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Анотація. В статті проведено аналіз диференційної експресії генів за допомогою 
пакета limma середовища R на наборі даних, що містить 2000 генів та 62 зразки тканин (22 
нормальні та 40 пухлинні). Було застосовано різні методи нормалізації та корекції 
тестування для підвищення точності аналізу, а також створено теплову карту генів із 
найбільш вираженими змінами експресії. 
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Abstract. The article presents an analysis of differential gene expression using the limma 

package in the R environment on a dataset containing 2000 genes and 62 tissue samples (22 normal 
and 40 tumor samples). Various normalization methods and test correction techniques were applied 
to improve the accuracy of the analysis, and a heatmap was created to visualize genes with the most 
significant expression changes. 
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Вступ. 

Визначення генів, що мають диференційну експресію між пухлинними та 

нормальними тканинами, є важливим етапом у вивченні молекулярних 

механізмів раку. Аналіз експресії генів дозволяє не лише виявити потенційні 

біомаркери захворювання, а й зрозуміти процеси, що лежать в основі розвитку 

пухлин. У даній роботі проведено аналіз диференційної експресії генів за 

допомогою пакета limma на наборі даних, що містить 2000 генів та 62 зразки 

тканин (22 нормальні та 40 пухлинні). Було застосовано різні методи 

нормалізації та корекції тестування для підвищення точності аналізу, а також 

створено теплову карту генів із найбільш вираженими змінами експресії. 

1. Постановка задачі 

Потрібно провести аналіз диференційної експресії, щоб виявити гени, які 

мають різний рівень експресії між пацієнтами з раком та здоровими пацієнтами, 
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використовуючи пакет limma. Перевірити відповідність даних розподільчим 

припущенням. Підсумувати результати аналізу та створіти теплову карту для 

всіх генів з диференційною експресією. 

2. Ознайомлення з даними 

Розмірність наших даних - 62 рядки і 2000 стовпців. Це означає, що ми 

маємо 2000 генів і 62 зразки. З них 22 зразки класу 1, що відповідає 

нормальним тканинам, і 40 зразків класу 2, що відповідає пухлинним тканинам. 

(джерело даних: http://microarray.princeton.edu/oncology/affydata/index.html )  

Набір даних складається з трьох основних змінних: X - матриця, що 

відображає рівні експресії 2000 генів для 62 зразків. Кожен рядок відповідає 

пацієнту, кожен стовпчик - гену. Y - числовий вектор довжиною 62, що задає 

тип зразка тканини (пухлина або норма). gene.names - вектор, що містить назви 

2000 генів для матриці експресії генів X.  

 
Рисунок 1 – Дані 

 
3. Попередня обробка даних 

На цьому кроці ми спробуємо краще зрозуміти дані. Використовуючи 

гістограми, Boxplot, Q-Q діаграми та інші графічні тести, ми спостерігатимемо 

за розподілом наших даних і вирішимо, чи потрібно використовувати будь-яку 

трансформацію (нормалізацію) для покращення подальшого аналізу. 

 
Рисунок 2 – Бокс-діаграма для перших 70 генів 

http://microarray.princeton.edu/oncology/affydata/index.html
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Рисунок 3 – QQ-діаграма 
 

Припущення щодо трансформації та розподілу  

1. Перший підхід: getNormMatrix()  

У першому підході спробуємо нормалізувати дані за допомогою 

довідкового пакета getNormMatrix(). Результати застосування цієї процедури 

нормалізації до наших даних не показують значних покращень у розподілі 

даних. 

2. Другий підхід: log2() 

У другому підході використовуємо логарифм основи 2 для перетворення 

даних. І на основі візуалізації виглядає, що другий підхід працює краще, ніж 

перший.  

3. Третій підхід: ZScore  

Спробуємо перетворення Z-рахунку на даних (Z = (X - середнє 

значення)/середнє квадратичне відхилення). Але знову ж таки, цей процес не 

був успішним і не перевершив перетворення log2. 

Спостерігаючи за всіма генами, чітко бачимо різну поведінку перших генів 

та останніх генів. 
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Рисунок 4 - Порівняння графіків щільності трансформації 

 

4. Методи корекції тестування  

Отримання списку генів, що експресуються деферентно, означає, що нам 

потрібно вибрати абсолютний поріг зміни log2-кратності (стовпчик 

log2FoldChange у виводі функцій з пакетів R) та скориговане p-значення 

(стовпчик padj). 

Проаналізуємо розподіл -значення за допомогою візуалізації гістограми. 

Виходячи з розподілу p-значень (Рис.6), ми можемо помітити, що для 

скоригованого значення p - ми маємо пік при 0, але також маємо пік до 1. 

 

 
Рисунок 5 – Гістограма p-значень 

 

Розглянемо найпоширеніші методи контролю FWER: метод Бонферроні, 

метод Хольма та міра похибки багаторазового тестування (FDR). 

Результати показали, що FDR менш консервативний, і оскільки інші 

методи дають лише 24, 25 генів, будемо використовувати FDR, вважаючи 

деферентно експресованими 143 гени із загальної кількості 2000. 

У файлі розмітки R ми відняли від оригіналу  гени, які були класифіковані 

FDR як найбільш диференційовано експресовані, і створили підмножину, яка 

буде використана для подальшого аналізу. На рисунку 8 показано теплову 
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карту генів до і після того, як створили підмножину генів, відібраних за 

допомогою FDR. 

 
Рисунок 6 – Теплові карти 

 

Висновки. 

У даному дослідженні проведено виявлено 143 гени з диференційною 

експресією, що були відібрані на основі корекції за FDR. Було проведено 

детальну оцінку методів нормалізації, де найкращі результати продемонстрував 

підхід log2-трансформації. Використання гістограм p-значень та теплових карт 

дозволило візуалізувати результати та підкреслити значущі зміни у профілі 

експресії генів. Отримані результати можуть бути використані для подальших 

досліджень молекулярних механізмів раку та потенційної розробки нових 

біомаркерів для діагностики захворювання. Всі аналізи та обробка даних 

виконані за допомогою середовища R. 
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