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(")zetg:e

cDNA ve oligo mikrodizin verilerinin, istatistiksel
analizlerini gergeklestirmeden 6nce arkaplan ¢ikarima,
normalizasyon, ve 6zetleme sirasi ile agiklanabilecek
On-igslemlerden gegirilerck standardizasyonu
gerckmektedir. Affymetrix verilerinin  analizi igin
kullamlmakta olan belli baglt 6n-isleme algoritmalar
arasinda, RMA, dChip, ve MAS5 gelmektedir. Onceki
¢alismalar RMA metodunu en gergekei algoritmalardan
biri olarak gosteritken, MASS algoritmast daha fazla
hata payr iceren bir algoritma olarak karakterize
edilmigtir. Bu c¢alismada, RMA, dChip ve MASS
algoritmalarimin ~ performanst  mikrodizin  teknik
tekrarlant  arasindaki deger farkliliklarimn ROC
karakterleri g6z oniine alinarak karsilastinlnustir. Her
ii¢ algoritmanin da “latin square™ deneylerinden [1]
secilen teknik tekrarlarin kalitesini benzer sekilde
siraladigl gozlenmistir. Diger yandan, RMA diger
metodlarla kargilastinldiginda ROC egrisi altinda kalan
alam maksimize ettiinden daha yiiksek performans
gosterdigini  s6ylemek miimkiindiir. Bu makalede
onerilen metod, mikrodizin deneylerindeki teknik
tekrarlarda yer alabilecek lokal ve global hatalarin
tespitinde de kullamlabilir.

Abstract

Preprocessing of microarray data involves the
necessary  steps of  background  correction,
normalization and summarization of the raw intensity
data obtained from cDNA or oligo-arrays before
statistical analysis. Several algorithms, namely RAMA,
dChip, and MASS5 exist for the preprocessing of
Affymetrix microarray data. Previous studies have
identified RMA as one of most accurate algorithms
while MASS5 was characterized with lower accuracy
and sensitivity levels. In this study, performance of
different preprocessing algorithms have been compared
in terms of ROC characteristics of pairwise intensity
differences of microarray replicates. Our findings
indicated that all three algorithms predicted in similar
order the quality of the technical replicates obtained
from a selected set of latin square experiments [1]. On
the other hand, RMA exhibited higher performance in
terms of accuracy by maximizing the area under the
receiver operating curve. The proposed method also is
useful for detection of global and/or local artifacts
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associated within the technical replicas of a microarray
experiment. Therefore this study is unique in the sense
that it provides an extensive investigation and
comparison of preprocessing algorithms and proposes a
novel method for the detection and identification of
fine technical replicate pair.

1. Giris:

Genetik biliminden genombilime gegiste ortaya g¢ikan
ve giderck gigclenen teknolojilerin basinda DNA
mikrodizin teknolojisi gelmektedir. Biitiin bir genomun
bagil ifadelenme profilini mRNA diizeyinde ¢ikaran bu
teknolojinin ilk uygulamalart cDNA pargalarmin cam
slaytlarin iizerine basilmasi ile gerceklestirilmistir [2].
Mikrodizinler cDNA pargalarimn sentetik
oligoniikleotidler halinde cam yiizeylere direkt olarak
fotolitografik sentezi ile de tiretilebilmektedir [3].

1.1. Mikrodizin analizi:

Mikrodizin  tiretiminde Affymetrix™ sirketi
(Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA) tarafindan
kullamlan fotolitografik sentez yontemi ile sirketin
tasarladigl, bircok organizmamm biitiin  genomunu
iceren  mikrodizinler = genom  arastirmalarinda
kullanilmaktadir. Bir genin 11 ila 20 adet 25 baz cifti
uzunlugunda DNA problan tarafindan temsil edildigi
bu mikrodizinlerde &zgiin olmayan hibridizasyonu
modellemek iizere herbir eslesmis probun (perfect
match) bir uyumsuz probu (mismatch) da mikrodizin
iizerine sentezlenmektedir. Uyumsuz problar 25 bazlik
dizilerinde eslesmis problardan yalmzca 13. bazlarinda
farklilik gosterecek sekilde tasarlamirlar. Bu durumda
Ornegin biitlin insan genomunu temsil eden 47,000
transkript iceren insan dizisinde (Affymetrix HG U133
Plus2) vyaklasik toplam 1.5 milyon prob cesidi
bulunmaktadir. Deney sonucunda alnan 1.5 milyon
veri noktast degisik 6n isleme algoritmalarinin (RMA,
dCHIP, MASS5) uygulanmasi ile herbir transkript icin
bir deger verecek sekilde arkaplan  ¢ikarimm
(background correction), normalizasyon ve Ozetleme
(summarisation) asamalarina ugrar. Bioconductor
yazilimlan (affybatch) bu tiir 6n iglemleri yapmak igin
gerekli paket programlan icermektedir. Ornegin,
arkaplan ayarlamasi i¢in RMA konvoliisyon veya MAS
5.0 arkaplan yazhmlan  kullamlabilir (R,
www.bioconductor.org).




1.2. On isleme algoritmalar:

On isleme algoritmalan incelendiginde temel olarak ii¢
algoritma dikkat ¢ekmektedir. Bunlar RMA [4], dchip
[5] ve MASS [6] olarak genellestirilebilir. Ayrica tiim
metodlar arkaplan ¢ikarimu (background correction),
normalizasyon (normalisation) ve Ozetleme
(summarisation) sirasinda asamalan i¢cermektedir. Bu
asamalarin ne sekilde yapildigi ve hangi veriyi temel
aldigr algoritmalar arasindaki temel ancak Gnemli
farkhiliklan vermektedir. 1lgili kaynaklarda [4.5,6]
algoritmalarin detaylart ve c¢alisma prensiplerinde
kullamlan  kuramsal  bilgiler  detaylh  olarak
acgiklanmustir.

Ornegin, RMA (Robust Microarray Analysis) metodu
sadece PM (perfect match) problarim kullanir ve bu
problarin normal dagdimhi bir hata (arka plan
giiriiltiisii) ile tstel dagilimhi bir sinyal bileseni
oldugunu varsayar. Bunun yaminda MAS 5.0
algoritmast ise ¢ipi 16 esit dikdortgen alana ayirarak
her alandaki en diisiik 1s1mal1 problarn (tiim problarin
%2’si) ortalama 1s1ma degerini mazgala 6zgiin
arkaplan degeri olarak kabul eder. Daha sonra her bir
probdan, mazgallarin merkezlerine olan uzaklify ile
ters orantili olarak bir arkaplan sinyali ¢ikarilir, ve bu
islem hem PM (perfect match) hem de MM (mismatch)
problart i¢in gergeklestirilir.

Normalizasyon agsamasi farkli mikrodizin ¢iplerinden
elde edilen arkaplan diizeltmeleri gerceklestirilmis olan
verilerin  birbirleri ile uyumlu ve karsilagtirnlabilir
olmalart igin gereklidir. Burada dikkat edilmesi
gercken husus, arka plan giiriltisiinden temizlenmis
ham verilerin farkli ¢ipler kullanmasindan dolay1
normalize edilmeleri gerekliligidir.

Ozetleme asamasi aym prob setine ait prob degerlerinin
anlamli bir bigimde tek bir deger verecek sekilde
“Ozetlenmesini” igerir. Tablo 1°de miimkiin olabilecek
tim arkaplan cikarimi, normalizasyon ve Gzetleme
yontemleri sunulmustur. Tablo 1°den de acikca
goriilebilecegi tizere bir kismu anlamsiz 420 farkl
kombinasyonda o6n isleme algoritmast &nermek
miimkiindiir.

Tablo 1. On-isleme algoritmalarina ait metodlar

ASAMA METOD
Arkaplan "mas","none","rma","rma2"
¢ikarim

Normalizasyon | "constant","contrasts","invariantset"

"loess","qspline","quantiles",
"quantiles.robust"

PM diizeltme | "mas", "pmonly", "subtractmm"
(gerekli ise)

"avgdiff", "liwong", "mas",
"medianpolish","playerout”

Ozetleme

Farkli 6n-isleme metodlan farkli hassasiyetlerde
verileri analiz kabiliyetine sahiptirler. Simdiye kadar
yapilan caligmalar [7] RMA metodunun oldukca
basarili oldugunu gostermistir. Diger bir ¢alisma ise
30°dan  fazla  Onisleme  algoritmastmu  ROC
karakteristiklerine dayanarak karsilasilastirnus  ve
proba-6zel arka alan ¢ikarmmum kullanan GCRMA
metodunun  diger metodlara  olan  dstiinligiini
gostermigstir [9]. RMA, dChip, ve MAS5 metodlar,
'latin-square' diye bilinen verisetinin bir altkiimesinin
kullamldig1 bir ¢alismada, ortalamasi1 alinms tiglii veri
gruplart  arasindaki farklart Olgmedeki  basarist
agisindan 'rank' ya da ‘'kuigiikten biiyiige siralama’
metodu kullamilarak karsilagtirlmustir [4]. S6zii edilen
galisma, RMA metodumun, birbirinden farkh
konsantrasyonlarda eklenmis (spike-in) prob setlerinin
hemen hepsini gercekte fark gostermemesi gereken
probsetlerinden diger metodlarlarla karsilastinldiginda
daha basaril1 bir sekilde ayirabildigini gdstermistir.

1.3. Bu ¢alisma ile 6nerilen yaklagim

Biitiin bir genomun ifade profilinin diger bir deyisle
molekiiler imzasimn giivenilir ve saglam bir sekilde
¢ikarllabilmesi  igin  deneysel  degiskenlerden
kaynaklanabilecek hatalarmn en aza indirgenmesi
hedeflenmektedir. Mikrodizin deneyleri tasarlamirken
deneysel degiskenlerin giivenilirligi, teknik tekrarlar
yapilmak suretiyle saglanmaya galisilir.

Bu calismada mikrodizin analizlerinde giivenilir ve
saglam gen ifadesi elde etmek iizere kullamilan
algoritmalarin (RMA, dchip, MASS5) karsilagtirmalar
yapilmus ve teknik tekrarlarm basarimlarim tayin eden
ROC tabanli bir yaklasitm uygulanmstir. ROC analiz
sonuglar gelistirdigimiz optimizasyon tabanlh diger bir
yaklasim ile de dogrulanmus olup bu karsilagtirmamn
detaylart bu makalenin kapsamu diginda tutulmustur..

2. Metod

Affymetrix mikrodizin analizleri GeneLogic™ Latin
Square verileri tizerinde gergeklestirilmigtir [1]. Bu
veritabami i¢inde BIOB, BIOC, DAPX, ve CRE
bakteriyel genlerinin farklt bolgelerine baglanacak
sekilde dizayn edilen 11 adet cRNA fragmammn
herbirinin farkli konsantrasyonlarda bulundugu tekrar
edilmis oligo dizi verileri Tablo 2°de sunulmustur. Bu
diziler HU95A (Human Genome) GeneChip’leri olup
toplam alti adet chip i¢ermektedir. Her bir dizide
kullanilan ortak komplex cRNA akut myeloid 16semi
hiicre hattindan edinilmis oldugundan prob setlerin 11°1
haric diger genler igin ¢ipler arast farklilik
gostermemesi beklenmektedir. Bu nedenle, Tablo 2°de
sunulan /! adet spike-in genlerindeki konsantrasyon
Jarklary “differentially expressed” (anlamli fark) cip
izerinde bulunan diger 12,615 gen ise “non
differantially  expressed” (anlamsiz fark) olarak
tanumlanabilir.

Bu nedenle “non differentially expressed” genlerin
dogru olarak tammlanmalan gergek pozitif (TP),
“differentially expressed” genlerin  hatali olarak
tammlanmalar yanlig pozitif (FP) olarak belirlenmistir.
Dogal olarak TP ve FP tammlamalan degistirilebilir.



Tablo 2’nin ilk slitununda isimleri yer alan
mikrodizinler diger siitunlarda yer alan konsantrasyon
bilgilerinden de kolaylikla anlasilabilecegi gibi iki adet
farkli grubun tiger adet teknik tekrandir. Bu
mikrodizinler i¢in RMA, dChip ve MASS5 6n isleme
algoritmalant uygulanmus, elde edilen gen ifadesi
degerleri her bir grubun her bir teknik tekran igin
karsilastinlmustir (www.bioconductor.org). Bu sayede
toplam 9 adet fark degerine ulasilmistir. Bunlar 1-1, 1-
2, 1-3, 2-1, 2-2, 2-3 3-1, 3-2 ve 3-3 teknik tekrar

karsilastirmalandir. Bu karsilastirmalarda ilk indis
grubu, ikinci indis ise teknik tekran ifade etmektedir.
Gen ifadesi farklarindan elde edilen toplam 9 set veri

iizerinde  “differentially  expressed” ve  “non
differentially expressed” sayidart ROC (receiver
operating  curve) egrileri [8] kullanilarak

karsilastinlmmstir. Bu karsilagtirma sonuglart Tablo

3’de sumulmustur.

Tablo 2. GeneLogic firmasindan temin edilen “Latin Square” tasarim igin spike-in konsantrasyonlari. Parantez i¢inde

her bir gruptaki teknik tekrarlarin indisleri belirtilmistir.

GeneChip BioB- BioBM_ | BioB- BioC- BioC- BioDn- | DapX- | DapXM | DapX- | CreX- CreX-
array 3 atpM | atpM 3 atpM | 5 atpM | 3 atpM | 3 atpM | 5 atpM | atpM 3 atpM | 5 atpM | 3 atpM
92561hgu 0.5 37.5 25 75 100 50 1.5 1 3 2 5
95all (1)

92561hgu 0.5 37.5 25 75 100 50 1.5 1 3 2 5
95a21 (2)

92561hgu 0.5 37.5 25 75 100 50 1.5 1 3 2 5
95a31 (3)

92557hgu 100 1 0.5 2 25 1.5 5 3 357 12.5 50
95all (1)

92557hgu 100 1 0.5 2 25 1.5 5 3 357 12.5 50
95a21 (2)

92557hgu 100 1 0.5 2 25 1.5 5 3 357 12.5 50
95a31 (3)

Goreceli 200 37.5 50 37.5 4 33.3 3.3 3 12.5 6.25 10
konsantrasyon

Tablo 3. ROC egrileri altinda kalan “yaklagsik™ alan degerleri ve gruplar arast teknik tekrar karsilastirmalar

Yontem | RMA RMA (alan) | Dchip Dchip(alan) | MAS 5 MAS 5 (alan)

Tekrar (siralama) (siralama) (swralama)

1-1 5 0.9835 5 0.9687 6 0.9596
1-2 8 0.9732 8 0.9682 8 0.9595
1-3 2 0.9937 2 0.9689 3 0.9596
2-1 6 0.9788 6 0.9685 2 0.9597
2-2 1 0.9969 1 0.9689 1 0.9598
2-3 7 0.9757 7 0.9684 7 0.9596
3-1 4 0.9859 3 0.9688 4 0.9596
3-2 9 0.9698 9 0.9679 9 0.9592
3-3 3 0.9859 4 0.9687 5 0.9596

3. Tartisma
Tablo 3’de verilen ve ROC egrileri altinda kalan
alanlar 1.0’a normalize edilerek hesaplanmstir. Bu
degerler aym yontem ic¢in anlamli olup, farkli
yontemler icin karsilastirma yapilmasi anlamli degildir.
Bunun nedeni farkli yontemlerde kullanulan TP (dogru
pozitif) ve FP (yanlis pozitif) degerlerinin, gen ifadesi
degerlerinin araligi ile degismesidir. Bu durum gen
ifadesi  degerlerinin  histogramlarim  ¢izdirerek
rahatlikla gozlemlenebilir. Tablo 3’den elde edilen en
O6nemli gozlem her ii¢ yonteminde en basarili ve en
basarisiz teknik tekrar ¢iftini aym sekilde bulmasidir.
Kullandigimiz veri ig¢in bu teknik tekrar 2-2 ciftini
Onermektedir. 3-2 ¢iftinin en koti karsilastirma
sonucunu vermesi ise ikinci grubun 2 numarali teknik
tekrarmun en iyi 6rnek olmadigim gostermektedir. Bu
sonugtan yola ¢ikarak teknik tekrarin degil, teknik
tekrar ciftlerinin g6z oniinde bulundurulmas: gerektigi
goriilmektedir. Ayrica 6nerdigimiz bu yontem, kalite
kontrol agisindan da kullamishh olup, ROC egrileri

altinda kalan alanin belirlenen bir degerden diisiik
¢ikmast halinde bu teknik tekrarlardaki problemlere
isaret edebilir.

Sekil 1, 2 ve 3’de sirasiyla RMA, dChip ve MASS
yontemleri ile elde edilen tiim teknik tekrarlara ait
ROC egrileri verilmigtir. Bu sekillerden de agikca
goriildigii iizere RMA ve dChip yontemleri biri birine
¢ok yakin sonuglar vermekle birlikte MASS
algoritmast diger iki algoritma kadar basarili sonuglar
iirctememektedir.

4. Sonug

ROC egrilerinin altinda kalan alan kadar 6énemli bir
diger parametrede maksimum TP’e karsilik gelen
noktada minimum FP veren sistemin optimum ¢alisma
noktasidir (operating point). Tablo 4’de en iyi teknik
tekrar (2-2) icin optimum ¢alisma noktasina tekabiil
eden dogru pozitif ve yanlis pozitif degerleri
sunmulmustur.
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Sekil 1. RMA yontemi ile elde edilen tiim teknik
tekrarlara (toplam dokuz adet) ait ROC egrisi. X aks1
FPve Y akst ise TP sayisim gostermektedir.
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Sekil 2. dChip yontemi ile elde edilen tiim teknik
tekrarlara (toplam dokuz adet) ait ROC egrisi. . X aks1
FPve Y akst ise TP sayisim gostermektedir.
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Sekil 3. MAS5 yontemi ile elde edilen tiim teknik
tekrarlara (toplam dokuz adet) ait ROC egrisi. . X aks1
FPve Y akst ise TP sayisim gostermektedir.

Bu degerlerden agikca goriilebilecegi tizere RMA
yontemi tiim gergek pozitifleri belirlerken hig bir yanlis
pozitif belirlememigstir. Bu veri setine bakarak RMA 6n
isleme yonteminin dChip ve MASS5 yontemleri ile
karsilastinldiginda konsantrasyon degerlerine gére en
dogru gen ifadesi degerlerini sundugunu séylemek
miimkiindiir. Genellestirilmis bir sonug elde edebilmek

maksadiyla yazarlar farkli “latin square” tasanmu ile
elde edilmis spike-in konsantrasyonlar1 iizerinde
karsilastirma yapmaya devam etmektedirler.

Tablo 4. En iyi teknik tekrarin optimum igletim noktasi
degerleri.

RMA | dChip | MAS5
TP | 12,615 | 12,615 | 12,615
FP 0 4 6

Somu¢ olarak bu makalede, teknik tekrarlardan en
verimli olanlarin ROC egrileri kullamlarak tespit
edilmesine yonelik bir yontem onerilmis ve en iyi
teknik tekrar ¢ifti incelendiginde konsantrasyon
degerine karsilik gelen gen ifade degerlerinin RMA
yontemi ile daha dogru bir sckilde c¢ikarildig
gosterilmistir.
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