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Wstepna analiza mikromacierzowa

* 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 ktérych poziom ekspresji gendw byt mierzony.



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



Jak przejsc od obrazu do liczb?

* Zidentyfikowac pozycje punktow na mikromacierzy

* Dla kazdego punktu: zidentyfikowac piksele, ktore naleza do
punktu

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

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



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



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

lllll

oznaczony jako btedny
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bez btedow



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



Kontrola jakosci danych

* Histogram

* Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow
* Boxplot

* Scatterplot

* MA plot



Zestaw danych swirl zebrafish

a1 swir
02 swir
93 swir

94 swir

|SlideNumber FileName | Cy3

1.spot swirl
2.spot wild type
J.spot swirl
4. spot wild type

'CyS 'Date

wild type  20/09/2001
swirl 200372001
wild type | B8/11/2001
Swirl 8/11/2001



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
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1

—

H

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



Frequency

Histogram

Histogram of Red intensity, All channels
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Histogram of Green intensity, All channels
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Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow

Green, foredgroun

d No

Log

ound NolLog

punktow i tta

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

e il

Efanpe 164.9 10 600305

Green, foreqround NoLog

[BEmrEON 1649, 0008

Green, fo

reqruund
=

Trrge 1617 30 55699 izmturaon 1617, 5555

-, skala logarytmiczna

Wiekszos<¢ punktow ma dos¢
niska intensywnosg, ktora jest
rozrdznialna dopiero na skali
logarytmicznej

>imageplot (RG$G, RGS$Sprinter,
low="white",
high="green",main="Green,

foreground")

>imageplot (1log2 (RGSGb([,1]),
RG$printer, low="white",
high="green", main="Green,

background")



Przestrzenny rozktad intensywnosci kolorow
tta

Ryse wida¢ wyraznie na obu kanatach mikromacierzy




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 ]
>library (convert)

Le o s : >mraw
T o o o

— T Konwersja z klasy RGlist do marrayRaw

mmmmmmmmmmmmmm

o i e i}

PrintTip



Print-tip boxplots for array 3 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 1 : prenormalization
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Boxplot dla wszystkich mikromacierzy

Boxplot

!
j
—
T
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i

i
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_é_

swirl .2

swirl 3

i
E
swilrl.dr

>boxplot (1log2 (RGSR/RGSG) ,

col=cols, main="Boxplot"

)



Scatterplot

Scatter plot jest to wykres przedstawiajgcy wartosci dwdch zmiennych dla
zbioru danych. W naszym przypadku beda to zaleznosci intensywnosci swiecenia

sond dla pary prdbek.

* W idealnym przypadku wiekszosc gendw,
ktora pozostaje niezmieniona, powinna
leze¢ na dwusiecznej kata.

* W rzeczywistosci pojawiaja sie
systematyczne lub tez przypadkowe
odstepstwa. Np. barwnik czerwony swieci
mniej intensywnie niz barwnik zielony o
wspotczynnik 0.75, dane nie beda wowczas
lezaty na dwusiecznej, tylko na linii y=0.75x

* Wiekszos¢ punktow jest zgromadzona z
lewym dolnym narozniku. Bardziej
informatywne sg wykresy przeskalowane
(log), lub wykresy MAplot

L

%10

G 10




Scatterplot

Jesli na wykresie damy skale logarytmiczng, wowczas punkty przesuwajg
sie w gore wykresu wzdtuz dwusiecznej.

Data Data (log scale)
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Scatterplot - dla zestawu danych Zebrafish,swirl

Scatterplot dla naszego zestawu danych

Punkty s3 przesuniete nieznacznie por
zielony jest bardziej intensywny niz cz

Te punkty sg wynikiem rysy r

Scatterplot

20000 30000 40000 50000  &0000
| 1 |

10000

0

T T T T T
20000 30000 40000 50000 60000

0 10000

G

>plot (RG$SG,RGSR, pch=".",
main="scatterplot", xlab="G",
col="blue", xlim=c(0,60000),
ylim=c (0, 60000))

ylab="R",

>plot (log2 (RGSG), 1log2 (RGSR) ,pch=".",
main="scatterplot", xlab="log2(G)",
ylab="1o0g2 (R)",col="blue", xlim=c(5,18),

ylim=c (5,18))
\ Scatterplot

log2(R)

log2(G)



R[1]
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Scatterplot — dla zestawu danych Zebrafish,swirl
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Scatterplot — dla zestawu danych Zebrafish,swirl

scatterplot scatterplot
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MA plot

M = log,(Red intensity/Green intensity) = log,(R) - log,(G) Minus
A = log,V(Red intensity*Green intensity) = % (log,(R) + log,(G))  Add

MA plot for 1 microarray MA plot for 4 microarray

. M=0 oznacza brak zmiany w
. & " ekspresji genéw dla probek
' ' ' o _ znakowanych kolorami R i G

M=1 dla prébki znakowanej
kolorem R geny ulegty
dwukrotnie wiekszej
ekspresji niz znakowane
kolorem G
M=-1 geny ulegty

o CL dwukrotnie nizszej ekspresiji
. . . . . ° 1 _ | | RiG

A >plotMA(RG[,4],ylim=c(-3,4),main="MA plot

for 4 microarray")

>abline (a=0,b=0,col="1ightgreen", 1wd=2)



izacja

Normal

Green, background
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Histogram of Red intensity, All channels
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Wyniki eksperymentu obarczone sg btedam
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MA plot for 1 microarray

Print-tip boxplots for array 3 : prenormaliza

Boxplot

swirl.2 swirl.3 swirl.4

swirl.1

Red.

S CREREp—rIEY

PrintTip
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Normalizacja

Celem normalizacji jest usuniecie systematycznych btedow
(czyli wynikajacych z niedoskonatosci technologii) przy
zachowaniu informacji biologicznej i wygenerowanie wartosci,
ktore beda mogty by¢ porownane pomiedzy eksperymentami,
w szczegolnosci jesli byty wygenerowane w innym czasie,
miejscu, na innych mikromacierzach, reagentach.



Rodzaje normalizacji

* globalna — wszystkie geny biorg udziat w wyznaczaniu normalizacji
w mysl zasady
wiekszos¢ genow nie ulegta zroznicowanej ekspresji, wiec dla
wiekszosci genow M= 0

* lokalna — w celu wyznaczenia czynnika skalujgcego
(normalizujgcego) uzywana jest niewielka pula punktéw:

* housekeeping genes: geny o statej ekspresji, niezaleznie od warunkow;
czesto nie moga byc¢ brane pod uwage, gdyz nie reprezentujg catej gamy
intensywnosci Swiecenia

* spike controls - RNA/DNA dodane do wszystkich probek w rownym
stopniu, maja swoje odpowiedniki w punktach, do ktérych hybrydyzuja;
hybrydyzacja powinna byc stata dla wszystkich eksperymentow



Rodzaje normalizacji

* within — przeprowadzana jest dla jednego eksperymentu
mikromacierzowego, gdy mamy dwie probki znakowane innymi
kolorami

* between - ma na celu znormalizowac wyniki ekspresji genow
pomiedzy roznymi eksperymentami

Within przeprowadzana jest dla macierzy dwukolorowych (zawsze -
trzeba wyrdwnac rdéznice w intensywnosci koloréw). Jesli zachodzi
taka potrzeba, to przeprowadzana jest rowniez normalizacja
between.

Between przeprowadzana jest dla macierzy jednokolorowych.



Normalizacja poprzez skalowanie

Lokalizacja i skalowanie to podstawowe pojecia normalizacji

* Lokalizacja
Poprawia odchylenie przestrzenne lub od barwnika

* Skalowanie
Ujednolicenie roznorodnosci pomiedzy macierzami

Znormalizowany stosunek log intensywnosci u
= (M - lokalizacja) / skala

norm

Lokalizacja i skala dla réznych mikromacierzy powinna
by¢ (prawie) taka sama

T

1
g



normalizeWithinArrays

MAmedian = normalizeWithinArrays (RG, method="median")

v e :
Klasa ,,MAlist” Klasa ,,RGlist”

Normalizacja ekspresji stosunku log dla jednego lub wielu
2-kolorowych eksperymentow mikromacierzowych, w taki
sposob, aby sredni stosunek log byt O dla kazdej macierzy

(lub bloku - print-tip)

* none - wyznacza wartosci M oraz A, ale nie dokonuje zadnej
normalizacji

» median, loess, printtiploess, composite, control, robustspline



Globalna normalizacja

Globalna normalizacja zaktada iz intensywnosci czerwona i zielona s3
powigzane miedzy soba przez pewien staty czynnik k

R =KG

Srodek dystrybucji wartosci M (czyli log,(R/G)) powinien by¢ przesuniety
w kierunku O

log,R/G - ¢ = log {R/(kC)}
c = log,k

Czesto czynnikiem skalujacym c jest mediana z wartosci M.
Metoda median (normalizeWithinArrays)



median: normalizacja dla pierwszej mikromacierzy

Boxplot

>RGmedian=RG

8
~ N g

>for (i1 in 1:4) {

+ m=median (MASMI[,1])

+ s=2"m

1 l 1
— —
ol

+ r=1/s #czynnik skalujacy R

¢?

+ RGmedianSR[,1]=RGSR[,i]*r | |

+ }
Median normalization for 1st array
dla i=1 N y
[1] -0.5824334 | l j
> s o — '__._|; | i | -
1 !
[1] 0.6678364 -lr _g' 3 e
> “ T
- =]

[1] 1.497373 ' '

swirl 1 swirl 2 swirl 3 swirl 4



median: boxplot dla wszystkich mikromacierzy

Boxplot After normalization Median
- E g
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Mediany zostaty wycentrowane ©



boxplot z rozbiciem na bloki (print-tip)
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median : wyrownanie sygnatu M na mikromacierzy




median : wyrownanie sygnatu M na mikromacierzy

* Normalizacja nie usuneta rysy na
mikromacierzy

* Normalizacja nie ma na celu przeniesienie
wszystkich punktéw w okolice 0 (MAplot),
lecz wiekszosc

 Punkty z rézng ekspresja gendw (jak
rowniez artefakty) beda przedstawione na
wykresach (MAplot) jako odstajace
(outliers)




MAplot z krzywa regresji

>MAmedian=normalizeWithinArrays (RG,method="median")

>z=loess (MAmedian$SM[, 1] ~MAmedianSA[,1])

>tmp=predict (z,MAmedianS$A[,1])

>plot (MAmedianS$A[,1],MAmedian$M[,1],pch=".

ylab="M[,1]", ylim=c(-3,5),

regression")

>points (MAmedianS$SA[,1], tmp,

> Z
Call:
loess (formula =

MASM[, 1]

Number of Observations: 84
Equivalent Number of Parameters: 4.86
Residual Standard Error: O

> tmp[1:10]
[1] -0.5261056
[8] -0.4734599

-0.4819986
-0.5146899

#loess (y~x)

", xlab="A[,1]",

main="MAplot median norm with

col="red",pch=".")

~ MASA[, 1])
48
.4868

-0.5101984
-0.6462602

-0.6517583

-0.6530537

M1

MAplot no horm with regression

-0.4091313

10 12

AL1]

-0.5718132

10 12

AL1]

14




Regresja

Regresja dla pewnego zbioru danych to aproksymacja funkg;ji
(pewnego modelu matematycznego), ktora jak najdoktadniej bedzie
opisywata te dane.

Regresja liniowa, w ktdrej funkcja odwzorowania (y) jest liniowo
zalezna od cech (x)

y=ax+b

Istniejg rowniez rozne formy regresiji nieliniowe;j.



Normalizacja zalezna od intensywnosci

* Normalizacja zalezna od A — dla kazdej wartosci A srednia wartos¢
M jest rowna 0.

M= log,R/G = M, ..=log R/G-c(A)
c(A) jest to funkcja dopasowania loess na wykresie MAplot.

MAplot no norm with regression

M1

AL



loess

Loess — wazona regresja lokalnie wielomianowa (local polynomial
regression fitting). Przeprowadzana dla kazdego punktu, polega na
wygtadzeniu linii regresji w kierunku zera.

log,R/C —=log,R/G —c(A) = log,R/{k(A)GC}

c(A) = log,k(A), gdzie c(A) jest dopasowaniem loess (loess fit),
uzaleznionym od A.

Niski procent genow ulegajacych zroznicowanej ekspresji nie bedzie
miat wptywu na wygtadzanie, a punktu te beda przedstawione jako
;outliers’ na wykresie MAplot.

Uzytkownik moze zdefiniowac parametr f, ktory odpowiada za odsetek
punktow uzytych w procesie wygtadzania; im wieksza wartosc f, tym
gtadsza bedzie linia. Zazwyczaj przyjmuje sie f=40%.



loess: boxplot dla wszystkich mikromacierzy

Boxplot After norma lization loess
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loess: MAplot

MAplot loess norm with regression

M[1)

AL

Krzywa loess oscyluje wokét 0 © ©
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bloki (print-t

Print-tip boxplots for array 3 : normalization median
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Print-tip boxplots for array 1 : normalization median
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printtiploess: boxplot dla wszystkich mikromacierzy

Normalizacja zalezna od A, takze od bloku w ktérym sie znajduje (print-tip)
log,R/C —=log,R/C —c,(A) = log,R/(k(A)C)

c(A) = log k(A), to dopasowanie loess w i-tym bloku

Boxplot After normalization Print-tip loess
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boxplot z rozbiciem na bloki (print-tip)

printtiploess

Print-tip boxplots for array 1 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 3 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 4 : prenormalization
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Print-tip boxplots for array 3 : nermalization print-tip

Print-tip boxplots for array 1 : normalization print-tip
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printtiploess

Metoda ta zniwelowata roznice pomiedzy poszczegolnymi
mikromacierzami (wycentrowane mediany dla catych mikromacierzy)
jak i usuneta roznice powstate w wyniku drukowania przez rozne igty
(mediany dla poszczegdlnych print-tipdw).

Tip Column
MA plet, print-tip loess normalization
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printtiploess

Te normalizacje mozna przeprowadzi¢ wowczas, gdy jest
wystarczajgca liczba punktow przypadajacych na jeden print-tip,
czyli ok. 150 lub wiecej



robust: boxplot dla wszystkich mikromacierzy

Funkcja robust jest podobna do
normalizacji print-tip , z tymze uzywa
paskow regresji zamiast krzywych
loess oraz uzywa funkgji
Bayesowskiej, aby indywidualne linie
dla blokéw (print-tip) zbiegty sie w
kierunku okreslonej wartosci (zera).

Ta metoda wprowadza mniej btedow
do mikromacierzy dobrej jakosci, z
niewielka wariancjg przestrzenng, niz
metoda print-tip. Rowniez dla
punktow z silng wariancja w blokach,
funkcja nadal daje dobre rezultaty.

After normalization robust
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boxplot z rozbiciem na bloki (print-tip)

robust

Print-tip boxplots for array 1 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 3 : prenormalization

Print-tip boxplots for array 4 : prenormalization
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Print-tip boxplots for array 2 : prenormalization
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Print-tip boxplots for array 1: normalization robust

Print-tip boxplots for array 3 : normalization rebust

Print-tip boxplots for array 4 : normalization robust
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composite

* Z udziatem spike genes na mikromacierzy

* Prébki kontrolne (MSP — microarray sample pools) z niewielkim
odchyleniem zaleznym od badanej probki przy jednoczesnym
duzym zakresie intensywnosci

Algorytm

1)  Wyznacz funkcje loess f.(A) dla i-tego bloku (print-tip) na MAplot
2) Wyznacz funkcje loess dla punktéw MSP g(A)

3) Oblicz srednig wazona c¢;(A) = o, g8(A) + (1-a,) fi(A)

o, — jest zdefiniowana jako proporcja gendw mniejsza od
intensywnosci A



control
» Dla mikromacierzy, dla ktorej duza czesc genow ulegta
zroznicowanej ekspresji
* Podobne do metody composite
Ci(A) = 2, g(A) + (1-2,) fi(A)
* Woyznaczana jest globalna krzywa loess dla punktow kontrolnych,

a nastepnie korekcja wzgledem tej krzywej jest stosowana do
wszystkich punktow

Oshlack et al (2007)
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Porownanie MAplot dla roznych meto

MA plet, no nermalization

MA plot, median normalization

MA plot, loess normalization

MA plot, print-tip loess normalization

normalizacji

MA plot, rebust normalization
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Tabelka z artykutu Yang et al(2002)

PAGE 9 OF 10 Nucleic Acids Research, 2002, Vol. 30, No. 4 el

Table 1. The varicus normalization methods considered in this anticle

Within-slide Multiple slide
Global, location  Intensity-dependent, Print tip-dependent, Print tip, location  Scale
location location and scale
c{.) constant, ol )= clA), o) = cfA, print tip), of.)=c(A, print tip),
alli=1 al.y=1 ai.y=1 ai.) = aiprint tip)
All genes Assumes the majority of genes in the Yes Yes Yes Yes Yes
two mRMNA samples have similar overall
expression levels
Housekeeping Usually highly expressed and do not Yes Mo Mo Mo Mo
gENES capture intensity-dependent structure
MSP titration Doesn’t require any prior biological Yes Yes Mo Mo Mo
series assumption, however, estimating oA, print
tip) based on a small number of spots may
not be very stable
Rank-invariant  May not span the whole intensity range Yes Yes Mo Mo Mo

sl

For within-slide normalization, the log ratios are normalized by log,RG — [1og.R/G — of ) )fad. ). where o(.) and a(.) correspond to location and scale adjustment,
respectively. The columns refer to different normalization methods and the rows correspond to different sets of control spots. The Yes or Mo in each cell refers to
the feasibility of performing the normalization in practice. For example, it is possible in practice (o perform global normalization based only on housekeeping
genes, but it is not advisable to perform intensity-dependent normalization on housekeeping genes only.



BetweenArraysNormalization

* Normalizacje pomiedzy roznymi mikromacierzami
przeprowadzamy jesli mikromacierze majg rézny rozrzut wartosci
(na boxplocie).

» Jesli wartosci te nie bedg przeskalowane, moze to doprowadzic
do faworyzowania jednego lub kilku eksperymentéw ze wzgledu
na roznice log-ratio.

* (Czasamirezygnuje sie ze skalowania miedzy-mikromacierzowego,
jesli odchylenia nie sg zbyt wielkie, aby dodatkowo wprowadzony
szum nie byt bardziej znaczacy niz niewielka poczatkowa réznica
miedzy odchyleniami.

scale, quantile, Aquantile, Gquantile, Rquantile, Tquantile, vsn



BetweenArraysNormalization

Tabela, w ktorej kazda kolumna reprezentuje jedng mikromacierz
* scale — skaluje kolumny, aby miaty takg sama mediane

* quantile — wymuszenie aby caty rozktad kazdej z kolumn byt
identyczny (a nie tylko 50% punktow)

* Cyclic loess — stosuje normalizacje loess dla kazdej pary
mikromacierzy, zazwyczaj cyklicznie dla kazdej pary kilkukrotnie
wyznaczana jest loess

« Aquantile — ustawienie wartosci A (Srednia intensywnos¢) aby miaty
taki sam rozktad dla wszystkich mikromacierzy

* Tquantile — quantile normalization z podziatem na grupy
(mikromacierzy)

* Gquantile/Rquantile - metoda zapewnia ze kanat zielony/czerwony
jest staty dla wszystkich macierzy, podczas gdy wartosci M s3
niezmienione. Metode te przeprowadza sie, gdy na kanale
zielonym/czerwonym jest probka referencyjna dla wszystkich
mikromacierzy



Boxplot no norm RG densities

Normalizacj 1
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> MA.ps=normalizeBetweenArrays (MA.p,method="scale") Intensity
> plotDensities (MA)
> plotDensities (MA.ps)
> boxplot (MASM, col=cols, main="Boxplot no norm",ylab="M")
> boxplot (MA.ps$M,col=cols, main="Boxplot scale RG densities

norm", ylab="M")
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Normalizacja quantile

Zatozenie:

Histogramy dla wszystkich ptytek maja byc identyczne

RG densities

Jeszcze bardziejw g - trowania median

Density
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Normalizacja quantile

Préobka A Probka B Prébka C

Gens3 100 120 /70



Normalizacja quantile

Préobka A Probka B Prébka C

140
Gen 1
10 40
Gen2 Gen2

100 120 70
Gen3 Gen3 Gen3




Normalizacja quantile

ProbkaA | PrébkaB Prébka C Srednia
LS i /70 (10+40+70)/3 =
Gen2 Gen2 Gens3 40
—
10E, 120 140 (100+120+140)/3=
Gen 3 Gen3 Gen 1 120

(100+200+270)/3=
190



Normalizacja quantile

ProbkaA | PrébkaB Prébka C Srednia
40 40 e (10+40+70)/3 =
Gen2 Gen2 Gens3 40
s
1128 120 120 (100+120+140)/3=
Gen 3 Gen3 Gen 1 120

(100+200+270)/3=
190



Normalizacja quantile

Préobka A Probka B Prébka C

40 40
Gen2

120 120 40

(100) (120) (70)

120
(140)

Gens3



Normalizacja quantile

-

Distribution 1

Distribution 2




vSsh

* Transformacja logarytmiczna zastgpiona jest poprzez transformacje
arcsinh

» Korekcja tta

* Estymacja parametrow potozenia i skalowania poprzez rozwigzanie
minimalnej sumy kwadratow regresiji

* Dane znormalizowane przez metode vsn majg rozktad zblizony do
normalengo

* Mozna zastosowac jesli <50% genow ulegto roznicowej ekspresiji



