Affymetrix cdf files

Popis formatu cdf file:
http://dept.stat.lsa.umich.edu/~kshedden/Courses/Stat545/Notes/AffxFileFormats/cdf.html

Stiahnutie cdf ku konkrétnej platforme (hg-ul33-plus)
http://www.affymetrix.com/support/technical/byproduct.affx?product=hg-u133-plus

BiocInstaller::biocLite("hgul33a2cdf") - instalacia platformy uz existujucej
BiocInstaller::biocLite("makecdfenv") - nastroj na vytvorenie prostredia k akejkolvek platforme (nutno mat
cdf file)




Kratky dvod metacentrum

https://wiki.metacentrum.cz/wiki/How _to compute/Accessing machines/Fro
m_Window



https://wiki.metacentrum.cz/wiki/How_to_compute/Accessing_machines/From_Window
https://wiki.metacentrum.cz/wiki/How_to_compute/Accessing_machines/From_Window

Kapitola IlI.

SpolecCné principy analyzy
genomickych a proteomickych dat

IBA Vyuka IBA



Genova exprese
MRNA

prepis ~
exprese

DNA

" Gen je exprimovany, pokud se prepisuje do mRNA
" Pokud se gen prepisuje, znamena to, ze je aktivni

= Aktivitu genu muizeme merit meérenim mnozstvi
prislusné mRNA v bunce

MU

[




Tradicni schémata analyzy I.

= Kazdy experiment ma odlisné cile, v zavislosti od
typu dat a zajm0 vyzkumnik(, ale existuji tradicnf

7/

schémata které se opakuji:
= Uceni s ucitelem (supervised learning)

Znama struktura dat musi byt zevseobecnéna na
nové data

" Porovnavani skupin (class comparison)

" hledame rozdily v expresi, v pocte kopif Ci
struktlre gend/proteinl mezi uz definovanymi
skupinami

" Predpovidani skupin (class prediction)

" na znamych skupinach se snazime vytvorit

alls klasifikator, ktery by dokazal zaradit nového

pacienta do jedné ze skupin



Tradicni schémata analyzy II.

= Uceni bez ucitele (unsupervised learning)

= Objevovani skupin (class discovery)

» Struktura v datach neni znama, je potrebné ji
vytvorit, objevit!

" Na zakladé informaci 0 genech/proteinech
hledame nové skupiny

" Priklady:
Existuji néjaké soubory genl které se exprimujf
stejneé ve vsech podminkach?
Onemocneni X je velmi heterogenni. Mlzeme
identifikovat specifictéjsi podtypy, které by mohli
byt cilem cilené terapie?




SpoleCna schéma analyzy dat

Biologicka otazka

(hypotéza)

¢
\ v
Dizajn
experimentu

\%
Provedeni experimentu
(hybridizace mikrocipd,
hmotnostnf spektrometrie...)

A

N matic zakladnich dat
jedna pro kazdy z N vzorki

Kontrola kvality

Normalizace

Sumarizace
\'4

FinaInf datova matice
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(proteind)

Matice informaci o vzorcich
N x P
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v
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List gend

>WAnalyza ¢asovych rad

h 4
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Kapitola V.1.
Porovnavani skupin

all

IBA Vyuka IBA




Priklady porovnavani skupin

" Pokud chceme zjistit
" jaké geny jsou aktivni/neaktivni

" jaky je rozdil v pritomnych proteinech mezi
dvéma nebo vice skupinami:

" nemocni vs. zdravi pacient

" pacienti pred vs. po terapii

" pacienti v Case diagnozy a v case relapsu

" bakterie v aerobnim vs. anaerobnim prostredi
= druh 1 vs. druh 2

" porovnavame podtypy onemocneni

| [ N
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V4 V4

Zakladni metody pro porovnavani

MUzeme rozdeélit do tri hlavnich skupin:

r/

* Metody studujici velikost efektu zmeny mezi
skupinami

" Testovani hypotéz

= Regresni strategie

| [ N
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V4 V4

Zakladni metody pro porovnavani

MUzeme rozdeélit do tri hlavnich skupin:

r/

* Metody studujici velikost efektu zmeny mezi
skupinami

| [ N
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Velikost efektu / zmeny IlI.

- Porovnéava se pomeéer primert/mediand jedné a
druhé skupiny: mean(X)/mean(Y).

- Stanovi se fixni delicl hranice, které urcCuji, jakd

velikost efektu je pro nas zajimava

Priklad: genova exprese, mean(X)/mean(Y), kde X
a Y JSou genove exprese ve skupinach. Pouzitd
hranice: 2!

Vyhody:

"= jednoducheé

| [ N
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Velikost efektu / zmény Ill.

Skupina A.

Zdrava tkan

r
- :
alll)’

I') ‘“ |’ A

/ >

//l

§ Slmp:ﬂ/
4+ 9/3=3

Gen g, je 3x vice exprimovan v nadoru,
nez ve zdravé tkani




Velikost efektu / zmeény IV.

" Nevyhody:
" | mensi zmény mohou byt biologicky vyznamneé

(maly efekt genu/proteinu mize byt znasobeny kooperacf
vice genl v draze)

= Data jsou ovlyvnéneé technickou a biologickou variabilitou:
"= Co pokud mame 1.97

= Pomeéry mohou byt vychylené smerem k nule
(napffklad u nadorl s primési normalnich bunék ve
vzorce)

* Neberou do Uvahy variabilitu!

.

Testovani hypotéz
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V4 V4

Zakladni metody pro porovnavani

MUzeme rozdeélit do tri hlavnich skupin:

" Testovani hypotéz
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Testovani hypotéz

" Klademe si otazku. Je aktivita/mnozstvi
proteinu/genu ve skupiné A odlisné od primeéerné
aktivity/mnozstvi proteinu/genu ve skupine B?

2

"= Na kazdy protein/gen aplikujeme statisticky test,
kterym ziskame 7,statistiku a prislusné p-hodnoty

= \/yber testu

Pocet skupin pro porovnani

Data jsou normalni

Data jsou normalni

AVW ANO NE

T-test Mann-Whitney

ANOVA Kruskal-Wallis
test

test

s
IBA



Testovani hypotéz Il.

Testuje se

= Nulova hypotéeza (H,):

Gen / protein nenf odlisné exprimovany mezi skupinami
VErsus

= Alternativni hypotéza (H;):
Gen je odlisné exprimovany mezi skupinami

2>Na zdkladeé nasich dat musime rozhodnout, co je
pravda

= Nulovou hypotézu zamitneme jen pokud existuje
dostatecnée silna evidence, ze je neplatna

= Evidence - statistika a p-hodnota!

| [ N
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T-statistika |I.

Abychom rozhodli, ktera hypotéza je pravdiva,
sumarizujeme data do jednoho cisla

V testovani hypotéz se toto Cislo nazyva statistika (T-
statistika, /-statistika, F-statistika...)

T-statistika porovnava signal se sumem

= Signal = rozdil primerd ve skupinach (u microarray dat se
jedna o log(skupina 1)-log(skupina 2) =
log(skupinal/skupina?))

= Sum = smérodatnd odchylka rozdflu (SD)

T = log(skupina 1/skupina 2)/SD

/

T hodnoty daleko od nuly indikuji snizeni a nebo
zvyseni exprese v jedné ze skupin
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T-statistika Il.

variabilita 2 3

Dvouvybeérovy T-test pro porovnani rovnosti dvou primerd ul,
U2
" Prumer exprese genu ve skupine 1 vs. prumer ve Skugg(éfg)e 2

Distribution of t-statis

1 g2
T =—1
g

Sll .
/'gnln

03

02

01

00

7/

Pokud data maji normalni rozlozeni a neexistuje ~~————————

. -4 2 0 2 4

rozdil mezi skupinami, tak T-statistiky pochazeji
z T-rozlozenti.

tvalues

p-hodnota = pravdépodobnost ze dostaneme danou hodnotu T-
statistiky nebo hodnotu vetsi, v pripade, ze neexistuje rozdil mezi
skupinami

P, = Pr(ly,=<1T7)

Dostatecné maléd p-hodnota = vyznamny rozdil (silnd evidence) L



Testovani hypotéz Ill.

HO je pravdiva

(gen neni odlisne
exprimovany)

HO nenf pravdiva

(gen je odlisne
exprimovany)

HO nezamitneme

Pravdiva negativita
(PN)

FaleSna negativita
(FN)

Chyba II. druhu

HO zamitneme

FalesSna pozitivita
(FP)

Chyba I. druhu

Pravdiva pozitivita
(PP)
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Testovani hypotéz V.

Frequency

Typické rozhodovaci pravidlo:
= \ypocet T-statistiky a p-hodnoty
" Pokud p < 5%, gen je oznaceny za odlisné exprimovany

DClezité: V pripade, ze plati nulova hypotéza, jsou p-hodnoty
rovnomerne rozlozené (vlevo). V pripade, ze je znacna cast
genl odlisneé exprimovana, rozlozeni p-hodnot uz nenf

Histogram of 100000 p-values under the Null Hypothesis

Histogram of p.new
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/ Ve

Problém mnohonasobného porovnavani

Porovnavame tisice genl/proteind mezi skupinami.
2
Hypotézu testujeme pro kazdy gen!
v
Mame zvySenou Sanci falesne pozitivnich vysledkd!

Priklad: 10 000 gen0, Zzddny odliSné exprimovany
mezi skupinami => 0.05 x 10 000 = 500 s p <
0.05.

v
p <0.05 uz negarantuje vyznamnost vysledku

v

Musime tedy udélat korekci p-hodnot na
mnohonasobné porovnani

s
IBA



Korekce problému mnohonasobného

V4 V4 Vd
porovnavani
# nezamitnuté (NZ) # zamitnuté (2)
#bez rozdilu Pravdiva negativita (PN) Falesna pozitivita (FP)

Chyba I. druhu

Falesna negativita (FN)

# odliSné geny/proteiny Chyba II. druhu Pravdivd pozitivita (PP)

Chyby 1. druhu:

1. Family-wise error rate (FWER): Pravdépodobnost alespon

jedné chyby prvniho druhu (falesné pozitivity): FWER = Pr(FP >
0)

1. False discovery rate (FDR)(Benjamini & Hochberg,1995):

Ocakavany podil falesné pozitivnich vysledkl mezi zamitnutymi
hypotézami

FDR= E[FP//]

| [ N
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Korekce p-hodnot

[
= Kontrolujeme FWER
= Bonferroniho korekcia (pro nezavisle testy!)
po<a/m (napr.p < 0.05/10 000)

= Kontrolujeme FDR
"= Benjamini/Hochberg procedura

FDR = 10% (ze 100 zamitnutych hypotéz
ocekavame 10 falesné pozitivnich)
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1BA



Ktery typ korekce pouzit?

FWER pokud chceme aby VSECHNY vybrané
geny/proteiny byly opravdu vyznamné. Na druhou
stranu, nevybereme tak vsechny vyznamné geny!

FDR pokud preferujeme vybrat vetsinu
vyznamnych genU/proteind, a nevadi nam néjaké
falesné pozitivni

g-hodnota je nejmensi FDR pri které dany gen
jeste zustava na listu pozitivnich

I1l.1. Porovnavani skupin
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Moderovana T-statistika

* Problém ve statistickém testovani mikrocCipovych dat:

7/

Prilis malé hodnoty exprese (blizké sumu) vykazuji malou variabilitu
=> vysoké T-statistiky u biologicky nerelevantnich gend!

PF{klad:

Py =2l =225,
5,=0.02

g =>T ==25

 Aby se daly statistiky porovnat, je potreba sjednotit variabilitu:

» Moderovana T-statistika:

v/

d — Konstanta korigujicf
g + .— Vvariabilitu
Sg SO
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- Significance analysis of microarrays (SAM)

e Tusher, Tibshirani a Chu (2001)

« Zalozena na moderované t-statistice (d,), pocitd FDR

_Hgi 7 Hgo
dg—
S, TS,

« Statisticka vyznamnost d, je nasledné stanovena permutacemi
plvodnich dat a kalkulacl ocekdvaného skoére v pripade, Zze plati
nulova hypotéza (d.)

« Gen je statisticky vyznamny, pokud splnuje podminku |d, - d.| > A.
* Vyhody: jednoduché

Nevyhody: vypocCtove narocné (permutace)

Vystup: g-hodnoty

biocLite("samr")

library(samr)
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SAM - algoritmus

A

exprese vzorkU

Genova Skupiny vzork{

\"4
Definuj a
spocitej

statistiku d,

v

Permutace
vzorkd

Odhadni
rozdéleni d,

|

\"4

Urci potencialné
vyznamné geny

Vyber A

|

v

Odhadni FDR
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SAM - algoritmus

Genova

A

exprese vzorkU

Skupiny vzork{

A%

Definuj a
spocitej
statistiku d,

v

Permutace
vzorkd

Odhadni
rozdéleni d,

|

\"4

d =

g

Urci potencialné
vyznamné geny

Sg +SO

Vyber A

|

v

Odhadni FDR
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SAM - algoritmus

Genova

A

exprese vzorkU

Skupiny vzork{

A%

Definuj a
spocitej
statistiku d,

A%

Permutace
vzorkd

Odhadni
rozdéleni d,

|

\"4

d =

g

Urci potencialné
vyznamné geny

Sg +SO

Vyber A

|

v

Odhadni FDR
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SAM - vypocet ocCekavanych hodnot

* Pro kazdou permutaci p spocitej d,, 4 :ugl_“92

s 18,
* Serad statistiky podle velikosti |

* Definuj g-tou ocekavanou hodnotu na zaklade N

permutaci N
d =2p=1d.gp
ge N
d, Serad” Zkombinuj permutace
d.
1.9 3.2 32(4.4(29]... 3.5
8.3 — 1.9 —— 19(27|1.7]... = 2.1




SAM - algoritmus

Genova

A

exprese vzorkU

Skupiny vzork{

A%

Definuj a
spocitej
statistiku d,

v

Permutace
vzorkd

Odhadni
rozdéleni d,

|

\"4

d =

g

Urci potencialné
vyznamné geny

Sg +SO

Vyber A

|

v

Odhadni FDR
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SAM - urcenf vyznamnych gen( |
Sefad puvodni statistiky podle velikosti d;, >d, > d; = ..
Nakresli graf d, vs. d, a definuj A

Gen je statisticky vyznamny, pokud splnuje podminku
|d, — d,| > A (oznaCme t1 a t2 hrani¢ni hodnoty, pro které
to jeste plati)




SAM - algoritmus

Genova

A

exprese vzorkU

Skupiny vzork{

A%

Definuj a
spocitej
statistiku d,

v

Permutace
vzorkd

Odhadni
rozdéleni d,

|

\"4

d =

g

Urci potencialné
vyznamné geny

Sg +SO

Vyber A

|

v

Odhadni FDR
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SAM - vypocet FDR

tl a t2 budou pouzité jako hranice

Vypocite] primeérny pocet gen(, které v permutacich tyto
hranice prekrocily (byly vyznamné)

Odhadni pocet falesné pozitivnich genl v pripade, ze plati

nulova hypotéza podélenim poctem vyznamnych gend v
originalnim pozorovani:

1
#gldg=tivdgst,)

FDR =
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SAM - vypocCet FDR, priklad

d

g

d

p

3.3

8.3

8.4

7.9

8.1

2.9

3.2

4.4

2.5

1.6

1.9

2.7

1.7

0.1

FDR =~

0.3

—-0.6

1.0

2.1

7
4
3

=0.5833




SAM - algoritmus

Genova

A

exprese vzorkU

Skupiny vzork{

A%

Definuj a
spocitej
statistiku d,

v

Permutace
vzorkd

Odhadni
rozdéleni d,

|

\"4

d =

g

Urci potencialné
vyznamné geny

Sg +SO

Vyber A

|

v

Odhadni FDR
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SAM - Jak vybrat A

Parametr

VI
A=04
A=05
A=06
A=09
A=12

PocCet falesné
pozitivnich
(z permutaci)

1349
78.1
56.1
19.1

8.4

Pocet
oznacenych za
vyznamné
(v orig.)

288
192
162
80
46

FDR

47%
41%
35%
24%
18%
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Limma

Smyth, G. K. (2004). Linear models and empirical Bayes methods
for assessing differential expression in microarray experiments.
Statistical Applications in Genetics and Molecular Biology, Volume
3, Article 3.

Linearni modely pro stanoveni odliSné exprese z
mikrocCipovych dat

Balik se souborem funkci pro normalizaci dat a porovnani exprese
mezi skupinami (vcetné casovych rad)

Moderovana statistika: variabilita je vyhlazena pomoci
empirickych bayesovskych metod

biocLite("limma")

library(limma)
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http://www.bepress.com/sagmb/vol3/iss1/art3

Volcano plots |I.

-logig.valus)

- logl0(g-value) ~ -log10(0.1)=2.3

40

30
I

-logig.valus)

20

10

log2(FCH)

log2(FCH)

| [ N
1BA



Volcano plots II.

library(limma)
volcanoplot(fit2, hiahliaht=100)

Log Odds

100

50

TBC1DY
SAY

MATY

REES

ESRA1

Log Fold Change
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V4 V4

Zakladni metody pro porovnavani

MUzeme rozdeélit do tri hlavnich skupin:

= Regresni strategie
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Regresni strategie

Pokud mame vic jak 1 proméeénnou, ktera mize ovlivnit
genovou/proteinovou expresi

" genova exprese ~ skupina + pohlavi
Linearni modelovani

Pokud se snazime zjistit, jak velmi se genova exprese
zment, pokud se zmeéeni hodnota nejaké spojite promenne

" genova exprese ~ preziti
" genova exprese ~ vek
Linearni modelovani, Coxtv model proporcionalnich rizik

r/

Chceme najit pravdépodobnost, ze vzorek patri do urcité
skupiny na zakladé expresni hodnoty daného genu

Logisticka regrese
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Porovnani skupin

(>
Pocet skupin L L
spojita odpovedna
promeénna
2 >2
Normalni data? Normalni data?
ANO NE ANO NE
Pocet
faktord
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