Zhrnutie prvej casti

. Velka Cast rozmanitosti zivota vratane ochoreni sa zrejme
da obsiahnut' studiom funkcie genému a proteému

. V sucCasnosti existuju specialne vysokopokryvné metody
(high-density methods), ktoré umoznuju skumat tisice
genov a proteinov v jednej vzorke a jednom experimente

. Tieto metody produkuju obrovské mnozstva dat a
vyzaduju sSpecializovanu statisticku analyzu



Microarray

MICROARRAY




Postup mikroCipového experimentu

2

Vyroba mikroCipoveho skliCka

Priprava vzoriek

Hybridizacia

Skenovanie

Analyza obrazu

Kvantifikacia obrazku na hodnoty expresie



Postup mikroCipového experimentu

1.
2
3.
4.
9)
6

Vyroba mikroCipoveho skliCka



Vyroba microarray sklicka

Vyroba skliCka spociva v pripojeni sond na podlozné sklicko do oblasti
spotov

Dve hlavnhé metody:

= Spotting — sondy su syntetizované PRED umiestnenim na
microarray sklicko, potom umiestnené na sklicko pomocou
Specialneho robota
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Electron micrograph of MicroSpot 2500 pin and the eye of a house fly



http://www.youtube.com/watch?v=Pjr1Oyc0KrY&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=Pjr1Oyc0KrY&feature=related

Vyroba microarray sklicka

O
= Vyroba sklicka spocCiva v pripojeni sond na podlozné skliCko do oblasti

spotov
= Dve hlavné metody:

= Spotting — sondy su syntetizované PRED umiestnenim na
microarray sklicko, potom umiestnené na sklicko pomocou
Specialneho robota

» [n-situ syntéza — sondy su syntetizované priamo na podklad,
fotolitografickou syntezou

= Spotting — u dlhSich cDNA sekvencii
= In-situ syntéza — pre kratke oligonukleotidy


http://www.youtube.com/watch?v=ui4BOtwJEXs&feature=related

Typy sond

cDNA sondy - 500-5000 parov baz dihé cDNA klony cielového genu
alebo znamej sekvencie. Obvykle syntetizované pred umiestnenim na
microarray sklicko pomocou spotovacieho robota

= Vyhoda: su viac Specifické, a v pripade uspesnej hybridizacie s
cielovou DNA m6zeme takmer s istotou povedat, ze sa spojili prave
s danym genom

Oligonukleotidoveé sondy — najviac 25 parov baz dlhé sekvencie, ktoré
su designované tak, aby zodpovedali len Castiam sekvencie znamych
kodujucich géenovych ORF (open reading frames).

- . / mRNA referenéni sekvence .

__ _ . —
- —x— X X X X X % i e

=
~
pary DNA sond
Referenéni sekvence

...TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAEGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC

I: TTACCCAGTCTTI|C/CTGAGGATACAC Sonda perfektni shody

TTACCCAGTCTT|G/CTGAGGATACAC Sonda s jingm nukleotidem

S d rfektni shod
Obraz fluorescenéni intenzity onda periekini shody

Bt i el

\ Sonda s jingm nuklectidem IBA




Typy microarray sklicok

@
= Podla typu sondy rozlisujeme:

= cDNA mikroc€ipy — pouzivaju cDNA sondu

PretoZe mnozstvo hybridizacie v tychto arrayoch je zavislé na dizke
sond, a pretoze nepozname presné cCislo exact number of klonov v
kazdom spote, uroven hybridizacie musi byt porovnané s nejakou
referencnou hodnotou, kontrolou. Tato relativnha informacia je
robustnejSia nez absolutna informacia o intenzite kazdého spotu.
Preto tieto experimenty su obvykle dvojkanalové (jeden kanal pre
DNA ktoru skumame, druhy kanal pre referencnu DNA).

= Oligonukleotidové mikroc€ipy — oligonukleotidové sondy
= obvykle syntetizované in-situ
= nie je potrebny druhy kanal
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Priprava vzoriek



Priprava vzoriek

@
1. lzolacia DNA/RNA: molekuly ktoré chceme skumat (DNA i mRNA) su

extrahované zo vzorky.
G T XL
1. Prepis a amplifikacia: mRNA sa prepisuje do cDNA a aplifikuje
pomocou RT-PCR. DNA zas pomocou PCR.

AN\ RT-PCR_, N\ CDNA
G mRNA z

A CU oCR A-CT

DNA
/G\/\/ DNA > /\/\/
ACT ACCT

1. ZnacCenie: Amplifikovana DNA (cDNA) je ofarbena fluorescenCnym
farbivom (najCastejSie Cy3 or Cy5). Toto s nazyva priame oznacenie. U
nepriameho, najprv reaktivna skupina, vacsinou primarny amin je
inkorporovana do cDNA a Cy3 / Cy5 su potom inkorporované do cDNA
v naslednej reakcii. e T v



Znaceni

Control Test
5 l AAAAAAAA o 34 AAAAAAAA
OligodT pri
OligodT primer ! . aat el
v . AAAAAAAA
5 AAAAAAAA TTTTTTTTT
[TTTTTTTT Reverse Transcriptase, aa-dUTP
Reverse Transcriptase/
v Cy3-labeled dCTP " v AR
5" AAAAAAAA 3’ TTITTTTITT
3’ TTITTTTIT
NH, NH, NH, NH,
Cy3 Cy3 cy3 Oy3 Degrade mRNA,
Add N-hydroxysuccinimide-Cy35
Degrade mRNA
3 /YWYVYVVYV\TTWTT
y/vaYvaY\/\mmm N
Cy5 Cy5 Cy5 Cys

Cy3 Cy3 CGy3 Cy3
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Hybridizacia I.

DNA mikroCipova technoldgia je zalozena hybridizacii

Hybridizacia je proces komplementarneho parovania
dvoch jednoretazcovych nukleovych kyselin do
dvojretazcovej molekuly (duplexu) na zaklade parovania

baz.



Hybridizacia ll.

@
=  Princip:

1. Fragmentovana a namnozena cDNA(DNA) vzorky sa vyleje
na microarray sklicko, kde su uz naviazané jednoretazcoveé
sondy.

2. Zahriatim na urcitu teplotu sa zrusia vodikoveé vazby medzi
retazcami a DNA vzorky sa rozpleta na dva samostatné
retazce — tento proces nazyvame denaturacia

3. Teplota sa zas znizi a jednoretazcove molekuly sa snazia
znovu sparovat so svojimi komplementarnymi retazcami

4. Nastava komplementarne parovanie medzi:
= povodnym parom DNA retazcov
= DNA a sondou — vznika hybrid



Hybridizacia IlI.

(a) : :
DNA is denatured ‘ﬂ
by heating Renaturation
on cooling
(b)

L lnl

)

Hybridization

ENA strand D& strand



Kapitola 11.1.1

Vznik a charakter dat -> cDNA mikroCipy

IBA Vyuka IBA
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Skenovanie

. Analyza obrazu
. Kvantifikacia obrazku na hodnoty expresie



Ako ziskavame zakladné data z cDNA

A. RNA Isolation

Sample A
o)

"a
e

B. ¢cDNA Generation
C. Labeling of Probe

Reverse Transcriptase

L] mame]

*
o
e

Sample B
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D. Hybridization

to Array
—

spot

.ﬁ\-—‘ :E —_— e TR T '-”_- =

E. Imaging

. Samplce A= H
E Sample A=R
L Sample B> A

F. Analyza obrazu
(snimanie intenzit
jednotlivych kanalov)

'

Datovy subor:

tisice riadkov (gé:nov)
X desiatky stipcov

- Ciselné hodnoty intenzit

testovanej a referencCnej RNA

(+ hodnoty pozadi... )

- kontrola kvality spotov

\ 4

DalSia analyza
1. upravy datoveého suboru

2. urCenie odliSnych génov

3. Kklasifikacia, predikcia....




Dvojkanalové skenovanie

o
Po hybridizacii vkladame sklicko do skeneru aby sme vytvorili obrazok
microarray sklicka.
L o Ozareni .
Excitacni a emisni spektra Cy3 a Cy5 ,cervena
* vinova
= E E ,,zelené‘)/ élka
S | 7 o Inova
: 8 7 9 v
- ‘E Z p délka
8 ; 8
y-1 y-1
g : % :
g A ﬁ E fluorescence
E‘ ~ % .

\
Prekryti obrazu

N/
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< Vinova délka (A, nm) p—
VysSi frekvence, NizSi frekvence,

vice energie méné energie



Analyza obrazu

Po skenovani sa ulozi obrazok microarray skliCka vo formate .tiff, ktory sa
vlozi do programu pre analyzu obrazu. Nasleduje kvantifikacia signalu.

Kroky kvantifikacie:

1. Lokalizacia centier spotov
Automaticky pomocou grid (sietky), a
manualnou upravou

2. Segmentacia
Klasifikacia spotov, odliSenie intenzity
pozadia od popredia (pomocou kruhov,
etc...).

3. Kvantifikacia signalu
V popredi i v pozadi spotu
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Lokalizacia centier spotov

Automaticky pomocou Specialneho suboru grid (od vyrobcu mikrocipu),
ktory obsahuje info o:

*PocCte a umiestneni spotov na mikrocCipe

*Priemere spotu v pixeloch
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Segmentacia

V tomto kroku su programom pre analyzu obrazu rozpoznavane
oblasti spotov a pozadia

Nastavenie velkosti a pozicie spotov — automaticky

Obvykle nutna vizualna inSpekcia a dalSie prispdsobenia rucne
Navyse — manualne oznacCovanie zlych, pripadne prazdnych spotov
Algoritmy vyhladavania spotov:

=  Fixed circles O

= Adaptive circles

=  Histogram adaptive
R&zne programy rézne definuju pozadie spotu

QuantArray
ScanAlyse

IBA



Kvantifikacia signalu

Frekvence

V tejto faze sa kvantifikuje signal spotu, pouzivaju sa r6zne charakteristiky
(priemer, median, modus, kvantily)

30

20

10

| | |
P 4 6

1
10

o =

Logaritmus intensity signalu v pixelech spotu

Pramér
Median
Modus
75% kvantil



Kvantifikacia signalu pozadia

Tri druhy metod:

1. Lokalna metéda (local background)

2. Morfologické otvorenie (morphological opening)

3. Konstantna/globalna metdda (constant/global background)

GenePix QuantArray ScanAlyse

Vizualizacia oblasti lokalneho odhadu intenzity pozadia u troch
roznych programov analyzy obrazu cDNA mikroCipu




Kvantifikacia signalu pozadia 2.

Tri druhy metod:

1. Lokalna metdda (local background)

2. Morfologické otvorenie (morphological opening)

3. Konstantna/globalna metdda (constant/global background)

Stvorcovy element Novy obraz Schematické znazornenie
s odhadnutym Centier spotov, z ktorych
signalom pozadia je odhadnuty

signal pozadia pre spot



Kvantifikacia signalu pozadia 3.

Tri druhy metod:

1. Lokalna metdda (local background)

2. Morfologické otvorenie (morphological opening)

3. Konstantna/globalna metoéda (constant/global background)

Signal je odhadnuty ako jedina hodnota pre vSetky spoty:

= priemer intenzit signalov negativnych kontrol (sondy iného
organizmu, ktoré by nemali hybridizovat so vzorkou)

= 3% rozdelenia signalu vSetkych spotov



Kontrola kvality spotov .

PocCas kvantifikacie intenzit prebieha este inSpekcia kvality spotov
na zaklade parametrov zadanych do algoritmu

Aj po kvantifikacii je mozné manualne oznacit' spoty ktore
povazujeme za nekvalitné

Spotom, ktoré neprejdu kontrolou kvality je priradena prislusna
hodnota v premennej Flags:

Napr.

100 ~ good ;
-100 ~ bad ;
-75 ~ absent;
-50 ~ not found;
0 ~ unflagged;



Kontrola kvality spotov Il.

Charakteristiky kontroly kvality:
Velkost’ a tvar spotu

= Prilis malé spoty neposkytuju vierohodné odhady intenzity
hybridizacie (Simon et al., 2003) (spoty mensie nez < 25 pixelov by
mali byt odstranené)

= Spoty s nepravidelnym tvarom, pripadne "koblihové spoty” by mali
byt oznaCcene ako nekvalitné

Intenzita signalu
= Spoty s priliS malou intenzitou signalu v oboch kanaloch
= |0g2(610/590) = 0.048, ale 1og2(30/10) = 1.58
= Pomer signal/Sum by mal byt dosatoCne velky
Saturacia spotu
= Spoty by nemali obsahovat saturované pixely!




Kontrola kvality spotov lll.

Priklad nekvalitnych spotov:

A) saturovany spot, B) koblihovy spot, C) spot s nepravidelnou
Strukturou, D) dobry spot



Ukazka zakladnych cDNA microarray dat

@
Po kvantifikacii a kontrole ziskavame zakladny datovy subor.

= Data z jedného cDNA microarray sklicka

A | B ] C o | E | F | &6 [ H | 1 [ J | K | L | M
| T |Unique pasition|D Chromosome kb positio SES end | Plate info Block Column  Row Mame X ki Dia. DJ
| 2 | 44 RP11-195a8 1/ 37581779 37726637 MKI2CT 2 11 19 44 B8RO0 35850 14
| 3 | 44 RP11-195a8 1/ 37581779 37726637 MKI2C1 2 10 19 44 8370 35850 140
| 4 | 44 RP11-195a8 137581779 37726637 MKI2C1 2 12 19 44 BE20 35850 140
| 5 | 102 RP11-1244d4 1/ 87374025 87550032 NKIZB12 4 7 19 102 16600 8970 120
B 102 RP11-12444 1/ 87374825 87558032 NKIZB12 4 9 19 102 17080 8970 130
7 102 RP11-12444 1187374525 575560032 NKIZB12 I 4! i 19 102 16830 8970 120
| 5 | 154 RP11-145H4 1 1.52EH08 1.52E+08 NKI2GE 26 11 20 154 8600 36110 150
| 9 | 154 RP11-145H4 1 1.52E+08 1.52E+08 NKI2GE 2 13 20 154 S040 38110 140
10| 154 RP11-145H4 1 1.52E+08 1.52E+08 NKI2GE s 12 20 154 gE20 36110 150
11 187 RP11-1122M. 1/ 1.83E+03 1.83E+08 NKI2F10 20 7 20 187 1BB90. 27120 130
12| 187 RP11-1122M 1/ 1.63E+H18 1.83E+08 NKIZF10 20 b 20 187 ede0 27120 130
| 13| 187 RP11-1122M 1/ 1.63E+18 1.83E+08 NKIZF10 20 ] 20 187 16240 27120 130
14 | 196 RP11-66f 1 1.89EH18 1.9E+08 NKI2CZ 18 10 19 196 8330 26580 130
| 15 | 196 RP11-66f 1 1.89EH08 1.9E+08 NK2CZ 18 11 19 196 Bo60 26390 130
16 | 196 RP11-668 1 1.89EH03 1.9E+08 NK[2C2Z 18 12 19 198 8780 26330 130
| 17 | 236 RP11-045k0 1 227EHI8 2.27E+18 NKI2C3 10 10 19 236 8330 17960 140
|18 | 236 RP11-845k0 1 227EH18 2.27E+18 NKI2C3 10 10 19 236 8330 17960 140
| 19| 236 RP11-B45b0 1 2Z27EHIE 2.27E+18 NKI2C3 10 12 19 236 8780 17960 150
| 20| 236 RP11-045k0 1 Z27EHIB 2.27E+8 NKI2C3 10 12 19 236 8780 17960 150
|21 236 RP11-B45k6 1 2Z27EHI8 2.27E+08 NKI2C3 10 11 19 236 8850 17980 140
| 22| 236 RP11-045k0 1 227EH18 2.27E+18 NKI2C3 10 11 19 236 B850 17960 140
| 23 | 320 RP11-1084a2 2 47485695 47697350 NKITF10 24 7 20 3200 1B8R0 31610 130
| 24 | 320 RP11-1084a2 2 47485695 47R97350 NKITF10 2 B 20 3200 16440 31610 130
| 25 | 320 RP11-1084a2 2 47485695 47697380 NKITF10 2 4 20 320 16220 3610 130
| 26 | 323 RP11-4B0n15 2 47854784 48034160 NKI2H3 4 12 20 323 17T 9190 130
| 27 | 323 RP11-460n15 2 47854784 48034160 NKI2HE 4 11 20 323 17500 91490 130
| 28 | 323 RP11-460n15 2 47854754 48034160 NKI2HE 4 13 20 323 17840 5140 130
| 29 | 324 RP11-3g11 2 47546940 453102089 NKI2H7 12 11 20 324 17540 18140 130
30| 324 RP11-3g1 2 47946940 40102089 NKI2H7 12 12 20 34 17760 18160 140
| 31| 324 RP11-3g1 2 47946940 48102089 NKIZH7 12 13 20 324 17390 18160 140
| 32 | 361 RP11-23218 2 T1372264 715375932 NKITF4 g 20 19 61 195300 13430 130
| 33 | 61 RP11-23218 2 T1372264 715375932 NKITF4 g 1 20 61 182500 13660 130
I13 41 3 DIP\NDSSEI‘I_'?(1 rEsPLJIESQEEIrL%ene komplet / JJ = |19 2 12 14T 1>31J




Zakladny datovy subor

Obsahuje (priklad GenePix 6.0)

Poziciu spotu
Meno a dalSie identifikatory sondy na spote
DalSie charakteristiky spotu: (priemer, tvar, cirkularita, saturacia, ...)

Informacie o intenzite signalu pozadia, popredia (median, priemer,
suma, SD)

Pocet saturovanych pixelov

Odvodené charakteristiky
i) % pixelov signalu s intenzitami vacsimi nez 1SD (2SD) intenzity pozadia
ii) intenzita signalu minus intenzita pozadia

iii) pomer medianov/priemerov oboch kanalov
iv) logaritmus bazy 2 tohoto pomeru

Informacie o kvalite spotu
Premennu Flags



Zakladné data

Data v zakladnom subore NIE SU koncentracie mRNA!

Hodnoty ziskané z microarray experimentu su pozitivhe korelované s
mnozstvom pritomnej mMRNA, ale navySe v sebe nesu SUM, suvisiaci s:

Kontaminaciou tkaniva = Efektivitou spotovania
RNA degradaciou = Dalsimi technickymi vplyvmi pri
Efektivitou spracovani

= amplifikacie DNA » Segmentaciou obrazu

= reverznej transkripcie = Kvantifikaciou signalu

= hybridizacie a Specificitou sond = Korekciou na pozadie
Vyberom a identifikaciou sond
PCR vysledkom

NUTNA KONTROLA KVALITY A UPRAVA DAT



Urovne kontroly kvality

Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
\
Kvalita sondy Kvalita mikrocCipu Kvalita experimentu

O OO
0g2 d O[O g
o2

O

%o
OQO
0e® MikrocCipy 71... n
O

Uroveni sondy: Kvalita jedného spotu na mikrogipe

Uroven mikroéipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita méfeni transkriptu vSech mikrogipa v
experimentu



Urovne tprav datovych suborov

o
Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
\
Kvalita sondy KvaIitam}\)éipu Kvalita experimentu
, : , . — Normalizacia —

Odstranenie Normalizacia medzi

nekvalitnych spotov vV ramci mikro&ipmi
mikrocCipu
Sumarizacia e
duplikatov V

Uroveni sondy: Kvalita jedného spotu na mikrogipe

Uroven mikroéipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita méfeni transkriptu vSech mikrogipa v
experimentu



Urovne tprav datovych suborov

o
Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
\
Kvalita sondy Kvalitam}\)éipu Kvalita experimentu
, : , . — Normalizacia —

Odstranenie Normalizacia medzi

nekvalitnych spotov vV ramci mikro&ipmi
mikrocCipu
Sumarizacia b
duplikatov V

Uroveni sondy: Kvalita jedného spotu na mikrogipe

Uroven mikroéipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita méfeni transkriptu vSech mikrogipa v
experimentu



Kontrola dat v ramci microarray sklicka

L
= Replikaty sond

= Sumarne Statistiky replikatov spotov (nekvalitné spoty uz vylucené)

Replicate
clone 1 , 5 mean median SD No. ?Lgﬁ)ga-Ileasgged
A_23 P347643 -0.186 -0.265 -0.313 -0.254 -0.265 0.052 3
A_23_P60243 0.523 flagged flagged 0.523 0.523 0 1
A_23_P116057 0.039 -0.978 flagged -0.495 -0.495 0.5 2
A_ 23 P203743 -0.614 0.537 1.589 0.504 0.537 0.899 3

= Bud vyhodit sondy s priliS velkou variabilitou medzi replikatmi...

= ...alebo si uschovat informaciu o pocte validnych replikatov (a
vyhodit klony len s jednym replikatom)

= Kvalita microarray sklicka
= Percento nekvalitnych spotov nesmie byt priliS velkeé (<25 %)

= Systematické odchylky odstranime procesom NORMALIZACIE



Urovne tprav datovych suborov

o
Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
\
Kvalita sondy Kvalitam}\)éipu Kvalita experimentu
, . , . — Normalizacia —

Odstranenie Normalizacia medzi

nekvalitnych spotov vV ramci mikro&ipmi
mikrocCipu
Sumarizacia b
duplikatov V

Uroveni sondy: Kvalita jedného spotu na mikrogipe

Uroven mikroéipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita méfeni transkriptu vSech mikrogipa v
experimentu



Systematické odchylky v ramci microarray skliCka

= Nerovnomerna hybridizacia (priestorové odchylky)

= PriCina: nerovhomerne umyty Cip, nerovhomerne distribuovana
vzorka, print-tip efekt (defektna ihla)

= Signal pozadia

= Moze byt velmi silny, bud zle umyty Cip, alebo zla segmentacia
(Cast popredia je kvantifikovana ako pozadie)

= Efekt farbiva (rozdiely intenzit medzi kanalmi)

= PricCina: odliSna schopnost inkorporacie molekul farbiva (Cy3, Cy5)
odliSna reakcia na excitaciu (slabsia intenzita UV, ...)

ODHALUJEME GRAFICKOU REPREZENTACIOU



Diagnostika nerovnomernej hybridizacie

Virtualna rekonstrukcia microarray
skliCka, vykreslenie heatmapy
log2 pomeru Cy5/Cy3 intenzit na

zaklade ich pozicie na sklicku _ . ]
Color Ky Box-ploty jednotlivych oblasti

i (najCastejSie print-tip)
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Diagnostika efektu farbiva

Casto je efekt farbiva viaési u sond s nizkou expresiou

Graf intensit kanalu

2000 4000 6000 8000 10000

Cy3 =B0 + B1*Cy5
(Cy3-B0)/B1=Cy5’

Neukaze nelinearne trendy

MA graf
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M = log (R/G)
A =1/2 (log(R)+log(G))

Ukaze nelinearne trendy!



Balik marray

= Balik marray poskytuje sadu funkcii pre analyzu cDNA Cipov

data vsetkychch matic experimentu je trieda marrayRaw

= Vytvara sa nasledovne

new ('marrayRaw',

maRf = ...., # matice intensit spotu cCerveného kanalu
maGf = ...., # matice intensit spotu zeleného kanalu

maRb = ...., # matice intensit pozadi c¢erveného kanalu
maGb = ...., # matice intensit pozadi zeleného kanalu
maLayout = ...., # objekt tridy marrayLayout, popis
mikrocipu

maGnames = ...., # objekt tridy marrayInfo, popis sond
maTargets = ...., # objekt t¥idy marrayInfo, popis vzorkl
maNotes = ...., # text - poznamky )

= Zakladnou strukturou, s ktorou pracuje a ktora obsahuje zakladne



DalSie objekty baliku marray

marraylLayout - popisuje mikrocCip,
umiestnenie spotov a ich sondy

new ('marrayLayout',

maNgr = ... , #pocCet tadkd matic
maNgc = ..., #pocet sloupcu matic
maNsr = ..., #pocet radkl v matici
maNsc = ..., #pocet sloupct v
matici

maNspots = ..., # maNgr x maNgc x
maNsr x maNsc

maSub = ..., # vektor TRUE/FALSE,

které spoty se pouzivaji

maPlate = ..., # faktor - print
tip

maControls = ..., # faktor -
status sondy (kontrolna nebo ne?)
maNotes = ..., # Object of class
character)

maNsr—

maNsc
\

|

maNgc

\

maNgr

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
00CO000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
Q00000000000

0C0000000C000
0QC0000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

00000000000
00000000000
Q0000000000
00000000000
jelelalolofolelelolele
00000000000
00000000000
Q0000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000C00
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000
00000000000
O0C000C00C0O00
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000
00000000000




DalSie objekty baliku marray

@
= marraylnfo - popisuje vzorky nebo sondy

new ('marrayInfo',

maLabels = ...., # vektor jmen/nazvu
malnfo = ...., # datovad tabulka s dalsimi

charakteristikami

maNotes = ...., # text s poznamkami

)



Priklad |

= Nactéme si data swirl, které predstavuji mikroCipovy experiment,
porovnavajici genovou expresi divokeho druhu rybky Danio pruhované
a jejiho mutanta v genu BMP2. Experiment byl proveden v dye swap
designu, dohromady jsou k dispozici 4 mikrocCipy:

> library (marray)

> data(swirl)

> str(data)

= Vytvofme si paletu barev a provedeme kontrolu kvality Cipu

> Gcol <- maPalette(low = "white", high = "green", k = 50)

> Rcol <- maPalette(low = "white", high = "red", k = 50)

> RGcol <- maPalette(low = "green", high = "red", k = 50)



Priklad Il — kontrola prostorovych efektu

Vykreslime si heatmapu tretiho mikroCipu s pomoci funkce maImage

malmage (swirl[, 3], x = "maRb") # vykreslime pozadi
Cerveného kanalu

malmage (swirl[, 3], x = "maGb") # vykreslime pozadi
zeleného kanalu

malmage (swirl[, 3], x = "maM") # vykreslime pomér
intensit spotud obou kanald (M hodnoty)

Funkce maImage dokaze vykreslit i efekt print-tipu:

malmage (swirl[, 1],x="maPrintTip")

Funkce maBoxplot vykresli krabicové grafy
maBoxplot (swirl[,1])



Priklad lll — efekt barviva

vV V V V

Vykreslime jednoduSe pomoci zakladni funkce plot, a dvou funkci,
kterymi z marrayRaw objektu extrahujeme intensity spott ¢erveného a

zeleného kanalu:

R = maRf (swirl[,1])

G = maGf(swirl([,1])

plot (R, G)

abline (a=0, b=1) # vykreslime diagonéalu

Funkce plot aplikovana pfimo na objekt tfidy marrayRaw vykresli MA
graf, s odhadem kfivek podle jednotlivych print-tipu

plot (swirl[,1])

Jinym zpusobem je prvné vypocitat hodnoty A a M, a pak je zobrazit
pomoci funkce ma.plot:

A=maA (swirl[, 3])

M=maM (swirl [, 3])

ma.plot (A, M)



