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PRESENTACIÓN

Instituto de Biotecnología y Biomedicina (IBB)

- En el IBB se desarrollan principalmente investigaciones de 
  tipo biológico

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

- El trabajo realizado se enmarca en una linea de investigación
dirigida por Mario Huerta y Juan Antonio Cedano que estudia
el efecto del estrés en las células humanas, cómo el estrés puede
generar células cancerígenas.
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Tecnología de microarrays

Métodos de agrupación

Índices de Integridad

Intervalos de confianza

PCOPGene
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Tecnología de microarrays
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Tecnología de microarrays
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ESTADO DEL ARTE

Métodos de Agrupación más utilizados en el análisis de microarrays

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

Métodos agrupación :
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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Índices de integridad

Hartigan

Calinsky-Harabasz

Dunn

Silhouette Width

Connectivity
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ESTADO DEL ARTE

Búsqueda de Genes Marcadores para una Distribución de Clusters Concreta

Distribución normal (distribución T d Students)

Intervalo de confianza intervalo= X−Kte∗ desv
n

, XKte∗ desv
n


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ESTADO DEL ARTE

PCOPGene:: Microarray analysis tool

- Aplicación web desarrollada por el IBB 
  (http:://revolutionresearch.uab.es)

- Desarrollada para el análisis de microarrays que a su vez facilita
el análisis del conjunto de las dependencias de expresión 
entre genes

- Permite estudiar la relación de expresión entre genes bajo distintas 
condiciones muestrales, clasificar estas condiciones y 
estudiar sus efectos en diferentes relaciones
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OBJETIVOS

- Implementación algoritmos agrupación de las condiciones muestrales

- Integrar agrupación en el preproceso existente

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

- Implementar algoritmo búsqueda de genes marcadores

- Integrar implementación y resultados en el interfaz web PCOPGene
  ( http:://revolutionresearch.uab.es )
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IMPLEMENTACIÓN

Agrupación de condiciones muestrales

Herramientas de desarrollo:
- R-Statistics (R)
- PERL
- C

Modelo de implementación:
      C             PERL     Intérprete R

Tratamiento previo: Corrección de “celdas vacías” en la microarray
de entrada 
Implementación de los métodos de agrupación:

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

Cálculo de la integridad de las distribuciones de clústers:
Dunn , Silhouette y Hartigan (*descartado*)

...
llamada a perl

...

...
llamada a perl

...

...
intérprete R

...

...
intérprete R

...

...
agrupación

...

...
agrupación

...
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IMPLEMENTACIÓN

Agrupación de condiciones muestrales

Tratamiento de las condiciones muestrales outlayers*:
Agrupaciones sin  muestras outlayers , fusión de clústers
Agrupaciones con muestras outlayers 

Para cada uno de los algoritmos se escogen las mejores agrupaciones 
según los índices Dunn y Silhouette

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

*Outlayer: muestras sin clúster asignado o muestra que pertenece a un grupo
con pocas muestras (5% en este caso)
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IMPLEMENTACIÓN

Agrupación de condiciones muestrales

Tratamiento para las mejores agrupaciones:
- Eliminación outlayers

- Si la mejor agrupación tiene 9 clúster se elimina el clúster que 
contenga menos muestras.

-Ordenación, agrupación y normalización de los ficheros de clústers:
· Proceso independiente de la agrupación de muestras

· Clustering de las mejores agrupaciones 
agrupándolas por similitud y ordenadas por disimilitud (HC)

· Normalización interna de cada grupo de ficheros de clústers 
a partir del fichero guía de cada grupo de ficheros.
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IMPLEMENTACIÓN

Agrupación de condiciones muestrales
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IMPLEMENTACIÓN

Agrupación de condiciones muestrales

Gestión de resultados de la agrupación:
Todos los resultados se guardan en ficheros en el servidor.

Los directorios más 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
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IMPLEMENTACIÓN

Integración de la agrupación en el preproceso

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

Solo se ejecuta una vez por microarray.

En este preproceso se añade el subproceso que realiza la agrupación de las
condiciones muestrales de la microarray.

Debido a que el tiempo de ejecución es muy elevado se implementa una 
versión que solo realiza el proceso de agrupación

Diagrama de flujo:
Inicio (Preproceso, C)IN: Microarray

…
Clustering muestras (Perl) :

- Tratamiento outlayers
- Cálculo de integridades
- Obtención 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 aplicación :

- Listado de las mejores agrupaciones  ordenadas por similitud

- Actualización de la agrupación actual por la agrupación 
seleccionada por el usuario 

- Descarga de la agrupación  precalculada seleccionada por el usuario

- Gestor del histórico del usuario:
· Guardar la agrupación actual con el nombre fijado por el usuario

· Descargar la agrupación del histórico seleccionada

· Actualizar la agrupación actual con la agrupación del histórico 
  seleccionada

· Eliminar uno o todas las agrupaciones del histórico

· Normalizado histórico (clustering HC del histórico)
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INTERFAZ WEB

Interfaz web: Integrar los resultados de la agrupación en el aplicativo

CLÚSTER 3

CLÚSTER 2

CLÚSTER 1
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IMPLEMENTACIÓN

Búsqueda de los genes marcadores

Herramientas de desarrollo:
- C

Fundamentos teóricos:
- Distribución T d Student
- Intervalos de confianza

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

Búsqueda de los genes marcadores

Diagrama de flujo:
Inicio búsqueda

Microarray
Condiciones Búsqueda

Clustering Actual
Nivel de confianza

Gen=1

FIN

Crear Intervalos para
cada clúster de muestras del Gen

Validar Condiciones

Condiciones Ok?SI
NO

Guardar Gen y distancia

Gen > Total Genes
SI

NO

Gen=Gen+1
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IMPLEMENTACIÓN

Búsqueda de los genes marcadores para una distribución de clusters concreta

Nivel de confianza : 99.7%
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INTERFAZ WEB

Interfaz web: Integrar la  búsqueda de genes marcadores en el aplicativo web

Herramientas de desarrollo: 
PHP

Funcionalidades agregadas en la aplicación:

- Búsqueda de genes marcadores usando intervalos de confianza

- Listado de los genes marcadores  ordenados por la distancia de
 mayor a menor
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CONCLUSIONES

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

La consecución de los objetivos resulta una herramienta 
especialmente útil y práctica para los investigadores :

-Útil: 
· Análisis de los distintos estados celulares.
· Encontrar genes marcadores responsables de estos 
  estados celulares.

-Práctica: 
·Agrupaciones de condiciones muestrales pre calculadas
·Manipulación y almacenaje de estas agrupaciones en un 
 histórico personal.
·Búsqueda automática de genes marcadores
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CONCLUSIONES

A nivel teórico una de las principales conclusiones que pueden 
extraerse es sobre  los actuales índices de integridad:

- No son nada precisos para encontrar una única agrupación como
 la óptima.

- Ayudan a discriminar agrupaciones de entre todas las calculadas.

Aspectos positivos del desarrollo del proyecto :

- Aplicar conceptos teóricos, matemáticos y estadísticos al mundo 
.real

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