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 library(limma) 
 library(affy) 
 library(hgu95av2cdf) 
 datadir <- system.file("extdata",package="estrogen") 
 
 # Please ensure that either "EstrogenTargets.txt" from 
 # http://bioinf.wehi.edu.au/marray/jsm2005/Data/EstrogenTargets.txt 
 # is in the current working directory as given by getwd(), or that 
you 
 # provide the read.phenoData function with a full path to 
 # "EstrogenTargets.txt", e.g. "C:/JSM/EstrogenTargets.txt" 
 # or "C:\\JSM\\EstrogenTargets.txt". 
 
 pd <- 
read.phenoData("EstrogenTargets.txt",header=TRUE,row.names=1,as.is=TR
UE) 
 abatch <- ReadAffy(filenames=pData(pd)$FileName, 
celfile.path=datadir) 



 abatch@phenoData <- pd 
 eset <- rma(abatch) 
 targets <- pData(eset) 
 design <- model.matrix(~ -1 + 
factor(targets$Target,levels=unique(targets$Target))) 
 colnames(design) <- unique(targets$Target) 
 numParameters <- ncol(design) 
 parameterNames <- colnames(design) 
 fit <- lmFit(eset,design=design) 
 contrastNames <- c(paste(parameterNames[2],parameterNames[1],sep="-
"), 
                     paste(parameterNames[4],parameterNames[3],sep="-
"), 
                     paste(parameterNames[3],parameterNames[1],sep="-
")) 
 contrastsMatrix <- matrix(c(-1,1,0,0,0,0,-1,1,-
1,0,1,0),nrow=ncol(design)) 
 rownames(contrastsMatrix) <- parameterNames 
 colnames(contrastsMatrix) <- contrastNames 
 fit2 <- contrasts.fit(fit,contrasts=contrastsMatrix) 
 fit2 <- eBayes(fit2) 
 numGenes <- nrow(eset@exprs) 
 completeTableEst10 <- topTable(fit2,coef="EstPresent10-
EstAbsent10",number=numGenes) 
 save.image("EstrogenLinearModelFit.RData") 
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 ord.Est10 <- order(fit2$lods[,"EstPresent10-
EstAbsent10"],decreasing=TRUE) 
 top50.Est10 <- ord.Est10[1:50] 
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 library(hgu95av2) 
 geneIDs <- ls(hgu95av2cdf) 
 LocusLinkIDs <- 
as.character(unlist(lapply(mget(geneIDs,env=hgu95av2LOCUSID), 
     function (LL.ID) { return(paste(LL.ID,collapse="; ")) } ))) 
 topLocusLinkIDs <- LocusLinkIDs[top50.Est10] 
 topLocusLinkIDs <- topLocusLinkIDs[topLocusLinkIDs!="NA"] 

4	��������
���	�67������������	���
���	���	�GOHyperG��������������	�����������������������
��	�&�	��	�	��	
�67�����������	�����-�� ����
���	�	��������	$��	��	
��	�	����� ���	�3�����	��
�	�%��� ���	
��������	�67���	��	�	��	
�������������	��	�	�������	�hgu95av2�����
���	��	�������
�����������������������	�������	
���������	��	� 	������	��
�:��� ��	������ �����%��	��	�	�������	�
�	���������	�GOHyperG���������������������	�������	
��	��������?GOHyperG
���	�����	�������
�����	��	������	%�
	�����������	��������������	�������	���
��	
��	���#�

������
�����
������	
��� �����������	����
����
	���!������!����������������"#���������
������	������������$$%&
�
����������	����������������������������������
�����
����	���
$$%&
�������������������������������������'���������	
�	
������(�	��������
��
	���)	
���!
�

��������
����

 library(GOstats) 



 goHyperG <- GOHyperG(unique(topLocusLinkIDs), lib="hgu95av2", 
what="MF") 
 # MF is an abbreviation for "Molecular Function". 
 # See ?GOHyperG for more information. 
 names(goHyperG) 
 bestGOs <- goHyperG$pvalues[goHyperG$pvalues < 0.2] 
 bestGOs[1:5] # Inspect some of the p-values and corresponding GOs. 
 bestGOs <- sort(bestGOs) # order p-values 
 bestGOs.terms <- getGOTerm(names(bestGOs))[["MF"]] 
 bestGOstring <- unlist(bestGOs.terms) 
 numCh <- nchar(bestGOstring) 
 bestGOstring2 <- substr(bestGOstring, 1, 25) # Limit names of GO 
terms to 25 characters 
 bestGOstring3 <- paste(bestGOstring2, ifelse(numCh > 17, "...", ""), 
sep="") 
 ##get counts 
 bestGOs.counts <- goHyperG$goCounts[names(bestGOs)] 
 bestGOsTable <- data.frame("GO 
Term"=I(bestGOstring3),"p.value"=round(bestGOs,3), 
              "No. of Genes"=bestGOs.counts) 
 bestGOsTable 
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 affyGO <- eapply(hgu95av2GO, getOntology) 
 table(sapply(affyGO, length)) 
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 affyEv <- eapply(hgu95av2GO, getEvidence) 
 table(unlist(affyEv, use.names = FALSE)) 
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system.file("data",package="goTools")
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 library(GO) 
 library(annotate) 
 library(goTools) 
 data(probeID) 
 ls() 
 length(affylist) 
 length(affylist[[1]]) 
 affylist[[1]][1:5] 
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 res <- ontoCompare(affylist, probeType="hgu133a") 
 res[,1:5] 
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 res <- ontoCompare(affylist, probeType="hgu133a", plot=TRUE) 

��	�
	������	�
���
	����������
	���	
����������������	����������EndNodeList
�)���������������
�  	
���	�����
�	�����=��	������:��������67#���>5D@�%�"����������0���	���67#���E�-�����
�
1	�������1� ���	����67#���--D-�
��

 EndNodeList() 
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 MFendnode <- CustomEndNodeList("GO:0003674", rank=2) 
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 res <- ontoCompare(affylist, probeType="hgu133a", 
                    endnode=MFendnode, goType="MF") 

���������������	��	�����������67��
�������
	��������	�	�����
���������
��	����������	�endnode�
���� 	��������	�ontoCompare���������
�67�)A�� �����	������	�������������� ��#���
/67#*******/�

8����	��#����	�������

8�"�;	��
��+��
	��
���	��#����	�������

!����	�������������	����������	��������
���	�	������	$��	�������������������	������	�	�
�=������	��
��
�8-9���
�(� ��	����
�859� �
	������ 	���
����������������>
�4	��������	���/�	�	��	��
	����� 	����	��/%��������������	������	
������	���	�
	���	
����=������	����
���	��	�	��	���	���
�����	���	
�����	�����	��	����	������������<�����������
���	�	��������	$��	��	
��	�	����	������

���	�	��������	$��	��	
����������	���	$�	�� 	����� ������������������	���	�������������
�2����	��
�������	�����������������������������
�
���	�	������	$��	��������� ����������	$�	�� 	����������
���������������
���	�	������	$��	��������	���	������������
���
����
���	�	��������	$��	��	
��	�	�%�
������	�� ���������� ��	�	��
	��	����
���	�	������	$��	��������	���	����������	
	���	
��	�����
�	�	�
�A	�����������	�����	�	��	�������������������������������������������������
�7�	����������������
�����	����	������	�	������������	���  ����	�	���������	�%��
	
������	����	������	�	����������	�
������������	
������67���	�������	��������
	������	�67�A26��A��	��	
�2�������6�����
�4	������
�	����������� 	������������	$� ��	��������������	���	�����	�������	�	��	���	������������ ����
�� �	����� �
	&����&����������
���	���	��������	������	�������	�	��������������	��	�����	
����
��	�3�����	���	�	������3�����������
	 �������	��	����������
���	�	������	$��	����������	�	��	���
�����	�3�����	��
�����	�
��

��	�geneSetTest���������������	���  ��������	�8E9����
	�����	
���������	������	%��	���
��	
�
�	���#�

��	
�	
��

���	�������
�����'�	����������������"����+������	�������,����
	
�	�������������
-�������������.//0���1
�������!
���	
�	�
!�	
�	�����������������'�	2��
���	
�	�
������	������������
�����	
��������������
�
������������3������
�����������
	�	�����������������	��������
�������
!��������	��4���������!���������
��������
��������������
�	������
����������������'�����������
!��������	��4���

�!���������
��������
�������������������
���	
�����'�������������	���

!��������	��4�����
	����!���
�
������������������
�������
��	��������2�������
��	�������������
����	����	����
���������%�������������5�	
�!
���	
�	�
!�	
����)'�	2��
���	
�	��
�����	��������������
�����
��������������
�����3���	�������������������
	
�������������
���
��!��������	��4���������!�

�����������	��
�����
���
���



4	�����
	 �������	���	���	������	�geneSetTest�������������limma��������� �������	��	�����
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 library(limma) 
 sel <- c(2,4,5) 
 stat <- -9:9 
 stat[sel] 
 geneSetTest(sel,stat,nsim=100) 
 geneSetTest(sel,stat,ranks.only=TRUE) 
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 geneSetTest(sel,stat,alternative="greater",nsim=100) 
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 geneSetTest(sel,stat,alternative="less",nsim=100) 
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 load("EstrogenLinearModelFit.RData") 
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 known <- 
read.table("knownERgenes.txt",header=TRUE,as.is=TRUE,sep="\t") 
 knownERgenes <- known$UGCluster 
 predicted <- 
read.table("predictedERgenes.txt",header=TRUE,as.is=TRUE,sep="\t") 
 predictedERgenes <- predicted$UGCluster 
 library(hgu95av2) 
 unigene <- unlist(as.list(hgu95av2UNIGENE)) 
 knownERgenesOnChip <- match(knownERgenes,unigene) 
 knownERgenesOnChip <- knownERgenesOnChip[!is.na(knownERgenesOnChip)] 
 predictedERgenesOnChip <- match(predictedERgenes,unigene) 
 predictedERgenesOnChip <- 
predictedERgenesOnChip[!is.na(predictedERgenesOnChip)] 
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geneSetTest(knownERgenesOnChip,completeTableEst10$t,"two.sided") 
geneSetTest(knownERgenesOnChip,completeTableEst10$t,"greater") 
geneSetTest(knownERgenesOnChip,completeTableEst10$t,"less") 
 
set.seed(0) 
geneSet <- sample(predictedERgenesOnChip,length(knownERgenesOnChip)) 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"two.sided") 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"greater") 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"less") 
 
geneSet <- sample(predictedERgenesOnChip,length(knownERgenesOnChip)) 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"two.sided") 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"greater") 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"less") 
 
geneSet <- sample(predictedERgenesOnChip,length(knownERgenesOnChip)) 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"two.sided") 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"greater") 
geneSetTest(geneSet,completeTableEst10$t,"less") 
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