Hl'adanie robustnych a klinicky
relevantnych podtypov vo
vysokopokryvnych molekularnych
datach

prikladova studia: kolorektalny karcinom
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Heterogénne ochorenie s rozdielnou odpovedou na terapiu.
Len niekolko klinicky pouzivanych markerov:

- BRAF/KRAS mutdcia — pre kvalifikaciu na antiEGFR terapiu
(u stadia s metastazami)

- MSI — mikrosatelitova nestabilita — vseobecne povazovana
za dobry marker




Ciel:

Najst skupiny nadorov kolorekta s podobnou
expresiou genov (podobnym génovym profilom)
~ podtypy

Charakterizovat tieto podtypy pomocou
klinickych a znamych molekularnych
parametrov.




Datové subory:
Matica obsahujuca kvantitativnu expresiu
genovej aktivity nadorov

Gény

/
N x p, k=1..5

7

Vzorky nadorov

Matica klinickych a molekularnych parametrov
ku kazdej nadorovej vzorke, vratane prezitia
pacienta




Podtypy:

Neznama pravda => Snaha o o najobjektivnejsiu a
najvseobecnejsiu identifikaciu skutocnosti

Pristup:
Zhlukovanie — class discovery




Obmedzenia:

- (Ne) reprezentativnost populacie v datach

- Technické moznosti

- Typ dat ur€uje uhol pohladu — génova expresia,
epidemiologia, histoldgia, DNA mutacie... )

- Odchylky v ddtach mozu podstatne ovplyvnit
vysledok




Nevyhody zhlukovania:

- Rozdelenie dat do zhlukov i v pripade neexistencie
skutoCnej vnutornej struktury dat (Struktura je
nahodna)

- Potrebné metody ad hoc stanovenia spravneho poctu
zhlukov

- Sum v datach negativne ovplyviiuje vysledok

- Jedna velka mnozina génov z biologického motivu
ovplyvni zasadne zhluky




VYBER PREMENNYCH / ZMENSENIE
DIMENZIE DAT




Nezavisly vyber — z 25 000 génov, vyber
podmnoziny 3025 génov s najvyssou
variabilitou v subore




Redukcia dimenzionality — praca s génovymi
modulmi

genovy modul — sada génov s rovhakou génovou
expresiou

Jedna sa o istu formu vazenia efektu biologickych
motivov

Predpoklad:

sada korelovanych génov ~ biologicky motiv




Priklad EMT

EMT — epitelialno mesenchymalny
prechod

Génova expresia podobna zdravému
mezenchymalnemu tkanivu

Obvykle reprezentovany zmenou v
stovkach génov

ldentifikacia modulu EMT a jeho
reprezentacia jedinou hodnotou
(priemerom) zmensi jeho efekt v
zhlukovani a da Sancu dalSim doélezitym
procesom reprezentovanym mensim
mnozstvom génov




3025 génov
Datovy subor 1

Pearsonova korelacia,
Hierarchické zhlukovanie
Complete linkage
Rezanie dendrogramu

150 génovych modulov

Validacia ich korelacii v

Vyber 54 modulov
(625 génov)

Median génov v module

1

4 dalSich datovych suboroch

54 Meta-génov

Pearsonova korelacia,
Hierarchické zhlukovanie
Complete linkage
Rezanie dendrogramu

8 hlavnych zhlukov

~ hlavné biologické
motivy




Identifikacia biologickych motivov
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ROBUSTNOST V ZHLUKOVANI




Consensus clustering

Metoda zalozena na opakovanom prevzorkovani
(<90% povodnej populdcie a/alebo premennych)
a zhlukovani, za ucelom vytvorenia konsenzusu
medzi viacerymi opakovaniami zhlukovania.




Algoritmus

Vyber poctu

zhlukov

Vyber zo suboru
bez opakovania

k=1..K
Zhlukov

Zhlukovanie

Matica prepojenia

Ak i,j spolu v zhluku

Ak i,j spolu vo vybere

Indexova matica

Matica konsenzusu

[=1..L
opakovani




Ukazuje zhlukovanie stabilné aj pri drobnom naruseni
struktury dat — zhluky su robustné

Konsenzus — je nova metrika podobnosti (0,1)
Pomaha urcit : pocet a stabilitu zhlukov

consensus matrix k=3 consensus matrix k=3
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Nahodny vyber z Leukémia:
normalneho rozloZenia ALL-T, ALL-B, AML
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Odhad poctu zhlukovi

Histogram miery
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Odhad poctu zhlukov 1]

Frequency

CDF

golub data, k=3
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Odhad poctu zhlukov Il

Delta = relativha zmena plochy pod CDF
krivkou medzi dvoma k
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Odhad stability zhlukov

consensus matrix k=3
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Kumulativna distribucna funkcia
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Consensus clustering v hierarchickom
zhlukovani - nevyhoda

Statickeé rezanie dendrogramu
Vsetky vzorky su zaradené do zhluku




Dynamic hybrid cut

Poskytuje dynamické rezanie dendrogramu na
zaklade minimalnej velkosti zhlukov, maximalnej
vysky rezu a dalsich parametrov.

Ak vzorka nesplna kritéria, nie je zaradena do
zhluku.




Dynamic hybrid cut - zaklady

(1) Zhluk musi mat minimalny pocet ¢lenov

(2) Prilis vzdialené objekty su zo zhluku vylucené aj v
pripade, ze patria do rovhakého ramena
dendrogramu

(3) Kazdy zhluk by mal byt separovany od okolia
medzerou

[IAVAAY ax )

musi byt silne prepojené




Parametre dynamic hybrid cut

Cut height




Algoritmus dynamic hybrid cut

An ordered dendrogram

L ]

Procedure AdaptiveTreecutCore( H )

Call static cut-tree procedure

.
.

Extract the cluster-based dendrograms
Q ~ {3, H, ..., H,]
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Compute fm, fu, 1'5_;
Call TreecutCore H, [,
if (no new cluster detected )
then
Call TreecutCoref H, i)
if (no new cluster detected)
then
Call TreecutCore[ H [, )

Call AdaptiveTreecutCore(H. )
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Procedure TreecutCore(H, 1 )

Dendrogram % and a calibration level /|
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Detect transition points in # =#- [
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Quiput the current list of clusters

(a)

Identify significant break-points
based on forward runlength

¥

Perform postprocessing

Qutput the significant clusters
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Porovnanie statického rezu s dynamickym

rezom

Cluster Dendrogram
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Ciel:

Najst skupiny nadorov kolorekta s podobnou
expresiou genov (podobnym génovym profilom)
~ podtypy




Motivy génovej expresie v podtypoch

Analyza génovych sad
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Expresnée profily pre jednotlive
podtypy

e Klasifikator LDA (linear discriminant analysis)

LD1

LD2

LD3

LD4




Minimalna génova sada

Selekcia génov pomocou elastic net — pocita s korelovanymi
génmi (neodstranuje len jeden gén, ale vsetky korelované)

Klasifikator vytvoreny na selektovanych génoch (shrunken
centroids)

Subtype Minimalna génova sada

CLCA1, PADI2, ADTRP, RETNLB, TIMP3, MUC2, FNDC1, NR3C2, SULF1, B3GNT/, STYK1,
CHI3L1

FARP1, ALOX5, FSCN1, HNF4A, RARRES3, MYRIP, GPSM2, TSPAN6, CCDC113, CDHR1,
KCTD12, SGK1, BASP1, MT1E, GPX8, RPS6KA3, SOCS3, SLC5A6, PRR15, PLAGL2, IHH,

A

B CREB3L1, TP53RK, YAE1D1, EPB41L3, QPRT, KCNKS5, RNF43, VAV3, CXCR4, ITPRIP, GRMS,
GFPT2, KCNMA1, KIAAO226L,RNASE1

C TFAP2A, ATP9A, RAB27B, ANP32E, CXCL14, IDO1,RARRES3, EGLNS3,
KIAA0226L,C100rf99,RPL22L1, PLK2

D PRICKLE1, RBM47, TAGLN, BOC, HOOK1, C7, ANK2, DCHS1, DDR2, CRYAB, GEM

£ REG4, IL6, CXCL5, RAB27B, CEACAMSG, P115, MRPS31, RAP2A, UQCC, AGR3, HSD11B1,

IL1B




Ciel:

Charakterizovat tieto podtypy pomocou
klinickych a znamych molekularnych
parametrov.




Vzor expresie biologickyc

Mormal colon mucosa
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Charakterizacia podtypov klinickymi a
molekularnymi premennymi

KRASmM P53 (>=45) Msl Mucinous Grade (3) BRAFm BRAFpos Site (right)
39.2 % 37.8% 11.8 % 17.5 % 12,3 % 7.2 % 27.9 % 39,8 %
N = 656 N = 688 N= 712 N= 727 N = 935 N = 654 N= 1113 N= 887
|
A (1 09) 77.1% (35) 27.8% (38) 10% (50) 23,1% (29) 9,8% (82) 2.9% (35) 21,1% (108) 43,8% (64)
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Q
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 Rozdiel od populacnej baseline u kazdého podtypu pomocou Fisherovho

exaktného testu, FDR uUprava p-hodnét




Histologicke rozdiely

* Fisherov test, adjustacia na FDR

Dominant pattern

complex tubular

solid/trabecular
mucinous

papillary

desmoplastic

serrated

A(23) B(31)

C(31) D (29) E(19)

adj. p-val
1.146e-08 !
1.218e-09 !
1.151e-09 !
1.216e-05 |
6.287e-09 |
1.757e-07 |
0.06254
1.151e-09 :
7.205e-05 !
0.00196




Podtyp A — Surface crypt like - KRAS mutanti, papillary a serrated morfotyp, najviac

diferencovany, bez aktivnej Wnt signalnej drahy. Dobry OS a RFS.

KRASmM P53 (>=45) MSI Mucinous Grade (3) BRAFm BRAFpos Slte (rlght)
39.2 % 37.8 % 11.8% 17.5 % 123 % 7.2 % 27.9 %
N = 656 N = 688 N= 712 N= 72 N= 93 N = 654 N= 1113 N_EIB'!
| | | | | |
A (109} T7.1% (35) I 27,8%. (38) |:] 10%. (50) 23,1% (39) 2,8% (35)
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Podtyp B — Lower crypt like — diferencované ale bez sekre¢nych buniek,
proliferujuce, a aktivnou Wnt signalnou drahou. Komplexny tubularny morfotyp.
Caso MSS, BRAFwt, nizsieho gradu, dobré preZitie v OS, RFS i SAR.

KRASmM P53 (>=45) Msl Mucinous Grade (3) BRAFmM BERAFpos Site (right)
) 37.8 % 9 17.5% 12,3 % 7.2 % 27.9 % 39.8 %
N= 656 N= 688

712 N ="727 N =935 N'< 654 N="1113 N= 887 [ B |
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Podtyp C — CIMP-H like - ¢aso MSI, BRAF-mutantné, hypermutované, z pravej Casti
hrubého Creva. Histologicky - horsie diferencované, solidno-trabekularne s
mucinovéym morfotypom. Aktivne proliferuju a maju silnd imunitnu reakciu.

Dobry RFS, ale zly OS and SAR.

KRASmM
39.2 %
N = |656
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Podtyp D — Mesenchymal — markery kmenovych buniek, vela mezenchymalnych
buniek, ktoré sa prejavuju expresiou EMT génov. Wnt signalna draha je neaktivna

a proliferacia nizka. Klinické a mutacné charakteristiky sa nelisia od populacnej
baseline. Maju najkratsSie prezitie do relapsu, zly OS a SAR. %‘
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Podtyp E — Mixed — Casto MSS, BRAFwt, z lavej strany hrubého Creva. Podobne ako
podtyp D exprimuje gény kmenovych buniek a EMT procesu, avsak podobne s B ma
vysoku aktiviu kanonickej Wnt drahy a vyzera viac diferenciovany. Je podobny B —

komplexny tubularny, len castejsie obsahuje mutaciu p53.
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VALIDACIA V ZHLUKOVANI
MOLEKULARNYCH DAT




Validacia algoritmu a parametrov modelu na
testovacom subore

Ked zopakujem celu proceduru na inom subore,
dostanem podobné skupiny?




training set

validation set

Cluster/subtype
in validation set

Subtype
A

B
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C
D
E
F
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Cor
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Validacia konceptu pomocou klinickych,
molekularnych a histologickych charakteristik
objavenych skupin

Maju objavené skupiny biologicku podstatu /
odrazaju zname vedecké poznatky?

Je rozlozenie tychto charakteristik medzi
podtypmi porovnatelné vo validacnom subore?




Maju objavené skupiny biologicku podstatu /
odrazaju zname vedeckeé poznatky?




Podtyp C — pravostranné, BRAFm, MSI nadory, ktoré su zname zlym prezitim
po relapse

SAR

HR (p-val)

Cvs A 3.52(0.01127)
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Zvysena expresia génov chr. 20q v podtype B by mohla znamenat
amplifikaciu chr20qg regionu.
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Podtyp D — mezenchymalny — histologické vyhodnotenie: v nadore pritomna
silna desmoplasticka reakcia (mezenchymalne tkanivo)

Nador




Je rozlozenie klinickych charakteristik medzi
podtypmi porovnatelné vo validacnom subore?




Discovery

Validation

CRC subtypes

CRC subtypes
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Klinické data

Dataset 1

Dataset 2

Dataset N
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Zhrnutie

Konsenzusoveé zhlukovanie

Dynamickeé rezanie stromu

Validacia neznamej pravdy — medzi datovymi
subormi

Mnozstvo metod v ramci jednej studie

Je to uzasné




