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Analyza génovych sad (pathway analyza)
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Motivacia

Gény a proteiny su navzajom prepojené vo velkej spleti réznych
signalnych, metabolickych a réznych inych drah

Ako odhalit tieto zavislosti?

1.  Geény, ktoré najdeme odliSne exprimované medzi skupinami
(porovnanie skupin) mézeme ad-hoc vlozit do databazy a pozriet
sa kam patria (KEGG, MsigDB....)

= nevyhoda — nemame Statisticku vyznamnost, ktora z drah je
zastupena najviac
2. MOGzeme priamo porovnavat vsetky gény so skupinami genov v
jednotlivych drahach

Predpoklad tychto analyz: operuju s uz definovanymi skupinami génov
jednotlivych drahach



Génova sada vs draha

Génovy sada je akakolvek mnozina génov, napriklad
= vSetky gény patriace do jednej drahy
= vSetky gény ktoré maju podobnu funkciu

Sada génov nie je draha — je to vSeobecnejSi a menej Specificky
pojem



Analyza drah/génovych sad

Ciel je priradit kazdej génovej sade, pripadne drahe jedno Cislo -
skore, alebo p-hodnotu, aby sme mohli odpovedat na otazku

= Kolko génov v drahe je odliSne exprimovanych a je to dostatoCne
statisticky vyznamne, aby sme mohli povedat, ze tato draha je
Specificka pre nase porovnavané skupiny?

Osnova:

1. Kde hladat informacie o drahach / génovych sadach

2. Vseobecne rozdiely medzi nastrojmi pre analyzu génovych sad
3. Niektoré z metdd popiseme detailnejsie



Databaze génovych sad/pathways

Gene Ontology (GO) databaza

http://www.geneontology.org/

Hierarchicka databaza

RodiCovske uzly: obecnejSie terminy
Potomkovia uzly: viac Specifické

Na konci hierarchie su gény/proteiny
Na vrchole su 3 rodiCovske uzly:

1. Biologickeé procesy

2. Molekularna funkcia

3. Bunkove zlozky


http://statweb.stanford.edu/~tibs/GSA/
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KEGG pathway databaza

= KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

http://www.genome.jp/keqgqg/pathway.html

Viac informacii nez GO, mame tu uz vztahy medzi génmi a
genovymi produktami

Detailna informacia len pre niektoré organizmy a procesy
Vyuziva hlavne overené poznatky, nemdéze ju menit’ ktokolvek

Preto sa tu nenachadzaju vSetky gény (obvykle tak tretina az
polovica z hfadanych)

Aktualizovana databaza nie je volne pristupna


http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp
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KEGG
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KEGG pathway databaza

Poklikanie na jednotlivé uzly zobrazi viac informacie o jednotlivych
genoch:

= VSetky ostatneé drahy do ktorych patri gen
= |dentifikatory daného génu v réznych inych databazach

= Odkaz na literaturu z ktorej boli informacie Cerpané, pripadne dalSie
délezité Clanky
* |[nformaciu o sekvencii

Je mozné zafarbit’ jednotlivé gény podla rozlicnych farieb



Nastroje pre analyzu genovych sad

* Podla toho s akou informaciou pracuju na

= metody deliacej hranice — beru do uvahy len informaciu "vyznamny"
vs "nevyznamny" gen

= metody celeho zoznamu génov — pracuju priamo so vSetkymi p-
hodnotami (i nevyznamnymi!) a teda s poradim

= Noveé metddy pracuju aj s topoldgiou drahy
= Rozdelujeme podla skupiny genov ktoré analyzuju na:

= yzavreté — analyza len v ramci génov v sade
= kompetitivhe — porovnanie so vsetkymi génmi experimentu



Uzavrete vs kompetitivne I.

Uzavreta metoda pouziva len hodnoty génov z danej mnoziny:
= H, : “Ziadne gény z génovej mnoziny nie su odliSne exprimované”

Kompetitivny test porovnava gény v genovej mnozine s ostatnymi genmi
Vv experimente
= H,:“Geény v génovej mnozine nie su viac odliSne exprimovaneé nez
ostatné gény v experimente”



Priklad, metody deliacej hranice

Datovy subor 12 639 génov. Z nich p<0.05 ma 1272 génov
96 génov v génovej sade, z toho 8 ma p-hodnoty < 5%
Kolko odliSne exprimovanych géenov oCakavame nahodne?

Uzavreta metoda
= Nahodne ofakavame 96 x 5% = 4.8 vyznamnych génov

= Pomocou binomického testu vypocitame pravdepodobnost spozorovania 8 a viac
vyznamnych génov: p = 0.1079, teda nie vyznamné

binom.test (x=8,n=96,p=0.05, alternative="greater")

Kompetitivny test
= 1272 z 12639 génov je odliSne exprimovanych v tomto datovom subore (to je zhruba
10%)
= V mnozine nahodne vybranych 96 génov oCakavame teda 96 x 10% = 9.6
vyznamnych génov
= p-hodnotu vypocCitame z kontingencnej tabulfky pomocou Fisherovho i Chi-kvadrat

testu
V GS | Nie je v GS p = 0.73 Fisherovho testu (jednostranného):,
teda nevyznamna
Vyzn 8 1264
Nevyzn| 88 11279 o




Metody deliacej hranice vs. metody celeho
zoznamu

Df¥e predchadzajuce metody su zavislé na deliacich hraniciach — cut-
offs

V pripade, ze povieme, ze gén je pre nas vyznamny uz na 10% FDR,
vysledok sa zmeni

Dalej stracame informaciu tym, Ze redukujeme p-hodnotu na binarne
premenné (vyznamné/nevyznamne)

Je rozdiel vediet Ci statisticky nevyznamné geény v nasej mnozine su
takmer signifikantné na hranici vyznamnosti alebo vébec nie



Frequency

Metoda celého zoznamu génov: uzavreta
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pouzivame len gény z
genovej sady



Frequency

Metoda celého zoznamu génov: kompetitivna
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Uzavreté vs kompetitivne Il.

Vysledky kompetitivnych testov zavisia na pocte testovanych génov
(napr. génov na microarray skliCku a predchadzajucom filtrovani)

= Na malom mikrocCipovom skliCku, kde su zmenené vsetky geny,
kompetitivna metdoda nenajde ziadne odlisne exprimované mnoziny
genov.

Kompetitivne testy davaju menej vyznamnych génov nez uzavrete



Zmiesané metody

NajznamejSia je GSEA — gene set enrichment analysis (analyza obohatenia
génovej sady)
Pocita sa na zoradenych p-hodnotach a sleduje sa,Ci sa gény z génovej sady su
nahodne rozlozené v tomto zoradenom liste, alebo sa vyskytuju v
hornych,vyznamnych poziciach
Postup: 1. Vypocet skére obohatenia (ES)

2. Odhad vyznamnosti ES (p hodnota) na zaklade permutacného

testu
3. Upravenie p-hodnét na problém mnohonasobného porovnavania
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Classes ¥ Gene set S
. [ ﬂ]
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Ca b Correlation with Phenotype
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DalSie aspekty

Smer zmeny

= Ak chceme zistit smer zmeny, musime zopakovat analyzu pre
jednostranny test

= len up-regulované
* len down-regulované

Mnohonasobné testovanie

= Takisto ako u testovania hypotéz na genoch medzi skupinami, aj
tu ak mame velky pocCet génovych sad!

= FDR je trochu komplikované, pretoze génové mnoziny sa
prekryvaju

= Bonferroniho korekcia tu vzdy funguje



Metody vyuzivajuce topologie

Functional Pathway Analysi

S
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Differential Differentially Number of DE and

Len analyza drah!
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Topologia vyuzivana rozne

Ciel:

= zmena priemernej expresie, korelacie, topologie
Jednotka zaujmu:

= draha, modul, cesta, geny
Topoldgia znama vopred alebo odhadovana z dat
Celkova siet alebo individualne drahy



Topologia vyuzivana rozne

Ciel:

= zmena priemernej expresie, korelacie, topologie
Jednotka zaujmu:

= draha, modul, cesta, geny
Topoldgia znama vopred alebo odhadovana z dat
Celkova siet alebo individualne drahy



Vseobecné principy I.

= Mnohorozmené metody (TopologyGSA, clipper, DEGraph):
= Grafové Gausovské modely (Graphical Gausian Models)
= Analyza topoldgie + mnohorozmeny test



Vseobecne principy ll.

O
= Jednorozmerné metody (SPIA, PRS, PWEA, CePa):

1. Analyza zmeny expresie genov
Vyber vyznamnych génov (volitelné)
Vahy podla pozicie genov v drahe
Sumarizacia

a & 0D

Permutacny test



Vseobecnée principy lll.

= Transformacia (TAPPA, PathOlogist):
= Transformacia genoveho profilu na drahovy
= Jednorozmerny test



TopologyGSA, Clipper SPIA, PRS
DEGraph PWEA TAPPA
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Pozor na korelacie medzi géenmi !

Vsetky testy ktoré sme preberali predpokladali, ze gény vnutri skupin su
nezavisle

= To je ale velmi nepravdepodobné!

Ak su gény korelovené, tak p-hodnoty jednotlivych testov (napr.
Fisherov test) budu nespravne

= VyrieSime permutacnymi metodami
Poprehadzujeme skupiny vzoriek
Zopakujeme analyzu
Porovname hodnoty s pozorovanymi datami



Pozor na prieniky medzi drahami

= 250 KEGG drah pre H. Sapiens
* najCastejSie zastupene gény

70 70 70 71 /8 79



Studijny material a SW

= Hana Imrichova: MozZnosti propojeni vysledku genomickych experimenti s gene
ontology online databazemi pro tvorbu metabolickych siti, Masarykova
Univerzita,2010,Bakalarska praca

= R baliky

source ("http://www.bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite ("PGSEA")

biocLite ("GSA") # http://statweb.stanford.edu/~tibs/GSA/
biocLite ("ToPASeqg")

gage, DOSE, phenoTest, limma

= MSigDB - web
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp

http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/
https://david.ncifcrf.gov/


http://statweb.stanford.edu/~tibs/GSA/
http://statweb.stanford.edu/~tibs/GSA/
http://statweb.stanford.edu/~tibs/GSA/
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp

Uloha [1 bod]

Data ALL z balika ALL (Bioconductor)

Najst nasytene (overrepresented) GO pojmy v sade genov
odlisne exprimovanych medzi pacientami s fuziou BCR/ABL
a bez tejto fuzie (pData(ALL)[,"mol.biol"])

OdliSne exprimované géeny: FDR = 5%
balik GOstats

fisher.test() pre GO:0005886 - plasma membrane, bez
ohladu na uroven dbkazu



