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Johdanto

Työssä käytettiin kurssilla opittuja menetelmiä todellisen biologisen aineiston tutkimiseen.Käytimme itseorganisoituvaa karttaa hiivan geeniexpressiodatan analysoimiseen. Pyrimme selvittämään geenien käyttäytymiseen liittyviä samankaltaisuuksia erilaisissa koetilanteissa. Tutkimiseen käytimme expressiodatana  lämpövaihteluun (Heat, Cold) liittyvää expressiodataa. Työryhmällämme ei ole biologista taustaa, joten olemme enemmänkin keskittyneet laskennallisten menetelmien soveltamiseen ja maallikkojärjellä tehtävään päättelyyn biologisista vastaavuuksista. 

Geeniexpressiodatan tutkimisen päämääränä on löytää koejärjestelyssä tapahtuneeseen muutokseen eri tavoin reagoineet geenit. Pyritään siis löytämään datassa ilmenevät luonnolliset geeniklusterit tai niissä esiintyvät hahmot (patterns). 

Klusteroinnin suorittamiseen on useita erilaisia tekniikoita, perinteisesti on käytetty mm. hierarkkista klusterointia tai datan suoraa visuaalista tarkastelua. Itseorganisoituvat kartat ovat akatemianprofessori Teuvo Kohosen kehittämä menetelmä. Itseorganisoituvan kartan käyttämisessä on nähtävissä selviä etuja varsinkin käsiteltäessä suuria datajoukkoja. Myös SOM:n visualisointimahdollisuudet ovat kiinnostavia. 

Laskenta suoritettiin käyttämällä Matlab-ohjelmaa (versio 5.2) ja informaatiotekniikan laboratorion kehittämää SOMToolbox-laajennusta (versio 2).

Koejärjestelyt


Koejärjestelyissä esitetyt vaiheet pätivät kaikille tutkittaville koetilanteille. Tuloksissa tapahtuu erittely koetilanteille. Kokeissa pyrimme keskittymään expressiokäyrien muotoihin ja niissä esiintyviin hahmoihin sen sijaan että olisimme keskittäneet huomiota absoluuttisiin lukuarvoihin. Tämä näkyy kuvissa erilaisina y-akselien skaaloina.


Datatiedostojen käsittely on tehty suureksi osaksi käsin, johtuen siitä, että geenien nimien lukeminen matlabiin aiheutti ylitsepääsemättömiä ongelmia.

Esikäsittely 


Käytimme expressiodatana kurssin kotisivuilta löytyvää hiivan expressiodataa, joka oli ilmeisesti VisualGene-ohjelmalle tarkoitetussa muodossa. Haimme tästä tutkittavan informaation ja siirsimme sen käsin Matlabiin. 


Aluksi poistimme näytejoukosta geenit joiden expressio ei muuttunut merkittävästi eri kokeiden aikana. Laskimme siis koetilanteiden suhteen varianssin ja poistimme pienivarianssiset geenit. Normalisoimme jäljelle jääneiden geenien expressiodatan varianssin suhteen. Normalisointiin käytimme SOMToolboxin funktiota som_normalize.

SOMmittelu;)

Käytimme kartan luomiseen som_make-funktiota jonka parametreina käytimme oletusarvoja luukuunottamatta kartan kokoa, jonka määrittelimme yritys ja erehdys –menetelmällä eri kokeille. Aloitimme itse hahmottamaan sopivaa kartan kokoa testaamalla suuremmilla kartan arvoilla ja tiputtamalla kokoa arvioitujen ”hahmojen” määrän mukaiseksi.

Visualisointi ja klusterointi



Visualisointiin etsimme kaikista itseorganisoituvan kartan –alkioihin kuvautuvien geenien profiilit. Profiili luotiin laskemalla alkioon liittyvien geenien expressiodatan keskiarvo –expressio. Tästä luotiin ”kartta”-kuva, jossa jokaisesta alkiosta näytettiin tämä keskiarvo expressio. Tämän lisäksi teimme visualisoinnin, jossa näytettiin kartalla kaikki kartan alkioihin liittyvät geenit piirrettynä samaan kuvaan.


Klusterointiin käytimme SOMToolboxin kmeans-funktiota, joka käyttää klusterointiin k-means algoritmia. Klustereiden määrään käytimme taas yritys ja erehdys –menetelmää lähtien 14:sta klusterista ja katsoen siitä sitten sopivasti pienempiä klusterimääriä.

Tulokset

Heat


Opetimme heat-datalla 5x5 SOM:n, jonka totesimme olevan sopivan kokoinen erottelemaan melko hyvin erilaisia ekspressioprofiileita. Profiilit esitettynä kuvassa 1.
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Kuva 1 5x5 SOM (heat) kartan alkioiden profiilit


Kuvasta huomaa, että kartta on onnistunut ryhmittelemään ekspressioprofiilit selkeisiin ryhmiin käyrän muodon mukaan. Huomaa, että eri kuvissa on erilainen skaala pystyakselilla, eli paino on käyrän muodolla, ei absoluuttisilla lukuarvoilla.


Kuvassa 2 on tulostettuna kaikkien tiettyyn kartta-alkioon kuvautuvien geenien ekspressio. Tässä kuvassa huomattavaa on se, että joissain alkioissa varianssi on huomattavasti muita suurempaa.

[image: image2.wmf]0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-50

0

50

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-5

0

5

0

5

10

-2

0

2

0

5

10

-20

0

20

0

5

10

-10

0

10


Kuva 2 5x5 SOM (heat) kaikkien geenien expressiot SOM-alkoittain


Seuraavaksi jaettiin data pienempään määrään klustereita. Klustereiden määräksi valittiin 12. Huomataan, että tässäkin erilaiset profiilit jakautuvat melko hyvin, tosin selkeys on ehkä hieman aikaisempia esityksiä huonompi. Tässä siis tulostus ei ole kartta, kuvat eivät ole missään erityisessä järjestyksessä. Piirretyt käyrät ovat ko. klusterin keskiarvoprofiileja.
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Kuva 3 Expressiodatasta (heat)  löydetyt klusterit
Cold


Tehtiin samat analyysit kuin Heat-datalle. Käytimme myös samankokoista karttaa (5x5). Koska nyt datassa on ulottuvuuksia vain 4, kartan erottelu on hieman huonompaa, ts. kartta olisi voinut ehkä olla pienempikin. 
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Kuva 4 5x5 SOM (cold) kartan alkioiden profiilit
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Kuva 5 5x5 SOM (cold) kaikkien geenien expressiot SOM-alkoittain
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Kuva 6 Expressiodatasta (cold)  löydetyt klusterit

Testasimme geeniekspression samankaltaisuutta näissä kahdessa koejärjestelyssä muutamalla tavalla. Ensiksi vertasimme löytyykö pienen varianssin takia poistettujen geenien joukosta samoja geenejä. Löydettiin 16 geeniä, jotka eivät muuttuneet merkittävästi kummassakaan kokeessa. Nämä geenit liitteessä 1.


Toiseksi otimme heat- ja cold-kartoista samankaltaiset käyrät, joihin kuvautuneita geenejä vertailimme. Valitsimme sellaiset käyrät jotka: a) laskivat nopeasti. b) nousevat lopussa nopeasti. Näistä löytyi myös jonkinverran yhteisiä geenejä, ts. geenejä joiden ekspressio muuttuu samankaltaisesti sekä lämmitys että viilennyskokeessa. Nämä geenit liitteessä 2 (nouseja käyrä) ja 3 (laskeva käyrä).


Lisäksi etsimme geeneistä sellaiset, joiden nimessä esiintyi sana ’heat shock’, nämähän ilmeisestikin liittyvät jotenkin ko. ilmiöön. Huomattiin, että nämä geenit kuvautuvat heat-kartalla yhtä lukuunottamatta samaan kartta-alkioon, joten ainakin kartta on löytänyt näiden geenien yhteyden. Testasimme myös näiden geenien kuvautumista cold-kartalla, jossa ne kaikki kuvautuivat kahteen vierekkäiseen kartta-alkioon, joten ilmeisesti niillä on tässäkin suhteessa jotain yhteistä.

Päätelmät


Itseorganisoituva kartta on varsin mielenkiintoinen väline monenlaisen datan analysoimiseen. Tässä sitä on siis pyritty käyttämään geeniekspressiodatan analysoimiseen. 


Esitetyt kartat löytävät datasta selkeitä rakenteita, kartan alkioista piirretyt ekspressioprofiilit kuvaavat tätä selkeästi. Näistä olisi varmasti alan asiantuntija saanut muutakin irti. Tässä tulee esille tekijöiden biologisen tiedon puute – Tehdyt testit ovat varmasti todella keinotekoisia.

Liitteet

Liite 1 – Geenit, jotka eivät merkittävästi muutu kummassakaan kokeessa (heat, cold)

YKT6   SECRETION                ER-TO_GOLGI V-SNARE                                                                                                                                                                                                        TRP3   TRYPTOPHAN BIOSYNTHESIS  ANTHRANILATE SYNTHASE COMPONENT II AND INDOLE-3-

                                PHOSPHATE SYNTHASE                                                                                                                                                         ALG2   PROTEIN GLYCOSYLATION    GLYCOSYLTRANSFERASE                                                                                                                                                                                                        DAL82  TRANSCRIPTION            ACTIVATOR OF ALLANTOIN CATABOLIC GENES                                                                                                                                                                                     TRP1   TRYPTOPHAN BIOSYNTHESIS  PHOSPHORIBOSYLANTHRANILATE ISOMERASE                                                                                                                                                                                       GEF1   TRANSPORT                CLC CHLORIDE CHANNEL, IRON TRANSPORTER                                                                                                                                                                                     SEC21  SECRETION                VESICLE COAT COMPONENT                                                                                                                                                                                                     TIM17  MITOCHONDRIAL PROTEIN TA INNER MEMBRANE TRANSLOCASE COMPONENT                                                                                                                                                                                       SRB4   TRANSCRIPTION            RNA POLYMERASE II MEDIATOR SUBUNIT                                                                                                                                                                                         LCB2   SPHINGOLIPID BIOSYNTHESI SERINE C-PALMITOYLTRANSFERASE SUBUNIT                                                                                                                                                                                      SRP1   NUCLEAR PROTEIN TARGETIN ALPHA-KARYOPHERIN                                                                                                                                                                                                          RFC1   DNA REPLICATION          DNA REPLICATION FACTOR C 95 KD SUBUNIT                                                                                                                                                                                     REV1   DNA REPAIR               DEOXYCYTIDYL TRANSFERASE                                                                                                                                                                                                   SRP72  SECRETION                SIGNAL RECOGNITION PARTICLE SUBUNIT                                                                                                                                                                                        SAC1   SECRETION                ER/GOLGI ATP/ADP EXCHANGER                                                                                                                                                                                                 GLO3   CELL PROLIFERATION       UNKNOWN                                                                                                                                                                                                                  

Liite 2 – Geenit, jotka reagoivat nopeasti molemmissa kokeissa

ENO2   GLYCOLYSIS               ENOLASE II                                                                                                                                                                                                                 

PDC1   GLYCOLYSIS               PYRUVATE DECARBOXYLASE                                                                                                                                                                                                     

RPL4A  PROTEIN SYNTHESIS        RIBOSOMAL PROTEIN L4A                                                                                                                                                                                                      

CUP5   ATP SYNTHESIS            VACUOLAR ATP SYNTHASE SUBUNIT                                                                                                                                                                                            

Liite 3 – Geenit, jotka reagoivat hitaasti molemmissa kokeissa

PRP40  MRNA SPLICING            U1 SNRNP PROTEIN                                                                                                                                                                                                           

GPM1   GLYCOLYSIS               PHOSPHOGLYCERATE MUTASE                                                                                                                                                                                                    

PDC6   GLYCOLYSIS               PYRUVATE DECARBOXYLASE 3                                                                                                                                                                                                   

GRR1   GLUCOSE REPRESSION       CYCLIN F BOX PROTEIN                                                                                                                                                                                                       

SMD2   MRNA SPLICING            U1 SNRNP PROTEIN                                                                                                                                                                                                           

RPC53  TRANSCRIPTION            RNA POLYMERASE III 47 KD SUBUNIT                                                                                                                                                                                           

CPR7   PROTEIN FOLDING          PEPTIDYL-PROLYL CIS/TRANS ISOMERASE                                                                                                                                                                                        

MID1   TRANSPORT                CA(2+) CHANNEL COMPONENT                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

HSH49  MRNA SPLICING            U2 SNRNP PROTEIN; HUMAN SAP145 HOMOLOG                                                                                                                                                                                     

