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9. Medidas de expresion en chips de alta densidad

El preprocesamiento de datos de chips de alta densidad de Affymetrix consiste en tres pasos:

e Correccion por background
e Normalizacion entre arreglos
e Obtencion de una medida resumen del probe set, para cada gen

Describiremos brevemente los procedimientos mas utilizados y con mas detalle la correccion
del background dado por el modelo de convolucidon exponencial - normal.

9.1 Notacién

i1=1,..., I (cantidad de chips, desde 1 a cientos)
j=1,..., J (cantidad de probes en cada probe set, generalmente 11 6 20)
n=1,..., N (cantidad de genes = probe sets, entre § 000 y 35 000)

PMijn = intensidad de un “perfect match”

MMijn= intensidad de un “mismatch”

Ejj,= intensidad corregida

en el chip i, probe j, gen n

9.2 Métodos

En las tablas siguientes resumimos los procedimientos mas utilizados para correccion del
fondo, normalizacion y obtencion de indices del nivel de expresion basados en los probe sets.
El gen n esté representado por el probe set con J probes.

Método Correccion del Background | Normalizacion entre arreglos
MAS 5 Ejj,= PM-MM;,* Meétodo de escala: A nivel del probe set, sobre
donde la medida resumen (o anivel de probe). Un
MM;;,* se elije de manera arreglo fijo i*(baseline),
que Ej, sea no negativo x»=media podada de las intensidades del
arreglo i*
x: =media podada de las intensidades del
arreglo 1
B = xi / x: es el factor multiplicativo para
todas las intensidades x,, del arreglo i:
X', = Px,
Es “casi” equivalente a ajustar una recta por el
origen a los pares (x;, x*;) y reemplazar x; por
su valor predicho por la recta.
Model Based E!’/‘n = PMJ'”—MMJ”

Expression Index
(MBEI) - dChip

Metodos no lineales: Ajustar un suavizado f
(x) a los pares (xi, x*;) y reemplazar x; por f(x;)
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Robust Multichip
Analysis
RMA

Ajusta el modelo a PM
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PM = Normalizacién por cuantiles

Background (N(u, 6° )+
Sefial (exponencial(})) Loess ciclico

Eijn = E(Seﬁal | PMijn)

Tiene una expresion cerrada
que veremos al final

El anélisis basado en los modelos MBEI y RMA requieren de multiples arreglos para la
estimacion de los parametros de afinidad del probe.

Método Modelo Resumen del Probe Set
MAS 5 logo(Ejjn)= loga( 0in ) + &jjn log(senal del probe set) =

0;n : indice de expresion del chip i para el genn | TukeyBiweight(log Ej;,)
Model Based Eijp = 0:1Djn + &

Expression Index
(MBEI) - dChip

®;, = efecto de afinidad del probe j del gen n
&;» Normales, estimacion Max. Veros.

6, indice de expresion
del gen n del arreglo 1

Robust Multichip
Analysis
RMA

10g2 Eijn = epn T Ajn + €ijn

a;, efecto de afinidad del probe j del gen n
en escala logaritmica

Estimacion por median polish.

ein Indice de expresion
del gen n del arreglo 1

Loess ciclico
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Let X be a p x n matrix with columns representing arrays and rows
probes or probesets.
log transform the data: X «— log X
repeat
for i=1ton—-1do
for j=1+4+1tondo
for #=1topdo
Compute My = xp; — oy and Ay = % (Tri + x15)
end for
fit a loess curve for M on A. Call this f.
for k=1 to pdo
My = f(Ax) ©0?
set ag = (Mg — My)/n
Thi = Ty +ap and Ty = T — ay
end for
end for
end for
until convergence or the maximum mumber of iterations is reached
Revert to the original scale X «— exp(X)

Table 2.4, Cyelic Loess Alporithm,

(Pagina 23 Gentleman 2005)

Terry Speed
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RMA in slightly more detail
Background Correction

lgnore MM, fit model to PM

PM = Background + Signal
N(0,62) Exponential(ot)

g

NGE RN

16

PM data on log, scale: raw and fitted model

histogram of log(P k) with fitted model
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Background corrected intensity is

E; = E(Signal; | Observed PM;)

Obsersed vs Corrected loglscale)

14

1

=
Adaptive n_;jf_
background 2
correction W
produces
positive signal -

e
Observed PM 13

9.3 Correccion por background modelo de convolucion normal exponencial

El metodo normexp se propuso originalmente como parte del algoritmo de RMA para los datos
de microarreglos de Affymetrix (Bolstadt 2004). Para los datos microarry de dos colores, el
método de correccion de fondo normexp fue introducido y comparado con otros métodos por
Ritchie et al (2007). Una mejora en la estimacion fue propuesta por Silver et al (2009).

Bolstadt propone el siguiente modelo para las intensidades observadas S:
S=X+Y,

donde X es la sefial e Y es el fondo (background). Se supone que X tiene distribucion

exponencial de parametro o (X ~ e (a)) ¢ Y ~ N(j,6%), con X e Y independientes. Por
otra parte, se supone que Y> 0 para evitar la produccion de valores negativos. Por lo tanto, Y
sigue una distribucion normal truncada en cero.

Bajo este modelo las intensidades de las sondas corregidas por el fondo estaran dadas por E(X]
S =s)
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Bolstadt (2004), paginas 17-20, demuestra que

p(a/b) - p((x —a)/b)

E(X|S=s)= a+b
®(a/b)+D((x —a)/b)—1

donde a=s-u-a o y b=c;, ¢y ® son respectvamente las funciones de densidad y de
distribucion de la Normal estandar.

y dice que en la mayoria de las aplicaciones @((x —a)/b) es despreciable y ®((x—a)/b) es

practicamente 1 (estos son términos que aparecen por truncar la Normal). Por lo tanto en la
practica serd necesario calcular solo el primer término del numerador y el primer término del
denominador.

Xie (2009) propone el mismo modelo normal exponencial para microarrays de Illumina y no
restringe los valores del background a ser positivos, llegando a la expresion mas simple:

@(a/b)

®(a/b)

Sefialan que bajo el modelo los valores de fondo negativos pueden ocurrir con muy baja
probabilidad de manera que los pueden ignorar.

E(X|S=s)=a+b

El problema ahora se encuentra en la estimacion de g, o'y .
Bioconductor estima de la siguiente manera:

e estima una moda global, m0, a partir de una estimacion de densidades de las
intensidades
e [ =moda de las observaciones que se encuentran a la izquierda de m0

o utiliza los valores a la izquierda de 4 para estimar o
e utiliza los valores a la derecha de m0 para estimar a de una exponencial
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