Zaklady bioinformatiky
Tutorial 7: Studium exprese genu

V tomto tutordlu si ukdZeme moznosti jak ziskat zajimavé vysledky z vefejn¢ dostupnych databasi
experimentli zamétenych na studium genové exprese, konkrétné na tirovni koncentrace mRNA.
Mira genové exprese vyjaddiena jako koncentrace mRNA nis miZzeme zajimat ze dvou divoda.
Zaprvé, pokud se lisi koncentrace urcit¢é mRNA naptiklad ve zdravych a nadorovych bunkach, pak
je mozné jeji méteni pouzit pro diagnostické ucely. Vzhledem k tomu, Ze rozdil koncentrace mRNA
jediného genu obvykle neni signifikantni, je mozné métit koncentrace mnoha (klidné vSech) geni
a vysledky ndlezité statisticky zpracovat. Prvni motivaci pro métfeni koncentrace mRNA je tedy
odlisit od sebe rizné typy bunék, tkani, onemocnéni atd. Zadruhé, je mozné naptiklad zméfit
exprese vSech gentli dobfe zavlazovaného jeCmene a je¢mene vystavené¢ho suchu, zjistit koncentrace
mRNA a ty porovnat. Pokud je néjaky gen vice nebo méné exprimovan za sucha, pak je mozné se
na né zaméfit pii Slechténi €1 genovych manipulacich s cilem ziskat odolnéjsi je¢men. Cilem
druhého typu experimentt je tedy pochopit molekularni podstatu nemoci, vyvoje tkan¢, adaptace na
stres a podobné.

Koncentrace mRNA jednotlivych genli je mozné métit pomoci Northern blotingu nebo pomoci
kvantitativni polymerasové fetézové reakci s reversni transkripci (Q-PCR nebo RT-PCR s tim, ze
RT mutze znamenat jak reversni transkripci, tak i real-time). Pro méfeni a porovnavani koncentraci
mRNA spousty, nejlépe vSech genli najednou, byly vyvinuty metody zalozené na DNA-Cipech
(DNA-microarray). V dnesni dob¢ se navic pridavaji metody paralelniho sekvenovani.

DNA-Cip je desticka, ne které jsou navazany poly-/ nebo oligonukleotidové sondy. Tyto sondy
jsou na Cipu navazany v presné urenych mistech. Sondy mohou byt na ¢ip nanaseny pomoci
mikromanipuldtorii. Dal§i moznosti je synthetisovat sondy pfimo na ¢ipu pomoci fotolithografie.
Jinou pouzivanou moznosti je imobilisace sond na kulic¢ky, které¢ jsou pak umistény do jamek na
sklicku.

V béZném microarray experimentu je nejprve z riznych vzorkl isolovina mRNA. Ta je pak
ptelozena do cDNA a amplifikovéna. Zaroveii mize byt v tomto kroku fluorescenéné oznacena.
Tento vzorek je pak nanesen na DNA-Cip, provede se inkubace a promyvani a nakonec se zmé&fi
intensita fluorescence v riznych bodech na ¢ipu. Koncentrace mRNA je mozné métit bud’ piimo,
nebo jako srovnani tak, ze je kazdy vzorek znacen jinou florescenéni barvickou, vzorky jsou
naneseny na jeden Cip a intensity fluorescence jsou méteny pii dvou vinovych délkach. Kromé
komplementarnich sond obsahuji DNA-Cipy Casto také ,,mismatch* sondy pro korekci na obsah GC
vs. AT a rizné kontrolni sondy.

Zpracovani dat z DNA-Cipti je pomérné narocné a nepatii do zakladniho kurzu bioinformatiky.
Ptipadné zajemce bych odkazal na statisticky program R a jeho molekuldrné-biologickou knihovnu
BioConductor. V rdmci prvotniho zpracovani je potieba:

1. z naskenovaného obrazku chipu zjistit intensity v jednotlivych spotech,

2. pokud je jeden gen representovan vice sondami, je nutné z nich vypocitat koncentraci celé
mRNA,
data je potieba preskalovat tak, aby bylo mozné porovnavat vice Cipit mezi sebou

4. je potieba statisticky vyhodnotit které sondy jsou vice a které méné exprimované ve

zdravych a nemocny, stresovanych a kontrolnich burikach atd.

5. vysledky je mozné konfrontovat s metabolickymi a signaliza¢nimi drahami, vytvofit

hypotesy atd.
Pokud by byla zjisténa exprese genii napiiklad jen pro jeden vzorek je¢mene za sucha a jeden
zavlazovany, pak by nebylo mozné provést statistické porovnani. Proto jsou obvykle pro kazdy
druh vzorku provéadéna tii nebo vice biologickych opakovani.

Vysledky z DNA-Cipti a jinych technik studia genové exprese naleznete v databasi Gene
Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Na této strance se pokusime nalézt

(98]


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

informace o vlivu kokainu na expresi gent v mozku. Proto do fadku pro zadéni dotazu zadejte
nazev této piirodni latky. Jednou z mnoha studii, kterou vdm GEO najde, je studie s oznacenim
GDS1608. Zkratka GDS ptedstavuje GEO dataset. Jedna se o vysledky jedné nebo vice studii, které
byly dany dohromady kuratory GEO. Kliknutim na odkaz se vdm zobrazi stranka, kde se dozvite, Ze
se jedna o studii vlivu kokainu na ¢asti mozku mysi, které jsou spojeny s pocitem odmény. Rovnéz
zde najdete odkaz na ¢lanek a informaci o &ipu, ktery byl pouzit. Cipy a postupy, které byly pouzity,
jsou katalogizovany jako GEO platforms (GPL). Muzete zde kliknout na vlastni sérii tak jak byla
ulozena do database autory ¢lanku, tedy GEO series (GSE). V této poloZce je mozné se dostat az
k hrubym datim (GEO samples, GSM).

Na tomto misté si ukdzeme moznost jak zjistit miru exprese vybraného genu, napiiklad
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy, kterou najdete pod zkratkou gapdh. Kliknéte na find genes a
do policka Find gene name or symbol zadejte tuto zkratky a zmacknéte Go. Zajimavejsi je moznost
nalézt geny, které jsou rozdilné exprimované v riznych vzorcich. Kliknéte na Compare 2 sets of
samples. Stranka ndm nabizi rizné statistické testy. My vybereme oboustranny dvouvybérovy
Studentliv t-test. Jako hladinu pravdépodobnosti zvolime 0,01. V kroku 2 mame vybrat dva vybéry.
Kdyz kliknete na odkaz, objevi se vdm nové okno, kde si miZete navolit vzorky. Pokud bychom
chtéli porovnavat dvé mozkové tkan€ neovlivnéné kokainem, pak bychom mohli zadat tii vzorky
»eontrol pro jednu tkan a tfi vzorky ,,control pro druhou. Pokud bychom chtéli studovat vliv
kokainu na naptiklad nucleus accumbens, pak bychom vybrali tfi vzorky z této tkan¢ ovlivnéné
kokainem a tfi kontrolni. Zmacknutim Query Group A vs. B se vam objevi seznam diferencidlné
exprimovanych gent na dané tirovni pravdépodobnosti.

Dalsi moznosti jak analysovat genovou experesi je heatmap. Jedna se o graf, na kterém je kazdy
gen zobrazen jako barevny CtvereCek na obdélnikové mozaice. Kazdy fadek representuje jeden gen,
kazdy sloupec pak representuje jeden vzorek. Fialovd barva znaci, Ze je gen nadprimérné
exprimovan v daném vzorku v porovnani s ostatnimi vzorky. Zelend znaci opak. Jak geny tak
vzorky jsou analysovéany hierarchickym shlukovanim a jejich stromy jsou nad a vedle vlastni
mozaiky. S hetamap je mozné si rizn¢ hrat a zoomovat ji.

Posledni polozkou je Experiment design and value distribution. Ta slouzi k porovnani kvality
dat a k ziskéani informaci o designu experimentu.



