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Зачем?
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Зачем?

4.12.201013



Современная наука
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Современная наука
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Современная наука
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Наблюдение Анализ Обобщение

Data mining, 

Data analysis, Statistical analysis, 

Pattern discovery, Statistical learning, 

Machine learning, Predictive analytics, 

Business intelligence, Data-driven statistics

Inductive reasoning, Pattern analysis,

Knowledge discovery from databases,

Analytical processing, 

…



Современная наука
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Наблюдение Анализ Обобщение

Биоинформатика

Нуклеотидные
последовательности

Молекулярные
взаимодействия

Экспрессия генов

Наследственность

Эффекты 
медикаментов

…



Современная наука
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Наблюдение Анализ Обобщение

Биоинформатика

Нуклеотидные
последовательности

Молекулярные
взаимодействия

Экспрессия генов

Наследственность

Эффекты 
медикаментов
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Bioconductor
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http://biit.cs.ut.ee/~kt/spb
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Для чего измерять экспрессию?
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Как измерять экспрессию?
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Как измерять экспрессию?
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Как измерять экспрессию?
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РНК



Микрочип (Microarray)
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Микрочип



Технологии микрочипов

 кДНК

 Олигонуклеотидный
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кДНК: Двукрасочный чип (2-dye)

4.12.201036



Нормализация двукрасочных чипов
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Affymetrix GeneChip
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$100-850



Affymetrix GeneChip
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10-20 зондов, каждый длиной 25 нуклеотидов

Ген

+ столько же “mismatch” зондов



Affymetrix GeneChip
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Affymetrix GeneChip
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Affymetrix GeneChip
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Affymetrix GeneChip
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Affymetrix GeneChip
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10-20 зондов, каждый длиной 25 нуклеотидов

Ген

+ столько же “mismatch” зондов

Зонд1 = 2.0
Зонд2 = 1.0
Зонд3 =  1.5
…

.DAT

Ген1 = -1

Ген2 = 0.2

Ген3 =  1.2

…

.CEL .CSV



Базы данных экспрессии
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Gene Expression Omnibus: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

ArrayExpress:                        http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/



ArrayExpress
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ArrayExpress
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AffyBatch
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Нормализация
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Нормализация
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Нормализация

 Доверяем ли мы замеренным значениям?

 Что делать с PM/MM?

 Как сопоставить Probeset и Ген?

 Как нормализовать сразу несколько чипов?
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Нормализация

 Доверяем ли мы замеренным значениям?

 Что делать с PM/MM?

 Как сопоставить Probeset и Ген?

 Как нормализовать сразу несколько чипов?
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Gene expression data
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Данные экспрессии

Эксперименты

Г
е

н
ы

G(i,j)
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Comprehensive Identification of Cell Cycle-regulated Genes of the 

Yeast Saccharomyces cerevisiae by Microarray Hybridization. 

Paul Spellman, et al. (1998)
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Welcome!
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2.00 NA



KNN-impute
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2.00 NA



KNN-impute
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2.00 1.90

Missing value estimation methods for DNA microarrays

Olga Troyanskaya, et al. (2000)



KNN-impute
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Как увидеть 24 измерения?
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Спроецируем на 2 измерения
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Метод главных компонент (PCA)
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PCA (5372 микрочипа)
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A global map of human gene expression

Margus Lukk, Misha Kapushesky, et al. (2010)



KeggAnim
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http://biit.cs.ut.ee/kegganim

KEGGanim: pathway animations for high-throughput data.

Priit Adler, et al. (2008)



Мораль

 Есть множество способов визуализации

 Идеального нет. Придумывайте еще!
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Кластеризация
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Расстояние между генами

 Евклидово

 Корреляция
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Корреляция
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Иерархическая кластеризация
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Иерархическая кластеризация
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Иерархическая кластеризация
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Иерархическая кластеризация
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Иерархическая кластеризация
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Complete linkage



Иерархическая кластеризация
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Single linkage



Иерархическая кластеризация
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Average linkage



Иерархическая кластеризация
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Иерархическая кластеризация
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Иерархическая кластеризация
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Метод К-средних
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Метод К-средних
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Метод К-средних
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Метод К-средних
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Метод К-средних
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Метод К-средних
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Метод К-средних
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Метод локально минимизирует сумму квадратов

(евклидовых) расстояний до центров кластеров



Метод К-средних
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Есть еще куча способов
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Иногда можно группировать проще
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http://biit.cs.ut.ee/fungenes

The FunGenES Database: A Genomics Resource for Mouse 

Embryonic Stem Cell Differentiation.

Herbert Shulz, Raivo Kolde, Priit Adler, et al. (2009)



Или еще проще
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IGF1

http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gsorter.cgi



..или с большим размахом
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http://biit.cs.ut.ee/mem

Mining for coexpression across hundreds of datasets using 

novel rank aggregation and visualisation methods 

Priit Adler, et al. (2009)



Но в конце концов…
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Имеем набор групп
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Cell division genes
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Генетическая Онтология
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http://www.geneontology.org



Генетическая Онтология

4.12.2010110



Аннотации
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Аннотации
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Статистическая значимость?
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Статистическая значимость?
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Избранный кластер

Случайный кластер



Мера интересности

P[в случайно взятом кластере будет как 

минимум столько же представителей 

интересующей нас функции]
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Теория вероятностей

4.12.2010116

Популяция

6178 генов, 

из которых 40 относятся

к данной функции



Теория вероятностей
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Кластер

97 генов, 

из которых 1 относится

к данной функции



Гипергеометрическое распределение
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Популяция

6178 генов, 

из которых 40 относятся

к данной функции

Кластер

97 генов, 

из которых 1 относится

к данной функции

97

6178

40

1

6178-40

96



Гипергеометрическое распределение
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Популяция

6178 генов, 

из которых 40 относятся

к данной функции

Кластер

97 генов, 

из которых 1 относится

к данной функции



Аннотация кластера

 Для каждой функциональной категории

 Считаем сколько раз она присутствует всего
 Сколько раз она присутствует в кластере 

 Оцениваем вероятность получить такой же или 
лучший результат случайно (P-value)

 Оставляем функциональные категории, у которых

P-value < 0.01
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Множественное тестирование
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GO:0001717
С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.



Множественное тестирование
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GO:0001717
С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.

GO:0001718

GO:0001719

GO:0001721

GO:0001722

GO:0001723

С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.

С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.

С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.

С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.

С вероятностью 0.01 мы присвоим эту 

категорию случайному кластеру.



Множественное тестирование
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GO:0001717

GO:0001718

GO:0001719

GO:0001721

GO:0001722

GO:0001723

1
0

0

С большой 

вероятностью мы 

присвоим 

случайному кластеру 

хотя бы одну 

аннотацию



Множественное тестирование
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GO:0001717

GO:0001718

GO:0001719

GO:0001721

GO:0001722

GO:0001723

1
0

0
 0

0
0

С большой 

вероятностью мы 

присвоим 

случайному кластеру 

1000 аннотаций



Коррекция Бонферрони

 Для 100 000 терминов GO

 Аннотация значительна если 
P-value < 10-7
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Засчитываем все категории с P-value < 0.01 / 100 000



False Discovery Rate

 Предположим мы делаем 100 000 тестов, и 

все они имеют 
P-value = 0.01.
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False Discovery Rate

 Предположим мы делаем 100 000 тестов, и 

все они имеют 
P-value = 0.01.

 Но для случайного кластера мы ожидаем 
только 1000 тестов с таким значением.

 Если мы решим принять все эти тесты, 
мы рискуем что лишь 0.01 из них неверны.
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False Discovery Rate

 Находим Pfdr для которого

И засчитываем все категории с P-value < Pfdr
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100 000 Pfdr

{количество тестов, у которых P-value < Pfdr }
< 0.05



Аннотация кластера

 Для каждой функциональной категории

 Считаем сколько раз она присутствует всего
 Сколько раз она присутствует в кластере 

 Оцениваем вероятность получить такой же или 
лучший результат случайно (P-value)

 Оставляем функциональные категории, у которых

P-value < ПОПРАВКА(0.01)
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http://biit.cs.ut.ee/gprofiler

g:Profiler -- a web-based toolset for functional profiling of 

gene lists from large-scale experiments 

Jyri Reimand, et al. (2007)
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http://biit.cs.ut.ee/gprofiler

g:Profiler -- a web-based toolset for functional profiling of 

gene lists from large-scale experiments 

Jyri Reimand, et al. (2007)
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http://biit.cs.ut.ee/gprofiler

g:Profiler -- a web-based toolset for functional profiling of 

gene lists from large-scale experiments 

Jyri Reimand, et al. (2007)



 Аннотация помогает отличить 
«осмысленные» группы от «неинтересных»
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VisHiC—hierarchical functional enrichment analysis of microarray data

Darya Krushevskaya, et al. (2009)

http://biit.cs.ut.ee/vishic



Не только гены и онтологии
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Text mining for automatic annotation of microarray experiment clusters. 

Aleksandr Tkachenko, et al. (2008)



Мотивы
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Мотивы
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Поиск мотивов

 Для каждого возможного мотива
 Считаем сколько промотеров всего содержат его

 Сколько промотеров в кластере его содержат

 Оцениваем вероятность получить такой же или 
лучший результат случайно (P-value)

 Оставляем мотивы, у которых

P-value < ПОПРАВКА(0.01)
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Пример
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Пример
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Пример
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Пример
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GACGCGTC
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Посмотрим под другим углом
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NANOG

GO:0001717
GO:0001718

GO:0001719
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= f(           )
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= f(           )
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= f(                    )



Пример
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Пример

 Предположим что экспрессия гена g, Expr[g], в 
выбранном нами эксперименте выражается как 
линейная комбинация присутствующих в 
промотере гена мотивов:

 Т.к. мы не знаем какие мотивы на самом деле 
важны, возьмем все, и по подобранным 
коеффициентам найдем значимые.
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Пример

 Возьмем здесь для простоты в качестве 
мотивов-кандидатов все 
последовательности длиной 7. Для каждой 
такой последовательности проверим ее 
наличие в промотере: получим матрицу М 
из нулей и единиц:
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M

16384 мотива
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M

16384 мотива
6

0
7
9
 г

е
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о
в

В матричной форме (для всех генов сразу)

модель записывается как

X

1
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Пример (весь код см. на сайте)
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 Задача сводится к оценке значений 16384 
параметров линейной модели.

 Т.к. генов всего 6078, задача плохо 
определена и обычная линейная регрессия 
не поможет.

 Однако существуют методы подбора 
параметров (attribute selection) и 
регуляризации, которые справятся.
 LARS, Ridge Regression, Boosting, Greedy search, etc…
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 Самое простое – найти корреляцию каждого 
мотива с экспрессией. Можно 
предположить, что если наличие мотива 
коррелирует со значением экспрессии 
сильнее других – данный мотив важен.
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Regulatory element detection using correlation with expression. 

Harmen Bussemaker, et al. (2001)



4.12.2010158

…



 Обратите внимание, что сейчас мы 
рассматривали лишь корреляцию с 
экспрессией в первом микрочипе.

 Что можно сделать, имея данные 
нескольких микрочипов?
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Существует много вариаций этой идеи
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G=MAT: Linking Transcription Factor Expression with DNA Binding 

Konstantin Tretyakov, et al. (2008)



Заключение
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 Наука (в идеальном мире)

Наблюдение Анализ
Предсказывающая 

модель
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Спасибо за внимание!

4.12.2010163

Prof. Jaak Vilo



Полезное чтение
 Биоинформатика

 Введение: Introduction to Computational Genomics: A Case Studies Approach. Nello Cristianini and 
Matthew W. Hahn.

 Продолжение:  много хороших книг, см например
http://www.bioinformatics.org/wiki/Recommended_books#Computational.2FMathematical_aspects

 Data Mining

 Введение в : Data Mining: Practical Machine Learning Tools and Techniques.  Ian H. Witten, Eibe Frank

 Продолжение: сложно посоветовать, вот  очень правильный список:
http://www.thearling.com/books.htm#mining

 См также: Kernel Methods for Pattern Analysis. John  Shawe-Taylor, Nello Cristianini.

 Классическая статистика

 Введение: Introductory Statistics with R. Peter Dalgaard

 Продолжение: Statistical Inference. George Casella, Roger L. Berger. 

 Линейные модели: An Introduction to Generalized Linear Models. Anette J. Dobson

 Множественное тестирование:
Multiple Testing Procedures with Applications to Genomics.  Sandrine Duduit, Mark van der Laan.

 Обратите внимание, что «гипергеометрический» тест в статистике называется «тест Фишера» 
(Fisher’ Exact Test)
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Полезное чтение
 Обработка и анализ данных экспрессии

 Microarray Data Analysis:  Methods and Applications. Michael J. Korenberg (editor)

 Поиск мотивов

 Motif Discovery on Promotor Sequences. Maximilian Haeussler.
ftp://ftp.inria.fr/INRIA/publication/publi-pdf/RR/RR-5714.pdf

 Pattern Discovery from Biosequences. Jaak Vilo
http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/mat/tieto/vk/vilo/

 R & Bioconductor

 Bioconductor Case Studies. F. Hahne, W. Huber.

 Вообще про R много книг:
http://www.amazon.com/s/ref=nb_sb_noss?url=search-alias%3Dstripbooks&field-keywords=statistics+R
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Image references
The following images by various authors are used in this presentation:
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