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Experimentos de expresion génica

¢ Qué medimos? : Como lo medimos?

Condicién A

-Northern Blot

-PCR tiempo real
Condicion B
-SAGE
(Serial Analisys of Gene expression)

-Microarrays

Cambios en los
niveles de mRNA
transcrito




Experimentos de expresion génica

¢ Qué medimos? : Como lo medimos?

Condicién A

-Northern Blot

-PCR tiempo real
Condicion B
-SAGE
(Serial Analisys of Gene expression)

-Microarrays

Cambios en los
niveles de mRNA
transcrito




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Algunas ventajas

-Permite monitorear gran numero de genes en simultaneo

-Permite comparar varias condiciones experimentales en
simultaneo

-Presenta economia de escala en el diseino experimental
-Sistemas automatizados

-Permite inferir comportamientos globales de los genes
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Procesamiento Recolecciéon de
. , e
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!
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Cualquiera sea la pregunta, necesitamos pre-procesar
los datos de expresion.

Artefactos que pueden darse:

svariaciones en las cantidades de mRNA iniciales
«diferente incorporacion de marca en la sonda

*spot irregulares por efecto de la siembra

e variaciones en la calidad de los lavados post-hibridacion

e variaciones en la calidad del escaneo

!

La sefial que debemos analizar debe ser solo
producto de la condicion biolégica estudiada.




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

ooy Senal Medida = Senal Real + Error

Error = Varianza + Tendencias

!

Senal medida = Senal Real + Varianza + Tendencias

- Necesitamos disminuir la Varianza y las Tendencias

Varias réplicas ===  Reduccién de la varianza

Normalizacion ===p  Eliminacion de tendencias y background

!

Senal medida ~ Senal real




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Varias réplicas ===  Reduccién de la varianza

Se resuelve....haciendo mas replicas...

Réplicas biologicas: mRNA obtenidos por separado bajo el mismo estimulo
Réplicas experimentales: diferentes eventos de marcaje para un mismo pool de mRNA

Background ===p  Eliminacion de seiales inespecifica

Correccion por sefial local o global

=
o

| il
[N
| I|I I|I £l
]
||||

= =
=08 Bog
2 g

= =




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Normalizacion —) Eliminacion de tendencias

» Transformacion a logaritmo
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Normalizacion —) Eliminacion de tendencias

» Uso de housekeepings o spikes, como referencia

M= log(R/G)
A= 0.5*(logR+logG)

lowess




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Ya tenemos entonces... | Sefal medida ~ Senal real Y ahora??

!

Las preguntas mas tradicionales:

¢, Qué genes mostraron cambios significativos
de expresion entre las condiciones
estudiadas?

¢, Existen genes co-regulados gue establecen
grupos de patrones de expresion particulares
en las condiciones estudiadas?




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

¢, Queé genes mostraron cambios significativos de expresion entre las

condiciones estudiadas?

Existen diferentes aproximaciones para responder esto, normalemente supervisadas

*VVeces de Cambio

-Solo identifica los que mas cambian.

-Alta tasa de falsos positivos

-La razén de cambio es sensible cuando el denominador es pequefo

Control 30 _ 0.5 Control 500 _ 0.5
Tratado 60 " Tratado 1000 '
Control 45 _ 1 Control 515 _ 0.52
Tratado 45 Tratado 985 '




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

¢, Qué genes mostraron cambios significativos de expresion entre las
condiciones estudiadas?

e Testdet
: Ho: ul = u2 e
Para cualquier gen L representa su expresion
H;: ul <> pu2
‘ﬂl - luz‘ . . -

= Permite determinar la probabilidad de que la

v oy ) : ]

— diferencia observada sea dada por azar

nl n2

-Requiere alto numero de réplicas para aproximar
normalidad

-Alta tasa de falsos positivos

-Requiere que las varianzas de ambos genes a lo
largo de las muestras sea igual
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¢, Qué genes mostraron cambios significativos de expresion entre las
condiciones estudiadas?

e Test de Welsh
: Ho: ul = u2 e
Para cualquier gen L representa su expresion
H;: ul <> pu2
_ ‘ﬂl - ﬂz‘ - - i
= IYERRTA | Permite determinar la probabilidad de que la
\/ + 2 diferencia observada sea dada por azar
nl n2

-Requiere alto numero de réplicas para aproximar
normalidad

-Alta tasa de falsos positivos

-Mayor dificultad en el calculo de los grados de
libertad




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

¢, Queé genes mostraron cambios significativos de expresion entre las
condiciones estudiadas?

« Significance Analysis of Microarrays (SAM)

-Simula el niumero de réplicas a través de permutaciones de los mismos datos
-Permite controlar la tasa de falsos positivos

-No necesita asumir distribuciones de los datos

-Utiliza estadisticao similar al del test de t (o0 al de Welsh)

I = Xi1 — X2
d. = f
=
S; + 5, Z(Xij ~X)’ + Z(Xij ~X,)’
g — £+ 1 jeCl jeC2
'\ non n+n,—2




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

¢, Queé genes mostraron cambios significativos de expresion entre las
condiciones estudiadas?

« Significance Analysis of Microarrays (SAM)
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays

¢, Qué genes mostraron cambios significativos de expresion entre las
condiciones estudiadas?

Significance analysis of microarrays
applied to the ionizing radiation response.
Tusher et al. 2001. PNAS 98:5116

Los cambios de expresion
significativos mas importantes:

-Genes que participan en apoptosis
-Genes gue participan en ciclo celular
] -Genes que participan en reparacion
expected relative difference 4y genes caled sgnificant_ del dafio al DNA

qbscrved relative difference d(i)
falsely significant genes




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

¢, EXisten genes co-regulados que establecen grupos de patrones de
expresion particulares en las condiciones estudiadas?

Existen diferentes métodos para responder esto...

No Supervisados

CLUSTER

AN

Jerarquico

No jerarquico

K-means
SOM

Supervisados

CLASIFICACION

Analisis discriminante
Reconocimiento de patrones
Prediccion de clases

...pero la base para la respuesta es la misma: genes co-regulados
deben poseer patrones de expresion similares.
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¢, EXisten genes co-regulados que establecen grupos con patrones de
expresion particulares en las condiciones estudiadas?

Existen diferentes métodos para responder esto...

No Supervisados

CLUSTER

AN

Jerarquico

No jerarquico

K-means
SOM

Supervisados

CLASIFICACION

Analisis discriminante
Reconocimiento de patrones
Prediccion de clases

...pero la base para la respuesta es la misma suposicion: genes co-
regulados deben poseer patrones de expresion similares.




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

- Jerarquico: Aglomerativos y divisivos

CLUSTER

Array 2

- Analisis microarrays: aglomerativos

-Agrupar datos de expresion en base a similitud

Matriz de datos
de expresion

Vector de expresion (X.;,X;,)

A 4

Array 1

I

P Vector de expresion (X,,Y,,)

Array 2

Calculo de distancia (o similitud)
a traves de alguna metrica

A 4

Array 1




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Distancia Euclidiana
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Correlacion de Pearson




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

[

~ R; -d(i,j) constituyen una nueva matriz
=~ ¢ - ¢, Como agrupo los mas similares?
— o
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Linkage
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Medicion de la expresion génica a través de microarrays

Ventajas de la técnica:

-Es exploratoria, por lo gque no necesita
conocimiento a priori

-Existen numerosas implementaciones para
algoritmos de cluster

-Permite una mirada “visual” de la distribucion de
la informacion

Desventajas de la técnica:

-Determinacion del nimero de grupos
-Resultados varian al variar la métrica o el
linkage

-No tiene confidencia estadistica




Medicion de la expresion génica a través de microarrays

CLUSTER - No Jerarquico: particionales

K-means

-Requiere a priori el nUmero de grupos a encontrar

-Cada objeto (valor de expresion) es asiganado a un cluster en una sola etapa
-Itera hasta que los objetos dentro del cluster sean lo mas similares posibles
-El resultado del cluster depende de la particion inicial

Self organizing maps (SOM)

-Es similar a K-means en el core de la operacion
-Permite redimensionalizar la data (2D o 3D)
-Permite tener una observacion grafica
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Una breve nota sobre métodos supervisados

En general se usan en clasificacion basandose en la idea de que para un
numero de de muestras bioldgicas ya existe informacion preliminar, que puede
utilizarse para agrupacion de nuevos datos en clusters.

Caracteristicas de estos algoritmos:

-Perfiles de expresion de genes conocidos en términos de su funcion (o ubicacion)
-Una regla de desicion que pueda explicar el set de entrenamiento

-El desafio: encontrar una regla de desicion que permita generalizar hacia el resto
de los datos

Ej. Support Vector Machine (SVM)

Los elementos mas
cercanos al hiperplano
conforman el “Support

Vector”

Wy b se determinan en el entrenamiento
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¢, EXisten genes co-regulados que establecen grupos con patrones de
expresion particulares en las condiciones estudiadas?

Transcriptional Program in the Response of Human
Fibroblasts to Serum. lyer et al 1999. Science 283, 83-7.

- Privacion de suero 48hrs.

tpo O: Estimulaciéon con suero
Monitoreo cada 15min x 24hrs

*Disminucion temporal de expresion de genes
involucrados en biosintesis de colesterol (Cluster A)

Aumento temporal de expresion de Genes
involucrados en el ciclo celular (Cluster B)

«Aumento temprano de expresion en genes
relacionados con remodelamianto de tejidos y
angiogenesis (Cluster Dy E)
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