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Método SAM

• Es la abreviatura de Significance Analysis of Microarrays.
• El conjunto de muestras es {1, … , 𝑛}.
• Empezamos con el caso en que pretendemos comparar dos grupos.
• Para un gen dado las expresiones del grupo 1 (o del grupo 2) corresponden con los valores

donde 𝑦𝑗 = 1 (respectivamente 𝑦𝑗 = 2).
• Tendremos 𝐽1 y 𝐽2 donde 𝐽𝑔 son las muestras del grupo g con g= 1,2.
• Tenemos

̄𝑥𝑖𝑔 =
∑𝑗∈𝐽𝑔

𝑥𝑖𝑗

𝑛𝑔

siendo 𝑛𝑔 el número de muestras en 𝐽𝑔.
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• Para el i-ésimo gen consideramos la diferencia relativa dada por

𝑑𝑖 = ̄𝑥𝑖1 − ̄𝑥𝑖2
𝑠𝑖 + 𝑠0

donde

𝑠𝑖 =
√√√
⎷

𝑎
2

∑
𝑔=1

∑
𝑗∈𝐽𝑔

(𝑥𝑖𝑗 − ̄𝑥𝑖𝑔)2

y
𝑎 = 1/𝑛1 + 1/𝑛2

𝑛1 + 𝑛2
• El estadístico 𝑑𝑖 es el t-estadístico al que le modificamos el error estándar.
• Si el valor 𝑠𝑖 es muy pequeño entonces el valor 𝑑𝑖 es muy grande.
• Los distintos valores 𝑑𝑖 no son comparables para los distintos genes, no son intercam-

biables.
• Por ello se le suma un valor 𝑠0 que estabiliza la varianza (y nos permite comparar los

t-valores entre si).
• Este valor hay que estimarlo o calcularlo a partir de los propios datos.

El procedimiento

1. Calculamos los estadísticos 𝑑𝑖 y los ordenamos:

𝑑(1) ≤ … ≤ 𝑑(𝑁).
2. Realizamos 𝐵 permutaciones aleatorias del vector 𝑦 que nos indica el grupo de la columna.
3. Para cada permutación, 𝑏, calculamos los nuevos valores 𝑑𝑖 y los denotamos por 𝑑𝑖(𝑏).
4. Ordenamos

𝑑(1)(𝑏) ≤ … ≤ 𝑑(𝑁)(𝑏).
5. Calculamos, para las 𝐵 permutaciones, el valor medio de estos estadísticos ordenados.

̄𝑑(𝑖) =
𝐵

∑
𝑏=1

𝑑(𝑖)(𝑏)
𝐵 .

6. Para un valor fijo positivo Δ determinamos:

• Empezando en el origen y moviéndonos a la derecha determinamos el primer 𝑖 = 𝑖1
tal que

𝑑(𝑖) − ̄𝑑(𝑖) > Δ.
Todos los genes que verifican esta desigualdad son llamados significativamente
positivos.
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• Empezando en el origen y moviéndonos a la izquierda determinamos el
primer 𝑖 = 𝑖2 tal que

̄𝑑(𝑖) − 𝑑(𝑖) > Δ.
Todos los genes que verifican esta desigualdad los llamamos significativamente
negativos.

• Para cada Δ definimos un punto de corte superior como

𝑢(Δ) = min{𝑑𝑖 ∶ 𝑖 es significativamente positivo},
y

𝑙(Δ) = max{𝑑𝑖 ∶ 𝑖 es significativamente negativo}.
7. Para distintos valores de Δ, calculamos:

• El número total de genes significativos.
• En la 𝑏-ésima permutación aleatoria hemos obtenido 𝑑𝑖(𝑏) con 𝑖 = 1, … , 𝑁 . Calculamos

el número de genes falsamente llamados en la aleatorización 𝑏-ésima como

𝑐𝑏 = |{𝑖 ∶ 𝑑𝑖(𝑏) > 𝑢(Δ) o 𝑑𝑖(𝑏) < 𝑙(Δ)}
Tendremos los valores 𝑐𝑏 con 𝑏 = 1, … , 𝐵. Notemos que los valores 𝑑𝑖(𝑏) han sido
calculados bajo la hipótesis de no asociación, es cierta la hipótesis nula para cada gen.
En consecuencia debieran de estar en el intervalo [𝑙(Δ), 𝑢(Δ)]. Calculamos la mediana y
el percentil de orden 0.90 de los valores 𝑐𝑏 con 𝑏 = 1, … , 𝐵 y los denotamos como 𝑞0.5(𝑐)
y 𝑞0.90(𝑐).

8. Estimamos 𝜋0, la proporción de genes sin expresión diferencial.

• Calculamos los percentiles de orden 0.25 y 0.75, 𝑞0.25 y 𝑞0.75, de {𝑑𝑖(𝑏) ∶ 𝑖 = 1, … , 𝑁; 𝑏 =
1, … , 𝐵}.

• Calculamos
̂𝜋0 = |{𝑑𝑖 ∶ 𝑑𝑖 ∈ (𝑞0.25, 𝑞0.75)}|

𝑁/2
donde {𝑑1, … , 𝑑𝑁} son los 𝑑 valores originales.

• Truncamos el valor de ̂𝜋0 en 1, es decir, consideramos

̂𝜋0 = min{ ̂𝜋0, 1}.

9. Multiplicamos la mediana, 𝑞0.5(𝑐), y el percentil 0.9, 𝑞0.90(𝑐) por ̂𝜋0.
10. Elegimos un valor de Δ y determinamos el conjunto de genes significativos.
11. La tasa de falsos positivos FDR es estimada como el cociente entre la mediana, 𝑞0.5(𝑐),

(o el percentil 0.90, 𝑞0.90(𝑐)) del número de genes falsamente llamados y el número de
genes declarados significativos.

12. El q-valor: + Es pFDR cuando la lista de genes significativos está compuesta por este
gen y todos los genes que son más significativos que este. + Se calcula buscando cuál es
el valor más pequeño de Δ para el cual este gen es declarado como significativo. + Si
este valor es Δ entonces la pFDR asociada a este valor es el q-valor asociado al gen.
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Cálculo de 𝑠0

1. Consideramos 𝑠 = (𝑠1, … , 𝑠𝑁) las desviaciones estándar muestrales.
2. Sea 𝑞𝛼(𝑠) el percentil de orden 𝛼 de los valores 𝑠𝑖. Definimos

𝑑(𝛼)
𝑖 = ̄𝑥𝑖1 − ̄𝑥𝑖2

𝑠𝑖 + 𝑞𝛼(𝑠) .

3. Consideramos los percentiles 𝑞𝑗/100(𝑠) con 𝑗 = 1, … , 100.
4. Para cada 𝛼 ∈ { 0, 0.1, … , 1}:

1. Se calcula
𝑣𝑗 = 1

0.64𝑀𝐴𝐷({𝑑(𝛼)
𝑖 ∶ 𝑠𝑖 ∈ [𝑞𝑗/100(𝑠), 𝑞(𝑗+1)/100(𝑠)]})

para 𝑗 = 1, … , 100 donde MAD es la mediana de las desviaciones absolutas respecto
de la mediana

2. Calculamos el valor 𝐶𝑉 (𝛼), el coeficiente de variación de los valores 𝑣𝑗.
3. Se elige como valor de 𝛼: ̂𝛼 que minimiza 𝐶𝑉 (𝛼).

5. Tomamos para 𝑠0: ̂𝑠0 = 𝑞�̂�(𝑠).

samr

Cargamos el paquete.

pacman::p_load(samr)

Cargamos los datos.

data(golub,package="multtest")
fac0 = golub.cl +1 ## samr espero valores 1 y 2 para los grupos

Aplicamos el método: tenemos dos grupos independientes.

samfit = SAM(golub,fac0,resp.type="Two class unpaired",nperms=1000)

¿Qué valor de Δ se ha utilizado?
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samfit$del

delta
0.4604033

sigtabla = samfit$siggenes.table

Veamos gráficamente el resultado.

plot(samfit)

−2 −1 0 1 2 3

−
5

0
5

expected score

ob
se

rv
ed

 s
co

re

Podemos ver también una exploración de posibles valores para Δ con

head(samfit$delta.table)

delta # med false pos 90th perc false pos # called median FDR
[1,] 0.4604033 355.84399 494.0426 1696 0.20981367
[2,] 0.5285242 251.56342 377.6676 1506 0.16704078
[3,] 0.6013431 171.74041 282.3638 1340 0.12816449
[4,] 0.6788600 115.56867 205.9810 1190 0.09711653
[5,] 0.7610748 75.79154 146.7453 1075 0.07050376
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[6,] 0.8479877 45.68994 95.6801 933 0.04897099
90th perc FDR cutlo cuthi

[1,] 0.2912987 -0.8650472 0.9643791
[2,] 0.2507753 -0.9883173 1.1236393
[3,] 0.2107193 -1.1215032 1.2740637
[4,] 0.1730933 -1.2624441 1.4141003
[5,] 0.1365073 -1.3995039 1.5455338
[6,] 0.1025510 -1.5549925 1.7121587

Modificando FDR

Tenemos muchos genes significativos. Parece que podemos ser más exigentes con la tasa
FDR.

samfit = SAM(golub,fac0,resp.type="Two class unpaired",nperms=1000,fdr.output=.001)
sigtabla = samfit$siggenes.table

La tabla resumen sería

sigtabla = samfit$siggenes.table

Otro tipo de covariables

Comparación de más de dos grupos

• Tenemos 𝐾 grupos a comparar (𝐾 > 2) por lo que 𝑦𝑗 ∈ {1, … , 𝐾}.
• 𝐽𝑘 son los índices de las observaciones en grupo 𝑘.
• 𝑁𝑘 es el cardinal de 𝐽𝑘 (∑𝐾

𝑘=1 𝑛𝑘 = 𝑛).
• Definimos 𝑑𝑖 como

𝑑𝑖 = 𝑟𝑖
𝑠𝑖 + 𝑠0

con

𝑟𝑖 =
√√√
⎷

∑𝐾
𝑘=1 𝑛𝑘

∏𝐾
𝑘=1 𝑛𝑘

𝐾
∑
𝑘=1

𝑛𝑘( ̄𝑥𝑖𝑘 − ̄𝑥𝑖⋅)2

𝑠𝑖 =
√√√
⎷

1
∑𝐾

𝑘=1(𝑛𝑘 − 1)
(

𝐾
∑
𝑘=1

1
𝑛𝑘

)
𝐾

∑
𝑘=1

∑
𝑗∈𝐽𝑘

(𝑥𝑖𝑗 − ̄𝑥𝑖𝑘)2.
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Covariable continua

• Supongamos que los valores de 𝑦 son valores numéricos.
• Definimos 𝑑𝑖 como

𝑑𝑖 = 𝑟𝑖
𝑠𝑖 + 𝑠0

• Tenemos:

𝑟𝑖 =
∑𝑛

𝑗=1 𝑦𝑗(𝑥𝑖𝑗 − ̄𝑥𝑖⋅)
∑𝑛

𝑗=1(𝑦𝑗 − ̄𝑦)2

y
𝑠𝑖 = �̂�𝑖

√∑𝑛
𝑗=1(𝑦𝑗 − ̄𝑦)2

donde

�̂�𝑖 = √∑𝑛
𝑗=1(𝑥𝑖𝑗 − ̂𝑥𝑖𝑗)2

𝑛 − 2 ,
y

̂𝑥𝑖𝑗 = ̂𝛽𝑖0 + 𝑟𝑖𝑦𝑗,
̂𝛽𝑖0 = ̄𝑥𝑖⋅ − 𝑟𝑖 ̄𝑦.
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