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Andlisis de Datos de Microarrays de Dos Canales.

Un Acercamiento Tedrico - Practico

¢, Qué es un microarray?

Es un soporte solido, generalmente de vidrio o silicio, al que se le han
adherido, mediante un robot, en forma ordenada sondas (probes) con diferentes
cadenas conocidas de material genético (DNA, cDNA, oligos) (cubriendo parte o
toda la secuencia de un genoma-transcriptoma de un organismo), en forma de
matriz de miles de puntos (10000 — 40000) equiespaciados. Cada secuencia se
asocia con un unico gen. Cada punto contiene millones de secuencias clonadas

“idénticas”.
¢Para que sirve un microarray?

Estos permiten medir simultaneamente
de genes. Pueden ser aplicados en in

la actividad y la interaccion de cientos
vestigaciones para descubrir genes,

diagnéstico de enfermedades y prognosis, en farmacocinética, en toxicologia, etc.

La aplicacion tipica de los microarreys

radica en la utilizaciéon de los mismos

para la identificacion de genes expresados diferencialmente.

Esquema general para el analisis de datos de

Microarrays

En el siguiente esquema se resumen en 5 pasos el procedimiento necesario
para hallar genes diferencialmente expresados utilizando microarrays de dos

canales.
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A continuacion se procedera a describir cada uno de los pasos, ejemplificando

con un caso real.
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1. Obtencién de la Imagen digital

La imagen puede ser obtenida por medio de dos instrumentos, Scanners o
Imagers. Ambos actian excitando cada tinte fluorescente de cada target
mediante una luz monocromatica producida por un laser (para el caso de los
scanners) o luz blanca (imagers) y colectando la luz de emisién (fluorescencia)
convirtiendo la corriente de fotones en valores digitales que pueden ser
almacenados en una computadora como un archivo de imagen (.TIFF). A cada
tinte le corresponde una longitud de onda de excitacién y una longitud de onda de
emision diferente. Los tintes mas usados son los de cianina, Cy3 (verde) y Cy5
(rojo), los cuales tienen emisiones en los rangos de 510-550 nm y 630-660 nm,
respectivamente.

Para un tipico experimento de microarray, se producen dos archivos de
imagen, una para cada tinte fluorescente que en general para resumir, se
presentan en una sola imagen superponiendo ambas imagenes. Para el caso en
el que las intensidades de las sefales de un spot en ambas imagenes sean
similares, este spot se mostraré de color amarillo (ver figura 1).

Figura 1: imagen de un microarray de dos canales

2. Andlisis de la Imagen

El primer propdsito del andlisis de la imagen es obtener las intensidades del
background® y el foreground® para los canales rojo y verde de cada spot en el
microarray.

! Intensidad luminica de fondo. Esta intensidad no corresponde a un Spot.
? Intensidad correspondiente al spot.
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Un propoésito secundario del analisis de la imagen es obtener medidas
cualitativas para cada spot que podria ser usado para marcar spots 0 arrays
defectuosos o para evaluar la reproducibilidad de cada spot.

Luego del andlisis de la imagen obtenemos archivos del tipo .gpr, .spot, etc
dependiendo del software utilizado. Estos archivos contienen, entre otras cosas,
las intensidades de cada canal correspondientes a los spots (Foreground),
background, medidas cualitativas (medidas de variabilidad, tamafio del spot,
medidas de circularidad, entre otras).

El analisis de la imagen puede separarse en tres etapas, como lo demuestra el
siguiente esquema:

Z Analisis de la
Imagen

2.1. Grillado o direccionamiento

izacion de los spots

Clasificacion de los pixeles
en Foreground (sefal)
y background

2.2 Segmentacion

2.3 Extraccion de la intensidad

2.1 Grillado o direccionamiento

Antes de segmentar la imagen primero se debe identificar la localizacion de
cada spot. Este proceso es llamado grillado o direccionamiento. Bajo condiciones
ideales los spot en cada blogue se encuentran equiespaciados y en el mismo
lugar donde fueron impresos por las agujas. Sin embargo pequefias variaciones
durante la impresion del array puede causar irregularidades significantes en la
imagen.

Para localizar los spots se debe localizar un rectangulo o cuadrado que
contenga al spot. Estos rectangulos pueden obtenerse por medio de métodos de
grillado automatico o manual. Para el segundo caso es necesario estimar ciertos
nameros de parametros como la separacion entre filas y columnas; pequeiias
traslaciones individuales de los spots, etc.

2.2 Segmentacion

La segmentacion de la imagen puede ser definida como el proceso de
particionamiento en dos diferentes regiones, cada una con propiedades diferentes.
La segmentacion permite la clasificacion de pixeles como foreground o
background, utilizando una spot mask.

Existen diferentes métodos de segmentacion que pueden ser categorizados
en cuatro grupos de acuerdo a la geometria de los spots que ellos producen.
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Segmentacion
Circulo Fijo Circulo Adaptativo Formg Histograma
Adaptativa
Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas Ventajas Ventajas Desventajas
Facil de Resultados Féacil de Una mascara Uno de estos No necesita Puede
implementar. imprecisos implementar. circular tiene un métodos es el informacién  producir spots
Funciona cuando los Funciona bien mal ajuste, ya llamado Regién espacial. Nno conexos.
bien si todos spots tiene si todos los que rara vez los Sembrada
los spots son forma spots son spots son Creciente
circulares y invariable. circulares y circulares en la (SRG).Este
del mismo del mismo practica. método puede
tamafio. tamarno. detectar con
mas precisién a
los spots ya que
se adapta a sus
formas reales.

Cada uno de los métodos antes mencionados se implementan en los
siguientes software:

ScanAlyze: http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
( Circulo Fijo J(t Spot-On Image

QuantArray (PerkinElmer, 2003, Boston,USA)Windows

Circulo ScanAlyze
[ J¢ GenePix: nttp:/iwww.moleculardevices.com/pages/software/gn_genepix_pro.html

Adaptativo
QuantArray
FOHTI:’-:I Spot: http://www.moleculardevices.com/pages/software/gn_genepix_pro.html
Adaptativa = -
[ Histograma ](',: [QuantArray ]

2.3 Extraccion de las intensidades

Se extraen por un lado las intensidades del foreground calculando el promedio
de las intensidades de los pixeles sobre el spot mask. Para el calculo de la
intensidad del background se pueden utilizar el método del valle o el denominado
Morphological opening.

Luego de estimar el background, era comun en la practica, corregir las
intensidades del foreground restando las intensidades del background, R = R¢ - Rp
y G = Gt - Gp. La motivacion para ajustar el background estaba dada por la
creencia de que las intensidades medidas de los spots incluyen una contribucién
no especifica.

En la actualidad existen gran cantidad de papers, en los cuales desestiman la
sustraccion del background, debido a que producen gran cantidad de errores. Por
ejemplo uno de los efectos indeseados de la correccion del background es que se
pueden obtener intensidades negativas al sustraer el background. Esto sucede
debido a que la intensidad del background es mayor que la del foreground
adjudicado, quizas, a errores en la estimacion de las intensidades del background.
Cuando se calcula el logaritmo de las intensidades, estos valores se pierden,
resultando en una pérdida de informacion.

Como se ha mencionado anteriormente luego de realizar el analisis de la
imagen se obtienen archivos con las intensidades, del background y foreground,
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entre otras. Estos archivos tendran diferente extension dependiendo del software
de analisis de la imagen.

Software Extensién tipica
GenePix *_gpr
ScanAlyze *_dat
QuantArray * Xt

Spot *_spot, *.dat

3. Preprocesamiento

Desde el preprosesamiento hasta el punto 5 mostrado en el esquema de
andlisis se utilizara el software estadistico llamado R que lo podra bajar de la
pagina web: http://www.r-project.org/

Experimento: Swirl

Para ejemplificar el preprocesamiento de

los datos de un experimento de microarray Figura 2: pez zebrafish adulto.
se utilizaran datos de un experimento
denominado swirl zebrafish. El experimento
se realiz6 usando peces denominados
zebrafish para estudiar el desarrollo
temprano en vertebrados. Swirl es una
mutacion puntual en el gen BMP2 que causa defectos en la organizacion de los
embriones en desarrollo. Un objetivo de este experimento es identificar genes con
expresion alterada en el mutante swirl comparado con los zebrafish wild-type. Se
utilizaron 4 replicaciones, dos sets de pares dye-swap. Cada ADNCc target del
mutante fue marcado usando uno de los colorantes Cy3 o Cy5 y el ADNc target
wild-type fue marcado usando el otro colorante.

En este caso estudiado, el ADNc target fue hibridizado a los microarrays
conteniendo 8848 probes. Los microarrays fueron impresos usando un set de 4x4
agujas, produciendo asi matrices de 4x4 subarrays. Cada subarray consistia de
22x24 spots (ver figura 3).

Figura 3: disefio del microarray para el experimento swirl
4 sub-array |

sjods zg

o
O C
0000

24 spots
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Para cada una de las cuatro replicaciones produce un par de imagenes (uno
para cada canal, rojo y verde), las cuales fueron procesadas usando el software
Spot. Luego del andlisis de las imagenes se obtiene un grupo de archivos
denominados swirl_1_spot, swirl_2._spot, swirl_3.spot, y
swirl .4 _spot. Cada uno de estos archivos contienen 8448 filas y 30 columnas;
las filas corresponden a los spots y las columnas a diferentes estadisticos de los
spots. También se crea un archivo denominado SwirlSample.txt que contiene
informacion sobre la muestra y otro fish.gal, el cual almacena informacion sobre
el nombre de los genes y la estructura del arreglo.

¢, Como acceder a los datos?

Para el caso particular de los datos de swirl zebrafish, estos se encuentran
incluidos en la libreria de marray. Por lo tanto primero se debe cargar la libreria
marray de la siguiente manera.

library(marray)

Luego debera crear un solo objeto en el cual se almacenara toda la
informacion; es decir se deberd guardar toda la informacion almacenada en los
archivos antes mencionados, para luego procesar dicha informacion.

Primero debemos posicionarnos en el directorio en donde se encuentran
almacenados los archivos, para ello debera seleccionar del [EE=: v rudoes wncow e vorete

Source R code...

menu file, la opcién change dir.., se abrira una ventana en | =

Open script...

la cual podra seleccionar el directorio en donde se @ °=v&®-

Load Warkspace...

encuentran los datos del experimento (C:/ARCHIVOS DE | sweveisscs..
Load History...

PROGRAMA/R/ R-2.2_.1/library/marray/swirldata/). Save Hstry...

Change dir...

Como segundo paso se debera leer los datos del | e

Save toFile...

target y almacenarlos en la variable swirl .targets.

&

swirl_targets<-read.marraylnfo(file._path(file.choose()))

Crearemos el objeto swirll y almacenaremos en su interior las intensidades y
la informacién de los targets.

swirll<-read.Spot(path="_"", targets=swirl._targets)

Luego leeremos la informacién sobre los probes almacenados en el archivo
fish.gal.

swirl.probes<- read.Galfile(galfile="fish.gal")

swirll@maLayout<-swirl._.probes$layout

swirll@maGnames<-swirl .probes$gnames
Tipee el siguiente comando:
Swirll@maTargets

R mostrard los siguientes datos:

An object of class "marraylnfo"
@maLabels
[1] "swirl.1l_spot™ "swirl.2_spot" "swirl._.3.spot" "swirl.4_spot"

@malnfo

Names slide number experiment Cy3 experiment Cy5 date comments
1 swirl.1.spot 81 swirl wild type 2001/9/20 NA
2 swirl.2_spot 82 wild type swirl 2001/9/20 NA
3 swirl.3.spot 93 swirl wild type 2001/11/8 NA
4 swirl_4_spot 94 wild type swirl 2001/11/8 NA
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@maNotes
[11 "C:\\Archivos de programa\\R\\R-2_2_1\\library\\marray\\swirldata\\SwirlSample.txt"

Esta accion nos muestra los 4 microarray y el disefio del experimento con
respecto a los tinetes.

Para entender mejor cual es la estructura de datos en el paquete marray, y
como se almacena la informacion observemos el siguiente esquema.

W| Microarreglos

¢® b  Microarregios

g \|:z|:;|I Microarreglos
Gf  Microarreglos

IRf  Microarreglos

Genes

Cada intensidad es almacenada en un slot (una matriz) en la cual los genes se
encuentran en las filas y cada uno de los microarreglos en las columnas.

Para poder comprobar cuales son los slots se deberia ingresar los siguientes
comandos en R.

slotNames(swirll)
R nos mostrara todos los nombres de los slots:

[1] "maRf" "maGf" ""maRb"" "maGb" maw* "maLayout"
[7]1 "maGnames™ *maTargets™ '‘maNotes'

Si se quiere leer, por ejemplo, los datos de las intensidades del foreground
para los primeros 4 spots del canal rojo se debe tipear en R lo siguiente:
> swirll@maRf[1:4,]
El simbolo @ permite acceder a los slots por su nombre.

Slots Informacién
maRf Intensidad del foreground para el canal rojo
maGf Intensidad del foreground para el canal verde
maRb Intensidad del background para el canal rojo
maGh Intensidad del background para el canal verde
maGnames Nombre de los genes
maTargets Informacién sobre el ADNc target

Para poder observar un resumen de todos los datos del experimento se
deberia ingresar el siguiente comando.

> summary(swirll)

Presentacion grafica

Es muy atil en la practica realizar graficos que permitan examinar los
resultados de cualquier experimento de microarray. Un grafico puede ayudar a
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evaluar el éxito de un experimento, puede guiar la eleccion de herramientas de
andlisis y puede resaltar problemas especificos.

- MA-plot

El grafico mas comun es el denominado MA-plot de Dudoit et al. En este se
grafican los valores M (también conocido como log-ratio) en el eje vertical y los
valores A en el horizontal.

¢, Como se calculan dichos valores?
Se definen los valores M y A de la siguiente manera.

M =lo R,
= ng

f
A— log, R; ;|0g2 G,

Para construir un grafico MA-plot, para cada uno de los arrays, en R se debe
ingresar los siguientes comandos:

par(mfrow=c(2,2))

for(i in 1:4) {
plot(0.5*(log(slot(swirll," maRf")[,i1],2)+log(slot(swirll," maGf'")[,i
1.2)),log(slot(swirll,"maRf")[,1],2)-
log(slot(swirll,"maGF")[,i],2),xlab="A",ylab="M",pch=""_"",xlim=c(6,
16) ,main=c("'MA-plot del arreglo ",1))

abline(h=0,col=7)

}

Se obtendran los siguientes graficos:

MA-plot d-fl arreglo MA-plot dzel arreglo

= -4 = 7
(=R - -
7 o
o ‘
T T T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 6 8 10 12 14 16
A A
MA-plot dgl arreglo MA-plot dfl arreglo
o T . o~ -
= o— = °7
Al o
o o o
T T T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 6 8 10 12 14 16
A A

Un grafico MA-Plot ideal es aquel en el cual toda la nube de puntos se
encuentra sobre el valor 0 del eje M.

Todas aquellas desviaciones con respecto al ideal se deben principalmente a
errores sistematicos vinculados con varios factores, como ser: diferencias en la
eficiencia de la incorporacién de los tintes, diferencias en la cantidad de ARNm,

Péagina 8 de 22



Andlisis de Datos de Microarrays de Dos Canales. Un Acercamiento Tedrico - Practico

diferencias en los parametros de escaneado, diferencias entre los grupos de
agujas, efectos espaciales y efectos debido al plato.

Un gréfico MA-plot que es muy util y que difiere del antes visto es el grafico
Hexbin MA-plot. Este gréfico tiene en cuenta la superposicion de puntos.

library(arrayQuality)

for(i in 1:4) {
Rf<-swirll@maRf[,i]
Gf<-swirll@maGf[,i]
M<-10g2(Rf/GT)
A<-0.5*10g2(Rf*GT)
X110
plot(hexbin(A,M),main=""Hexbin MA'™)

Estos comandos generan los siguientes graficos.

Hexbin MA Hexbin MA
4 Counts 24 Counts
154 144
14 $ i b IR
. 135 11 126
® 125 }a;
2 116
§o| o | T
9P
=, o = = o
T8 L ]
o ‘%& g = ] g 11 = ?'!\
e IR i
! ! ’ ® 2 24 ® 3
20 19
2 1 “0
1 T T T
] 10 12 14 B 10 12 14 16
A A
Hexbin MA Hexbin MA
Counts | Counts

M
: N E -
I -l -l
‘ L
S LReBBOSE8808
M@ s oo
RERBR3EE3
M
L e
1 1
L CReneennsens
EE50E35BES

- Boxplots

Otros de los graficos utilizados en el analisis de datos de microarray son los
Boxplots, que pueden ser Utiles para comparar los valores M entre los arrays.
par(mfrow=c(1,1))
boxplot(swirll,names=c("'Arreglo 1","Arreglo 2" ,"Arreglo 3","Arreglo

4"))

title("'Boxplots de M para cada arreglo™)
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Boxplots de M para cada arreglo
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Los Boxplot muestran graficamente 5 numeros resumen, los tres cuartiles, el
méximo y el minimo. La caja central del gréfico que va desde el primer cuartil
hasta el tercero encierra el 50% de los datos.

Una de las opciones al realizar un boxplot es graficar el valor M en funcién de

las agujas.

par(mfrow=c(2,2))
for(i in 1:4) {

boxplot(swirll[,i],xvar="maPrintTip",yvar="maM" ,main=c("Arreglo",i

)))
}

2 3 4

s
TTTTTTTTTTTTTTTT
T ONDY = O O O O 0T

PrintTip

Arreglo
3

PrintTip

Arreglo
2
N_o : °
| o OE g ® "
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4
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PrintTip
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Al analizar los gréficos anteriores, estos no deberian presentar ninguna
tendencia, entre los distintos grupos de agujas (print-tip group). Si se observa
detenidamente el primer array se puede observar una pequefia tendencia
decreciente entre los print-tip group. Los valores correspondientes a las agujas
de la primera fila son superiores a los de la ultima.

- Gréficos Espaciales

Los graficos espaciales son graficos de dos dimensiones en el cual cada punto
representa un estadistico del spot del microarreglo. Estos graficos se utilizan para
explorar la calidad de hibridacién de cada arreglo.

Ingrese los siguientes comandos para obtener los graficos espaciales para los
valores de M y para el background de cada canal:
for(i in 1:4) {
X110
image(swirll[,i], main=c("'Grafico espacial de M para el array",i))

}

for(i in 1:4) {
X110
image(swirll[,i],xvar="maRb", main=c("'Grafico espacial de Rb para
el array',i))

}

for(i in 1:4) {
X110
image(swirll[,i],xvar="maGb", main=c("'Grafico espacial de Gb para
el array',i))

El resultado es el siguiente:

Gréfico espacial de M para el array Grafico espacial de M para el array
1 2 3 4 |- 5 1 2 3 4 3
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Gréfico espacial de M para el array

8
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Gréfico espacial de Gb para el array Gréfico espacial de Gb para el array
1 2 3 3 4 - 160 1 2 4+ 3 4 - 1700
- 140 - 1500
1 1
130 1300
- 120 [~ 1100
2 2
-~ 100 - 960
- o - r70
3 3
L] I 580
I &5 - 410
% L 52 4 | 220
-39 - 36

Lo que se pretende observar en cada grafico es una homogeneidad de colores
en todo el microarray. Como se puede observar en el gréfico espacial para las
intensidades del background del canal verde del 3° microarray, existe un efecto
espacial, ya que las maximas intensidades se agrupan a la derecha del
microarray.

4. Normalizacién

El proposito de la normalizacion es solucionar ciertas variaciones en la
tecnologia del microarray que pueden provenir de diferencias bioldgicas entre las
muestras de ARN o los probes impresos. Se pretende solucionar algunos errores
sitematicos, descriptos en la pagina 8.

La necesidad de normalizacion puede verse mas claramente en experimentos
self-self’. Aunque no hay expresién diferencial, la intensidad del canal rojo a
menudo tiende a ser mas baja que las intensidades del canal verde. Mas aun
estas intensidades son usualmente no constantes entre los spots dentro y entre
arrays.

Normalizacion

4.1. Normalizacion de 2 canales

4.2. Normalizacion de canales

por separado normalizacion de 2 canales.

En general esta normalizacion
se realiza luego de la

4.1 Normalizacion de 2 canales

Este tipo de normalizacion se realiza en R con la funcion maNorm(). Esta
funcién permite realizar diferentes tipos de normalizaciones, especificando los
siguientes parametros.

% Experimentos en el cual dos muestras idénticas de ARNm son marcadas con diferentes colorantes e hibridizadas al
mismo microarray.
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Nombre Descripcién

none No realiza ninguna normalizacion

median Normalizacion global por mediana

loess Normalizacion global dependiente de A

) ) Normalizacion A dependiente, dentro del grupo

printTipLoess que determina cada aguja, utilizando la funcion
loess

twoD Normalizacion espacial utilizando la funcién loess
Normalizacién A dependiente, dentro del grupo de

scalePrintTipMAD cada agu1a_ut|I|_z,ando la funcién loess, seguida de
una normalizaciéon de escala dentro de cadagrupo
utilizando la funcion MAD

La siguiente instruccion permite realizar una normalizacion Print-tip-Loess.

swirl_normP<-maNorm(swirll, norm="p")

Para observar el efecto de la normalizaciéon se realizaran los
graficos comparando con los datos no normalizados:

X11(width = 6, height = 3, pointsize = 7)
par(mfrow=c(1,2))

for(i in 1:4) {
plot(swirll[,i], main=c('MA-plot sin
normalizar","array",i),pch="_" )

abline(h=0,col=7)

siguientes

plot(swirl.normP[,i],main=c('MA-plot normalizado por print-

tip”,"array",i),pch="_")
abline(h=0,col=7)
X11(width = 6, height =
par(mfrow=c(1,2))

3, pointsize =

7

MA-plot sin normalizar MA-plot nommalizado por printtip
array

02 <0y - - =)
B3 ** B3
i ]

Sy
Eht

3) = 2]
s B3 = EY
RE]

i

MA-plot sin normalizar

array array
F F
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MA-plot sin normalizar MA-plot normalizado por print-tip
array array
—on T oan et 08 T 04 e N el Bl i A Rl Y]
o | T oRNT @y T zs T 24 TTORL T @2 T ORI TR
— @GN T @3 @3 T GE RN TLEZ CCES CT R4

w1 e R T . w1 U2 - Wy 4

6 8 10 12 1% 6 8 10 12 it
A A
MA-plot sin normalizar MA-plot normzalizado por print-tip
array array
L
L - - B L S I Dl s B (- Bl
O I ) T = I - Iy -, | _P‘}_ @2) " 23 T T 28
I e RN T OB OBEA T A4
e T o I o Ll 1 [ I R Yy

Como se pueden observar en los graficos la normalizacién por Print-tip
moviliza toda la nube de puntos hacia el valor 0 de M, solucionando los errores
sistematicos debido a las agujas.

La normalizacion anterior se realiz6 dentro de cada array, pero también puede
hacer una normalizacion entre arrays, por ejemplo normalizando por las
medianas.

swirl_normM<-maNorm(swirll,norm="m")
X11(width = 6, height = 3, pointsize = 7)
par(mfrow=c(1,2))
boxplot(swirll, main=("Boxplot de los datos sin
normalizar') ,names=c("'Arreglo 1","Arreglo 2" ,"Arreglo 3","Arreglo 4'"))
boxplot(swirl._normM,main=("Boxplot de los datos normalizados por
mediana') ,names=c("Arreglo 1","Arreglo 2","Arreglo 3","Arreglo 4™))

Boxplot de los datos sin normalizar Boxplot de los datos normalizados por mediana

s
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o
—
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a
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— - e s [ =
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i
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La normalizacion por mediana modifica las medianas de cada array, dandole
valor 0 a cada una como se observa en los graficos anteriores.

Existe una normalizacién mas drastica que modifica la escala entre los arrays.
Se recomienda evaluar la realizacion de esta normalizacién, es decir si no existen
diferencias muy marcadas entre los arrays no se recomienda aplicar esta
normalizacion. La funcién que permite realizar esta normalizacion es maNormScale
del paquete marray.
swirl .normS<-maNormScale(swirl _normM)
X11(width = 6, height = 3, pointsize = 7)
par(mfrow=c(1,2))
boxplot(swirll, main=("Boxplot de los datos sin
normalizar'™) ,names=c('Arreglo 1" ,"Arreglo 2" ,"Arreglo 3","Arreglo 4'))
boxplot(swirl_normS,main=("Boxplot de los datos normalizados por
escala y por mediana'),names=c("'Arreglo 1","Arreglo 2" ,"Arreglo
3","Arreglo 4'))

Boxplot de los datos sin normalizar Boxplot de los datos normalizados por escala y por mediana

- i
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T T T T T T
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E

| g
Iy
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En este caso no solo se igualan las medianas sino que también se igualan los
cuartilos.

4.2 Normalizacién de canales por separado

Dentro de este tipo de normalizaciones se encuentra la normalizacion por
cuantiles (Quantile Normalization). Se realiza utilizando la funcion
normalizeBetweenArrays del paquete limma. Como los datos del objeto swirl1
son del tipo marray, se debera realizar una conversioén de formatos, entre marray
a RGilist (formato de limma).

Para la conversion se debe cargar primero la libreria convert.

library (convert)

Luego se realizan las conversiones y la normalizacion.

swirl .SN<- as(swirll,"RGList")
swirl _P<- as(swirl_normP, "MAList')
swirl _PQ<- normalizeBetweenArrays(swirl_P,method=""quantile')

Para observar el efecto de la normalizacion se graficara de la siguiente
manera:
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X11(width = 8, height = 5, pointsize = 8)
par(mfrow=c(1,2))

plotDensities(swirl.P)
plotDensities(swirl.PQ)

Densidades de las intensidades Densidades de las intensidades Ry G
Ry G sin normalizar normalizadas por Print-tip y cuantiles

2
020

020
1
015
1

015
1
-

Density
010
1

Density
010
|
ey,
R

0.056
1
005
1

ooo
1
000
1

Intensity Intensity

Mediante el método de normalizacion por cuantiles, las distribuciones de las
intensidades de los canales rojo y verde de todos los arreglos quedan idénticas,
como se puede observar en las graficas anteriores.

5. Seleccidn de genes diferencialmente expresados (DE)

Uno de los principales objetivos del analisis de datos de microarray es
identificar cuales de los genes muestra una buena evidencia de de estar
diferencialmente expresado. La seleccion de los genes DE puede separarse en
dos pasos.

5.1. El primer paso es seleccionar un estadistico el cual permitira rankear a los
genes en funcion de su expresion diferencial, desde una evidencia més
fuerte hasta una mas debil.

Criterio de
‘M‘ comparacion

‘Kﬂk>k

o (" Criterio de o~
_,—-"" - o :;'n
‘E ‘t‘ comparaciéon ,

stadisticos ) L=
t>k s
(" Criterio de J.
o comparacion 4+ _ vnM
P -
t >k Ja+s?®

-

M = es el promedio de los valores M entre cada array para cada uno de los genes
n = tamafo de la muestra
s = desvio estandar de los M valores
a = parametro que se estima por medio de un método bayesiano
5.2. El segundo es elegir un valor critico para el ordenamiento anterior de los
genes por encima del cual cualquier valor resulta significativo, define la

cantidad de genes que se consideraran DE.
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Seguiremos trabajando con el ejemplo del experimento Swirl.

Primero debera asegurarse de que el directorio de trabajo sea el directorio en
donde se encuentran los archivos del experimento.

Luego deberemos leer la lista de ARN target hibridado a cada canal de cada
arreglo, y los nombres de los archivos que contienen la informacion de las
intensidades. Para ello utilizaremos la funcion readtargets de la libreria Iimma.

library (Iimma)

targets <- readTargets('SwirlSample.txt'™)

Para leer los datos de intensidades utilizaremos la funcion read.maimages y lo
almacenaremos en un objeto denominado RG de clase RGList. En RG se
almacenaran las intensidades del R y G del foreground con sus correspondientes
intensidades para el background.

RG <- read.maimages(targets$Names, source="spot")

Agregaremos a RG la informacion de los nombres de los genes y también la
informacion de la estructura del arreglo.

RG$genes <- readGAL("fish.gal')
RG$printer<-getLayout(RG$genes)

Luego debemos proceder a normalizar los datos almacenados en RG,
utilizando la funcion de Iimma denominada normalizeWithinArrays. Esta funcion
realiza primero una correccidbn por background. Por default realiza una
normalizacion por print-tip y calcula los valores M y A.

MA<-normalizeWithinArrays(RG)

Podemos realizar graficos MA-plot con la funcidon plotvA de la siguiente
manera.

par(mfrow=c(1,2))

for(i in 1:4) {
X11(width = 6, height = 3, pointsize = 7)
par(mfrow=c(1,2))
plotMA(RG, array=i, main=c("'MA-plot sin normalizar array',i))
abline(h=0,col=7)
plotMA(MA, array=i,main=c('MA-plot normalizado array',i))
abline(h=0,col=7)

Luego de normalizar los datos, se ajusta un modelo lineal a los valores de M

de cada gen, que permitird obtener un estadistico M. Para el ejemplo que
estamos utilizando tendremos 4 ecuaciones, una para cada array. Las ecuaciones
tendran la siguiente forma:

Y=XB+¢

Donde X es una matriz de disefio que estara dado por el tipo de experimento.
El experimento swirl fue realizado con intercambio de tintes (dye-swap) por lo
tanto la matriz resultara:
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Los valores negativos corresponden a los arreglos con dye-swap.

El modelo se ajusta usando la funcion ImFit. Primeramente se creard la matriz
de disefo.

X<_C(11_1111_1)

Luego se ajustara al modelo lineal:

fitl <- ImFit(MA, design=X)
summary(fitl)

Al resumir el contenido de fitl se puede observar lo siguiente:

Length Class Mode
coefficients 8448 -none- numeric
rank 1 -none- numeric
assign 0 -none- NULL
qr 5 qr list
df.residual 8448 -none- numeric
sigma 8448  -none- numeric
cov.coefficients 1 -none- numeric
stdev.unscaled 8448 -none- numeric
pivot 1 -none- numeric
method 1 -none- character
design 4 -none- numeric
genes 5 data.frame list
Amean 8448 -none- numeric

En coefficients se almacenan los M para cada gen.

Este estadistico presenta problemas, por lo tanto se calculara un estadistico
denominado t * (t moderado).

Se utilizara la funcién eBayes que calculara el estadistico t moderado para
cada gen.

Ffitl._bayes<-eBayes(fitl)
summary(fitl.bayes)

Se obtiene la siguiente salida:

Length Class Mode
coefficients 8448 -none- numeric
rank 1 -none- numeric
assign 0 -none- NULL
qr 5 qr list
df.residual 8448 -none- numeric
sigma 8448  -none- numeric
cov.coefficients 1 -none- numeric
stdev.unscaled 8448 -none- numeric
pivot 1 -none- numeric
method 1 -none- character
design 4 -none- numeric
genes 5 data.frame list
Amean 8448 -none- numeric
df_prior 1 -none- numeric
s2.prior 1 -none- numeric
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var.prior
proportion
s2.post

t

p-value
lods

F
F.p.value

1

1
8448
8448
8448
8448
8448
8448

-none-
-none-
-none-
-none-
-none-
-none-
-none-
-none-

numeric
numeric
numeric
numeric
numeric
numeric
numeric
numeric

En lods se almacenan los estadisticos t moderados.

Para ver los 10 primeros genes expresados diferencialmente, ordenados por el
estadistico B, se utilizara la funcién topTable.

topTable(fitl.bayes,coef=1,number=10,genelist=Fitl.bayes$genes,adjust.met
hod="BH",sort.by="B",resort.by=NULL)

Se obtiene:
Block Row Column
2961 6 14
3723 8 2
1611 4 2
7649 15 11
515 1 22
7491 15 5
4454 9 10
319 1 14
7036 14 8
8295 16 16
adj-P._val
2961 0.001125432
3723 0.001814696
1611 0.002224217
7649 0.003159151
515 0.003159151
7491 0.003159151
4454 0.003159151
319 0.003159151
7036 0.003159151
8295 0.003159151

ID

Name

9 fb85d05 18-F10 2
3 control DIX3 2
3 control DIX3 2
17 fb58g10 11-L19 1
11 fc22a09 27-E17 -1
3 fb24g06 3-D11 -1
14 fb54e03 10-K5 1
7 fhb85a01 18-E1 1
4 fb40h07 7-D14 -1.
15 fb94h06 20-L12 -1.
B
.615431
.807814
.347681
.628394
.418860
.395487
.169090
.130538
.987744
.910989

M

-657165
.190034
-189233
.597736
.264942
.319002
-199001
.287253

350680
276615

-34821
.27927
-48893
.51875
-16892
.64346 -13.
-15679
.54610
.84314
.04342

A

12

t

.78021
.55944
-08003
.12596
-13.

62240
56782

-05461
-96990
-12.
-12.

66262
50151

AR WWNNREPNRAPRE

P.value

-332187e-07
.296156e-07
-898498e-07
.926656e-06
-470493e-06
.539284e-06
-304493e-06
.454511e-06
-067523e-06
.437776e-06

En donde se puede observar los nombres de los genes que se encuentran DE

en la columna Name.

Si queremos obtener todos los genes cuyo p-valor < 0.05, primero debemos
almacenar en una variable todos los genes ordenados por el estadistico B.
tabla8448<-

topTable(ajuste,coef=1,number=8448,genelist=ajuste$genes,adjust.method
="BH",sort.by="B")

menores <- subset(tabla8448, P_value < 0.005, c(ID, M, A, t, P.Value,

B))

menores[1,]

Podemos observar:

ID

M

A

t

P.value

B

2961 fb85d05 2.657165 10.34821 20.78021 1.332187e-07 7.615431

Luego podemos observar visualmente el gen de mayor expresion diferencial
de la siguiente forma:
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M<- Fitl.bayes$coefficients

A<- fitl.bayes$Amean

plot (A, M, pch="_", col="lightblue', cex=2, main="Valores de M
ajustados por eBayes')

points(tabla8448$A[1], tabla8448$M[1], pch="*", col=2,
cex=1);text(11.2,2.64,tablas448[1,5])

Observamos el siguiente gréfico:

Valores de M ajustados por eBayes

-1
|

= 18-F10
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