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Introducion




As omicas

Nova disciplina en bioloxia que estuda, de maneira global e masiva, diferentes moléculas dun
organismo.

e Xéranse datos bioloxicos de grande dimensionalidade que requiren dunha analise estatistica: R software.

e Tipos de moléculas e as suas correspondentes omicas:
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R e as omicas

Vantaxes do uso de R na analise de datos omicos:

Software libre e gratuito

Ampla e activa comunidade de usuarios:

o Desenvolvemento, mantemento e mellora constante dos diferentes paquetes de analise

Estandarizacion e reproducibilidade de analises

Codigo aberto e compartido:
o Transparencia

o Flexibilidade

Open source software for
Bloconductor ™" giginformatics
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Analise de abundancia diferencial




Deseno experimental comun en analise de abundancia
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Analise de abundancia diferencial
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Fluxo xeral na analise de abundancia diferencial

- Analise de Analise
Comparacions :
agrupamento funcional
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Exemplo
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Amorim, M; Martins, B.; Caramelo, F; Gongalves, C; Trindade, G.; Simao, J.; Barreto, P; Marques, |.; Leal, E. C; Carvalho, E,; Reis, F; Ribeiro-Rodrigues, T.; Girao, H.; Rodrigues-Santos, P, Farinha, C; Ambrdsio, A. F;

Silva, R; Fernandes, R. Putative Biomarkers in Tears for Diabetic Retinopathy Diagnosis. Front Med (Lausanne) 2022, 9, 873483. https://doi.org/10.3389/fmed.2022.873483.
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Preprocesado

Método Paquete R

1. Transformacion logaritima da matriz de datos. e
L. KNN impute: :impute.knn
2. Analise de datos faltantes: , :
RF imputation missForest::missForest
g .. » . . pcaMethods: :pca
o Filtrado: eliminacion de moléculas con moitos « Bayesian PCA - PR EE——
valores faltantes. Recomendacion: filtrar por > low) Leas: Seiies o tioE) © Ll inphice
FUDOS Normalizacién
g p : 5 . B BuEE preprocessCore::
o Imputacion: substitucion de valores faltantes : inormalize.quantiles
por valores estimados. VSN MEHEEEE ey Sn
CyclicLoess limma: :normalizeCyclicLoess
3. Normalizacion para reducir o erro sistematico . o NormalyzerDE
Varias normalizaciéns con
presente nos datos. evaluacions graficas e métricas
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Preprocesado (exemplo)

Datos faltantes: Normalizacions:

e Total: 679 % Sen normalizar

e Grupo NC: 27.35% | Grupo DM: 23.28% - : e
%% #l - + +++l+

e Filtro: maximo 50% datos faltantes por grupo.
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Comparacions entre grupos

1. Comparacion da cantidade de cada molécula
entre grupos.

2. Correccion do p-valor por comparacions
multiples:

3. Calculo do logs fold change ou logF'C:

meancgse(moleculey)

logs FC = logs(
meancontrol (Moleculer )

4. Representacion: grafico de tipo volcan ou volcano
plot.

Método Paquetes R

Comparaciéns

Test clasicos (test t, test de Welch)

stats::t.test

Modelos lineais DESeq2
limma
Opcién de ambos con correcidns NormalyzerDE
Correcion do p-valor

Bonferroni, Benjamin-Hochberg, Holm...

stats::p.adjust
stats::p.adjust.methods

Representacion grafica

Grafico de volcan (volcano plot)

ggplot2
EnhanceVolcano
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Comparacions entre grupos (exemplo)

Taboa de resultados: Volcano plot ( Enhancedvolcano ):
. P- P-valor Volcano plot
ID Proteina logFC FC T e

valor ajustado

® NS © Log,FC @ p-value @ p-valueandlog, FC

P61626  LYZ  -037 1975 000 045
PO1876  IGHAT 043 2030 001  0.63 3 i i
PODOX7 040 2028 0.01 0.63
2 4 I l
_ P61769 & |

P61769  B2M 147 19.00 001  0.63 oors |1 " Movstessarins

Q8NFU3  TSTD1 -0.58 19.60 0.01 0.63

095336 PGLS -0.60 19.59 0.02 0.63

Q62ZVX7 NCCRP1 0.86 20.60 0.02 0.63

P22079 LPO -2.85 1812  0.02 0.68

Log, fold change

total = 291 variables 12 /19



Analise de agrupacion

As moléculas con abundancia diferencial permiten discriminar entre os grupos de estudo no seu conxunto?

e Analise de componentes principais (PCA) Clustering xerarquico

Clustering xerdrquico

PCA e Estimacion de distancias e stats::dist
* Aglomeracion * stats::hclus

Analise pcaMethods: :pca stats::princomp

Representacion grafica factoextra * Heatmaps * stats::heatmap, Heatmaply
* Dendrogramas * Dendextend, circlize
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Analise funcional

Permite conecer aquelas funcions asociadas a moléculas con abundancia diferencial. Dise que estas funcions estan
sobrerrepresentadas nos resultados.

e Base de datos de termos funcionais: relacion molécula - funcion.

e Lista de moléeculas: significativas e non significativas.

Con funcion A Sen funcién A

Moléculas significativas Nqq Ny, Ny,

Moléculas non significativas N,q n,, n,,

Total N,q n,, n

e Constraste: test x? de Pearson ou test hiperxeométrico.

e Paquetes: clusterProfiler::enrichGO, AnnotationDbi, enrichplot.
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Analise funcional (exemplo)

Taboa de resultados:

ONTOLOGY ID Description GeneRatio pvalue p.adjust genelD

sensory perception of

BP G0:0050909
taste

5/55 0.000 0.000 LPO/AZGP1/PIP/CST4/PIGR

antibacterial humoral
BP GO0:0019731 response 555 0.000 0.002 B2M/DMBT1/RNASE4/SLPI/LTF

cellular oxidant
BP G0:0098869 . . 5/55 0.000 0.004 LPO/PARK7/GSR/SOD1/PRDX6
detoxification

regulation of

BP G0:0052547 . e
peptidase activity

4 /55 0.000 0.021 CSTB/VCP/CST3/PSMBS8
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Analise funcional (exemplo)

Resultados enriquecimiento (enrichplot :: dotplot ):

detection of chemical

stimulus involved in sensory -

perception of bitter taste

sensory perception of bitter |

taste
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Rede proteinas-funcions (enrichplot :: cnetplot ):
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Conclusions




Conclusions

e Con este fluxo de traballo podese obter a partir de datos omicos de abundancia:

o Biomarcadores candidatos

o Funcions bioloxicas chave

e Fluxo de traballo estensible e personalizable

e O uso de R neste tipo de analises € moi importante para asegurar a reproducibilidade, transparencia e
transferencia dos conecementos.
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