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Vznik a charakter dat -> Affymetrix Cipy
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Anatomie GeneChipu® I.
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Anatomie GeneChipu®II.

Sondy = oligonukleotidy, jednoretézcove, délky 25 bp (AGCATGACTAG......
Kazdy gen reprezentovany sadou 11-20 paru sond (probeset)
Kazdy par sond se sklada z Perfect Match (PM) a Mismatch (MM) sondy

= PM je perfektni komplementarni sekvenece genu
= MM — jako PM, kromé prostiedni (13%) baze
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= MM je interni kontrola, mérici nespecifické vazby
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Skenovani a analyza obrazu Affymetrix

U jednokanalovych oligonukleotidovych mikroCipu je pouzita pouze
jedna vinova délka a pomoci UV skeneru je vytvoreny jen jeden obraz

U Affymetrix mikroCipu je tento obraz ve formatu DAT, a je zpracovany
v software firmy Affymetrix



Affymetrix vs cDNA

Vzhledem k odlisnému kontextu sond, odliSné upravy dat nez u cDNA

11-20 sond na gen - nutna sumarizace, je potrebna jedina hodnota
reprezentujici gen!

RozliSujeme dvé urovné zakladnich datovych matic — uroven sondy
(anglicky probe level) a uroven sady sond (anglicky probeset level)




Kontrola kvality a normalizace
o

= Jen jeden kanal => vetsina kontroly kvality a normalizace se
vykonava vzhledem k ostatnim Cipum v experimentu

= Nektere nastroje kontroly kvality vyuzivaji statistiky, které jsou
vysledkem modelovani normalizovanych intenzit sond

= Kontrolu kvality a normalizaci proto nebudeme delit na uvnitr Cipu
a mezi Cipy, jako u dvoukanalovych cDNA experimentd, ale na
kontrolu sond a kontrolu a normalizaci celych mikrog€ip.



AffyBatch

tfida pro uskladneni a analyzu Affymetrix GeneChip dat v
Bioconductoru

Tvori se s pomoci read.affybatch() nebo ReadAffy()

Sloty: cdfName, nrow, ncol, assayData, phenoData, annotation,

protocolData, featureData, experimentData



Prikladova data pro ilustraci

= Zde si naCteme dalSi datovy soubor, na kterém budeme demonstrovat
kontrolu kvality. Jedna se o data akutni lymfoblastické leukemie (Ross
a kol., 2004). Soubor je soucasti baliku ALLMLL a jiz je ve formatu
AffyBatch.

install.packages (ALLMLL)
library (ALLMLL)
data (MLL.B)

= Pro ilustraci z dat vybereme pouze osm mikroCipu a jejich nazvy
zmenime na cCisla.

Data = MLL.B[,c(1:7,14) ]
sampleNames (Data) = c(1:7,14)



Kontrola kvality na urovni sady sond |

= NajCastejsSi v pripade, pokud potrebujeme vedet, zda je urcita
sada sond funkCni ve smyslu spravné reprezentace cilové
sekvence.

pm(Data, 240060 at")

par (mfrow=c(1l,2))

matplot (pm(Data,"240060 at"™), type="1", ylab="PM intensita
sondy", xlab="Sada sond 240060 at", las=1, main="PM")

matplot (mm(Data,"240060 at"), type="1", ylab="MM intensita
sondy", xlab="Sada sond 240000 at", las=1, main="MM")
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Kontrola kvality na urovni sady sond Il

Efekt davky, gen ESR1, data karcinom kolorekta
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Kontrola kvality na urovni mikrocipu

RozliSujeme 3 hlavni zpusoby kontroly kvality na urovni mikrocipu:

=Kontrola kvality na zakladé parametru Affymetrix

=Kontrola kvality s pomoci zakladnich diagnostickych grafu

=Kontrola kvality na zakladé modelu urovné sondy (PLM — probe level
model)

Efekt barviva neni problémem, protoze mame pouze jeden kanal.



Kontrola kvality na urovni mikrocipu

=Kontrola kvality na zakladé parametru Affymetrix



Kontrola kvality na zaklade
parametru Affymetrix

Affymetrix vydal sadu odporucani k analyze dat GeneChip mikrocCipu
”GeneChip® Expression Analysis Data Analysis Fundamentals”


http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/data_analysis_fundamentals_manual.pdf
http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/data_analysis_fundamentals_manual.pdf
http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/data_analysis_fundamentals_manual.pdf

Kontrola kvality na zaklade
parametru Affymetrix |

Balik simpleaffy implementuje zakladni funkce, které pocitaji
sumarizace parametru kvality Affymetrix GeneChip mikroCipu

library(simpleaffy)
Data.gc = gc (Data) #funkce gc ()

=Podle navodu Affymetrixu by priimérné hodnoty pozadi mély byt
porovnatelné (a mezi 20 a 100)

> avbg (Data.qgc)

1 2 3 4 5 6 7 14
67.34494 68.18425 42.12819 61.31731 53.64844 49.39112 75.14030 128.41264

= Skalové faktory by se nemély liit vice nez trojnasobné& mezi &ipy:
> sfs(Data.qgc)
4.905489 9.765986 10.489529 7.053323 7.561613 13.531238 3.394921 2.475224



Kontrola kvality na zaklade
parametru Affymetrix |l

= Procento nalezenych (present) sond by mélo byt porovnatelné,
pricemz extrémneé nizké hodnoty jsou znakem nizké kvality. V nasem
pripadé je na tom nejhur Cip 6.

> percent.present (Data.qgc)

1.present 2.present 3.present 4.present 5.present 6.present 7.present 14.present
26.53124 21.65158 25.58181 23.53279 23.35615 17.96423 25.98808 25.25061

= Nakonec, 3’/5’ poméry internich kontrolnich genti (beta actin a
GADPH) by nemély prekrocCit hranici tfi, v nasem pfikladu tedy
nenalézame problem s degradaci RNA.

> ratios (Data.qgc)



Kontrola kvality na urovni mikrocipu

=Kontrola kvality s pomoci zakladnich diagnostickych grafti



Kontrola kvality na zaklade
zakladnich diagnostickych grafu |

= Krabicové grafy a hustoty rozlozeni logaritmovanych hodnot intensit
sond u vSech mikroCipu

par (mfrow=c(1l,2))

boxplot (Data, las=1, ylab="log intensity")

hist (Data, las=1, col=c(1:8), lty=1)

legend ("topright",col=c(1:8), 1lty=1, legend=c(1:7,14))

log intensity
density
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Kontrola kvality na zaklade
® zakladnich diagnostickych grafu Il

Podobné jako u cDNA mikroCipu, i u oligonukleotidovych €ipu muze dojit

k prostorovému efektu nerovhomérné hybridizace, ktera se pak také
odhaluje pomoci heatmapy virtualné zrekonstruovaného mikrocCipu
par (mfrow=c(1l,2))

hist (Datal[,2], las=1l, col=2, 1lty=1)

image (Datal,2])
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Kontrola kvality na zaklade

zakladnich diagnostickych grafu lll

= Jako dalSi Ize podobné jako u cDNA Cipu vykreslit MA graf

= M a A hodnoty se bud pocitaji mezi dvéma mikroCipy, nebo ulohu referencniho
kanalu zastoupi referencni pseudo-mikroCip (median)

windows (12, 7)

par (mfrow=c (2, 4),
MAplot (Data,
mtext ("M", 2,
mtext ("A", 1, line=2,

1 vs pseudo-median reference chiy

cex=0.75,

outer=T,

las=1)

at=-06)
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Kontrola kvality na zaklade

o_Mnodelu urovne sondy (PLM — probe level model) I.

Tento typ kontroly kvality stavi na lineamim modelu Y ;;, - intensit

normalizovanych na pozadi pomoci RMA, ktery se nazyva PLM model a je
definovan nasledovné:

log(Ygik) = O+ Vg + €gip,

0, -logaritmovana hladina exprese transkriptu (genu) g na mikrocCipu i/
U4 - efekt k-té sondy reprezentujici transkript g a e, je chyba méreni

6, je tedy jiz sumarizovana hodnota signali vSech sond ze sady

reprezentujici gen g a odhaduje se bud pomoci medianového vyhlazovani,
nebo pomoci robustni linearni regrese

> library(affyPLM)
PLMres <- fitPLM(Data)



Kontrola kvality na zaklade

o Nodelu urovne sondy (PLM — probe level model) Il.

intensita signalu vahy

rezidua znaménka rezidui

Jak kvantifikovat kvalitu?



Kontrola kvality na zakladeé
modelu urovne sondy (PLM — probe level model) lll.

@
= Relative Log Expression (RLE) RLE, = 8, — m,,

= Normalized Unscaled Standard Error (NUSE)

A SE (ég?,-)
NUSE (egi) _ A—
med; (SE (_Hg.,,-))

kde 6, predstavuje intenzitu genu g na sklicku i a m, median genu i
pocitany pres vsechny skliCka

= Pocitané pro kazdy gen, mohou se vyuzit jako kontrola kvality sond a;
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Kontrola kvality na zaklade
modelu urovne sondy (PLM — probe level model) IV.

@
= Pokud vzhledem k druhu experimentu a mikro€ipu mizeme oCekavat,
Ze plati pfedpoklad o nezménéné expresi vétsiny transkriptl, muzeme
odstranit Cip jako nekvalitni, pokud ma vyrazné posunuté RLE hodnoty
mimo 0, a NUSE hodnoty nad 1 (>1.02)

> nuse.stat = nuse (PLMres, type="stats")
> W = nuse.stat["median", ]<1.02
> W
1 2 3 4 5 6 7 14
TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
> Data.clean = Datal,W]

Funkce Mbox vykresli krabicové grafy RLE hodnoty pro vSechny Cipy a funkce
NUSE vykresli krabicové grafy hodnot NUSE

> Mbox (PLMres, main="RLE", las=1)
> NUSE (PLMres, ylim=c(0.9,2), las=1, main="NUSE")



Normalizace a sumarizace

Mnoho metod pro upravy dat oligonukleotidovych mikroCipu pfedstavuje
algoritmy, ktere provedou komplexni normalizaci a sumarizaci dat.

V pripade, ze tyto metody poprvé predstavily nekterou z metod, na tuto
metodu se pak odkazuje jménem algoritmu.

2 nejznamejsi algoritmy
= MAS 5.0 (Microarray Suite 5.0)

= RMA (log scale Robust Multi-array Analysis)
= Methods for Affymetrix Oligonucleotide Arrays R package

= http://www.bioconductor.org


http://www.affymetrix.com/products/software/specific/mas.affx
http://www.affymetrix.com/products/software/specific/mas.affx

MAS 5.0 algoritmus

= Pouziva PMi MM sondy
1. Odedcteni intensity pozadi od kazdé sondy (PM i MM)

» Metoda odhadu signalu pozadi: Rozdéleni ¢ipu na K étvercovych
oblasti (K=16), oznaCme je Z. 2% sond s negjnizSi intensitou je pak
pouzito pro odhad signalu pozadi u kazdé oblasti (bz, ). Odhad pozadi
pro sondu na pozici (x, y) pak je vypo&ten vazenym primérem odhadi
signall v§ech zén

> Data.bg.masb5 = bg.correct (Data, method="mas")

2. Odecteni signalu nespecifické hybridizace sondy i v sadé j

= /M je “ideal mismatch”. Je to vlastné MM, ale v pripadé, ze MM > PM,
MM se odhadne na zakladé ostatnich sond ze sady.
> threestep(Dilution, background.method = "MASIM")



RMA algoritmus

> Data.bg.rma = bg.correct(Data, method="rma")

Robust Multichip Average:

1.  Odpocet hodnoty pozadia (odhadnuta zo vSetkych MM)

2. Kvantilova normalizace
3. Sumarizace

Pouziva uz vSechny microarray sklicka, pocita jen s PM hodnotami, vSechny

MM pouziva na odhad pozadi

A Fold change (Affymetrix)
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Normalizace mezi mikrocCipy

= Podobné jako u cDNA mikro€ipu hlavné:
= Centrovani medianem
= Loess
= Kvantilova normalizace

= Funkce normalize implementuje nékolik normalizaCnich metod.
Centrovani primérem:

> Data.norm.scale = normalize (Data, method="constant")

Kvantilova normalizace;

> Data.norm.quant = normalize (Data, method="quantiles")

Cyklicka loess:

> Data.norm.loess = normalize (Data, method="loess")
Také funkce threestep baliku affyPLM implementuje nékolik druht normalizace. Jak

jiz bylo feCeno vyse, tato funkce vraci jiz sumarizované hodnoty.



Priklad 2

= Nacteme knihovnu affy pro zakladni praci s Affymetrix GeneChip
daty:

library (affy)

= \ytvoreni datoveé struktury Af fyBatch budeme demonstrovat na
prikladu mikroCipu z experimentu porovnavajiciho ER (estrogen
receptor) pozitivni a ER negativni karcinomy prsu.

= Pomoci funkce ReadAffy naCteme zakladni datové matice (CEL
soubory) naseho prikladu do datove struktury AffyBatch.

breast = ReadAffy(celfile.path="Raw/")
Nazvy Cipu upravime, odstranime koncovku ".CEL":
ns = length (sampleNames (breast))

nm = unlist(strsplit (sampleNames (breast), split=".",
fixed=TRUE) ) [seg(l,2*ns, 2) ]

sampleNames (breast) = nm



Konecnha podoba dat

MRNA vzorky

zorh(a1 vzorka2 vzorka3 vzorka4 vzorka5 ...

0.46 0.30 0.80 1.51 0.90
-0.10 0.49 0.24 0.06 0.46
0.15 0.74 0.04 0.10 0.20
-045 -1.03 -0.79 056  -0.32
-0.06 1.06 1.35 1.09 | -1.09
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M hodnota genu / vzorky |
" { Log,(Cy5 / Cy3) — cDNA arrays
} Funkce(PM, MM) z MAS, dchip alebo RMA



