4. HODNOCEN( RELATIVNI EXPRESE JABLECNEHO IZOALERGENU Mal d 1.01
Cil ulohy

Mezi nejvyznamnéjsi jableéné izoalergeny patfi protein kddovany genem Mal d 1.01, k jehoZ expresi dochazi zejména ve slupce plodll. Mira exprese se zvysuje
s vzrlstajicim méknutim plodd, otlaceni duzniny nebo napadenim plodd patogeny. Cilem ulohy je stanovit relativni expresi tohoto izoalergenu na zakladé
hodnoty ratia AACt u dvou skupin vzorkd odridy Jonagold z obchodnich Fetézcl. Jedna se o vzorky s pevnymi neotlacenymi plody a o vzorky s extrémné
otlatenymi plody s mékkou duZninou. Jako referenéni odriida byla pouzita odréida Jonagold z VSUO Holovousy s.r.o. analyzovand okamzité po sklizni.
Analyzovana cDNA byla ziskana z mRNA extrahované ze slupky plodll. Pro amplifikaci byl pouzZit publikovany primerovy par a vlastni analyzy gRT-PCR vychazela
z poutziti barviva EvaGreen. Jako referencni gen byl pouzit gen kddujici aktin. Cilem dlohy je vyhodnotit hruba vysledkova data gRT-PCR - hodnoty Ct u
sledovaného izoalergenu a aktinu. Hodnota ratia AACt uddvé relativni miru exprese (%) a je definovdna jako 222%. VétSina komerénich programd
vyhodnocujicich relativni expresi gend mnohdy prezentuji pouze vyslednou hodnoty ratia bez mezivysledkl a priibéznych statistickych parametrd. Cilem této
tlohy neni jen porovnani exprese gent u dvou skupin vzork(, ale zejména vyhodnotit a popsat algoritmus vlastniho vypoctu. Proto byla pripravena vypoctova
tabulka, ze které studenti samostatné popisi, jak je hodnota ratia AACt kalkulovana.

Vstupni data

» Hodnoty Ct izoalergenu Mal d 1.01 a aktinu

Potiebné bioinformatické nastroje

> MS Excel a pfipravena vypoctova tabulka
> Dell Statistica v.13 (Dell Inc. 2015)



Navod na Feseni ulohy

1. V programu MS Excel oteviete soubor se vstupnimi daty, ve kterém jsou uvedeny hodnoty Ct pro referenéni odréidu Jonagold z VSUO Holovousy s.r.o.
a 20 hodnocenych vzorku plod( téZze odridy z obchodnich fetézcl s variabilni kvalitou ploda.
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1 | Vzorek | Technicky replikat ct Mal d 1.01 ct Aktin Kvalita plodu Refernéni odrida | Technicky replikat ct Mal d 1.01 ct Aktin Kvalita plodu

2 JG1 1 17,125 25,17 Neomackany plod s pevnou duzninou JG Holovousy 1 18,224 24,2 Neomatkany plod okamité po sklizni
3 JG1 2 17,203 25,159 Neomackany plod s pevnou duzni JG Holovousy 2 18,239 24,209 Neomatkany plod okamZité po sklizni
4 1G1 3 17,302 25,193 N ¢kany plod s pevnou duzni JG Holovousy 3 18,227 24,215 Neomackany plod okamzité po sklizni
5 JG2 1 17,201 25,061 Neomackany plod s pevnou duzninou

6 1G2 2 17,303 25,101 Neomackany plod s pevnou duzninou

7 G2 3 17,311 25,047 Neomackany pled s pevnou duZninou

8 1G3 1 17,658 25,683 Neomackany plod s pevnou duZni

9 JG3 2 17,599 25,402 Neomackany plod s pevnou duZninou
10 IG3 3 17,801 25,601 N Ekany plod s pevnou duznii
1 1G4 1 17,545 25,433 Neomackany plod s pevnou dui
12 1G4 2 17,608 25,405 Neomackany plod s pevnou dui
13 JGa 3 17,966 25426 Neomackany plod s pevnou duzninou
14 1G5 1 18,088 26,012 Neomackany plod s pevnou duzninou
15 IG5 2 18,125 26,102 N ckany plod s pevnou duznii
16 IG5 3 18,106 26,074 Neomackany plod s pevnou duzninou
17 1G6 1 16,952 24,621 Neomackany plod s pevnou duzninou
18 1G6 2 16,981 24512 Neomackany plod s pevnou duzninou
19 1G6 3 17,005 24,784 Neomackany plod s pevnou duzninou
20 IG7 1 18,254 26,108 Neomackany plod s pevnou duzninou
21 1G7 2 18,356 26,058 Neomackany plod s pevnou duZninou
22 1G7 3 18,501 26,291 Neomackany pled s pevnou duninou




2. Vprogramu MS Excel si oteviete soubor s prazdnou vypoctovou tabulkou. Soubor si uloZte jako kopii plvodniho souboru s ndzvem prvniho
analyzovaného vzorku (JG1). Oblast vyznacena Zlutou barvou predstavuje oblast, kde jsou naprogramovany jednotlivé kroky vypoctu ratia AACt. V této
oblasti nesmite bufiky mazat ani pFepisovat. Oranzovou barvou je vyznalena oblast s hlavnimi vysledky. Radek s vypoéitanou hodnotou ratia AACt je
vyznacen Cervené. Tyto buriky nesmite rovnéZ mazat ani prepisovat. Pro vkladani vysledk( slouzi buriky vyznacené zelenou a modrou barvou.

Prézdné vypoétova tabulka - Excel
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3. Do zelené vyznacenych bunék viozte hodnoty Ct pro referen¢ni odridy a do modfe vybarvenych poli vloZte Ct hodnoty analyzovaného vzorku. Pro
hodnoceni viech dvaceti vzor( byla pouZita shodna referenéni odriida. Proto jednotlivé soubory pro hodnoceni vzorkd 1-20 budou mit Ct hodnoty
referencni odridy shodné. Lisit se budou Ct hodnotami vkladanymi do modrych bunék. Vypoditanou priimérnou hodnotu ratia AACt (Cervené bunky)
si zkopirujte do nového souboru MS Excel a oznacte jej patficnym vzorkem. Tento vysledkovy soubor si uloZzte. Do néj budete vkladat vysledky analyz

zbyvajicich 20 vzork(l a data pouZijete pro dalsi statistickou analyzu.
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Vzorova vypottova tabulka pro vzorek JG1 - Excel

| -

Vel Pavel

% vyimout Calibri 11 A A ® ¥ Zalamovat text Obecny l‘ ) Normaini Neutralni Spravné Spatné I:I € X .; %Cu?m:“ke R ?T p
Kopirovat * - plnit -
v\c:m 5 K:;::]: it B U~ - O-A- ¥= 3= Esloutitazarovnat nastied - 05 - 9 oo | &8 ;00 ;:,”,;’:Q!i’,'f-,-;ggmi‘- Poznamka Text upozer. Vstup ‘ Vypocet . Vlu-zn Cds':umlfm:nai V;mzzal' fslﬁ:;:.: V:‘»EJ::-
Schrénka 3 Pismo Zan Gislo [ Buriky Upravy
G57 T fi
A C D E G H I J K L M N o
1 Refernéni odriida Ct Mald AVER Ct Mald SD Mald Vk% Mald AVER Ct ACtin SD Ct ACtin Vk% Ct ACtin diléi 1. delty AVER 1. delta 5D 1. delta VK% 1. delta Min 1.delta Max 1. delta
zl JG Holovousy 18,224 18,23 0,007937254 0,04353951 24,208 0,007549834 0,031187353 -5,976 -5,978 0,009486833 -0,158695767 -5,991 -5,961
3 18,239 5,985
4 18,227 5,991
5 Nt 5,961
6 -5,97
7 5,976
] 5,973
9 5,082
10 Ct Mald Ct ACtin 5,988
1 Testovany vzorek l 17,125 17,21 0,088707384 0,51544093 2517 25,174 0,017349352 0,068917739 8,045 -7,964 0,078278349 -0,98290243 -8,068 -7,857
12 IG1 I 17,203 25,159 8,034
13 \ 17,302 25,193 8,068
14 7,967
15 7,956
16 7,99
17 -7,868
18 -7,857
19 7,801
20
21
22 odrida Golden Delicous
23 Mald1.01
24 Ratio delta Ct - priamér 63,03266294
25 Ratio delta Ct - variagni koeficient (%) 0,656956611
26
27 Ratio delta delta Ct - primér 100
28 Ratio delta delta Ct - variaZni koeficient (%) ]
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4. Nyni se zaméite na Zluté vybarvené burky, ve kterych je zaznamendn algoritmus vypoctu ratia AACt. Algoritmus vyjadfuje matematické propojeni
jednotlivych mezivysledkd, které jsou ve Zluté oblasti rovnéz uvedené. Symbol SD je pouZit pro vypocet smérodatné odchylky vybérového souboru,
Vk pro variaéni koeficient. Zkratky Min a Max jsou pouZity pro oznaceni minimalnich a maximalnich hodnot jednotlivych mezivysledkd. Vlastni
algoritmus pracuje na principu jednoduchych matematickych operaci s vybranymi burikami nebo skupinami bunék, které jsou patrné z popisu obsahu
bunék. Nyni se pokuste matematicky popsat cely algoritmus vypoctu hodnoty ratia AACt. Na nasledujicim obrazku je demonstrovdna ¢ast vypoctové
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2| 0009486833 -0,158695767 5,991 5,961
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tabulky s konkrétnim obsahem vybrané bunky.
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Vk% Ratio Min Ratio MaxRatio dd1 dd2 dd3 dd4 dds ddé dd7 dda dd9
0656956611  62,29307995  63,60198997 0 -0,009 -0,015 0015 0,006 0 0,003 -0,006 -0,012
0,009 0 0006 0024 0015 0009 0012 0003 -0,003

0015 0,006 0 0,03 0021 0015 0018 0009 0,003
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0012 0003 -0003 0027 0018 0012 0015 0,006 0

5405118017  231,8422097  268,3551937  -2,060 -2,058 -2,092 -1,991  -198  -2,014 -1,802 -1,881 -1915
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-2,054 -2043 2077 -1976 -1965 -1,999 -1,877 -1,866 -19

-2,084 -2073 -2,107 -2,006 -1995 -2,029 -1907 -1,896 -1,93

-2,075 -2064 -2,098 -1997 -198  -202  -1,808 -1,887 -1,921
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2,072 -2061 -2,095 -1,894 -1983 -2,017 -1,895 -1,884 -1918
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5. V zavérecném kroku analyzy si oteviete soubor MS Excel, ktery jste si samostatné vytvofili a do kterého jste ukladali vysledky jednotlivych analyz tj
hodnoty ratia AACt. Soubor obsahuje tabulku tvorenou dvaceti fadky. Kazdy fadek obsahuje Cislo vzorku (JG1 — JG20), hodnotu ratia AACt a kvalitu
plodll (2 kategorie). Vasim ukolem je zvolit vhodnou statistickou metodu v programu Dell Statistica v.13, ktery umozni vyhodnotit, zdali existuji
statisticky vyznamné rozdily v priimérné hodnoté ratia AACt mezi skupinou vzork(l s pevnymi neotlacenymi plody a skupinou vzork(i s extrémné

otlacenymi mékkymi plody. Napovédou pro volbu statistické analyzy vdam muze byt nasledujici obrazek.
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