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Données de biopuce

Une structuration naturelle en sous-tableaux

Perspectives

Puces | Expressions géniques

Facteurs de variations

Y

oOgh W=

X

e Expressions géniques : quantitatives (nombreuses)

e Facteurs de variations : contr6lés (régime, génotype,
temps, ...) ou nuisances (fluorochromes, marquage, ...)
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Technologie bi-couleur

Puces | Expressions géniques

Facteurs de variations

Informations externes

Y

o h W=

X
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e Expressions géniques : quantitatives (nombreuses)

: contrblés (régime, génotype,
temps, ...) ou nuisances (fluorochromes, marquage, ...)
e Informations externes : issues d’analyses paralléles
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Planification expérimentale
Organiser les données de telle sorte que :

e linterprétation ne soit pas entachée de confusion
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Planification expérimentale
Organiser les données de telle sorte que :

e l'interprétation ne soit pas entachée de confusion
e les résultats soient aussi précis que possible
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Planification expérimentale
Organiser les données de telle sorte que :

e l'interprétation ne soit pas entachée de confusion
e les résultats soient aussi précis que possible

Expertise préalable :

e Contraintes expérimentales (codt, technologie, ...)
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Planification expérimentale
Organiser les données de telle sorte que :

e l'interprétation ne soit pas entachée de confusion
e les résultats soient aussi précis que possible

Expertise préalable :

e Contraintes expérimentales (codt, technologie, ...)
e But de I'étude ?

e Comparer des traitements, des génotypes, ...
e Mesurer I'évolution des niveaux d’expression dans le temps
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Analyse différentielle
¢ Technologie mono-couleur

Sur chaque spot, I'expression d’'un géne dans une
condition.

Perspectives
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Analyse différentielle

¢ Technologie mono-couleur

Sur chaque spot, I'expression d’'un géne dans une
condition.

Perspectives

e Un seul facteur controlé, a 2 modalités (génotype
gras/maigre)
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Analyse differentielle

¢ Technologie mono-couleur
Sur chaque spot, I'expression d’'un géne dans une

condition.
e Un seul facteur controlé, a 2 modalités (génotype
gras/maigre)

Génes Facteur

4
Y, =Gras|

H

Tz =Maig
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Comparaison de moyennes
Statistique de Student
T = Y11_Y21, S : Ecart-type intra-groupe
S\/ata

Variabilité intra-groupe
e Si une puce = un patient (ou un animal) alors

S = variabilité biologique
e Si une puce = un échantillon sur un patient donné, ... alors

S = variabilité technique
Idéalement ...o = E(S) petit



Préambule Technologie mono-couleur Technologie bi-couleur
ooe

Perspectives
00
00 00
(o] oo

Homogénéité des variances
Exemple : données «poulets»
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Homogeénéité des variances
Exemple : données «poulets»

e Technologie : dépbt (mono-couleur)

Perspectives
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Homogeénéité des variances
Exemple : données «poulets»

e Technologie : dépbt (mono-couleur)
e Nombre de genes : 314

Perspectives
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Technologie bi-couleur

Homogénéité des variances
Exemple : données «poulets»

e Technologie : dépbt (mono-couleur)
e Nombre de genes : 314
e Nombres de puces : 27

e 13 gras
e 14 maigres

Perspectives
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Homogénéité des variances

Exemple : données «poulets»

e Technologie : dépbt (mono-couleur)
e Nombre de genes : 314
e Nombres de puces : 27

.
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Homogénéité des variances

Exemple : données «poulets»

e Technologie : dépbt (mono-couleur)
e Nombre de genes : 314

° NombreS de pUCGS . 27 Apreés transformation logarithmique
e 13 gras 2
e 14 maigres o o *

Stabilisation de la variance £

par passage au log, "

Différence d’expressions moyennes
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Variabilité indésirable entre puces

Y,.(, ). expression du géne k sur la réme puce du groupe /:

Perspectives

Yi(rk) — M(k)+a() (k) Var( (k)) 2

Eir Tk

ok = Variabilité intra-groupe
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Variabilité indésirable entre puces

Y,.(,k) : expression du géne k sur la réme puce du groupe /:

k K k k
Yi(r) _ M()+a() fr)’ Var(e ()) o2
ok = Variabilité intra-groupe

Génotype gras

000 005 010 015 020
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Variabilité indésirable entre puces

Y,.(,k) : expression du géne k sur la réme puce du groupe /:

Y/'(rk) _ M(k) —|—04,(- ) ( ) Var(e (k)) UI%

II"

ok = Variabilité intra-groupe
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Variabilité indésirable entre puces

Y,.(,k) : expression du géne k sur la réme puce du groupe /:

Yi(rk) — a0y a() %) Var(e (k)) o2

II"

ok = Variabilité intra-groupe

Génotype gras
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Variabilité indésirable entre puces

Y,.(,k) : expression du géne k sur la réme puce du groupe /:

Y,-(,k) = k4 oz,(-k) + /J’,(rk) + &tk Var(g(.k)) =02
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ok = Variabilité intra-groupe

Génotype gras
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Variabilité indésirable entre puces
Y,.(,k) : expression du géne k sur la réme puce du groupe /:

yiﬁk) — M(k)Jra( ) 4+ 8, + W var(e (k)) o2

ir

ok = Variabilité intra-groupe

Ajustement de I'effet puce (tous groupes confondus) A:
e Invariance de genes de contrdle
e Principe d’invariance moyenne entre puces



ajustées de I'effet puce

Expressions
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Variabilité indésirable entre puces
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Expressions ajustées de I'effet puce

Technologie mono-couleur

[ Je]

Variabilité indésirable entre puces

Effet de la normalisation sur la variabilité résiduelle
+++i¢+i# +++i++i+++ii +++

e $ ++ £
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Ecart-types intra-groupes aprés normalisation

Ecart-types intra-groupes avant normalisation
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Variabilité indésirable non-homogene
Normalisation

Mémes corrections pour tous les génes
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Variabilité indésirable non-homogene
Normalisation

Mémes corrections pour tous les génes

Contréle de la qualité des données

e Flags : spots retirés des données

e Recalcul ponctuel des valeurs d’expression

Perspectives
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Variabilité indésirable non-homogene

Génotype Régime
A a
A B
B a
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Variabilité indésirable non-homogene

Génotype Régime Opérateur
A a &
A B v
B o v
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Variabilité indésirable non-homogene

Génotype Régime Opérateur

A (x L)

A [+1] p [1] v

B (x v

B |1 p [1] *
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Variabilité indésirable non-homogene

Génotype Régime Opérateur

A (x -!-

A [+1] p [1] v [1]
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Technologie bi-couleur : une puce = un couple de mesures
d’expression par géne

Couple =1 couleur (vert ou rouge) par condition

Perspectives
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Principe
Données « zebrafish » : 8448 génes
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Principe

Technologie bi-couleur : une puce = un couple de mesures
d’expression par géne

Couple =1 couleur (vert ou rouge) par condition

Si conditions i et j sur la réme puce

WO = 0ol g g )
o k)

k k k
R ,u()+a/(- )—1—55)4-6](-

r
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Principe

Technologie bi-couleur : une puce = un couple de mesures
d’expression par géne

Couple =1 couleur (vert ou rouge) par condition

Si conditions i et j sur la réme puce

k k k k
\/l(r) _ (k) O[( ) ﬁ( ) Er)7
k k k
er) = ( )+a —1—6 j(r),

Pas d’effet puce sur le log-ratio des expressions

MO~y s

r
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Effet fluorochrome

Expressions sur la réme puce (conditions 7 et /)

k k k
MO = g0

Ty Bruit

Perspectives
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Effet fluorochrome

Expressions sur la réme puce (conditions 7 et /)

Mlg,’;) — a,(.k) _ a](.") + Bruit

Hypothése d’invariance moyenne : pour presque tous les k,
a(.k) - a(-k) =0
i j
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Effet fluorochrome

5000

— Moyenne= -0.48
Ecart-type= 0.55

2000 3000 4000
I I I

1000
I

Log-ratios

Perspectives
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Effet fluorochrome

Expressions sur la réme puce (conditions 7 et /)

Perspectives

Yi(k) _ 'u(k)_i_a’(l()_l_ﬂ;k) (k) (k)

r Yrouge T €jr
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Effet fluorochrome

Expressions sur la réme puce (conditions 7 et /)

r
y ()

Exemple : 2 puces, 2 génotypes

Puce Geénotype Couleur

1 G Rouge
1 M Vert
2 G Vert
2 M

Rouge

W = ol g0 ¢

k k k
W= a4 4

k
r(ogge + 5,(r )7
k k
9

o
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Effet fluorochrome

Expressions sur la réme puce (conditions 7 et /)

Perspectives

Yi(k) _ ,u(k)-l-oz,(k)-l-ﬁﬁk) (k) (k)

r Yrouge T €jr
k k k
v = 0 a0 4 G0 409, 1 9
Exemple : 2 puces, 2 génotypes
Puce Geénotype Couleur
1 G Rouge
1 M Vert Plan « dye swap »
2 G Vert
2 M

Rouge
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Effet fluorochrome

Expressions sur la réme puce (conditions 7 et /)

Yi(k) _ M(k)+al(k)+ﬁ§k) (k) (k)

r Yrouge T €jr
k
R AR

Exemple : 2 puces, 2 génotypes

Puce Geénotype Couleur

1 G Rouge  M;;y = Condition + Fluorochrome
1 M Vert M2 = Condition — Fluorochrome
2 G Vert M;;1 + M;;» = Effet condition
2 M

Rouge
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Interaction géne x fluorochrome
Expressions d’'un géne sur une puce

Perspectives

QRO NG +,8‘k) ) e,
VIO =l a0 500 410 40,
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Interaction géne x fluorochrome
Expressions d’'un géne sur une puce

Perspectives

Yi(rk) _ (k) + a(k) + ﬁ(k) r(c,ﬂge + 5/(:()’
Yj(rk) = 4k 4 a ) 4 ﬁ +’Yver)t + 6/(r)’

k k k
M = Vi v

- [a/(k) - aj(.k)] + [fyr(ojge 75e2t] + Bruit

A =y vl = 2,0 4 281 4+ Bruit

1r
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Interaction géne x fluorochrome
Expressions d’'un géne sur une puce

Perspectives

Yi(rk) _ (k) + a(k) + ﬁ(k) r(cl)(gge + 5/(:()’
Yj(rk) = 4k 4 a ) 4 5 +’Yver)t + 6/(r)’

k k k
M = Vi v

- [a/(k) - aj(.k)] + [fyr(ojge 7\(/er)t] + Bruit

A =y vl = 2,0 4 281 4+ Bruit

1r

Hypothése : pour la plupart des génes, effet condition = 0
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Interaction géne x fluorochrome

Graphe MA - Données zebrafish - Puce 1
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Interaction géne x fluorochrome

Graphe MA - Données zebrafish - Puce 1

-2




Préambule Technologie mono-couleur Technologie bi-couleur
000 [e]e)

[e]e) [ o)

(o] oo

Interaction géne x fluorochrome
Expressions d’'un géne sur une puce

Perspectives

Yi(rk) _ (k) + a(k) + ﬁ(k) r(c,ﬂge + 5/(:()’
Yj(rk) = 4k 4 a ) 4 ﬁ +’Yver)t + 6/(r)’

Effet fluorochrome = f(potentiel géne)
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome

Graphe MA - Bloc daiguilles 1

Taille de la fenétre : 5 %
(environ 25 points)
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome

-1

-2

Graphe MA - Bloc d’aiguilles 1

_|Attention:

Gene x Couleur x Puce = Geéne x Condition
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome

Graphe MA - Bloc daiguilles 1

Taille de la fenétre : 90 %
(environ 475 points)
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome

Graphe MA - Bloc daiguilles 1

Taille de la fenétre : 60 %
(environ 300 points)
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome

101234

-3

Row

101234

-3
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome
Normalisation des données:
K K k
Y,(r = Y,(r - ’Yr(ou)ge r
Modéle:

Données:

Genes

Puce | Facteur

OOoOO-
OoOoognmn
O0O000w
oOooagas
[ SJN R

- O > W

og
oo
O
og
Iny ]
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Correction de l'interaction géne x fluorochrome

Tip Column

6 8 10 12 14 6 8 10 12 1
P —— P L

M
Tin Row

T —
6 8 10 12 14 6 8 10 12 1
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Correction de l'interaction gene x fluorochrome

g
Moyenne= 0.05 g | Moyenne=0
Ecart-type= 0.47 s Ecart-type= 0.28
2 §4
g o
g
a2 a1 o 1 2 a3 a2 a4 0 1 oz 3
Log-ratios Log-ratios
s Moyenne= 0.04 s | Moyenne= -0.01
s Ecart-type= 0.43 s Ecart-type= 0.35
2 &4 g &
g 3
g 8
s s
&7 &7

Log-ratios Log-ratios
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Plan « en étoile »

Lorsqu’une condition de référence s'impose . ..

Perspectives
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Plan « en étoile »

Lorsqu’une condition de référence s'impose . ..

C, G C, G, C, G c, C,
Puce 1 Puce 2 Puce 3 Puce 4
Données:
Geénes

1 2 3 m | Puce | Facteur

O O O [ 1 Cy

o 0O O O 1 Co O=Y

o o O O 2 Co

o 0o 0O O 2 Co

oo
O
oo
IS
o
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Plan « en étoile »

Lorsqu’une condition de référence s'impose . ..

C, G C, G, C, G c, C,
Puce 1 Puce 2 Puce 3 Puce 4
Données:
Génes

1 2 3 m | Puce | Facteur

O O O O 1 C4

o o O O 2 Co O=M=Y-Y,

o 0o O O 3 Cs

O O O O 4 Cy
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Plan « en étoile »

Lorsqu’une condition de référence s'impose . ..

C, G C, G, C, G c, C,
Puce 1 Puce 2 Puce 3 Puce 4
Données:
Génes

1 2 3 m | Puce | Facteur

O O O O 1 C4

O 0O 0O O 2 Cs O=M=Y-Y,

o 0o O O 3 Cs

O 0O 0O O 4 Cy

Estimateur Variance
2

M; 2%2

M,’o + Moj 4%
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Plan « en boucle »

Lorsqu’une notion d’ordre existe entre les conditions . ..

c; G c; G (

Puce 1 Puce 2 Puce 3

Perspectives
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Technologie bi-couleur Perspectives
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oe

Plan « en boucle »

Lorsqu’une notion d’ordre existe entre les conditions . ..

C1 C2 C2 C. Ca C4 C4 C1
Puce 1 Puce 2 Puce 3 Puce 4
Données:
Geénes

1 2 3 m | Puce | Facteur
O O O [ 1 Cy
o 0o 0O O 1 Co O=Y
o o 0O O 2 Co
o 0o O O 2 Cs
O oo o| 4 Ca
o o O O 4 Cy
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Plan « en boucle »

Lorsqu’une notion d’ordre existe entre les conditions . ..

c; G c; G (

Puce 1 Puce 2 Puce 3

Estimateur Variance
M » 2o
M273 + M 2 4%‘.2
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Plan « en boucle »

Lorsqu’une notion d’ordre existe entre les conditions . ..

c; G c; G cy: g

Puce 1 Puce 2 Puce 3

Estimateur Variance
Mi 2 2%
M273 + M, 2 4%2

Estimateur Variance

2
SMio+ § [Mya+ Myg+ M, Jo%

S IMio+ Mog] + 5 [My 4+ Mys) 4%?

N —
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Plan du cours
@ Préambule

@® Technologie mono-couleur
Analyse différentielle
Biais techniques
Planification expérimentale

@® Technologie bi-couleur
Effet fluorochrome
Interaction géne x fluorochrome
Plans classiques

O Perspectives
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Une premiére réflexion a permis

¢ la réduction de o par lidentification d’une variabilité «
technologique »

 'organisation optimale des données
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Perspectives

Une premiére réflexion a permis

¢ la réduction de o par lidentification d’une variabilité «
technologique »

 'organisation optimale des données

Tout est en place pour
e I'analyse des effets

e lidentification des genes s’exprimant différemment d’une
condition a une autre
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