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La bioinformatique dans une expeéerience biopuces

Mise au point du dessin expérimental

Hybridation

/ = (A ENEHE Analyse Fouille de données
des données

Traitement
des données

Analyse d’'image

Traitement des données brutes Representation des donnees &%

- Normalisationv - Clustering

- Analyse statistique




Analyse bioinformatique des puces a ADN

La segmentation du signal
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Longueur d’'onde
du Cy5

Longueur d’'onde
du Cy3

Image finale
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Il existe des logiciels d’analyse d’'image ...

GenePix Pro — can168690-700_635_nm, can168630-700_532_nm
Imsge | Histagram | Lab Book | Resuits | Scatter Piot| Reprt |

Image

C Preview (fastscan)
€ Wavelength 635 nm
€ Wavelength 532 nm
@ Ratio (635 nm/532 nm)

e

BUro2_WT4N¢

Channel 1

euro2

Oclete Gide

H

e Grids

Hide Hordies

i
raees

@
®
L

Feature Viewer

XY (m)y  Block 13
] 3580.29360  Feature: 45

—
oz
X8
3

Wawvelength 635 nm
376
F. 7591
B 226

20

Resice Spols ==l
wih Wavelength §32 nm
- 234 &2
5 Redraw 5169 —
bl 186
Flog Spots Save Image
o Pixels: F-80,
Mouse Postion
Fag
E 478
Y- 1686
[« 3
- " _ Disk = 4105 GB B! A genes_canada.td S: 000606_grille_10H.gps.
e EIETE| EIETET ScanAlyse software use in microarray project

ScanAlyze Genepix Pro
(M. Eisen Stanford University) (Axon software)



SERVICE DE GENOMIQUE DU DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Plate-forme transcriptome

g

1 — Localisation des spots sur la lame

2 — Délimitation des pixels correspondant a la zone d’hybridation
3 — Délimitation des pixels pour I'estimation du bruit de fond

4 — Calcul de I'intensité globale de fluorescence

5 — ldentification des spots déformés par des artéfacts
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Cercles a diametres fixes

Cercles a diametres variables

Cercles a
diametre fixe diamétre variable

Histogrammes

Formes « adaptée »

GenePix Pro

|
|
i
|

ScanAlyze il

QuantArray

ImaGene Intensité Méethode par
variable histogramme

Dapple

D’aprés « Microarray Bioinformatics », Dov Stekel
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Fluorescence issue d'une Fluorescence non spécifique :
hybridation spécifique Bruit de fond
Méthode Méthode Méthode
« ScanAlyze » « ImaGene » « GenePix »

Zone d
i OF L%

Bruit de fond
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Intensité net

Intensité brute - Bruit de fond

Intensité a Mesure du
intérieur bruit de fond
du spot

Moyenne ou médiane ?
Intensité par pixel > Intensité globale du spot

A

Critere qualité : taille du spot, déviation standard...
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Effet « comete »
Taches d’hybridation

Problemes de lavages

Toujours regarder les contrOles qualité des
lots de lames commandeés

Se référer aux aides en ligne

Elimer les spots artéfactuels a I'aide d’un filtre
manuel ou automatique

http://www.corning.com/lifesciences/technical_information/techdocs/ troubleshootingUltraGAPS_ProntoReagents.asp
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Les puces Affymetrix (GeneChip)

iy

Actual size of GeneChip~

Millions of DNA strands built up in each cell

500,000 cells on each GeneChip” array
Actual strand = 25 base pairs
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Des paires d’oligonucléotides sont
crees pour chaque génes :

* “perfect match” PM
* “mismatch” MM



SERVICE DE GENOMIQUE DU DEPARTEMENT DE BIOLOGIE &VJ
Plate-forme transcriptome ) “=dil

Image obtenue pour un géne Valeurs moyennes calculées pour chaque cellule
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Les donneées brutes en sortie d’analyse

e Différents formats de fichiers

* Le fichier d’expérience : .EXP
* Le ficher d'image équivalent aux fichiers TIFF de GenePix : .DAT

* Les données d’intensité pour chaque sonde sans traitement obtenues a partir du
fichier .DAT : .CEL

* Les données traitées (par le programme d’Affymetrix, GCOS) et rassemblées par
probeset : .CHP




Analyse bioinformatique des puces a ADN

La normalisation d’une lame



SERVICE DE GENOMIQUE DU DEPARTEMENT DE BIOLOGIE
Plate-forme transcriptome

g

Quantité d’ADN

Efficacité des étapes expérimentales
(extraction, RT, ...)

Les fluorochromes (Cy3 brille plus que
Cy5, accrochages #)

Effets similaires sur plusieurs mesures
Les corrections peuvent se mesurer a
partir des données

Calibration

Rendement de la PCR

Qualité des ADN déposés et du spotting

Effets de cross-hybridation et
hybridation non spécifique

Effets qui se produisent de fagon trop
aléatoire et qui du coup ne peuvent se
mesurer comme du bruit

Modele d’erreur



1¢re étape : le nettoyage des données

1/ Elimination des génes dont

I’annotation est différente de 0 .
- Eventuellement retourner voir 'image N A
originale) ~ |

©
|

2/ Filtrage sur les intensités

» Saturation du scanner

» Ecart avec le bruit de fond trop faible
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Pour corriger les différences systématiques
entre les mesures sur la méme lame qui ne
représentent pas de véritables variations
biologiques.

500.000 spots

-300.000 spots

En examinant les réplicats contre le méme pp—" ‘
échantillons, ou de vraies différences

d’expression ne doivent pas apparaitre.

Extrémités des pointes de dépbt

La normalisation des résultats des puces a ADN permet la comparaison de plusieurs
expeériences (référence commune)

La normalisation calibre les erreurs systématiques (et non stochastique)

Il est indispensable d’effectuer deux transformations mathématiques sur les résultats bruts
avant de normaliser les données
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M = log ratio =log R/G =log R-log G

A = log moyenne = log YRG = [log R + log G]/2
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Prise en compte de spots contenant des
genes de ménages ou de '’ADN génomique

Les contréles positifs doivent étre
détectables, posséder une expression stable
et tomber dans la gammes de détection du
scanner

Utilisation de l'intensité globale sur toute la
membrane, mesurée pour tous les spots

La mesure de l'intensité globale doit
s’effectuer sur un nombre suffisant de spots
et doit utiliser des valeurs homogénes

Avantage : peu de genes sont nécessaires

Inconvénient : ces génes subissent trop de
fluctuations non contrélées dans les
systemes biologiques

Avantage : mesure efficace sur un grand
nombre de spots

Inconvénient : il est nécessaire que la
majorité des génes analysés n’ait pas une
expression modifiée
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Médiane ou moyenne des log de ratios pour un gene particulier ou un ensemble de
genes (génes de ménage)
Normalisation en utilisant les intensités totales

0
-
o

8
A

MA plot avec médianes =0



SERVICE DE GENOMIQUE DU DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Plate-forme transcriptome

\%\

Utilisation d’'une méthode de régression qui utilise la fonction lowess de Cleveland (1979) :

cally

ighted Scatterplot Smoothing

D oo

Normalisation sur les intensités globales

D o

Normalisation dépendant des intensités
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Residuals

I ©.00 B 0.25 B 0.50 B o0.75
s 1.25 1.50 1.75 B 2.00

Effet de bloc ou de pointe de dépdt

BN 1.00
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Chaque distribution des ratios (M) d’'un bloc est représentée par une boite

On peut visualiser directement la forme globale de la distribution (moyenne, écart-type) et
comparer facilement et rapidement les log,(ratios)
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En plus des variations dépendantes de
I'intensité, un biais spatial peut aussi étre une
source importante d’erreur systématique.

Peu de méthodes de normalisation corrigent
les effets spatiaux qui produisent des artéfacts
d’hybridation comme les pointes de spotting
ou les différentes plaques lors de la production
des lames.

Il est possible de corriger en méme temps
les biais d0 a l'intensité et aux différentes
pointes utilisées en effectuant une régression
par Lowess sur les données a l'intérieur de
chaque groupe de pointes soit :

log, R/G => log, R/G - =log, R/( G)

ou est le coefficient de régression
Lowess sur le MA plot pour la grille i.

Avant normalisation

Boxplet of print-tip groups before normaltzation {excluding flltered spots) MA-plot before normalization (excluding filtered spots)

pEEOoo 2
55

Doomes
s2gen

4 enrwr-a

L
1 8 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 20 2 4 3 3 10 12 14

Block number A

Aprés normalisation

Boxplot of print-tip groups after normalkzation (excluding flltered spots) MA-plot after normalisation with lowess curves (excluding filtered spots)
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Lowess par groupes de pointes

[ T
12 14

Lame de verre
Lames de verre avec ADNc
4x4 blocs = 16 groupes de pointes
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Méthode trés simple

Alignement sur une horizontale

Marche bien sur les nuages déformés

Correction a la fois des intensités en Cy5
et Cy3

Corrige les nuages déformés

Prend en compte les effets locaux

Asymétrie entre Cy5 et Cy3

Peu efficace sur les nuages déformés

Requiert I'utilisation de logiciels
statistiques

Nécessite de faire attention aux
parameétres de la régression

Risque de sur-correction du signal

Il est nécessaire d’avoir assez de spots
par bloc pour que la normalisation marche



SERVICE DE GENOMIQUE DU DEPARTEMENT DE BIOLOGIE
Plate-forme transcriptome

g

Utiliser la méthode Loess global implique qu’a I'échelle de 'abondance des ARNm :
- seule une minorité des génes est différentiellement exprimée
- il y a un nombre égal de génes différentiellement exprimés induits ou réprimés

Pour les méthodes spécifiques par bloc, il est nécessaire que les conditions précédentes
soient respectées pour chaque bloc. D’un point de vue statistique, le nombre de spots
concerné par la méthode ne doit pas étre trop petit.

Utiliser un sous-ensemble de genes spécifiques pour la normalisation (control, génes de
ménage) implique des hypothéses similaires.

Utilisation d’'une méthode de normalisation adaptée aux données utilisées.

Il est important de ne pas écraser les variation et de ne pas créer de faux positifs.
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D’effectuer la transformation en log2 ratios (MA plot)
D’utiliser la normalisation Loess globale pour corriger le biais de fluorochrome
D’utiliser une normalisation par pointe (médiane) pour prendre en compte les biais spatiaux.

De garder a I'esprit que la normalisation change les données brutes : il est donc nécessaire
d’adapter la méthode de normalisation aux données.

De garantir les mémes conditions techniques pour toutes les lames qui seront utilisées dans
VoS expéeriences (méme manipulateur, méme scanner, méme lot de lames ...)

De ne pas hésiter a passer du temps sur les controles qualité (lames jaunes)

Les spots mauvais seront éliminés en faisant plusieurs réplicats

=> La chose la plus difficile c’est de corriger les biais techniques
sans rien changer au signal étudié



Analyse bioinformatique des puces a ADN

La normalisation entre lames
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Comparaison entre deux expériences :

Chaque condition est hybridée sur une seule
membrane/lame.

L'utilisation des intensités globales permet la
normalisation de toutes les valeurs et donc la
comparaison des deux expériences

Comparaison entre plusieurs expériences :

Toutes les expériences doivent étre
comparées a une condition contréle.

Il est nécessaire d’utiliser une intensité cible,
fixée arbitrairement ou obtenue de facon
absolue (génes de ménage).

Intensity

Intensity

.—JW\,.—-/M Experimental
NF
oY An _~_A_ Baseline

Normalization

~ N T AT A - EXp. 1

D AN ———-
A )\ Target Intensity

' SF3
! Exp. 3
\SF2
Ao~ A /A EXp. 2

Scaling



SERVICE DE GENOMIQUE DU DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Plate-forme transcriptome

v

o -] 38
: : : : '
S R N R |
E E 2 —r . 2 | o _!_ g
4 ] 4] 4 ]
slide 1 slide2  slide3 slide 1 slide2  slide 3 slide 1 slide2  slide 3

Box plot des distributions des log,(ratios) pour 3 hybridations identiques (réplicats) :
Gauche : sans aucune normalisation
Centre : aprés une normalisation Loess par bloc (centrage)

Droite : apres une normalisation entre lames (réduction)



Analyse bioinformatique des puces a ADN

La gestion des donnees
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Publication Base de données
Web publiques

Intranet

Images obtenues

avec le scanner Données

publiées

Données
normalisées

Images

Données Données
Données brutes normalisées

brutes
Analyse d’images Normalisation Interface Web

BIOLOGY DEPARTMENT GENOMIC SERVICE

0
- MA-plot before normalization {excluding filtered spots)

Display a Slides Batch
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Les dépbts de données publics

Construits sur un schéma le plus flexible
possible pour assurer le stockage de données
hétérogenes comme les données provenant
de différents organismes ou obtenues avec
différents processus d’analyse

Les bases de données institutionnelles
Construites afin d’aider un groupe
d’utilisateurs sur une plate-forme technique
dédiée ou pour répondre a un projet
spéecifique

Les bases de données locales

Construites et installées pour un petit nombre
d’utilisateurs et pour répondre a des
questions trés spécifiques et précises

c

(€S J—— :

OME | SE

Handout | NAR 2005 Paper | NAR 2002 Paper | FAQ | MIAME | Email GEO

NCBI >~ GEO

QUERY,

BROWSE!

SUBMLTE

Get GEO accession

Gene Expression Omnibus: a gene expression/molecular abundance
repository supporting MIAME compliant data submissions, and a curated,
online resource for gene expression data browsing, query and retrieval.

| Scope: [ Self

¢ | Format: [HTML % | Amount: =
Depositors only  User : [:] Password : [:] Recover a password

Not logged in | Login

GPL Platforms 2151
GSM Samples 76479
GSE Series 3361
Total 81991

Documentation

Overview | FAQ
Web deposit guide
Batch deposit guide
Linking & citing
Journal citations
DataSet clusters
GEO announce list
Data disclaimer
GEO staff

Query & Browse

Repository browser
Submitter contacts
SAGEmap

FTP site

GEO Profiles

GEO DataSets

Deposit & Update @

Direct deposit
Web deposit
New account

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Mise au point
du dessin expérimental

Hybridation

/ = MOREE Analyse Fouille de données

_ des données
Analyse d’'images
Traitement

des données

Représentation des données
- Clustering

Traitement des données brutes

- Normalisation
- Analyse statistique
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La conversion automatique par défaut des
dates introduit des erreurs. Par exemple, le
gene suppresseur de tumeurs DEC1 est

converti en « 1-DEC » (premier décembre).

iy Ll 11| mm

LocusLink Home

regulated 5

La conversion par défaut des nombres RPN 1ocusiD: 4735
. . Overview SubmN\GeneRIF ?
affeCte IeS IdentlflantS de CloneS de Ia forme Top of Page Lvoeclu:?l"ype: gene with protdp product, function known or
nnnnnnnEnn, Ol‘J n Indlque un Chlﬁ:re Par Nomenclature Product: neural precursor ceWexpressed, developmentally
exemple, le clone RIKEN « 2310009E13 » R Alternate AO1S8
. N . i i Symbols:
est converti en nombre a virgule flottante Relalonships - 2
. W4 M douse Homology viaps:
« 2.31E+13 ». Une recherche a identifié R::Seq e R Hs Mim
H L UCSC vs. MGD 1 cM Seprz Hs M
plus de 2000 Identlflants de Ce type Sur un GenBank UC'S; vs. Hudson et al. 1131934 ¢cR  AW208991 H: Mz
total de 60770 clones RIKEN. Links Map Informtion 5
. . i . L Link: :hromoso.me: 2 my
Ces conversions sont irréversible, le nom o Cytogenetic: 237 RefSeg
. L. R , Collaborators Markers: Chr. 2; D2S2576 D2S2576
de gene original ne peut plus étre retrouve. L Chr.2  GI9712 my
Chr. 2 A00ITW20 mv
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