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Analyza genovych sad (pathway analyza)
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Motivace

Geny a proteiny jsou navzajem propojené ve velké spleti rGznych
signalnich, metabolickych a ruznych jinych drah

Jak odhalit tyto zavislosti?

1.  Geny, které najdeme odliSné exprimované mezi skupinami
(porovnani skupin) muzeme ad-hoc vilozit do databaze a podivat
se kam patfi (KEGG, MsigDB....)

= nevyhoda — nemame statistickou vyznamnost, ktera z drah je
zastoupena nejvice

2. Mduazeme pfimo porovnavat vSechny geny se skupinami genu v
jednotlivych drahach

Predpoklad téchto analyz: operuji s uz definovanymi skupinami genu
jednotlivych drah



Genova sada vs draha

Génova sada je jakakoliv mnozina genu, napfriklad
= vSechny geny patrici do jedné drahy
= vSechny geny které maji podobnou funkci

Sada genu neni draha — je to vSeobecnéjSi a méné specificky pojem



Analyza drah/genovych sad

Cil je pfiradit kazdé genové sade, pfipadné draze jedno Cislo - skore,
a nebo p-hodnotu, abychom mohli odpovedet na otazku

= Kolik genu je v draze odliSné exprimovanych a je to dostatecné
statisticky vyznamné, abychom monhli fict, ze je tato draha
specificka jen pro nase porovnavané skupiny?

Osnova:

1. Kde hledat informace o drahach/genovych sadach

2. VSeobecneé rozdily mezi nastroji pro analyzu genovych sad
3. Neékteré z metod popiSeme detailngji



Databaze genovych sad / pathways

Gene Ontology (GO) databaze

http://www.geneontology.org/

Hierarchicka databaze

RodiCovske uzly: obecngjsSi terminy
Potomci uzlu: vic specifické

Na konci hierarchie jsou geny/proteiny
Na vrcholu jsou 3 rodiCovské uzly:

1. Biologické procesy

2. Molekularni funkce

3. Bunécneé slozky


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

= KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

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

Vice informaci nez GO, mame tu uz vztahy mezi geny a genovymi
produkty

Detailni informace jen pro nékteré organizmy a procesy
Vyuziva hlavné ovérené poznatky, nemuze ji kdokoliv zménit

Proto se tu nenachazi vSechny geny (obvykle tak tfetina az polovina
z hledanych)

Aktualizovana databaze neni volné pfistupna


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

= Poklikani na jednotlivé uzly zobrazi vic informaci o jednotlivych genech:
= VSechny ostatni drahy do kterych patri gen
= |dentifikatory daného genu v ruznych jinych databazich
= Odkaz na literaturu z které byly informace Cerpané, pfipadné dalSi
dulezité ¢lanky
* |nformaci o sekvenci

= Je mozné zabarvit jednotlivé geny podle rozdilnych barev



Nastroje pro analyzu genovych sad

Podle toho s jakou informaci pracuji na

= metody délici hranice — berou do uvahy jen informaci "vyznamny"
vs. "nevyznamny" gen

= metody celeho seznamu genu — pracuji pfrimo se vSemi p-hodnotami
(i nevyznamnymi!) a teda s poradim

Nové metody pracuji i s topologii drahy
Rozdélujeme podle skupiny genu které analyzuji na:

* (zaviené — analyza jen v ramci genu v sadé
= kompelitivni — porovnani se vSemi geny experimentu



Uzavrené vs. kompetitivni I.

Uzaviena metoda pouziva jen hodnoty genu z dané mnoziny:
= H,:“Zadné geny z genové mnoziny nejsou odlisné exprimované”

Kompetitivni test porovnava geny v genové mnoziné s ostatnimi geny v
experimentu
= H,:“Geny v genové mnoziné nejsou vic odliSné exprimované nez
ostatni geny v experimentu”



Priklad

Datovy soubor 12 639 genu. Z nich p<0.05 ma 1272 genu
96 genu v genové sadé, z toho 8 ma p-hodnoty < 5%
Kolik odlisné exprimovanych genu o¢ekavame nahodné?



Priklad, uzavrena metoda délici hranice

Datovy soubor 12 639 genu. Z nich p<0.05 ma 1272 genu
96 genu v genové sadé, z toho 8 ma p-hodnoty < 5%
Kolik odlisné exprimovanych genu o¢ekavame nahodné?

Uzaviena metoda
= Nahodné oekavame 96 x 5% = 4.8 vyznamnych gen

= Pomoci binomického testu vypocCitame pravdépodobnost pozorovani 8 a vice
vyznamnych genU: p = 0.1079, teda neni vyznamné

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



Priklad, kompetitivhi metoda délici hranice

@
= Datovy soubor 12 639 genu. Z nich p<0.05 ma 1272 genu

= 96 genu v genové sadé, z toho 8 ma p-hodnoty < 5%
= Kolik odliSné exprimovanych genlt oéekavame nahodné?

=  Kompetitivni test
= 1272 z 12639 genu je odliSné exprimovanych v tomto datovém souboru (to je zhruba

10%)
= V mnoziné nahodné vybranych 96 genu ofekavame tedy 96 x 10% = 9.6 vyznamnych
genu
= p-hodnotu vypocitame z kontingenc¢ni tabulky pomoci Fisherova nebo Chi-kvadrat
testu
V GS | Neniv GS p = 0.73 (Fisherlv test — jednostranny)
Vyzn 8 1264
Nevyzn | 88 11279




Metody déelici hranice vs. metody celého
seznamu

Dvé predchazejici metody jsou zavislé na délicich hranicich — cut-offs a
tedy zavislé na N

V pripadé, ze povime, ze gen je pro nas vyznamny uz na 10% FDR,
vysledek se zmeni

Dale ztracime informaci tim, Ze redukujeme p-hodnotu na binarni
proménné (vyznamné/nevyznamne)

Je rozdil vedet jestli statisticky nevyznamne geny v nasi mnozine jsou
vyznamné na hranici vyznamnosti a nebo vubec ne



Frequency

Metoda celého seznamu genu: uzavrena
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* MUzeme studovat rozlozeni
p-hodnot v genové sade

 V pripadé, ze zadné geny
nejsou odlisné exprimovane,
melo by se jednat o uniformni
rozlozeni

* Pik vlevo indikuje
vyznamnost nékterych genu

* Aplikujeme Kolmogoruv-
Smirnovuv test pro porovnani
rozlozeni

*p = 8.2%, neni velmi
vyznamne

 Je to uzavirena metoda,
protoze pouzivame jen geny z
genoveé sady



Metoda celého seznamu genu: kompetitivni
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* Alternativné se mizeme
divat na rozlozeni poradi p-
hodnot

« Toto by byla kompetitivni
metoda, protoze
porovnavame nasi genovou
sadu s ostatnimi geny v
experimentu

* Opét muzeme aplikovat
KS test

* p=85.1%, velmi
nevyznamneé



Uzavrené vs. kompetitivni Il.

Vysledky kompetitivnich testu zavisi na poctu testovanych genl (napf.
genu na microarray skliCku a pfedchazejicim filtrovani)

= Na malém mikroCipovem sklicku, kde jsou zménéné vSechny geny,
kompetitivni metoda nenajde zadné odliSné exprimované mnoziny
gend.

Kompetitivni metody davaji méné vyznamnych vysledkl nez metody
uzaviené



Smisené metody

genoveé sady)

Pocita se na serazenych p-hodnotach a sleduje se, zda jsou geny z genoveé
sady nahodné rozlozené v tomto serazenem listé, a nebo se vyskytuji v hornich,

vyznamnych pozicich
Postup: 1. Vypocet skore obohaceni (ES)
2. Odhad vyznamnosti ES (p-hodnota) na zakladé permutacniho testu

3. Upraveni p-hodnot na problém mnohonasobného porovnavani
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|| GE"E (= S
-5 b Correlation with Phenotype
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from zero des the
enrichment score ES{S)

pr

Ranked Gene List




Dalsi aspekty

Smér zmeny

= Pokud chceme zjistit smér zmény, musime zopakovat analyzu
pro jednostranny test

= jen up-regulované
= jen down-regulované

Mnohonasobné testovani

= Stejné jako u testovani hypotéz na genech mezi skupinami, i
pokud mame velky pocCet genovych sad!

= FDR je trochu komplikované, protoze genové mnoziny se
prekryvaji
= Bonferroniho korekce vzdy funguje



S topologickou informaci vs. bez

Bez topologie S topologii
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Priklad — uzavrena metoda deéelici hranice

@
= 96 genl v draze, z toho 8 ma p-hodnoty < 5%

= Je exprese drahy zménéna?

= Vyuziti topologické informace:
» Definujeme statistiku
* S =i wid,

n — poCet genu v draze

| — index pro gen
w;, — pocet interakci genu i
d, — 1 — pokud je gen i odliSné exprimovany, 0 jinak



= Z 8 odliSné exprimovanych genu:

» 2 interaguji s 10 geny v draze

« 3 interaguji s 5 geny v draze

» 3 interaguji s jednim genem v draze
= s=2"10+3*5+3*1 =38

= Opakovanég, v draze nahodné vybirame 8 genu a ziskame
rozdeleni statistik, ktere porovname s prvni statistikou.
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= N=pocCet nahodnych vyberov
= p=0.028, vyznamné



Pozor na korelace mezi geny!

VSechny testy, které jsme probirali predpokladaji, ze geny uvnitr skupin
jsou nezavislé

= To je ale velmi nepravdépodobné!

Pokud jsou geny korelované, tak p-hodnoty jednotlivych testl (napf.
Fisherlv test) budou nespravné

= VyreSime permutacnimi metodami
Poprehazujeme skupiny vzorku
Zopakujeme analyzu
Porovname hodnoty s pozorovanymi daty



Pozor na pruniky mezi drahami

= 250 KEGG drah pro H. Sapiens
* najCastgji zastoupene geny

70 70 70 71 /8 79



Topologie vyuzivana ruzné

Cil:

= Zména prumerné exprese, korelace, topologie
Jednotka zajmu:

= draha, modul, cesta, geny
Topologie znama dopredu a nebo odhadovana z dat
Celkova sit' a nebo individualni drahy



Studijni material a SW

= Hana Imrichova: Moznosti propojeni vysledku genomickych experimentu 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") # hitp://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/
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