedury wyboru optymalnej metody normalizacji

W wyniku potaczenia wszystkich kryteriow dla metod normalizacji opisywanych w
poprzednich sekcjach mozna stwierdzi¢, ktoéra z testowanych metod normalizacji jest
najbardziej odpowiednia do normalizacji zestawu danych AML Il. Wyniki przedstawione w
Tabeli 15 stanowig podsumowanie wszystkich prezentowanych wczesniej rankingdw
(btad systematyczny, wariancja, czutos$c¢, specyficznos$¢ oraz klasyfikacja probek na podstawie
profilu ekspresji genow) zawartych odpowiednio w Tabelach 9, 10, 12, 13 oraz 14.
Ostateczny ranking wykonano w oparciu o $rednig arytmetyczng z pozycji zajmowanych
przez dang metod¢ w poprzednich listach rankingowych.

Tabela 15. Ostateczny ranking metod normalizacji dla zestawu danych AML Il otrzymany na postawie
informacji o odchyleniu, zmiennosci, biologicznej weryfikacji wynikéw oraz wartosci AUC.

Ranking
Metoda Blad Wariancja Analiza ekspresji réznicowej AUC Srednia Ranking
normalizacji systematyczny Czuloéé | Specyficzno§é pozycja ostateczny
Metody dla danych dwukanatowych
Spike 10 10 9 4 9 8,4
LoessM 8 7 1 7 5 5,6
Loess 2 2 4 4 5 3,4
Ploess 7 9 8 7 1 6,4
Vsn2 4 3 5 1 5 3,6
Nn 6 6 7 10 1 6
Olin 3 4 5 1 1 2,8
Olin_c 5 5 3 7 1 4,2
Turbo 1 1 2 1 8 2,6
Snm2 9 8 10 4 10 8,2
Metody dla danych jednokanatowych
Vsnl 2 2 1 3 3 2,2
Q 1 1 1 1 1 1
Snml 3 3 3 1 1 2,2

Wedlug wynikéw zebranych w Tabela 15, najlepsze rezultaty wsréd dwukanalowych
metod normalizacji dla zestawu AML Il osiagnety globalne metody normalizacji oparte na
lokalnie wazonej regresji liniowej. Metody Turbo i Olin zajmujg kolejno pierwsze i drugie

miejsce w ostatecznym rankingu. Tuz za nimi w rankingu klasuja si¢ metody Loess i Olin_c.
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Dwa ostatnie miejsca natomiast zajmowane sg przez metody Spike oraz Snm2. W przypadku
metod jednokanatowych, najlepsza okazata si¢ metoda Q. Jednakze réznice pomig¢dzy metoda
Q, a pozostatymi metodami jednokanalowymi sg subtelne. Wyniki poroéwnania metod
normalizacji moga by¢ rézne dla réznych zestawow danych. W zwiazku z tym zasadne
wydaje sie by¢ zaproponowanie uniwersalnej i zobiektywizowanej procedury wyboru metody

normalizacji dla danego zestawu. Procedura ta sktada si¢ z kilku krokow:

1. Normalizacja danych za pomocg kilku wybranych metod
2. Ocena wybranych metod normalizacji na podstawie 5 kryteriow:

a) Sredniej wartoéci bledu systematycznego dla sond  kontrolnych
znormalizowanego zestawu lub zestawow danych. Ranking metod
normalizacji na podstawie $redniej wartosci btedu systematycznego.

b) Sredniej wartosci wariancji pomiedzy powtorzeniami sond kontrolnych w
obrgbie znormalizowanego zestawu lub zestawoéw danych. Ranking metod
normalizacji na podstawie $redniej warto$ci wariancji.

c) Czulo$¢ analizy ekspresji roznicowej w oparciu o liczbe kontroli pozytywnych
prawidlowo zaklasyfikowanych jako r6znicujace. Ranking metod normalizacji
na podstawie wartosci czutosci.

d) Specyficzno$¢ analizy ekspresji roznicowej na podstawie liczby kontroli
negatywnych prawidtowo zaklasyfikowanych jako nier6znicujace. Ranking
metod normalizacji na podstawie wartosci specyficznosci.

e) Zdolnos¢ klasyfikacji probek okreslana w oparciu o profil ekspresji genow za
pomoca krzywych ROC i wartosci AUC. Ranking metod normalizacji na
podstawie wartosci AUC.

3. Ostateczny ranking metod normalizacji otrzymany w wyniku podsumowania list
rankingowych dla wszystkich 5 opisywanych wyzej kryteriow. Pozycja danej metody
w rankingu ostatecznym ustalana jest poprzez wyznaczenie $redniej pozycji metody
obliczonej na podstawie wszystkich list rankingowych wchodzacych w sktad rankigu
ostatecznego. Metoda zajmujgca pierwsza pozycje na liScie jest uwazana za

najbardziej odpowiednig dla danego zestawu danych.

V.IIL.3 Przyklad wykorzystania wynikow

Prezentowana uniwersalna i zobiektywizowana procedura wyboru metody

normalizacji wchodzi w sktad procedur stosowanych w Zaktadzie Biologii Molekularnej i
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Systemowej na etapie analizy danych uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy
DNA. Opisywana procedura zostala zastosowana m.in. przy wyborze metody normalizacji

danych uzyskanych w ramach:

e badania ekspresji genow u pacjentdw z ostrg biataczka szpikowa (zestaw AML
1);

e badania ekspresji genéw Arabidopsis thaliana w warunkach szoku cieplnego;

e badania zmian ekspresji gendéw (mRNA) w ludzkich komoérkach $rédblonka
zyly pepowinowej (HUVEC) hodowanych pod wplywem homocysteiny,
tiolaktonu homocysteiny oraz N-homocysteinylowanych biatek surowicy;

o Identyfikacji genow ulegajacych roéznicowej ekspresji w ludzkich komoérkach

nabtonka jelita pod wptywem adhezji bakterii prebiotycznych.

V.I11.4 Omowienie wynikow

Sita technologii ekspresyjnych mikromacierzy DNA wynika z ich dost¢pnosci,
szerokich mozliwosci wykorzystania, miniaturyzacji oraz stosunkowo niskich kosztow
eksperymentow. Dedykowane mikromacierze DNA sa znacznie tansze, niz mikromacierze
DNA o wysokiej gestosci. Warto jednak wspomnie¢, iz dane uzyskiwane z uzyciem
dedykowanych mikromacierzy DNA wymagaja wigkszej uwagi na etapie analizy nizszego
rzedu. Dotyczy to gtownie procesu normalizacji danych. Niebezpieczenstwo wynikajace z
zastosowania nieodpowiedniej metody normalizacji polega na usunigciu nie tylko zmiennosci

technicznej, ale takze 1 tej wynikajacej z réznic biologicznych.

Pomimo, iz istnieje kilka metod normalizacji zaprojektowanych lub zmodyfikowanych
w celu rozwigzania problemu normalizacji danych uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych
mikromacierzy DNA, wigkszo$¢ z nich jest ograniczona do zestawow danych konkretnego
typu. Przyktadem jest metoda wloess zaproponowana przez Oshlack i wsp. (2007). Procedura
wloess polega na wprowadzeniu ilosciowych wag dla oznaczenia efektow zaleznych od
intensywnosci sygnatu i stanowi alternatywne podejscie dla metody composite wprowadzonej
przez Yang i wsp. (2002). Jednakze zaré6wno metoda wloess, jak i composite wymagaja
uzycia duzego zestawu sond kontrolnych, najlepiej typu MSP (ang. microarray sample pool).
Sondy typu MSP moga by¢ zastgpione innymi sondami kontrolnymi, np. typu spike-in.
Warunkiem koniecznym jest jednak duza liczba sond kontrolnych wystepujaca na

mikromacierzy w kilku r6znych stezeniach.
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Kazdy eksperyment z wykorzystaniem dedykowanych mikromacierzy DNA wymaga
indywidualnego podejscia do kwestii analizy danych. Zazwyczaj wyboér metody normalizacji
wynika z oceny wykresow diagnostycznych: wykresy pudetkowe, wykresy MA. Jednakze
stosowanie narzedzi graficznych do oceny skuteczno$ci metody normalizacji jest czesto
bardzo intuicyjne i opiera si¢ na subiektywnym wrazeniu eksperymentatora. Znacznie
bardziej obiektywna forma oceny normalizacji jest podejScie zaproponowane przez
Argyropoulos i wsp. (2006). Wedlug autoréw, najwaznicjszym aspektem wyboru algorytmu
normalizacji jest dokladno$¢, precyzja 1 efekt nadmiernej normalizacji. Nadmierna
normalizacja zestawu danych pojawia si¢ w przypadku zastosowania za bardzo
restrykcyjnego modelu normalizacji i skutkuje usuni¢ciem nie tylko zmiennosci techniczne;j,
ale takze 1 tej o podtozu biologicznym. Wszystkie te trzy aspekty (doktadnos¢, precyzja i
efekt nadmiernej normalizacji) moga by¢ zweryfikowane poprzez nastgpujace kryteria: btad
systematyczny (ang. bias), wariancja oraz entropia wzglgdna (ang. relative entropy). Niska
warto$¢ btedu systematycznego oznacza wigkszg doktadno$¢ normalizacji, natomiast niska
wariancja réwna si¢ wigkszej precyzji normalizacji. Metoda normalizacji dla ktorej otrzymana
warto$§¢ entropii wzglednej dla rozkladu logarytmicznego jest niska wykazuje mniejsza
sktonno$¢ do nadmiernej normalizacji danych. Stad tez za pomocg parametrow ilosciowych,
mozliwe jest bezposrednie porownanie wynikoOw procedur normalizacji 1 wybor optymalne;j
metody. Wartosci btedu systematycznego oraz wariancji powinny by¢ obliczone dla sond
kontrolnych, ktére wystepuja na mikromacierzy w dostatecznie duzej ilosci. Oszacowanie
zjawiska nadmiernej normalizacji jest mozliwe jedynie, wowczas gdy zestaw danych zawiera
tozsame hybrydyzacje (ang. self-self hybridizations). Wyrazenie tozsame hybrydyzacje odnosi
si¢ do sytuacji, gdzie mieszanina dwoch takich samych probek, znakowanych réznymi

barwnikami fluorescencyjnymi hybrydyzowana jest do jednej mikromacierzy DNA.

W praktyce, eksperymenty z uzyciem mikromacierzy DNA nie zawsze przestrzegaja
rygorystycznych wymagan jakimi sg standardy jakoSci. Stad tez wysokie wartos$ci btedu
systematycznego i wariancji mogg wynikac nie tylko z zastosowania mato optymalnej metody
normalizacji, ale takze z duzej zmiennosci technicznej wprowadzonej na etapie realizacji
eksperymentu. Zestawy danych uzyskiwane z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA,
czesto maja niestandardowy charakter, stad tez procedura wyboru metody normalizacji dla
takich zestawow danych jest znacznie bardziej utrudniona i nie powinna by¢ prowadzona

jedynie w oparciu 0 wartosci bledu systematycznego oraz wariancji. Zatem konieczne jest
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uwzglednienie dodatkowych parametréw umozliwiajacych wybor odpowiedniej metody

normalizaciji.

Proponowana w tej czes$éi pracy procedura wyboru metody normalizacji dla danego
zestawu danych pozwala oceni¢ efekt normalizacji na podstawie 5 kryteriow: bledu
systematycznego, wariancji, czutosci I specyficzno$ci analizy ekspresji réznicowej oraz
zdolnosci klasyfikacji probek na podstawie profilu ekspresji genow za pomoca krzywych
ROC. Przeprowadzenie pelnej procedury wyboru metody normalizacji mozliwe jest dla
danych dla ktérych w wyniku analizy ekspresji rdznicowej otrzymano zestaw genow
roznicujacych. W przypadku zestawoéw danych dla ktorych analiza ekspresji roznicowej nie
pozwolila na selekcje gendw réznicujacych mozliwa jest ocena metod normalizacji jedynie na
podstawie wartos$ci btedu systematycznego i wariancji. Ustalenie 3 sposrod 5 stosowanych
kryteriow dla rezultatow analizy ekspresji roznicowej wynika z faktu, iz rodzaj uzytej metody
normalizacji ma znaczacy wplyw na przebieg procesu selekcji gendw roznicujacych.
Proponowane kryteria pozwalajg ustali¢ na podstawie wyniku analizy ekspresji roznicowe;j,
ktora z testowanych metod normalizacji jest najbardziej odpowiednia dla danego zestawu

danych.

Sposrod 4 wybranych zestawow danych przeprowadzenie pelnej procedury mozliwe
bylo jedynie dla zestawu AML II. Wynikiem analizy ekspresji réznicowej danych z zestawow
ASTMA i ALERGIA byt brak genéw roznicujacych przy zastosowaniu kazdej z wybranych
metod normalizacji. Natomiast w przypadku zestawu OSHLACK informacje dotyczace sond
umieszczonych na mikromacierzy DNA nie byly wystarczajace do oceny czulosci 1
specyficznosci analizy ekspresji réznicowej. Stad tez ocena metod normalizacji dla zestawow
ASTMA, ALERGIA oraz OSHLACK prowadzona byla jedynie w oparciu o wartosci btgdu

systematycznego i wariancji.

Wszystkie stosowane w tej czesci pracy metody normalizacji pochodzg z
repozytorium Bioconductor. R/Bioconductor jest aktualnie jednym z najbardziej popularnych
programow do analizy danych uzyskiwanych z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA.
Wynika to z jego dostepnosci (oprogramowanie typu open source) oraz faktu, iz jako jeden z
nielicznych programéw umozliwia kompletng analiz¢ (nizszego i wyzszego rzedu) danych

uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA.

Pelna procedura wyboru metody normalizacji, przygotowana w oparciu o wilasne

kryteria i te opracowane przez Argyropoulos i wsp. (2006), obejmowata poréwnanie 13
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r6znych metod normalizacji i1 zostala przeprowadzona na przyktadzie zestawu AML Il. W
sktad testowanych metod wchodzito: 10 dwukanalowych metod normalizacji oraz 3
jednokanatowe. Niektore z testowanych metod, np. Loess lub Vsn sa dobrze znane, podczas
gdy inne: Turbo, Olin, Nn oraz Snm nieco mniej. Z potaczenia wszystkich badanych
parametrow (btad systematyczny, wariancja, czulos¢ i specyficznos¢ analizy ekspresji
roznicowej danych znormalizowanych z uzyciem wybranych metod, krzywe ROC) wynika,
ze sposrod dwukanatowych metod normalizacji to metody globalne oparte na modelu wazone;j
regresji liniowej (metody loess) sa najbardziej optymalnym rozwigzaniem dla normalizacji
zestawu AML 11. Dotyczy to w szczeg6lnosci metody Turbo z pakietu TurboNorm oraz Olin
z pakietu olin. Nieco zaskakujagcy wynik uzyskano dla metody Spike, ktora jest
powszechnie stosowang procedura normalizacji dla dedykowanych mikromacierzy DNA
(Dabney & Storey 2007). Niska skuteczno$¢ tej metody w przypadku danych AML I wynika
najprawdopodobniej z niewielkiej liczby kontroli typu spike-in. Jednakze metoda Spike nie
sprawdzita si¢ takze w przypadku zestawu OSHLACK, gdzie liczba kontroli MSP byla
znacznie wigksza, 0 Czym $wiadczg wysokie wartosci btedu systematycznego 1 wariancji.
Gorszy wynik metody Ploess dla zestawu AML Il jest spowodowany zbyt niskg liczbg sond
w obrebie danego bloku. Procedura print-tip loess nie moze by¢ stosowana do normalizacji
danych, gdzie liczba sond w pojedynczym bloku jest nizsza niz 150 (G. K. Smyth & T. Speed
2003). Zestaw AML Il zawiera w kazdym z blokéw jedynie 81 sond. Stosowanie procedury
Ploess jest takze ryzykowne w przypadku zestawow danych, ktore charakteryzujg sie¢
obecnoscig wielu brakujacych wartosci (luk). Ostatnie kryterium wyjasnia stabg skutecznos¢
metody Ploess w przypadku zestawéw ALERGIA i ASTMA i wysokie wartosci bledu
systematycznego oraz wariancji, ktore zostaly otrzymane dla tych zestawow. W sktad
pojedynczego bloku z zestawu OSHLACK wchodzily 462 sondy, z ktérych wigkszos¢
charakteryzowata si¢ do$¢ wysokimi warto$ciami intensywnosci. Stad tez metoda Ploess
okazala si¢ by¢ najlepsza procedurg normalizacji dla tego zestawu danych na podstawie

wstepnej analizy btedu systematycznego i wariancji.

Projekt zestawu AML II umozliwiat przeksztatcenie go z zestawu dwukolorowego w
jednokolorowy bez uszczerbku dla prowadzonej analizy (Tabela 8), ktoérej celem bylo
poréwnanie ekspresji genéw u pacjentow z AML wzgledem zdrowych ochotnikow.
Zastosowanie jednokanatowych metod normalizacji jest polecane w przypadku
dwukanatowych zestawow, gdzie nie wykonano zamiany barwnikow fluorescencyjnych na

ctapie znakowania probek (ang. dye swaps). W takim przypadku zmienno$¢ wynikajaca z
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réznic wiasciwosci chemicznych pomigdzy uzytymi barwnikami nie moze zostaé
wyeliminowana z uktadu, co w znacznym stopniu zaburza koncowy pomiar poziomu
ekspresji gendw. Eliminacja tego rodzaju zmiennos$ci jest czesciowo mozliwa na etapie
normalizacji metodami dwukanalowymi, jednakze w zalezno$ci od skali zjawiska, moze
przebiega¢ z r6zng wydajnoscia. Wyboér rodzaju metody normalizacji (jedno- lub
dwukanatowej), gdy obie sa dostgpne pozostaje do decyzji badacza. W przypadku zestawu
AML II sposrod wszystkich testowanych jednokanatowych metod normalizacji najbardziej

optymalnym podejsciem jest metoda Q z pakietu 1 imma.

Podsumowujac, celem analizy nie jest wskazanie najlepszej metody normalizacji,
sposrdd tych dostepnych w ramach repozytorium Bioconductor, a jedynie wykazanie, ze
kazdy zbiéor danych moze wymaga¢ innego podejScia na etapie normalizacji. Wybor
procedury normalizacji danych ma ogromny wptyw na wyniki koncowe analizy i powinien
by¢ doktadnie rozwazony, zwlaszcza w przypadku danych uzyskiwanych z uzyciem

dedykowanych mikromacierzy DNA.

V.111.5 Wnioski

Na podstawie otrzymanych wynikow mozliwe bylo sformutowanie nastgpujacych

wnioskow:

e Proces normalizacji danych jest najbardziej kluczowym etapem w analizie danych
uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA. Wynika to z faktu, iz
w przypadku tych danych istnieje duze ryzyko nadmiernej normalizacji, czyli
eliminacji oprécz réznic technicznych takze tych o podtozu biologicznym. Ponadto,
wybor metody normalizacji w znaczacy sposob wplywa na wyniki analizy wyzszego
rzedu.

e Gléownym utrudnieniem na etapie normalizacji danych uzyskiwanych z uzyciem
dedykowanych mikromacierzy byt brak zobiektywizowanych i uniwersalnych
kryteridow oceny efektu normalizacji.

e Klasg metod normalizacji, ktora pozwala na skuteczng normalizacje danych
uzyskiwanych z uzyciem dedykowanych mikromacierzy DNA sg metody oparte na
lokalnie wazonej regresji liniowej (metody typu loess). Wynika to
najprawdopodobniej z faktu, iz metody te sg w stanie skutecznie znormalizowa¢ dane
dla ktorych liczba gendw roznicujgcych stanowi nawet ok. 30% catkowitej liczby

genow.
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Czes¢ IV: Analiza danych uzyskiwanych w ramch hybrydyzacji miedzygatunkowej

Hybrydyzacja migdzygatunkowa (CSH, ang. cross-species hybridization) polega na
hybrydyzacji RNA pochodzacego z organizmu jednego gatunku (gatunek badany) do
mikromacierzy DNA dla innego gatunku (gatunek referencyjny). Cho¢ CSH ma szereg
zastosowan w badaniach ewolucyjnych, najczesciej stosowana jest w przypadkach braku
dostgpnosci komercyjnej mikromacierzy DNA do badania ekspresji genoéw dla danego
gatunku. Pomimo swojej popularnosci, hybrydyzacja migdzygatunkowa wcigz jest jednym z
przyktadow niestandardowego sposobu wykorzystania ekspresyjnych mikromacierzy DNA.
Wynika to z faktu, iz dane uzyskiwane w ramach CSH posiadaja szereg unikatowych cech.
Niestandardowy charakter tych danych spowodowany jest gtéwnie obecno$cig duzej ilosci
niskiej jakosci sygnatow, powstalych z powodu roéznic w komplementarnosci pomigdzy
sekwencjami gatunku badanego i referencyjnego. Schemat analizy danych uzyskiwanych w
ramach CSH, w przypadku dostgpnosci informacji o sekwencji genomowej dla badanego
gatunku, obejmuje proces filtracji danych na podstawie homologii sekwencji. W wyniku tego
procesu z zestawu danych eliminowane sg sondy o obnizonej komplementarnosci, co
znacznie poprawia jakos¢ otrzymywanych wynikoéw (Bar-Or i wsp. 2006; Khaitovich i wsp.
2004). Jednakze, dla wielu gatunkow badanych w ramach CSH dostepnos$¢ informacji o
sekwencji genomowej jest ograniczona. W takim przypadku proces analizy danych jest
znacznie bardziej utrudniony. Rozwigzaniem moze by¢ filtracja danych na podstawie
parametroOw okreslajacych morfologie poszczegdlnych punktéw na mikromacierzy (SC, ang.
spot characteristics), tzw. filtracja morfologiczna (Bar-Or, Novikov, i wsp. 2007). Wedtug
Bar-Or i wsp. zaburzona morfologia (obnizona jako$¢) punktow moze wskazywaé na
obnizong homologie¢ sond 1 ich sekwencji docelowych, a tym samym moze by¢
wykorzystywana do filtracji sond o obnizonej homologii bez koniecznos$ci znajomosci
sekwencji docelowej. Autorzy pracy badali wpltyw homologii sekwencji na wartosci 10
parametrow SC generowanych przez program do analizy ilosciowej obrazu: MAIA (Novikov

& Barillot 2007) (Novikov & Barillot 2005).
V.IV.1 Obiekt analizy

Celem tej czgsci pracy doktorskiej byta ocena filtracji morfologicznej, jako jednego z
etapow analizy nizszego rzedu dla danych uzyskiwanych w ramach CSH. Zestaw NT-CSH
zostal otrzymany w ramach badania ekspresji gendéw tytoniu szlachetnego (Nicotiana
tabacum) pod wplywem stresu abiotycznego z  zastosowaniem  hybrydyzacji
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miedzugatunkowej (Materialy i Metody, rozdziat IV.L.5). W sktad zestawu NT-CSH wchodza
trzy rodzaje ekspresyjnych mikromacierzy DNA: mikromacierze cDNA dla ziemniaka
(Solanum tuberosum) (The Institute for Genomic Research), mikromacierze cDNA dla
pomidora (Lycopersicon esculentum) (mikromacierze TOM1, The Boyce Thompson Institute)
oraz mikromacierze DNA dla rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) (mikromacierze z sondami
w postaci oligonukleotydéw-60 mer, University of Arizona). Kazda z trzech rodzajow
ekspresyjnych mikromacierzy DNA tworzy podzestaw w ramach zestawu NT-CSH:
podzestaw POT (mikromacierze cDNA dla ziemniaka), podzestaw TOM1 (mikromacierze
cDNA dla pomidora) oraz referencyjny podzestaw ATH (mikromacierze DNA dla
rzodkiewnika). Podzestawy POT i TOM1 otrzymane zostalty w wyniku hybrydyzacji probek
uzyskiwanych z ros$lin tytoniu traktowanego odpowiednio NaCl lub CdCl; (probka badana)
oraz ro$lin tytoniu nie poddanych dziataniu czynnikow stresogennych (probka referencyjna).
W sktad zestawow POT i TOMI wchodzi po 12 mikromacierzy DNA, z czego 6
mikromacierzy (3 hybrydyzacje i 3 hybrydyzacje typu dye swap) dla roslin traktowanych
NaCl i 6 mikromacierzy DNA (3 hybrydyzacje i 3 hybrydyzacje typu dye swap) dla ro$lin
traktowanych CdCl, (Tabela 16). Podzestaw ATH zlozony jest z 8 mikromacierzy DNA.
Zestaw ten otrzymano w wyniku hybrydyzacji probek uzyskiwanych z roslin A.thaliana
traktowanych odpowiednio NaCl lub CdCl, (probka badana) oraz roslin A.thaliana nie
poddanych dziataniu czynnikow stresogennych. W sktad 8 mikromacierzy DNA wchodza 4
mikromacierze (2 hybrydyzacje i 2 hybrydyzacje typu dye swap) dla roslin traktowanych
NaCl oraz 4 mikromacierze (2 hybrydyzacje i 2 hybrydyzacje typu dye swap) dla roslin
traktowanych CdCl, (Tabela 16).
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Tabela 16. Skiad zestawu NT-CSH z podziatem na poszczegolne podzestawy: POT (kolor zoity), TOM1 (kolor
pomaranczowy) oraz referencyjny ATH (kolor szary). Dany podzestaw wyznaczany jest przez rodzaj stosowanej
ekspresyjnej mikromacierzy DNA. Oznaczenia Test oraz Ref oznaczajq odpowiednio probki uzyskane od roslin
poddanych oraz niepoddanych dziataniu czynnikéw stresogennych (NaCl lub CdCly), znakowanych danym
barwnikiem fluorescencyjnym (Cy5 lub Cy3).

Zestaw NT-CSH

Nazwa podzestawu POT
Gatunek Ziemniak
referencyjny
Gatunek badany Tyton
Barwnik Cy5 Cy3
Czynnik NaCl
stresogenny
Test Ref
Hybrydyzacja Test Ref
Test Ref
Ref Test
Hybrydyzacja typu
dye swap Ref Test
Ref Test
Czynnik CdCl,
stresogenny
Test Ref
Hybrydyzacja Test Ref
Test Ref
Ref Test
Hybrydyzacja typu Ref Test
dye swap
Ref Test

V.IV.2 Parametry jakoSci punktéw (SC)

Opis 10 parametrow SC charakteryzujacych morfologie punktéw, wykorzystywanych
przez Bar-Or i wsp. przedstawiony zostat w Tabeli 17. W dalszej czes$ci pracy stosowane beda
wylacznie skrocone nazwy parametrow SC prezentowane w Tabeli 17. Wedtug Bar-Or i wsp.
sposrod 10 badanych parametrow SC, tylko 4: CVR, Det, Dia, GSym maja zwigzek z
poziomem homologii sekwencji sond i sekwencji docelowych. Jednoczesnie Bar-Or i wsp. w
swojej pracy sugeruja, iz ustalenie zalezno$ci pomiedzy wartosciami parametréw SC i
poziomem homologii sekwencji powinno by¢ wykonane niezaleznie dla kazdego
analizowanego zestawu danych. Wynika to ze specyficznych cech kazdego zestawu danych
uzyskiwanego w ramach CSH. Stad tez proces ustalania warunkow filtracji morfologicznej
dla zestawu NT-CSH obejmowat analiz¢ zalezno$ci poziomu homologii sekwencji wzgledem

wartosci wszystkich 10 parametréw SC (Tabela 17).
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Tabela 17. Opis parametrow charakterystyki punktéow (SC) stosowanych na etapie analizy ilosciowej obrazu za

pomocg programu MAIA.
Skrécona
nazwa . %
parametru Pelna nazwa parametru Opis Zakres wartosci
Sygnat Wartos¢ zdefiniowana jako S=min(Scys-Bcys, Scys-Beys), gdzie: Zalezy od
. -Scys(Scys) jest srednia szacunkowsa intensywno$ci w obrgbie mikromacierzy
Sig (ang. signal) konturu danego punktu dla kanatu Cy5(Cy3),
-Bcys(Beys) jest srednia szacunkowa tta dla kanatu Cy5(Cy3).
Wspotczynnik zmiennosci dwoch | Wyliczane sg dwie wartosci okreslajace stosunek intensywnosci Srednio: 0-1
stosunkow intensywnosci kanatu czerwonego do zielonego (Cy5/Cy3). Jedna wartos¢ | Wysokie wartosci CVR
CVR wyliczana jest za pomoca regresji linowej (RR), druga za$ za okreslaja punkty o
(ang. coefficient of variation of two | pomocg algorytmu segmentacji (RS, poprzez podziat punktu na niskiej jakosci
ratio estimates) czgéci). CVR  okreSla zmienno$¢ pomigedzy wynikami
otrzymanymi dla tych dwoch metod.
Parametry szacowane na podstawie regresji liniowej
Wspolczynnik determinaciji Oznacza stopien liniowej zalezno$ci pomigdzy intensywnos$ciami 0-1
sygnatu fluorescencyjnego dla kanatu Cy3 i Cy5 (korelacja). . .
Det (ang. coefficient of determination) Wysokrle yvartosm Det
okreslaja punkty o
wysokiej jakosci
Statystyka Durbina-Watsona Kontroluje obecnos¢ autokorelacji pierwszego rzedu w 0-4
pozostatosci (resztach) dopasowania regresji liniowe;. . L
DWS (ang. Durbin-Watson statistic) Wartoscrl ]_DWS bliskie
2 okreslajg punkty o
wysokiej jakosci
Zanieczyszczenie punktu Oznacza liczbg¢ nieprawidtowych pikseli w obrgbie konturu | Wysokie wartosci SC
punktu wyznaczonych przez procedurg filtracji zanieczyszczen. okreslaja punkty o
SPC (ang. spot contamination) niskiej jakosci
Parametry okreslane na podstawie konturu punktu
Srednica punktu Srednica punktu liczona na podstawie wzoru: D=2(S/n)"", gdzie Niskie wartosci Dia
. S oznacza liczbe pikseli w obrebie punktu. okreslaja punkty o
Dia (ang. spot diameter) niskiej jakosci
Symetria geometryczna Mierzy odchylenie konturu punktu od idealnego okregu. Wysokie wartosci
GSym okreslaja punkty
GSym (ang. geometrical symmetry) o niskiej jakosci
Symetria intensywnosci sygnatu Pozwala na okreslenie wplywu zanieczyszczen (np. kurz) na | Bardzo wysokie, jak i
catkowitg intensywno$¢ punktu. bardzo niskie warto$ci
ISym (ang. intensity symmetry) ISym okre$lajg punkty
o niskiej jakosci
Parametry okreslajace jakos$¢ tla
Jednorodnos¢ tla w obrebie punktu Okresla jednorodnos¢ tta w obrgbie punktu na podstawie | Wysokie wartosci UB
algorytmu segmentacji. Wysokie wartosci UB moga $§wiadczy¢ o okreslaja punkty o
UB (ang. uniformity of background) obecno$ci zanieczyszczen o stosunkowo wysokim poziomie niskiej jakosci
intensywnosci, duzej zmienno$¢ na poziomie tla oraz o
potaczeniu si¢ sgsiadujgcych punktow.
Bezwzgledny poziom tta Poréwnanie tla obliczonego dla danego punktu z typowym | Wysokie wartosci AB
AT poziomem tla ($rednia warto$¢ tta obliczona z uwzglgdnieniem okreslaja punkty o

(ang. absolute level of background)

wszystkich punktow na mikromacierzy).

niskiej jakosci

V.IV.3 Okreslenie stopnia homologii sekwencji za pomoca analizy BLAST

Pierwszym etapem analizy bylo okres$lenie poziomu homologii

sekwencji

nukleotydowych pomiedzy gatunkami referencyjnymi z zestawu NT-CSH (ziemniak i

pomidor), a gatunkiem badanym (tyton). W tym celu przeprowadzona zostala analiza z
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wykorzystaniem algorymu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) dla sekwencji
nukleotydowych (blastn, ang. nucleotide blast). Analiza blastn obejmowata poréwnanie
sekwencji  UniGene, ktorym odpowiadaly sekwencje sond cDNA ulokowanych na
mikromacierzy DNA dla ziemniaka lub pomidora, wzgledem sekwencji genomowej tytoniu.
Wynikiem analizy blastn byly wartosci bit score, okreslajace poziom homologii sekwencji.
Sekwencje wykazujace wyzsze podobienstwo otrzymuja wyzsze wartosci bit score.
Charakterystyka otrzymanych warto$ci bit score dla ziemniaka i pomidora wzgledem tytoniu

przedstawiona zostata w Tabeli 18.

Tabela 18. Wyniki analizy homologii sekwencji pomiedzy gatunkami referencyjnymi: ziemniak i pomidor oraz
gatunkiem badanym: tyton za pomocq programu BLAST.

Ziemniak Pomidor
Liczba sond 26744 8951
Srednia warto$¢ bit score 464,6 559,6
Mediana bit score 331 444
Maksymalna wartos¢ bit score 3994 5551
Minimalna wartos¢ bit score 30 32

Wyniki prezentowane w Tabeli 18 wskazuja, iz oba gatunki referencyjne (ziemniak i

pomidor) wykazuja zblizony poziom homologii wzgledem gatunku badanego (tyton).
V.IV .4 Zaleznos¢ wartosci parametrow jakosci punktow od homologii sekwencji

W kolejnym etapie sprawdzenia mozliwos$ci stosowania filtracji morfologicznej, jako
czesci analizy nizszego rzedu dla zestawu NT-CSH, okreslona zostata zalezno§¢ pomigdzy
warto$ciami parametrow SC oraz poziomem homologii sekwencji sond w stosunku do
sekwencji docelowych. Celem tego etapu analizy byla identyfikacja parametréw BS-SC (ang.
bit score correlated spot characteristics), czyli parametrow SC, ktorych wartosci zalezg od
zmiany poziomu dopasowania sekwencji. W celu ustalenia parametréw BS-SC wykonano
wykresy zaleznosci dla kazdego z 10 parametrow SC wzgledem wartosci bit score dla
podzestawow POT i TOMI1 z podzialem na rodzaj stosowanego czynnika stresogennego
(NaCl lub CdCl,;). Wykresy zalezno$ci wykonane zostaly z uzyciem $rednich wartosci
parametrow SC otrzymanych dla zestawu mikromacierzy, odpowiadajacych danemu
rodzajowi platformy (POT lub TOM1) oraz danemu rodzajowi czynnika stresogennego (NaCl

lub CdCly). Wyniki przedstawiono na Rysunku 34:
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Rysunek 33. Wykres zaleznosci dla 10 parametréw SC wzgledem wartosci bit score. Wykresy wykonano dla
podzestawow POT oraz TOM1 w zaleznosci od stosowanego czynnika stresogennego NaCl (panel A) oraz CdCl,
(panel B). Wykresy wykonane zostaty dla srednich wartosci parametréow SC dla kazdego podzbioru
mikromacierzy. Oznaczenia poszczegolnych SC pokrywajq si¢ z tymi prezentowanymi w Tabeli 17. Wartosci
wspolczynnika korelacji (R) pomiedzy danym parametrem SC, a wartoSciami bit score prezentowane sq w

prawym gornym rogu kazdego wykresu (kolor czerwony).
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(Kontynuacja Rysunku 34, opis znajduje si¢ na poprzedniej stronie.)
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Przeprowadzona analiza wskazuje na brak zaleznos$ci pomigdzy warto$ciami bit score,
a wartosciami wszystkich 10 parametrow SC, w tym takze parametrow: CVR, Det, Dia,
GSym, uznanych za znaczace przez Bar-Or 1 wsp. (Rysunek 34 A oraz 34B). Ponadto, wyglad
wykresow zalezno$ci (Rysunek 34A oraz 34B) dla poszczegdlnych parametrow jest bardzo
zblizony, poréwnujac pomiedzy rodzajami uzytej mikromacierzy DNA (POT i TOM1) oraz
stosowanymi czynnikami stresogennymi (NaCl lub CdCl,). Fakt ten wskazuje, iz poziom
dopasowania sond moze nie mie¢ zwigzku z morfologig punktow w obrebie analizowanych
mikromacierzy. Stad tez wybdr parametrow BS-SC dla uzyskanych danych
eksperymentalnych na podstawie wykresow zaleznosci (Rysunek 34A oraz 34B) nie byt

mozliwy.

Inng préba znalezienia zwigzku pomigdzy parametrami morfologii punktow, a
stopniem dopasowania sekwencji sondy 1 sekwencji docelowych byla analiza rozktadu 10
parametrow SC dla podzestawéw POT i TOM1 wzgledem referencyjnego podzestawu ATH.
W przypadku obecnosci zaleznosci pomigedzy homologia sekwencji, a morfologia punktow,
wartos$ci parametrow SC uzyskanych dla podzestawéw POT 1 TOM1 (otrzymanych w wyniku
hybrydyzacji CSH) powinny by¢ znaczaco rézne od wartosci tych parametrow uzyskanych
dla referencyjnego podzestawu ATH (otrzymanego w wyniku hybrydyzacji homologicznej
(SSH ang. single-species hybridization)). Wyniki analizy przedstawione zostaly w postaci
wykresow pudetkowych na Rysunku 35.
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Mikromacierze DNA

TOM1-NaCl TOMl-CdCIZ ATH-NaCl ATH-CdCI2

POT-CdCl,

Sig, UB. Wykresy wykonano dla podzestawow: POT (kolor niebieski), TOM1 (kolor rézowy) oraz referencyjnego

Rysunek 34. Wykresy pudetkowe dla wartosci 10 parametréow SC: AB, CVR, Det, Dia, DWS, GSym, 1Sym, SC,
ATH (kolor szary).

POT-NaCl

B [ e e
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Otrzymane wyniki wskazuja, iz wartosci niemalze wszystkich 10 parametrow SC nie
sg zaleznie od stopnia komplementarnosci sekwencji docelowych wzgledem sond. Ponadto,
wartosci badanych parametréw SC wykazujg duzy rozrzut pomigdzy poszczegdlnymi
mikromacierzami DNA, pochodzacymi nawet z tego samego podzestawu, np. wartosci
parametru Dia dla podzestawu TOM1. Podobny efekt widoczny jest dla parametrow CVR
oraz Det. Jedynym z przedstawionych na wykresach pudetkowych parametrow SC, ktoéry
wykazuje nieznaczne roznice w wartosciach dla hybrydyzacji homologicznej (SSH) oraz
hybrydyzacji heterologicznej (CSH) jest parametr ISym. Wartosci ISym dla hybrydyzacji
SSH sa wyzsze niz dla CSH, co oznacza iz jednorodno$¢ sygnatéw fluorescencji, uzyskanych

w wyniku hybrydyzacji homologicznej jest nieco wigksza.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazujg na brak zwiazku pomiedzy poziomem
dopasowania sekwencji, a morfologiag punktow 1 wykluczaja mozliwo$¢ stosowania filtracji
danych na podstawie parametrow charakterystyki punktow (SC) na mikromacierzy w ramach
analizy zestawu danych NT-CSH. Brak zalezno$ci pomig¢dzy dopasowaniem sekwencji, a
parametrami morfologii punktow uniemozliwial wyboér parametrow BS-SC, ktore sa
podstawa do przeprowadzenia tej filtracji. Identyfikacja parametréw BS-SC nie byta mozliwa
takze ze wzgledu na duzy rozrzut warto$ci parametrow SC dla poszczegdlnych
mikromacierzy DNA w ramach tego samego podzestawu w tym takze i referencyjnego.
W przypadku zestawu NT-CSH identyfikacja i eliminacja sond o obnizonej homologii
wzgledem sekwencji docelowych przeprowadzona byla za pomoca filtracji homologicznej

(filtracja oparta na homologii sekwenciji).

Wykresy prezentowane na Rysunku 34A i 34B oraz Rysunku 35 otrzymano z uzyciem

programu R/Bioconductor oraz pakietu 1imma.
V.IV.5 Omoéwienie wynikow

Wigkszo$¢ komercyjnych mikromacierzy DNA do badania ekspresji gendw dostgpna
jest jedynie dla niewielkiej liczby gatunkow, w tym gatunkoéw modelowych. Pozostata czgsé
gatunkéw zwierzecych i roslinnych nie posiada dedykowanych im ekspresyjnych
mikromacierzy DNA. Stad tez wysokoprzepustowa analiza ekspresji genow w obrgbie catego
transkryptomu dla tych gatunkéw jest mocno ograniczona. Potencjalnym rozwigzaniem tej
kwestii jest stosowanie hybrydyzacji miedzygatunkowej (CSH). Hybrydyzacja CSH jest

aktualnie powszechnie wykorzystywanym podejSciem do analizy ekspresji genow. Znajduje
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ona zastosowanie glownie w badaniach porownawczych, ekologicznych i ewolucyjnych
(Chalmers i wsp. 2005; Brodsky i wsp. 2005; Mitchell-Olds i wsp. 2003). Najnowsze
doniesienia sugerujg takze wykorzystanie CSH w badaniach biomedycznych (E. S. Park i
wsp. 2011).

Mikromacierze DNA zostaly zaprojektowane z mysla o hybrydyzacji homologicznej
(SSH), stad tez hybrydyzacja migdzygatunkowa (CSH) jest formag niestandardowego
wykorzystania mikromacierzy DNA. Otrzymanie znaczacych biologicznie wynikow z danych
CSH wymaga przeksztatcenia tych danych w dane o cechach SSH. Przeksztatcenie to polega
na wyeliminowaniu z zestawu, danych uzyskanych z uzyciem sond 0 niskiej homologii
wzgledem sekwencji docelowych. Najpowszechniejszg forma tego przeksztalcenia jest
filtracja homologiczna, bazujagca na dost¢pnej informacji 0 sekwencji genomowej dla
badanych i referencyjnych gatunkow. W przypadku, gatunkéw dla ktorych informacja ta nie
jest dostepna, rozwigzaniem moze by¢ filtracja na podstawie parametréw morfologii
punktoéw. Ten rodzaj filtracji pozwala na eliminacje¢ z zestawu danych informacji uzyskanej za
pomoca sond o obnizonej komplementarno$ci W oparciu 0 warto$ci wybranych parametrow
charakterystyki punktow (SC). Metoda filtracji morfologicznej zostata zaprezentowana przez
Bar-Or i wsp. (2007) i bazuje na 4 parametrach BS-SC (ang. bit score correlated spot
characteristics), ktorych wartosci wykazujg zaleznos¢ wzgledem poziomu homologii
sekwencji. Opisywane przez Bar-Or i wsp. wartosci parametrow BS-SC (CVR, Det, Dia oraz
GSym) otrzymywane zostaly w wyniku analizy iloSciowej obrazu za pomocag programu
MAIA.

Zgodnie z teoriag zaproponowana przez Bar-Or, zwigzek pomigdzy morfologia
punktow na mikromacierzy DNA, a stopniem dopasowania sekwencji docelowych do
sekwencji sond wynika z faktu, iz dany punkt na ekspresyjnej mikromacierzy DNA sktada si¢
z wielu czasteczek sond. Podczas CSH do sond przytaczajg sie zaro6wno transkrypty o pelnej,
jak 1 niepetnej komplementarnos$ci. Na etapie ptukania mikromacierzy, ktore nastgpuje po
reakcji hybrydyzacji, sekwencje wykazujace niskg homologi¢ dysocjuja z utworzonego wraz
z sondg dupleksu, pozostawiajagc wolne sondy. Proces skanowania wyraza sume transkryptow
zwigzanych przez sondy wchodzace w sklad pojedynczego punktu w pikselach. Stad tez
obecnos¢ wolnych sond w zbiorze sond dla danego punktu skutkuje obnizeniem
intensywno$ci oraz jednorodnosci sygnatu. Z racji faktu, iz dla CSH liczba sond

niezwigzanych z zadnym transkryptem jest wicksza niz SSH, fragment punktu moze by¢
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nawet falszywie zaklasyfikowany jako tto, O w znacznym stopniu moze zaburza¢ morfologie
punktu.

Celem tej czgsci pracy doktorskiej byta ocena mozliwosci zastosowania filtracji
morfologicznej, jako jednego z etapow analizy nizszego rzedu dla zestawu NT-CSH. W
ramach realizacji tego celu wykonano dwie niezalezne analizy pozwalajace na okreslenie
zwigzku pomiedzy poziomem dopasowania sekwencji, a morfologia punktéw: analize
zalezno$ci pomigdzy warto§ciami 10 parametrow SC, a wartosciami bit score
odzwierciedlajacymi poziom homologii sekwencji (Rysunek 34A i 34B) oraz analize rozktadu
wartos$ci parametrow SC dla danych uzyskanych w wyniku hybrydyzacji CSH (POT, TOM1)
wzgledem parametrow SC dla danych otrzymanych w wyniku hybrydyzacji SSH (ATH)
(Rysunek 35). Analiza rozktadu wartosci parametrow SC prowadzona byla w oparciu o
podzestaw referencyjny ATH, otrzymany w wyniku hybrydyzacji probek uzyskiwanych z
ro$lin A.thaliana, traktowanych odpowiednio NaCl lub CdCl,, do ekspresyjnej mikromacierzy
DNA dla A.thaliana. Zastosowanie zestawu ATH pozwolilo na okreslenie wartosci
parametréw SC dla punktéw powstatych na skutek hybrydyzacji sekwencji docelowych o
pelnej homologii wzgledem sekwencji sond. Najbardziej optymalna kontrola analizy rozktadu
warto$ci parametrow SC byltby zestaw referencyjny otrzymany z uzyciem mikromacierzy dla
tytoniu. W trakcie prowadzonych badan dostgpne byly dwa rodzaje mikromacierzy DNA do
badania ekspresji genéw tytoniu szlachetnego. Jedna opracowana we wspotpracy z firma
Affymetrix (Edwards 1 wsp. 2010), a druga zaprojektowana przez firme¢ Agilent (Tobacco
Gene Expression Microarray 4x44K, Agilent). Jednakze, zastosowanie kazdej z tych dwoch
mikromacierzy DNA do stworzenia zestawu referencyjnego w ramach podzestawu NT-CSH
nie bylo mozliwe ze wzgledu na projekt eksperymentu (jednokolorowy, dla mikromacierzy z
opracowane] udziatem firmy Affymetrix) lub projekt mikromacierzy (uklad sond)
uniemozliwiajacy przeprowadzenie analizy ilo$ciowej obrazu za pomoca programu MAIA

(Tobacco Gene Expression Microarray, Agielnt).

Wyniki obu przeprowadzonych analiz wskazuja na brak zwigzku pomiedzy
dopasowaniem sekwencji, a morfologia punktow dla danych z zestawu NT-CSH.
W przypadku analizy zwigzku pomigdzy wartosciami parametréw SC, a warto$ciami bit score
otrzymane wyniki sg powtarzalne i niezalezne od rodzaju uzytej mikromacierzy DNA (POT
lub TOM1), badanego gatunku (ziemniak lub pomidor) oraz czynnika stresogennego (NaCl
lub CdCly). Fakt ten moze wskazywac, iz ewentualny wptyw zmiany poziomu dopasowania

sekwencji na morfologi¢ punktow jest bardzo subtelny i mogt zosta¢ zniwelowany na skutek
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roznic technicznych pomiedzy dwoma uzytymi rodzajami mikromacierzy DNA oraz r6znic
poziomow ekspresji gendw dla dwoch czynnikow stresogennych. Rezultaty analizy rozktadu
natomiast, majag mniej powtarzalny charakter, ktory wskazuje na to, iz techniczny aspekt
eksperymentu m.in. proces nanoszenia sond na podioze, rodzaj podioza, czy wydajnosé
procesu immobilizacji, ktore mogg by¢ specyficzne dla kazdej mikromacierzy DNA (hawet
tego samego rodzaju), ma znacznie wickszy wptyw na rozktad wartosci parametrow SC, niz

poziom dopasowania sekwencji docelowych do sekwencji sond.

Rozbieznos¢ rezultatow otrzymanych dla zestawu NT-CSH i tych prezentowanych
przez Bar-Or moze wynika¢ ze znacznych roznic pomigdzy projektami analizowanych
eksperymentow. Proponowany przez Bar-Or proces filtracji danych na podstawie parametrow
morfologii punktéw, zaprojektowany zostal na podstawie wynikdéw modelowego
eksperymentu uwzgledniajacego uzycie tylko jednego rodzaju mikromacierzy DNA.
Eksperyment obejmowal badanie ekspresji genow 7 gatunkow roslin (ziemniak, pomidor,
baktazan, pieprz, petunia oraz 2 gatunki tytoniu: Nicotiana tabaccum oraz Nicotiana
benthamiana) za pomocg mikromacierzy DNA dla ziemniaka (mikromacierz cDNA, The
Institute for Genomic Research). Natomiast zestaw NT-CSH =zaprojektowany zostal z
uzyciem trzech réznych platform, z czego dwie (POT 1 TOMI1) wykorzystano do badan
miedzygatunkowych w wyniku hybrydyzacji probek tytoniu, a jedng (ATH) jako kontrole
eksperymentu. Zestaw NT-CSH zaprojektowany zostal w sposdéb umozliwiajacy
wykorzystanie mikromacierzy DNA dla ziemniaka, stosowanej takze przez Bar-Or. Podejscie
to miato na celu bezposrednie por6wnanie wartosci parametrow SC uzyskanych dla tego
rodzaju mikromacierzy DNA z warto$ciami parametrow SC dla eksperymentu Bar-Or oraz
innych platform (TOM1 i ATH). Rezultaty otrzymane dla zestawu NT-CSH, wskazujace na
brak zwigzku pomigdzy poziomem dopasowania sekwencji, a morfologia punktéw moga
takze wynika¢ z niewielkich r6znic homologii pomi¢dzy pomidorem i ziemniakiem, a
tytoniem. W przypadku analizy prezentowanej przez Bar-Or poréwnywano wyniki dla
gatunku badanego wykazujacego najwyzsza homologi¢ (pomidor), wzgledem gatunku

badanego o najnizszej homologii (petunia) do gatunku referencyjnego (ziemniak).

Brak zwigzku pomiedzy homologia sekwencji docelowych, a sekwencjami sond,
zasadniczo wykluczal mozliwo$¢ stosowania filtracji danych na podstawie parametrow
morfologii punktow w przypadku zestawu NT-CSH. Duzy rozrzut wartosci parametrow SC
widoczny na Rysunku 35 wskazuje, iz metoda filtracji morfologicznej zaproponowana przez

Bar-Or i wsp. znajduje raczej zastosowanie w przypadku analizy wynikéw eksperymentow
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modelowych, niz rzeczywistych Iub gdy wystepuja znaczne réznice w homologii pomigdzy

badanymi gatunkami, a gatunkiem referencyjnym. Jednakze ten warunek jest sprzeczny z

zalozeniami analizy ekspresji genéw z wykorzystaniem hybrydyzacji miedzygatunkowej w

ktorej gatunek badany i referencyjny sg mozliwie najbardziej spokrewnione.

V.1V.6 Whnioski

Na podstawie otrzymanych wynikow mozliwe byto sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

Brak =zalezno$ci pomiedzy morfologia punktéw, a homologia sekwencji w
analizowanych zestawach danych.

Rozbieznosci pomiedzy uzyskanymi wynikami, a tymi prezntowanymi przez zespot
Bar-Or moga wynika¢ ze znaczacych réznic w projektach eksperymentow.
Eksperyment Bar-Or miat modelowy charakter i obejmowat analiz¢ gatunkow, ktore
wykazywaly bardzo wysoki lub znacznie nizszy poziom homologii wzgledem gatunku
referencyjnego.

Brak zaleznosci pomi¢dzy morfologia punktéw, a homologia sekwencji moze wynikac
Z roznic technicznych pomigedzy dwoma rodzajami uzytych mikromacierzy DNA oraz
niewielkich roznic w ekspresji genow dla dwoch czynnikow stresogennych. Ponadto,
brak zwiazku pomiedzy poziomem dopasowania sekwencji, a morfologia punktow
moze takze wynika¢ z niewielkich r6znic homologii pomigdzy gatunkiem badanym

(tyton), a gatunkami referencyjnymi (pomidor i ziemniak).
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Whioski

Przeprowadzone badania pozwolity na optymalizacj¢ S$ciezek analizy dla czterech
najbardziej powszechnych rodzajéw niestandardowych danych. Na podstawie otrzymanych

wynikow mozliwe byto wyciggnigcie nastepujacych wnioskow:

1. Obecnos¢ standardow jakosci wynika ze $wiadomosci ograniczen jakim podlegaja
dane uzyskiwane z uzyciem ekspresyjnych mikromacierzy DNA. Majac na uwadze te
ograniczenia mozliwe jest uzyskanie z niestandardowych danych, informacji o
znaczeniu biologicznym.

2. Analiza niestandardowych danych polega glownie na uwzglednieniu specyficznego
etapu, ktorego celem jest eliminacja czynnikow nadajacych danym niestandardowy
charakter. Etap ten powinien by¢ realizowany na poziomie analizy nizszego rzedu.

3. Rezultaty uzyskane w wyniku analizy niestandardowych danych powinny by¢
interpretowane z zachowaniem szczegélnej ostrozno$ci oraz w miar¢ mozliwos$ci
zweryfikowane przy zastosowaniu innych technik badania ekspresji genow, np.

ilosciowy PCR, czy sekwencjonowanie drugiej generacji.
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Zataczniki

Wszystkie zataczniki znajduja si¢ na ptycie CD dotaczonej do pracy:

Zalacznik 1- Charakterystyka plikow .gpr dla zestawu AML

Zaktacznik 2- Charakterystyka plikow .gpr dla zestawu AML II

Zatacznik 3- Charakterystyka plikow .gpr dla zestawu AML miRNA

Zaktacznik 4- Charakterystyka plikow .gpr dla zestawu ALERGIA

Zatacznik 5- Charakterystyja plikow .gpr dla zestawu ASTMA

Zatacznik 6- Szczegodtowy opis funkeji i ich parametrow uzytych w trakcie analizy
zestawOw danych

Zatacznik 7- Kod algorytmu wymiar_macierzy.py

Zatacznik 8- Kod algorytmu przyréwnanie sekwencji.py

Zatgcznik 9- Kod algorytmu filtracja.py

Zatacznik 10- Wykresy MA dla zestawow AML II, ALERGIA, ASTMA i OSHLACK

normalizowanych z wykorzystaniem 13 wybranych metod normalizacji.
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