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Anatomie Affymetrix GeneChipu® I.
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Anatomie GeneChipu®II.

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

*  PM je perfektni komplementarni sekvence genu
« MM —jako PM, kromé prostifedni (13%) baze
MM je interni kontrola, merici nespecifické vazby (Sum)

mRNA referenéni sekvence
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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

Po nasazeni mrizky pro identifikaci ¢tvercovych spotu, jsou obvodové pixely kazdého spotu
vyfazeny a to z téchto duvodu:

- s nejvétsi pravdépodobnosti muzou patfit jinému spotu vzhledem k moznosti Spatného
nasazeni mrizky (vyhodnocuje se pouze 36 pixelt z celkovych 64)

- signal na obvodu byva nejslabsi

Z pixelu, které jsou zarazeny je signal odhadnutjako 75% kvantil — tato
informace/kvantifikace je uloZzena v .CEL souboru

Mapovani sond na sady sond je uloZeno v souboru s pfiponou .CDF
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Affymetrix vs cDNA

Vzhledem k odliSnému kontextu sond, odliSné upravy dat nez u cDNA
11-20 sond na gen (transkript) - nutna sumarizace, je potrebna jedina hodnota reprezentujici gen!

RozliSujeme dve urovne zakladnich datovych matic — uroven sondy (anglicky probe level) a
uroven sady sond (anglicky probeset level)
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Kontrola kvality a normalizace

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

* Nekteré nastroje kontroly kvality vyuzivaji statistiky, které jsou vysledkem
modelovani normalizovanych intenzit sond

« Kontrolu kvality a normalizaci proto nebudeme délit na uvnitf Cipu a mezi Cipy, jako u
dvoukanalovych cDNA experimentu, ale na kontrolu sond a kontrolu a
normalizaci celych mikrocipu.
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Kontrola kvality na trovni sondy/sady sond

NajCastejsi v pripadé, pokud potfrebujeme vedeét, zda je urcita sada sond funkCni ve
smyslu spravné reprezentace cilove sekvence

Nedéla se ploSné na viech sondach! Muzeme uplné preskodit!

POZOR - jeden ze zpusobu kontroly kvality celého mikroCipu vyuziva modelu
urovné sondy (PLM model)
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AffyBatch

 tfida pro uskladnéni a analyzu Affymetrix GeneChip dat v prostfedi Bioconductor
« Tvofi se s pomoci read.affybatch() nebo ReadAffy()

« Sloty v této tridé: cdfName, nrow, ncol, assayData, phenoData, annotation, protocolData,
featureData, experimentData
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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 zménime na Cisla.
Data = MLL.B[,c(1:7,14) ]
sampleNames (Data) = c(1:7,14)
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Priklad - kontrola kvality na urovni sady sond

pm (Data, "240060 at")

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

matplot (pm(Data, "240060 at"), type="1",

240060 at", las=1, main="PM")

matplot (mm (Data, "240060 at"), type="1",

240000 at", las=1, main="MM")
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Priklad - kontrola kvality na urovni sady sond
- 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 doporucéenych parametria Affymetrix

Kontrola kvality s pomoci zakladnich diagnostickych grafu

Kontrola kvality na zaklade vyhodnoceni modelu urovné sondy (PLM — probe level
model)

Efekt barviva neni problémem, protoze mame pouze jeden kanal.
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Kontrola kvality na zaklade doporucenych
parametru Affymetrix
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Kontrola kvality na zakladé parametru Affymetrix

Affymetrix vydal sadu doporuceni k analyze dat GeneChip mikroCipl ”GeneChip® Expression
Analysis Data Analysis Fundamentals”

http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/data_analysis_fundamentals_manual.p
df

Ve zkratce:
- prumérné hodnoty pozadi mély byt porovnatelné (a mezi 20 a 100)
- Skalové faktory by se mezi Cipy nemély liSit vice nez trojnasobné

- procento nalezenych (present) sond by mélo byt porovnatelnég, pficemz extrémné nizké
hodnoty jsou znakem nizké kvality

- Nakonec, 3’/5’ poméry internich kontrolnich genu (beta actin a GADPH) by nemély
prekrocit hranici 3
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Kontrola kvality na zakladé parametru Affymetrix

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

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

« Podle navodu Affymetrixu by primérné 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
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Kontrola kvality na zakladé parametru Affymetrix

 Procento nalezenych (present) sond by mélo byt porovnatelnée, pficemz extrémne nizké
hodnoty jsou znakem nizké kvality. V naSem pfipadé je na tom nejhur Cip 6.

> percent.present (Data.gc)

1l.present 2.present 3.present 4.present 5S.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 genul (beta actin a GADPH) by nemély prekrodit
hranici tfi, v naSem prikladu tedy nenalézame problém s degradaci RNA.

> ratios (Data.qgc)
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Kontrola kvality s pomoci zakladnich
diagnostickych grafu

Tyto grafy jsou stejne jako pro cDNA mikroCipy
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Kontrola kvality s pomoci zakladnich diagnostickych grafu

« Krabicové grafy a hustoty rozloZeni logaritmovanych hodnot intensit sond u vS§ech mikrocipu
par (mfrow=c(1l,2))

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

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

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

log intensity
density

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xi4 6 8 10 12 14

log intensity MUNIIRECETUX



Kontrola kvality s pomoci zakladnich diagnostickych graf

* Podobné jako u cDNA mikro€ipu, i u oligonukleotidovych €ipu muze dojit k prostorovému efektu
nerovnomeérné hybridizace, ktera se pak také odhaluje pomoci heatmapy virtualné
zrekonstruovaného mikroCipu a zobrazeni rozlozeni hodnot

par (mfrow=c(1,2))
hist (Datal[,2], las=1, col=2, lty=1)
image (Datal[,2])

06

density

0.2

0.0

T | | | |
6 8 10 12 14
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Kontrola kvality s pomoci zakladnich diagnostickych graf

= Jako dalSi |ze 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",
mtext ("A",

2y
1,

cex=0.75,
outer=T,

line=2,

mar=c(2,2,3,1))

las=1)

line=-1.5,

at=-0)

1 vs pseudo-median reference chif

las=1)

2 vs pseudo-median reference chif

3 vs pseudo-median reference chiy

4 vs pseudo-median reference chij
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Kontrola kvality na zaklade tzv modelu urovnée
sondy (PLM — probe level model)

Bolstad BM (2004). Low Level Analysis of High-density Oligonucleotide Array Data: Background, Normalization and Summarization. Ph.D.
thesis, University of California, Berkeley.

Bolstad BM, Collin F, BrettschneiderJ, SimpsonK, Cope L, Irizarry RA, Speed TP (2005). “Quality Assessment of Affymetrix GeneChip
Data.” In Gentleman R, Carey V, Huber W, Irizarry R, Dudoit S (eds.), Bioinformatics and Computational Biology Solutions using R and
Bioconductor, chapter 3, 33—-47. Springer, New York.

Brettschneider J, Collin F, Bolstad BM, Speed TP (2007). “Quality assessmentfor short oligonucleotide arrays.” Technometrics
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Kontrola kvality na zaklade tzv modelu drovne sondy
(PLM — probe level model)

Tento typ kontroly kvality stavi na linearnim modelu Y ;. - intensit

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

1Og(ygik) = 991‘ + 19gk + € gik

8, -logaritmovana hladina exprese transkriptu (genu) g na mikrocipu i

J 41 - efekt k-té sondy reprezentujici transkript g a €, 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) MUNI|RECETOX



Kontrola kvality na zaklade tzv modelu drovne sondy
(PLM — probe level model)

intensita signalu vahy

rezidua znaménka rezidui

Jak kvantifikovat kvalitu? MUNI|RECETOX



Kontrola kvality na zaklade tzv modelu drovne sondy
(PLM — probe level model)

» Relative Log Expression (RLE) RLE, = 6, — m,,
 Normalized Unscaled Standard Error (NUSE)

A SE (ém)
NUSE (Hgi-) — A
med, (SE (99.&-))

kde 6 predstavuje intenzitu genu g na sklickui a my median genu i pocitany pres vSechny sklicka

* PocCitané pro kazdy gen, mohou se vyuzit jako kontrola kvality sond i skliCek
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Kontrola kvality na zaklade tzv modelu drovne sondy
(PLM — probe level model)

* Pokud vzhledem k druhu experimentu a mikro€ipu muzeme ocekavat, ze plati predpoklad o
nezménéné expresi vétsiny transkriptl, mizeme 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<1.02
> W
1 2 3 4 5 6 ] 14
TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE

> Data.clean = Datal,W]

Funkce Mbox vykresli krabicové grafy RLE hodnoty pro vSechny €ipy a funkce NUSE vykresli krabicove grafy
hodnot NUSE :

> Mbox (PLMres, main="RLE", las=1)
> NUSE (PLMres, ylim=c(0.9,2), las=1, main="NUSE")
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Normalizace na pozadi a sumarizace

Mnoho metod pro upravy dat oligonukleotidovych mikroc€ipu predstavuje algoritmy, které provedou

komplexni normalizaci a sumarizaci dat.
V pripade, ze tyto metody poprvé predstavily nékterou z metod, na tuto metodu se pak odkazuje

jménem algoritmu.
* Nejznamejsi algoritmy
« MAS 5.0 (Microarray Suite 5.0)
* PLIER (Probe Logarithmic Intensity ERror)
« https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2623311/
 RMA (log scale Robust Multi-array Analysis)
* Methods for Affymetrix Oligonucleotide Arrays R package

* http://www.bioconductor.org
« GCRMA

MUNI|RECETOX


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2623311/
http://www.bioconductor.org/

MAS 5.0 algoritmus korekce signalu

* Pouziva PM i MM sondy
« 2 pristupy:
1. Odecteniintensity pozadi od kazdé sondy (PM i MM)

« Metoda odhadu signalu pozadi: Rozdéleni Cipu na K Ctvercovych oblasti (K=16),
oznacme je Z. 2% sond s nejnizsi intensitou je pak pouzito pro odhad signalu pozadi u
kazdé oblasti b,, Odhad pozadi pro sondu na pozici (x,y) je pak vypocten vazenym
pramérem odhadu signall vSech zon.

> Data.bg.masb <- bg.correct (Data, method="mas")
2. Odecteni signalu nespecifické hybridizace sondy i v sadé sond |

* IM je ,ideal mismatch®. Je to vlastné MM, ale v pfipade, ze MM>PM, MM se odhadne na
zakladé ostatnich sond ze sady.

> Data.bg.masim <- threestep(Data, background.method=“"MASIM"W)
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PLIER

E (pm;;)=u;;=a;c5+B;;
E(mml-j) =B, ;

B;; je nespecificka hybridizace na pozadi pfislusSna sondé i na mikroCipuj (pozadi je stejné
pro kazdy PM a MM par)

u;; Je vazebni hladina sondy i na Cipu |
a; je vazebni afinita sondy i,
C; je koncentrace RNA vzorku j, ktery je hybridizovan na Cip |
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RMA (Robust Multichip Average) konvoluce

- Tato metoda, po které byl pojmenovan jeden cely algoritmus normalizace dat zahrnuijici
normalizaci mezi skliCkami a naslednou sumarizaci (Irrizary a kol, 2003), normalizuje PM hodnoty
s pomoci globalniho modelu rozdéleni PM intensit sond. Pracuje tedy se vSemi Cipy

v experimentu. Robust Multichip Average:
1. Odpocet hodnoty pozadi (odhadnuta ze vSech MM)
2. Kvantilova normalizace

3. Sumarizace
« Pouziva uz vSechny Cipy, pocita jen s PM hodnotami, vSechny MM pouziva na odhad pozadi

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

* Podobné jako u cDNA mikro€ipu hlavné:
« Centrovani medianem
* Cyklicka loess
- Kvantilova normalizace

* Nékteré metody vyuzivaji informaci vSech mikroCipu i pro normalizaci pozadi a sumarizaci (RMA)

* Funkce normalize implementuje nékolik normalizacnich metod. Centrovani primérem:
> Data.norm.scale = normalize (Data, method="constant")
Kvantilova normalizace:
> Data.norm.quant = normalize (Data, method="quantiles")
Cyklickaloess:

> Data.norm.loess = normalize (Data, method="loess")

Také funkce threestep baliku affyPLM implementuje nékolik druhld normalizace. Jak jiz bylo fe€eno vySe,

tato funkce vraci jiZ sumarizované hodnoty.
MUNI|RECETOX



Sumarizace

= Sumarizace intenzit sond ze sady do jediné hodnoty pfedstavujici expresi transkriptu (genu) je posledni Casti
zpracovani zakladnich dat oligonukleotidovych mikroCipu.

= Podobné jako u normalizace, nékteré sumarizacni metody operuji pouze v ramci jednoho mikroCipu, jiné
berou do uvahy vsechny mikrocCipy.

Metody sumarizace v ramci jednoho mikroc€ipu

Nejjednodussim druhem sumarizace je primér, nebo median logaritmu sond. DalSim ¢asto pouzivanym je
Tukeyho dvouvahovy odhad, ktery se pouziva v algoritmu MAS5.0.

Metody sumarizace vicecCipové
Tyto metody zahrnuji linearni regresi, robustni regresi (PLM model) a medianové vyhlazovani.

Posledni metoda je specificka pro algoritmus RMA, ktery je implementovany ve funkci rma, ktera provede
korekci na pozadi pomoci RMA konvoluce, kvantilovou normalizaci a sumarizaci zalozenou na medianovem
vyhlazovani.

Data.rma = rma(Data.clean)
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Cviceni na doma

* Pracujte se souborem Cviceni-Affy-breast.zip, ktery rozbalite

» Pokracuijte instrukcemi v souboru Affy-normalize.R
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Dalsi c¢teni

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

Online skripta predmetu

https://portal.matematickabiologie.cz/index.php?pg=analyza-genomickych-a-proteomickych-dat--analyza-
genomickych-a-proteomickych-dat
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Konecna podoba dat

MRNA vzorky
vzorekl [vzorek2 vzorek3 vzorek4 vzorek5 ...
1 0.46 0.30 0.80 1.51 0.90
2 -0.10 0.49 0.24 0.06 0.46
Gérs 0.15 0.74 0.04 0.10 0.20
4 -0.45 -1.03 -0.79 -0.56 -0.32
5 -0.06 1.06 1.35 1.09 -1..09

/’

M hodnota genu i vzorku |

v { Log,(Cy5 / Cy3) — cDNA arrays
B Funkce(PM, MM) z MAS, dchip nebo RMA
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