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Experimental Biological question
Cycle (hypothesis-driven or explorative)

Y

[ Experimental design }
|

To call 1n the statistician after the experiment 1s done may be no
more than asking him to perform a post-mortem examination:
he may be able to say what the experiment died of.

Ronald Fisher
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Cel wstepnej analizy mikromacierzowe;

* Przetworzenie danych eksperymentalnych do wartosci liczbowych
kropka/gen -> liczba

* Wynikiem przetworzenia danych jest macierz ekspresji genow, ktora
jest reprezentowana przez macierz utworzong z n wierszy, kazdy
odpowiadajacy jednemu genowi, lub punktowi na mikromacierzy, oraz
m kolumn, kazda odpowiadajgca warunkom (np. kolejne punkty
czasowe), dla ktorych poziom ekspresji genéw byt mierzony.

« Kazda wartosc¢ w macierzy ekspresji genow jest albo absolutng
wartoscia transkryptu (intensywnoscia fluorescencyjna), albo
stosunkiem dwdch intensywnosci fluorescencyjnych (dla dwéch
rédznych warunkéw eksperymentalnych)

* interpretacja danych intensywnosci w macierzy ekspresji genow:
* aby wyciggnac ciekawe wnioski biologiczne

* w celu zaproponowania kolejnych eksperymentdw.



Macierz ekspresji genow

Probki

--

0.25 0.30 0.70 1.53 0.90

2 -0.12 0.30 0.45 0.12 0.40
Ge”é’/ 3 0.13 0.46 0.75 0.32 0.53
sondy

4 -0.16 -0.43 -0.65 -0.79 -0.32

Poziom ekspresji genu lub stosunek, dla genu i-tego
w j-tej probce mRNA

_J log,(red intensity/green intensity)
Funkcja (PM,MM) MAS, dchip lub RMA

¥ log,(red intensity*green intensity)
A= 9 Funkcja (PM,MM) MAS, dchip lub RMA



Skaner mikromacierzy

HOW if woRRd "&‘#&w—_
The Microarray Scanner
By Jefey M Perkel
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Rozne skanery

SureScan Microarray ;
Scanner - Agilent GeneChip Scanner 3000

l System - Affymetrix

MS 200 Microarray
Scanner — NimbleGen
Roche

GenePix 4000B microarray
Scanner — Molecular Devices

HiScanSQ System - lllumina




GenePix Pro

No Need to Manually Scan Your Slides. Use the multiplexed image acquisition with your predefined
settings and you do not need to manually scan each individual array anymore. Select multiple scan areas on
one microarray and set your scan parameters for independent scans and click on Data Scan All. A GenePix®
Microarray Scanner controlled by GenePix® Pro 7 Acquisition and Analysis Software will do the image
acquisition and save the images to your desired location.

Manual Gridding No Longer Necessary. Rely on the powerful spot finding algorithms. Analyze any
microarray TIFF image from any scanner, including hexagonally packed arrays, using a set of proprietary
spot-finding algorithms in GenePix® Pro 7 Acquisition and Analysis Software. Global alignment algorithms
determine translation, rotation and skew of blocks with features. In addition to finding circular or square
features, the software has an edge-detection option for segmenting irregularly shaped features from
background.

Define Your Own Flags. Define your own flag with the automated feature flagging. The User-Defined Flag
Features interface allows you to design and save multiple-parameter Boolean queries for automated
feature flagging. Queries can easily be shared between collaborators to help standardize quality control
practices within a group of users.

Choose the Best Background Subtraction Method. With each microarray experiment, it is critical to
calculate the best-possible numerical representation of biological changes on the array, which is often
hampered by substandard array quality. GenePix® Pro 7 Software allows you to choose between several
background subtraction methods: local, global, morphological or negative control methods. Or, where
appropriate, choose to have no background subtraction at all.

Unattended Batch Analysis. GenePix® Pro 7 Acquisition and Analysis Software simplifies batch analysis.
Simply load a group of TIFF images to the Batch Analysis Tab, assign layout files and press Start. GenePix®
Pro 7 Acquisition and Analysis Software will automatically run spot-finding algorithms, extract numerical
values, flag features and save a results file for each image. With the Browse Tool, users can quickly review
results of the completed batch.



Jak przejsc od obrazu do liczb?

* Zidentyfikowac pozycje punktow na mikromacierzy

* Dla kazdego punktu: zidentyfikowac piksele, ktdre nalezg do
punktu

* Dla kazdego punktu: zidentyfikowac piksele sgsiadujace z punktem,
ktore beda uzywane do obliczenia obrazu tta

* Wyliczenie numerycznych informacji dla intensywnosci punktow,
intensywnosci tfa i informacji kontrolnych o jakosci



B3 350/ 5 B fg/ole Sojolsw=

Analiza obrazow - identyfikacja punktow

e Struktura siatki przygotowana jest zazwyczaj przez producenta, lub
generowana indywidualnie dla recznie robionych mikromacierzy (pliki GAL)

* Siatka ta jest nastepnie recznie badz tez automatycznie naktadana na obraz
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Macierze — mozliwe btedy w nadruku

* Nierowne pozycje siatki
(igty Zle umiejscowione w
kasecie)

* Przesuniecie wewnatrz
siatki (przesuniecia w
trakcie produkgji, ptytka
nie lezy ptasko)

» Nierowna przestrzen
miedzy punktami (igta
rusza sie podczas
drukowania, btedne
przymocowanie igty)

* Rozna wielkos¢ punktow
(réznailos¢ roztworu

| nadrukowana na ptytke,

Uneven spot sizes nierownomierne

wysychanie, rozna

temperatura i wilgotnos¢)

Curve within a grid Uneven grid positions

\

Uneven spot spacing
~
N
N N
L
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Kontrola jakosci punktéow (gendw)
« Zrédta btedéw

* btedny wydruk, nierdwny rozktad, zanieczyszczenie resztkami, znaczenie
sygnatu w poréwnaniu do szumu, staby pomiar punktow

* Inspekcja ,,naoczna”
» Wtosy, kurz, zadrapania, bgble powietrzne, ciemniejsze regiony na ptytce,
regiony rozmyte
* Jakosc¢ punktow
* Jasnosc: stosunek punkt/tto (foreground/background)
* Jednorodnosc: wariacja intensywnosci pikseli w punkcie
* Morfologia: ksztatt, obwdd, okrag
 Rozmiar punktu: liczba pikseli punktu (foreground)
* Co robic ze ztymi punktami?
* Ustawi¢ pomiar na NA (brakujace wartosci)
* Uzywanie wag dla pomiarow, ktore wskaza jakosc dla kolejnych etapow



ldentyfikacja punktow

* Kazdy punkt jest rozpoznawany w siatce, a jego wielkosc i ksztatt
mozna dopasowac (automatycznie lub recznie)

» Punkty moga byc oznaczone jako zte (X) lub nieobecne (NA)

Rozne sposoby identyfikacji punktow: okrag o ustalonej lub zmiennej
srednicy, dowolny ksztatt punktédw (mozna punkty obrysowywac
recznie)

Fixed circle ScanAlyze, GenePix, QuantArray

Adaptive circle GenePix, Dapple

Adaptive shape Spot, region growing and watershed

Histogram method ImaGene, QuantArraym DeArray and adaptive thresholding




Intensywnosc¢ punktu

* Catkowita liczba zhybrydyzowanych prébek jest
proporcjonalna do intensywnosci swiecenia punktu

* Intensywnosc punktu = suma intensywnosci pikseli wewnatrz
oznaczonego punktu

* Poniewaz dalsze obliczenia bedg sie opieraty na stosunku
miedzy cy5 a cy3, zamiast sumy intensywnosci pikseli
wyznaczana jest srednia lub mediana z intensywnosci pikseli
w punkcie



Intensywnosc swiecenia tta

* Na intensywnos< swiecenia punktu sktada sie rowniez fluorescencja
innych chemikaliow takich jak kurz, wtdkienka osiadajace np.
podczas przecierania szkietka

* Sygnat fluorescencyjny w regionie nie zajmowanym przez DNA
powinien by¢ inny niz regiony zajmowane przez DNA (w zasadzie
najlepiej, gdyby go w ogdle nie byto)



Co to jest tto?




Na co trzeba zwroci¢ uwage podczas wyboru
metod korekdji tta? .
Zwykta korekcja tta typu 3

sygnat kropki — sygnat tta L e T A
moze doprowadzi¢ do ujemnych warto+/

E

Poniewaz dalszg analize przeprowadza sie nie dla intensywnosci
swiecenia punktu, ale dla zlogarytmowanego stosunku sygnatow
czerwonego i zielonego, nie chcemy dopuszczac ujemnych wartosci

M= log,(R/G) A=1/2log,(RG)



Co robimy w przypadku gdy tto swieci jasniej niz
punkt?

« Usuwamy taki punkt z dalszej analizy (punkt jest uznawany za
niewiarygodny)

* Uzywamy najmniejszg mozliwa wartosc dla punktu, po
zredukowaniu sygnatu tta — zazwyczaj jest to ,1’ (zaktadamy ze gen
nie ulegt ekspresiji, lub tylko w nieznacznym stopniu)

* Uzywamy bardziej skomplikowanych algorytmow Bayesowskich, w
celu estymowania faktycznej intensywnosci punktu (zaktadamy ze
punkt swieci jasniej niz tto, a wynik dla intensywnosci tfa jest
btedem eksperymentalnym)



Bez korekgji tfta (no adjustment)

Udawac ze tta w ogole nie ma i nie trzeba sie nim przejmowac




State tto (constant background)

Tto jest state dla wszystkich punktow. Od kazdego punktu
odejmowana jest wiec taka sama wartosc

* Jesli na ptytce sg negatywne punkty kontrolne to nie powinny one
sSwieci¢, a poziom ich intensywnosci swiecenia uznawany jest za
szum. Wowczas usrednia sie sygnat dla negatywnych punktow
kontrolnych

 Jesli takich punktow nie ma wowczas aproksymowana jest
wartosc tta jako trzeci percentyl wartosci swiecenia punktow

/

trzeci percentyl to wartosc intensywnosci swiecenia ponizej ktorej
znajduje sie 3% punktow



Tto lokalne (wokdt kazdego punktu)

* Intensywnosc tta jest zalezna od regionow znajdujgcego sie
wokot punktu

* Wyznaczana jest mediana z wartosci pikseli z tego regionu
* Dla wiekszosci oprogramowania jest to ustawienie domysine

ScanAlyze ImaGene Spot, Genefix

* Jesli nie sg brane pod uwage piksele znajdujgce sie zaraz obok
punktu, wowczas metoda korekcji tta nie jest tak wrazliwa na
Sposob zaznaczania punktu

* Wartosc tta odejmowana jest od wartosci punktu



Morphological opening

* Uzyskane wartosci tta sg nizsze i mniej zroznicowane niz przy
wyznaczaniu tta lokalnego

* Sg dwa podstawowe operatory: erozja (erosion) i rozszerzanie sie
(dilation) - rankingi

* Erozja: usuwane sg wszystkie punkty jak rowniez zbyt jasne piksele

* Rozszerzanie sie: uzywane sg kwadratowe okna o wielkosci dwoch
odlegtosci pomiedzy punktami, z ktorych estymowane jest tto

* W tym celu uzywana jest transformacja Fouriera




Normexp (+offset)

* Metoda ta stosowana jest do eksperymentow dwu-kolorowych,
wzieta poczatek od metody RMA (robust multi-array average) do
przetwarzania danych Affymetrix’owych

» Kazdy kolor dla kazdego eksperymentu rozpatrywany jest
oddzielnie

* Metoda aproksymacji podobienstwa do estymowania parametrow,
oparta na aproksymacji siodtowe;j



Normexp (+offset)

‘1he joint density ot & and 5 15 just the product of densities

| "
foslb,s;p,o,a) = —exp(—s/a)p(b; u,o7), (2.2)
L

where s > 0 and ?(-) is the Gaussian density function. A simple transformation gives the joint density of X
and S as

: 1 al x—p
frslx,sip,o,a) = —E:K['l( e : )cﬁ{.v;l,u.:;._r,rrz}_
7 2a= a
where pg.yv = x — u — 0°/a. Integrating over s gives the marginal density of X

"
Tc X =

I >
Tx(xp,000) =~ Cm(,j 5~ )[1 — @05 us.x,07)], (2.3)

F o

where ®@(-) is the Gaussian distribution function. Dividing the joint by the marginal gives the conditional
density of S given X as

B(s; pus.x.07)
| = ®(0; pus.x,0°)

Ssix(slx; p.o,a) =

for s > 0, which is a truncated Gaussian distribution. Qur estimate of the signal given the observed

intensities is the conditional expectation

a2 (0; ugy,a’)
| — ®(0; ps.x,02)

E(S| X =x)=psx + (2.4)



Normexp (+offset)

* Wszystkie wartosci intensywnosci R i G s3 dodatnie, a nastepnie
zamieniane na stosunki logarytmiczne M= log,(R/G) i A=1/2log,(RG)

* Offset — przesuniecie wartosci intensywnosci od zera, ma na celu
stuzyc stabilizacji wariancji log-ratio dla niskich intensywnosci,
Zazwyczaj k=50

M=log,[(R-k)/(G-k)]



Vsn — variance stabilization method

* Dane s3 kalibrowane dla kazdego kanatu pomiedzy réznymi
mikromacierzami

-3

-4

y = arcsinh(x)
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Limma - pakiet ,R’ do analizy danych
mikromacierzowych

Wszystkie metody korekcji tta dostepne s3 w pakiecie limma w ,R’
jako parametry we funkcji backgroundCorrect

lub tez jako parametr przy metodzie normalizacji

Metoda vsn dostepna jest w pakiecie limma we funkgcji
normalizeBetweenArrays z parametrem ,method=vsn’



,Donuts’ - oponki

*Ooo c_ ® oo

Figure 5. Comparison of the scanned images after a 1-h hybridization on Mouse SK microar-
ray slldes (Clontech, Mountain View, CA, USA) with (A) a 23-base-long fluorescent oligonucle-
otide and (B) an overnight hybridization with a total RNA sample containing 500-base-long target
strands. Both images are identical regions on the microarray slide and contain identical spots (from the
same spotting batch), with only the applied target sample differing in length. All hybridizations were
performed according to the techniques described in the Materials and Methods section. To check wheth-
er this difference is due to the size of the target molecules and not to the hybridization time, overnight
hybridizations with the M 13 targets gave identical results as the 1-h hybridizations. On the other hand, I
1-h hybridizations with the complex target mixtures resulted in very low intensity values that cannot be Research Reports
interpreted.

Diffusion limitation: a possible source
for the occurrence of doughnut patterns
on DNA microarrays

Kris Pappaert!, Heidi Ottevaere!, Hugo Thienpont!, Paul Van Hummelen?, and Gert Desmet!

BicTechnigues 41:600-616 (November 200)
doi 10.2144000112293




Kurz na punkcie




Flagowanie punktow

* Btedny ksztatt — odchylenie standardowe pikseli jest duzo wieksze
od sredniej pikseli

* Wartosc ujemna — sygnat pochodzacy z punktu jest mniejszy od
sygnatu tta

 Ciemny punkt — sygnat pochodzacy z punktu jest bardzo ciemny

* Reczne flagowanie — za pomocg programu do przetwarzania
obrazow



Co otrzymujemy na wyjsciu?

* Srednia sygnatu punktu
* Srednia sygnatu tta

* Mediana sygnatu

* Mediana sygnatu tta

* Odchylenie standardowe dla punktu (wyznaczone dla wszystkich
pikseli z punktu)

* Odchylenie standardowe dla tta (wyznaczone dla wszystkich pikseli
tta)

e Srednica - liczba pikseli w poprzek punktu
* Liczba pikseli w punkcie

IIIII

oznaczony jako btedny



Podsumowanie

* Obraz (skan) mikromacierzy to sg dane surowe

* Software do przetwarzania skanow wyznacza numeryczne wartosci
ekspresji genow z obrazu

* Wybdr algorytmu ekstrakcji punktéw (sposoéb wyznaczania
ksztattu, srednia/mediana/histogram pikseli, sposéb wyboru tta,
algorytm korekcji tta) ma duzy wptyw na wygenerowane dane ...

oraz dalszg analize



KONTROLA JAKOSCI
DANYCH
NORMALIZACJA DANYCH

Po co?







Przyczyny btedow

* ilos¢ RNA w biopsiji * wynik PCR
* wydajnosc * jakos¢ DNA
* ekstrakcji RNA » wydajnosc znakowania, rozmiar
 odwrotnej trankrypgji punktu
 znakowania * niespecyficzna hybrydyzacja
* fotodetekd;i * btedny (zabtgkany) sygnat
systematyczne stochastyczne
* podobny efekt dla wielu - efekt dla pojedynczego punktu
pomiarow * btedy losowe, ktdre nie moga
* poprawki moga byc estymowane by¢ estymowane z danych
z danych

— clpicdc



Oczyszczanie danych i przetwarzanie

* Usuwanie oflagowanych punktow

Punkty sg btedne
» Korekcja tta

Mozemy to zrobi¢ podczas skanowania obrazow lub po wczytaniu
danych do ,R’ w czasie normalizacji

» Transformacja liczb (punktdéw) do logarytmow



Kontrola jakosci danych

* Histogram

* Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow
* Boxplot

* Scatterplot

* MA plot



Dane uzyte w czasie tego wyktadu

 Pakiet Bioconductora - ,limma’
* Zbidr testowy ,zebrafish - swirl’

* Dane dla 4 mikromacierzy dwukolorowych



Wczytywanie danych do R

Dane nalezy sciggnad dane ze strony:
http://bioinf.wehi.edu.au/limmaGUI/DataSets.html

"fish.gal" "swirl.l.spot" "swirl.2.spot" "swirl.3.spot"
"swirl.4.spot" "SwirlSample.txt”

> library(limma)
> targets <- readTargets ("SwirlSample.txt")
> targets

SlideNumber  FileName Cy3 Cys Date
1 81 swirl.1.spot  swirl wild type 2001/9/20
2 82 swirl.2.spot  wild type swirl 2001/9/20
3 93 swirl.3.spot  swirl wild type 2001/11/8
4 94 swirl.4.spot  wildtype  swirl 2001/11/8

> RG <- read.maimages (targetsSFileName, source="spot")



Wczytywanie danych do R

> RG

An object of class "RGList"

SR

swirl.1 swirl.2 swirl.3 swirl.4

[1,] 19538.47016138.720 2895.1600 14054.5400
[2,] 23619.82017247.670 2976.6230 20112.2600
[3,]21579.950 17317.150 2735.6190 12945.8500
[4,] 8905.143 6794.381318.9524 524.0476

[5,] 8676.095 6043.542 780.6667 304.6190
8443 more rows ...

$G

swirl.1 swirl.2 swirl.3 swirl.4

[1,] 22028.260 19278.770 2727.5600 19930.6500
[2,] 25613.200 21438.960 2787.0330 25426.5800

2,]174 133 82 48
3,1174 133 76 48
4,]1163 105 61 48
5,] 140 105 61 49
8443 more rows ...
$Gb

[
[
[
[

swirl.1 swirl.2 swirl.3 swirl.4
1,]182 175 86 97
2,]171183 86 85
3,] 153183 86 85
4,1153 1427187
51153 1427187

8443 more rows ...

[
[
[
[
[

$targets

[3,]22652.390 20386.470 2419.8810 16225.9500 SlideNumber FileName Cy3 Cys Date

[4,] 8929.286 6677.619 383.2381786.9048 1 81 swirl.1.spot swirl wild type 2001/9/20
[5,] 8746.476 6576.292 901.0000 468.0476 2 82 swirl.2.spot wild type swirl 2001/9/20
8443 more rows ... 3 93 swirl.3.spot swirl wild type 2001/11/8
$Rb 4 94 swirl.4.spot wild type swirl 2001/11/8

swirl.1 swirl.2 swirl.3 swirl.4 $source

[1,] 174 136 82 48 [1] "spot"



Wczytywanie danych do R

> RG
An object of class "RGList"

$R
\ Macierz z intensywnosciami .

sygnatu czerwonego cy5
Macierz z intensywnosciami

tta sygnatu zielonego cy3

$G
Macierz z intensywnosciami

S ASOTEED stargets «—— Schemat eksperymentu

Macierz z intensywnosciami

< | tta sygnatu czerwonego cy5

Jakim programem
ssource ¢ —— odczytano intensywnosci
kropek

$Rb




Wczytywanie danych do R

> RGSgenes <- readGAL("fish.gal")
> RGSgenes[1:5,]

Block Row Column ID Name
11 1 1 control geno1
2 1 1 2 control geno2
31 1 3 control geno3s
4 1 1 4 control 3XSSC
5 1 1 5 control 3XSSC

Ustalenie siatki 4x4x22x24

> RGSprinter <- getLayout (RG$genes)

$ngrid.r

[1]4

$ngrid.c

[1]4

$nspot.r

[1] 22

$nspot.c

[1] 24
attr(,"class")

[1] "PrintLayout"



Histogram

Histogram of RG$Gb

* Histogram — przedstawienie rozkfadu
intensywnosci sygnatow genow dla kazdej
probki oddzielnie

6000 8000
| |

Frequency

« Zazwyczaj obserwuje sie unimodalna 7
funkcje rozktadu (z jednym ekstremum) IM

4000

2000
|

* Obecnosc¢ wielu szczytow na histogramie

Ooznacza zazwyczaj artefakt .
eksperymentalny 0

RG$Gb

* Wiekszosc gendw ma stabg intensywnosg,
CO Oznacza iz geny te nie ulegty, badz tez
ulegty stabej ekspres;ji (stad tez duzy skok z
lewej strony wykresu)

Frequer
100

0 50
1

—

H

- ,,Dtugi ogon” z prawej pokazuje geny, ktore " = l l
ulegty ekspresji na roznych poziomach



Histogram

Histogram of RG$Gb

8000
|

> plot (hist (RGSGb[,1], breaks=50), g |
main=,Histogram of RGSGDb", z
ylim=c (0,200), col=,white") £ 81
iIJ E[I}O 1OIDU 1 SIOU
RG$Gb

0 500 1000 1300



Frequency

Histogram
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Histogram of Green intensity, All channels
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Transformacja do logarytmow

* Wartosci intensywnosci powinny by¢ umiarkowanie rozrzucone na
catej skali

* Réznorodnosc¢ powinna byc stata dla kazdego poziomu
intensywnosci

 Dystrybucja btedow eksperymentalnych powinna by¢ w
przyblizeniu normalna

* Dystrybucja intensywnosci powinna mie¢ w przyblizeniu ksztatt

dzwnonowaty

[ | I I
0 5 10 15

Cy3 Log (Base 2) Intensity

2500

1000

]




Konwersja z logarytmu, do Intensywnosciiz powrotem

iﬁﬁi (intensywnos()
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Intensywnos¢
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Frequency
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Histogram of Green intensity, All channels
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Histogram of log2 Green intensity, All channels
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Jak rozumiec stosunek logarytmow w
mikromacierzach dwukolorowych?

Stosunek surowych intensywnosci pomiedzy Cys i Cy3 jest
transformowany do roznicy pomiedzy logarytmami intensywnosci dla
kanatow Cys5 i Cy3

Iogz(R/G) T logz(R) N Iogz(c')

4-krotnie podwyzszona e
3-krotnie podwyzszona e
2-krotnie podwyzszona e

brak réznicy w ekspre

1,5-krotnie obnizona ekspres;ja

2-krotnie obnizona e
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Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow

Green, foredgroun

d No

Log

ound NolLog

Na obrazkach widac rozktad intensywnosci

kolorow punktow:

* jest kilka kropek bardzo intensywnych

* jest bardzo duzo kropek o niskiej
intensywnosci, lecz ciezko je odroznic
miedzy sobg

Na drugim obrazku (kolor czerwony) wida¢
wyraznie kreske — na mikromacierzy
najprawdopodobniej byta rysa.

Na obrazku pierwszym (zielonym) rysa nie
jest widoczna.



Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow

Red, foredround NoLog
N e ull

Dlaczego lubimy skale
logarytmiczng?

Wiekszos<¢ punktow ma dosé
- X — niskg intensywnosg¢, ktora jest

[ e R bR de B rozroznialna dopiero na skal
Bty Y e | L [ogarytmiczne] ©
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Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow

Jak wyglada rozktad intensywnosci kolorow tta?

Ryse widac wyraznie na obu mikromacierzach




Rozktad intensywnosci kolorow tta — caty
eksperyment

eeeee ckground Green. background Green, ba Green. backaround
e —
RRRRRR qrour Red, backg ackground Red. backg




Boxplot

Wykres pudetkowy (boxplot) pozwala zilustrowac podstawowe statystyki
opisowe w formie charakterystycznych stupkdw. Pozwala ujac¢ na jednym
rysunku wiadomosci dotyczace potozenia, rozproszenia i ksztattu rozktadu
badanej zmienne;j.

Print-tip boxplots for array 3 : prenormalization

M= log.(R/G)
~ o2 e T outliers, obserwacje odstajace
e ® 5 , o 0__/—’—’%
8 ]

- maksymalna wartosc
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Illl : III ' l E i Bzﬁ mediana 50% obserwacji
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* rzedu 1/4, 2/4, 3/4 - kwartyle
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* rzedu 1/100, 2/100, ... 99/100 percentyle



Boxtplot cd.
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Print-tip boxplots for array 3 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 1 : prenormalization
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Print-tip boxplots for array 4 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 2 : prenormalization
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