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Road	  map	  

•  Background	  on	  scope	  and	  implicaDons	  of	  eQTL	  
studies	  

•  Data	  structures	  suitable	  for	  current	  studies	  (RNA-‐
seq	  and	  genome-‐wide	  DNA	  sequencing/
imputaDon	  [SNP	  only])	  

•  DemonstraDon	  with	  Bioconductor	  
–  RNA-‐seq	  FPKM	  in	  geuvPack	  (special	  for	  this	  course)	  
–  1000	  Genomes	  VCF	  in	  an	  Amazon	  S3	  bucket	  	  
–  “Batch	  effect”	  correcDon	  and	  analysis	  
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Summary	  

•  2004:	  Microarray	  methods	  can	  expose	  geneDc	  
variants	  associated	  with	  expression	  variaDon	  

•  2011-‐2013:	  RNA-‐seq	  applicaDons	  expose	  geneDc	  
sources	  of	  detailed	  variaDons	  in	  transcripDon	  
(e.g.,	  alternate	  splicing,	  allele-‐specific	  expression)	  

•  2014+:	  Tissue-‐	  and	  environment-‐specificity	  of	  
eQTL	  associaDons	  to	  the	  fore	  

•  Upshot	  –	  more	  eQTL	  experiments,	  reference	  
data,	  detailed	  annotaDon	  for	  integraDve	  use	  



Major	  concerns	  of	  this	  tutorial	  

•  How	  can	  I	  do	  my	  own	  eQTL	  inferences?	  
•  How	  can	  I	  use	  eQTL	  inferences	  obtained	  
elsewhere?	  

•  These	  quesDons	  imply	  concern	  with	  
– Efficient	  representaDon	  of	  inputs	  to	  eQTL	  analyses	  
– Efficient	  computaDon	  of	  eQTL	  inferences	  
– Efficient	  representaDon	  of	  eQTL	  inferences	  



Difficult	  feature	  of	  eQTL	  analyses	  
•  For	  the	  comprehensive	  analysis	  of	  trans-‐eQTL	  
associaDons,	  we	  are	  considering	  |G|	  x	  |S|	  tests,	  which	  
ranges	  into	  the	  hundreds	  of	  billions	  
–  You	  are	  crea%ng	  big	  data	  even	  if	  what	  you	  are	  starDng	  
with	  is	  modest	  in	  volume	  

–  A)er	  you’ve	  done	  the	  tests,	  interacDve	  general	  query	  
resoluDon	  into	  tables	  with	  millions	  of	  records	  requires	  
compuDng	  methods	  that	  are	  somewhat	  unusual	  relaDve	  to	  
classical	  staDsDcal	  compuDng	  

–  You	  will	  want	  to	  use	  scalable	  compuDng	  strategies	  as	  the	  
standard	  tests	  are	  embarassingly	  parallel	  
•  A	  typical	  approach	  (see	  MatrixEQTL)	  is	  to	  discard	  informaDon	  on	  
apparently	  insignificant	  associaDons,	  given	  a	  prior	  threshold,	  as	  
soon	  as	  possible	  in	  the	  analysis	  



RepresenDng	  the	  input	  data	  on	  Expression	  



The	  “FPKM”	  representaDon	  of	  expression	  in	  GEUVADIS	  samples	  

Moderately	  self-‐documenDng;	  currently	  lacks	  ‘sample	  info’	  



Quiz	  quesDons	  
•  Q1.	  	  Use	  dim(assay(geuFPKM))	  to	  determine	  G	  
(number	  of	  ‘genes’)	  and	  N	  (number	  of	  samples).	  	  	  

•  Q2.	  	  Use	  rowData(geuFPKM)…	  to	  determine	  the	  
name	  of	  the	  gene	  measured	  in	  the	  first	  row	  of	  
the	  assay	  data	  in	  geuFPKM.	  	  Note	  the	  type	  of	  
gene.	  

•  Q3.	  Tabulate	  the	  gene	  types	  assayed	  in	  the	  
experiment.	  	  Hint	  –	  use	  mcols()	  

•  Q4.	  	  Obtain	  a	  histogram	  of	  the	  distribuDon	  of	  
expression	  values	  for	  this	  gene.	  	  Is	  a	  Gaussian	  
model	  reasonable	  for	  this	  sample?	  



Q5.	  	  How	  can	  you	  verify	  the	  coordinates	  of	  
DGKD	  using	  informaDon	  in	  geuFPKM?	  

Figure	  2d	  from	  the	  Geuvadis	  paper,	  PMID	  24037378	  	  



Tools	  for	  approximate	  reproducDon	  of	  
Figure	  2d	  

•  We	  find	  the	  GEUVADIS	  quanDficaDon	  of	  DGKD	  in	  
geuFPKM	  

•  htp://1000genomes.s3.amazonaws.com/release/
20110521/
ALL.chr2.phase1_release_v3.20101123.snps_indel
s_svs.genotypes.vcf.gz	  is	  the	  URL	  of	  a	  Tabix-‐
indexed	  VCF	  with	  genotype	  calls	  from	  1000	  
genomes	  	  

•  GGtools	  cisAssoc()	  will	  use	  these	  two	  resources	  to	  
compute	  associaDon	  tests	  



Conceptual	  setup	  

•  Perform	  an	  adjustment	  to	  expression	  data	  to	  
remove	  technical	  variaDon	  
– GEUVADIS	  used	  “PEER”	  to	  remove	  10	  latent	  factors;	  
we’ll	  use	  10	  PC	  …	  should	  be	  followed	  by	  sensiDvity	  
analysis;	  SVA	  is	  also	  of	  interest	  

•  Compute	  associaDon	  staDsDcs	  of	  interest	  (in	  this	  
case,	  we’ll	  use	  a	  cis	  radius	  of	  50k)	  

•  Correct	  p-‐values	  for	  mulDple	  tesDng	  (we’ll	  use	  
parametric	  tesDng;	  see	  the	  eQTL	  workflow	  for	  
nonparametric	  approach)	  



Obtain	  cis	  eQTL	  for	  DGKD	  and	  one	  
other	  gene	  on	  chr2	  

bfac	  are	  10	  PC	  from	  expression	  FPKM	  



Output	  of	  cisAssoc	  (first	  3	  records)	  



CreaDng	  the	  manhatan	  plot	  



Roughly	  in	  agreement…	  	  



Broader	  quesDon:	  SNP	  associated	  with	  	  
abundance	  of	  lncRNA	  transcripts	  

•  Q1:	  create	  the	  subset	  of	  geuFPKM	  confined	  to	  genes	  assigned	  to	  type	  ‘lincRNA’	  
•  Q2:	  confine	  the	  subset	  to	  genes	  on	  chr1	  
•  Q3:	  create	  the	  TabixFile	  reference	  to	  the	  1000	  genomes	  VCF	  for	  chr1	  
•  Q4:	  use	  cisAssoc	  and	  plotOne	  to	  create	  the	  visualizaDon	  
	  



CreaDng	  the	  test	  staDsDcs	  for	  FLVCR1-‐
ASV	  	  



To	  create	  the	  plot	  

•  Determine	  the	  range	  associated	  with	  the	  SNP	  
of	  interest	  

•  Check	  the	  args	  of	  plotOne	  and	  supply	  the	  
elements	  you’ve	  used	  to	  do	  the	  tesDng	  with	  
the	  SNP	  range	  



Summary	  

•  Genome-‐wide	  searches	  for	  cis-‐eQTL	  are	  easily	  
carried	  out	  with	  	  
– RNA-‐seq	  data	  in	  a	  SummarizedExperiment	  
– Genotype	  data	  in	  a	  tabix-‐indexed	  VCF	  
– Ggtools	  cisAssoc,	  with	  various	  approaches	  to	  FDR	  
computaDon	  available	  

•  See	  the	  ‘eQTL	  workflow’	  at	  Bioconductor	  for	  
more	  details	  on	  nonparametric	  inference,	  
sensiDvity	  analysis,	  and	  funcDonal	  assessment	  


