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Instituto de Biotecnologiay Biomedicina (IBB)

- En el IBB se desarrollan principalmente investigaciones de
tipo bioldgico

- El trabajo se desarrollo en el IBB bajo la tutela de Mario Huerta
y con la colaboracion de Juan Antonio Cedano

- El trabajo realizado se enmarca en una linea de investigacion
dirigida por Mario Huertay Juan Antonio Cedano que estudia

el efecto del estrés en las células humanas, como el estrés puede
generar células cancerigenas.
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Tecnologia de microarrays
Métodos de agrupacion
Indices de Integridad
Intervalos de confianza

PCOPGene
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Tecnologia de microarrays
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Métodos de Agrupacion mas utilizados en el andlisis de microarrays

Escalado matriz de datos:
- Multi Dimensional Scaling (MDS)
- Principal Components (PC)

Métodos agrupacion :
Jerarquicos:
- Hierarchical Clustering (HC)

De particionamiento:
- K-Means
- Partitioning Around Medoids (PAM)
- Self-organizing Maps (SOM)
- Self-organizing Tree Algorithms (SOTA)
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Indices de integridad

Hartigan
Calinsky-Harabasz
Dunn

Silhouette Width

Connectivity
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Busqueda de Genes Marcadores para una Distribucidn de Clusters Concreta

Distribucion normal (distribucion T d Students)

desv

Vn

desv))

Intervalo de confianza intervalo=(X —Ktex( N
n

), X +Kte *(

Hz = H




Universitat
Autonoma
de Barcelona

ESTADO DEL ARTE

PCOPGene:: Microarray analysis tool

) PCOPGene-Met i gene network of "at_matrix' microarray - Mozilla Firefox

etse)

Escola Técnica Superior d’Enginyeria

=101 =]

I o |http:,l',l'revolutionresearch.uab.es,l'app|ic,l'gexp,l'microarray,l'BioProject.php?name_matrix=at_matrix&id_matrix=1?&gestor=2&applicantID=312&1:ad_user= 1;?
— -
& | FZoom-In I—

| mspath depend. analysis |

| Correlations Table |
[ |[_search_|
Gene info
Correlations || Gene

[4]

Signincative Geo Profiles

Update Samples-Class Palette

Class-Distribution Gene Search

Change Work-View

rHon lineal Relations

Curve Types [ ] Show Edges

Gene Cluster [] Show Clusters

rCustom Ops
rZ00m Mode
@ Transforming
+
) Picking
rFilter Correlations
0.0 0.00000 0.0690
rShow ops
[] Correlations Paint:
[] Gene Hames [] Correlations
Show mstree [ Clusters

rExternal Biological Databases

Cross Data

[«]

Il [e]

| Terminado

10




A

Universitat

Autonoma e t S e>

OBJETIVOS
de Barcelona Escola Técnica Superior d’Enginyeria

- Implementacién algoritmos agrupacion de las condiciones muestrales
- Integrar agrupacion en el preproceso existente

- Integrar resultados agrupacion en la interfaz web PCOPGene
( http:://revolutionresearch.uab.es ) y afiadir nuevas funcionalidades

- Implementar algoritmo busqueda de genes marcadores

- Integrar implementacion y resultados en el interfaz web PCOPGene
( http:://revolutionresearch.uab.es )
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Herramientas de desarrollo:
- R-Statistics (R)
- PERL
-C

Modelo de implementacion:

C PERL

Intérprete R

Tratamiento previo: Correccion de “celdas vacias” en la microarray
de entrada
Implementacion de los métodos de agrupacion:

MDS + (K-MEANS, SOM, SOTA, PAM, HC)

PC + (K-MEANS, SOM, SOTA, PAM, HC)

SOM, SOTA, PAM, HC

Calculo de laintegridad de las distribuciones de clUsters:
Dunn , Silhouette y Hartigan (*descartado*)
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Agrupacion de condiciones muestrales

Tratamiento de las condiciones muestrales outlayers*:
Agrupaciones sin muestras outlayers , fusion de clusters
Agrupaciones con muestras outlayers

<) ® ¢ rusicnk=2

Para cada uno de los algoritmos se escogen las mejores agrupaciones
segun los indices Dunn y Silhouette

Tratamiento final para todas las agrupaciones:
-Normalizar identificadores de los clusters.

*Qutlayer: muestras sin clister asignado o muestra que pertenece a un grupo
con pocas muestras (5% en este caso)
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Agrupacion de condiciones muestrales

Tratamiento paralas mejores agrupaciones:
- Eliminacion outlayers

- Si la mejor agrupacion tiene 9 cluster se elimina el clister que
contenga menos muestras.

-Ordenacion, agrupacion y normalizacion de los ficheros de clusters:
- Proceso independiente de la agrupacion de muestras

- Clustering de las mejores agrupaciones
agrupandolas por similitud y ordenadas por disimilitud (HC)

- Normalizacion interna de cada grupo de ficheros de clusters
a partir del fichero guia de cada grupo de ficheros.

14



-

Universitat
Autonoma
de Barcelona

IMPLEMENTACION

Agrupacion de condiciones muestrales

etse)

Escola Técnica Superior d’Enginyeria

GenY

12

10

Plantilla guia
12
* . v
* v
* S 8 \
0‘ "2 g © ® 0‘ .
<
v ®2 < > 0 A vz
v Y vs3 4 mm A A AL
\ , P A
v = A
o
6 8 10 12 14 16 (0] 2 4 6 8 10 12 14 16
Gen X Gen X
12 v
10 *
®
. 8 ® 1->1
> LI}
§ © > > o5 2->4
0 4 \Y4 v 3
Em v v >4 3->2
> Y
> m \V4 4'>3
(0]
(0] 2 4 6 8 10 12 14 16
Gen X

15



A

Universitat
Autonoma
de Barcelona

IMPLEMENTACION

Escola Técnica Superior d’Enginyeria

Agrupacion de condiciones muestrales

Gestion de resultados de la agrupacion:
Todos los resultados se guardan en ficheros en el servidor.

Los directorios mas destacados son:

- Rclustering_Samples : se guardan todos los resultados de las
agrupaciones

- Rclustering_Samples/Best: se guardan solo las mejores agrupaciones
accesibles al usuario a través del aplicativo web

etse)
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Integracion de la agrupacion en el preproceso

El preproceso es un conjunto de subprocesos que se ejecutan
automaticamente al cargar una microarray en el sistema.

Solo se ejecuta una vez por microarray.

En este preproceso se aflade el subproceso que realiza la agrupacion de las
condiciones muestrales de la microarray.

Debido a que el tiempo de ejecucion es muy elevado se implementa una
version que solo realiza el proceso de agrupacion

IN: Microarray P@cio (Preproceso, @

Diagrama de flujo:

Clustering muestras (Perl) :

- Tratamiento outlayers

- Célculo de integridades

- Obtencion de las mejores agrupaciones, etc ..
Clustering y normalizado mejores agrupaciones(Perl)

< FIN >
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Interfaz web: Integrar los resultados de las agrupaciones en el aplicativo web

Herramienta de desarrollo: PHP
Funcionalidades agregadas a la aplicacion :
- Listado de las mejores agrupaciones ordenadas por similitud

- Actualizacidon de la agrupacion actual por la agrupacion
seleccionada por el usuario

- Descarga de la agrupacion precalculada seleccionada por el usuario

- Gestor del historico del usuario:
- Guardar la agrupacion actual con el nombre fijado por el usuario

- Descargar la agrupacién del historico seleccionada

- Actualizar la agrupacion actual con la agrupacion del historico
seleccionada

- Eliminar uno o todas las agrupaciones del histérico

- Normalizado historico (clustering HC del historico)

etse)
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Interfaz web: Integrar los resultados de la agrupacion en el aplicativo
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Busqueda de los genes marcadores

Herramientas de desarrollo:
-C

Fundamentos teodricos:;
- Distribuciéon T d Student
- Intervalos de confianza

Resultados:
- Fichero con el identificador de los genes marcadores que
cumplan las condiciones exigidas por el usuario parala agrupacion
actual y con la distancia total de los cluster validados de cada
gen marcador.

etse)
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Diagrama de flujo:

Clustering Actual
Nivel de confianza

Microarray
Condiciones Busqueda —< Inicio busqueda >

Crear Intervalos para
cada cluster de muestras del Gen
Validar Condiciones

S| Condiciones Ok?

Guardar Gen y distancia

> Gen=Gen+1

NO Gen > Total Genes
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Busqueda de los genes marcadores para una distribucidén de clusters concreta
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Interfaz web: Integrar la busqueda de genes marcadores en el aplicativo web

i Genes found
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0,158308

0,156073
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0,135451
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0.1z20184

0.118686

0.117e06

0,115032
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0.113416

0,111934

0.110930

0.110626

Name

Lv2: lysazyme (renal amyloidosis)

EIFZEIP: eukaryotic translation initiation factar 3, subunit E interacting protein
RREBL: ras responsive element binding protein 1

HISPPDZA: histidine acid phosphataze domain containing 24

PCkZ: phosphoenolpyruvate carboxvkinase 2 (mitochondrial)

ETV4: ets variant gene 4 (E14 enhancer binding protein, ELAF)

ESTs Chr.22 [486514, (IW), 3%AA043037, 30:AA042937]

CARCL: chaperone, ABCL activity of bcl complex hamolog (5, pombel
ASNS: azparagine synthetaze

KIAAD430: KIAAD430

AEAPL: A kinase (PREA) anchor pratein 1

THEM4: thicesteraze superfamily member 4

IFIZ0: interferon, gamma-inducible pratein 30

ADD3: adducin 3 (gamma)l

510 360210, ESTs, Weakly similar to 1111 ALU SUBFAMILY J WARNING ENTRY 111 [H.sapiens] [S9AADL3089, 30 AADL3090]
RPs16: ribozomal protein 516

CKMTLB: creatine kinaze, mitochondrial 1B

UsP&: ubiquitin specific peptidaze 8

UQCRH: ubiguinaol-cytochrorme ¢ reductaze hinge protein

PDxE: pyridoxal (pyridoxine, vitamin B&) kinaze

RDH13: retinol dehwdrogenase 13 (all-tranz/9-cis)

USP37: ubiquitin specific peptidase 37

510 75340, [0TS7960, 301 T57514]

MARCKSLL: MARCKS-like 1

¥
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Los objetivos se marcados se han cumplido con creces incluso se han
desarrollado nuevas funcionalidades

La consecucidon de los objetivos resulta una herramienta
especialmente util y practica para los investigadores :

- Andlisis de los distintos estados celulares.
- Encontrar genes marcadores responsables de estos
estados celulares.
-Practica:

-Agrupaciones de condiciones muestrales pre calculadas

-Manipulacion y almacenaje de estas agrupaciones en un
historico personal.

-‘Busqueda automatica de genes marcadores

Escola Técnica Superior d’Enginyeria
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A nivel tedrico una de las principales conclusiones que pueden
extraerse es sobre los actuales indices de integridad:

- No son nada precisos para encontrar una unica agrupacion como
la 6ptima.

- Ayudan a discriminar agrupaciones de entre todas las calculadas.
Aspectos positivos del desarrollo del proyecto :

- Aplicar conceptos teoricos, matematicos y estadisticos al mundo
real

- Participar en un proyecto conjunto dedicado a la investigacion
de los genes como responsables de enfermedades como el cancer
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