
   

Pre­processing and quality 
control of microarray data

Christine Stansberg, 20.04.10

microarray.no



   

Workflow microarray experiment

Problem­driven 
experimental design

RNA labelling

Microarrays
Hybridisation
Washing 
Scanning

Image analysis
Gridding
Feature extraction

Raw data

Wet­lab 
experiments

1 Data pre­processing
Filtering
Normalisation
Transformation
Missing values,…

Gene expression table

2

Secondary data analysis
Differential expression
Pattern recognition
Functional characterisation
Knowledge integration

Biological interpretation 
or discovery
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Data pre­processing

Convert raw intensities to meaningful 
biological data;

Summarise image analysis results; 
Transform the data to a useful scale

Remove bias from technical sources; 
Background, Intensity, Bad spots

Assess quality of resulting data;
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Image analysis result 
files (one per sample)
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Gene expression table
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Gene expression table

Tissues / conditions

G
en

es

Normalised signal 
(i.e. expression level) 
of one gene in one tissue
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• Remove effects of the technical process from the 
data
– Correct background 
– Filter bad quality spots

• Missing values must then be replaced
– Correct for intensity level and between­array variability

• Arrays need to have a similar signal distribution to be 
comparable

 Normalise
– Transform the data

• Equal variance across intensities
• Normally distributed
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Normalisation
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• We assume that the intensity distributions across arrays are 
the same

• This is not always (never?) the case
• Intensity distributions need to be similar for the arrays to be 

comparable



   

• Remove bias and artefacts from the technical process
– Intensity differences
– Reagent batches or age
– Weather
– Sample treatment

• After normalisation, data contains primarily biological 
signal

• Problem: Normalisation assumes that
– Just a few genes are differentially expressed
– Equal probability for up­ and down­regulation
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• If array distributions are very 
dissimilar;
– Calculate the average distribution 

function
– To the probes on both arrays; 

assign expression level from the 
average, based on the order of 
intensity 
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Quantile normalisation

Modified from Endre Anderssen, NMC Trondheim microarray.no



   

• Increasing noise with 
increasing signal

• Large relative changes in 
weakly expressed genes 
hard to detect

• Most of the genes are 
relatively weakly expressed 

• Data not normally distributed

Transformation

Modified from Endre Anderssen, NMC Trondheim microarray.no
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Log transformation

Noise 
proportional 

to signal

Data not 
normally 

distributed

Less noise 
at higher 
intensities

Data 
”normally” 
distributed 

(in an ideal 
world?)



   

Useful plots
Array plots;
Intensity 
distribution 
within one array

Scatter plots;
Compare intensities 
of two arrays or two 
channels

MA plots;
Ratio vs intensity 
(2­channel arrays)
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More useful plots

Box plots;
Intensity 
distributions 
across arrays

Density plots;
Intensity 
distribution of 
experiment microarray.no
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Two­channel normalisation
Reasonable Assumption: 
For two colour arrays, in a self self hybridisation, we expect that for each spot, 
the intensity in the red channel = that of the green channel

Problem: 
This is not necessarily true due to labelling effects, chemistry (dye properties), 
scanner properties, etc

Dye Bias in Two­channel microarrays: 
Intensity in one channel (green; Cy3) may be higher than the other (red; 
Cy5)
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Lowess normalisation
Locally Weighted Least Square Regression

Assumption: 
Variation in data is intensity dependent. 

Smoothes the intensity function.

Typically applied to M­A plots

Before After
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