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Analyza genovych sad
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e Geny, proteiny a dalSi molekuly jsou navzajem
propojené ve velké spleti riznych signalnich,
metabolickych a ruznych jinych drah

T

* Geny, které najdeme odlisné exprimované
mezi skupinami (porovnani skupin) mazeme
ad-hoc vlozit do databaze a podivat se kam
patri (KEGG, MsigDB....)

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

* MUzZeme prfimo porovnavat vSechny geny se
skupinami genu v jednotlivych drahach
* Predpoklad téchto analyz: operuji s jiz
definovanymi skupinami genu

Motivace




Genova sada vs

draha

Génova sada je jakakoliv mnozina

genu, napriklad

vSechny geny vSechny geny
patfici do jedné které maiji
drahy podobnou funkci

Sada genuli nemusi byt drdha — je to
vseobecneéjsi a meéne specificky
pojem



* Cil je priradit kazdé genové sadée, pripadné draze jedno
Cislo - skére, a nebo p-hodnotu, abychom mohli
odpovédét na otazku:

Kolik gent je v sadé(pathway) odlisné exprimovanych a
je to dostatecné statisticky vvznamné, abychom mohli
rict, Ze je tato drdha specificka jen pro nase
porovndvané skupiny?




Databaze genovych sad (pathways)
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http://www.geneontology.org/
Hierarchicka databaze
RodiCovské uzly: obecnéjsiterminy

Gene Ontology (GO)
databaze

PotomciuzlU: vic specifické

Na konci hierarchie jsou molekuly
(geny/proteiny)
* Na vrcholu jsou 3 rodiCovské uzly:

* Biologické procesy
* Molekularni funkce
e Bunécné slozky


http://www.geneontology.org/

 KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes
e http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
KEGG pathway

) * Vice informaci nez GO, mame tu jiz vztahy mezi
databaze geny a genovymi produkty

e Detailni informace jen pro nekteré organizmy a
procesy

* \lyuziva hlavné ovérené poznatky, nemuze ji
kdokolivzménit

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

» Aktualizovana databaze neni volné pristupna


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

MsigDB databaze

* https://www.gsea-
msigdb.org/gsea/msigdb

FUSS——— =
GSEA

Gene Set Enrichment Analysis GSEA Home Downloads Molecular Signatures Database

» MSigDB Home

» About Collections .
» Browse Gene Sets = MS'gDB
> Search Gene Sets B Voiscular Signatures Molecular Signatures Database v7.4
» Investigate Gene Sets L
» View Gene Families
* Help Overview Collections
The Molecular Signatures Database (MSigDB) is a collection of The MSigDB gene sets are divided into 9 major collections:
annotated gene sets for use with GSEA software. From this web
site, you can hallmark gene sets are coherently expressed

H signatures derived by aggregating many MSigDB
gene sets to represent well-defined biological states

Browse gene sets by name or collection. OF:processes.

Search for gene sets by keyword.

UCSan Diego
E BROAD Examine a gene set and its annotations. See, for example,

INSTITUTE the HALLMARK_APOPTOSIS gene set page. C1 positional gene sets for each human chromosome
and cytogenetic band.

Download gene sets.

Investigate gene sets:

curated gene sets from online pathway databases,

~ Compute overlaps between your gene set and gene C2 publications in PubMed, and knowledge of domain
sets in MSigDB. experts.

Categorize members of a gene set by gene families.

View the expression profile of a gene set in a regulatory target gene sets based on gene target

pi public c3 pi for seed and
predicted transcription factor binding sites.

Investigate the gene set in the online
network repository NDEx

C4 computational gene sets defined by mining large
collections of cancer-oriented microarray data.

License Terms

GSEA and MSigDB are available for use under these license Cs ontology gene sets consist of genes annotated by
terms. the same ontology term.




Metody analyzy genovych sad
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Podle toho s jakou informaci pracuji na

e metody délici hranice — berou v potaz jen
informaci "vyznamny" vs. "nevyznamny" gen

e metody celého seznamu gend — pracuji primo p-
-4 4 hodnotami (i nevyznamnymi!) a tedy s poradim
Rozdélenti (i nevyznamnymil) a tedy s p

Podle skupiny molekul které analyzuji na:

metod

* uzavfené — analyza jen v ramci genl v sadé

e kompetitivni — porovnani se vsemi geny
experimentu

MUNI|RECETOX




Déleni metod dle skupiny molekul
ktere analyzuji
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Uzavrené vs.

kompetitivni

Uzavrena
metoda
pouziva jen
hodnoty genU
z dané sady:

e H,: “Zadné geny z genové sady
nejsou odliSné exprimované”

e H,: “Podil odlisné exprimovanych
genl v genové sadé neni odlisSny
od podilu odliSné exprimovanych
genlU mezi ostatnimi geny v
experimentu”
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Datovy soubor 12 639 genu. Z
nich FDR<5% ma 1272 genu

96 genu v genoveé sadeé, z toho 8
ma FDR < 5%

Kolik odliSné exprimovanych genu
v sadé ocekavame nahodné?
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1. Délici hranice byla 5% FDR

2. V pripadée, ze plati nulova hypotéza, nahodné ocekavame 96 x 5% = 4.8
vyznamnych genu (faleSna pozitivita)

3. Pomocibinomického testu vypocteme pravdépodobnost pozorovani 8 a
vice vyznamnych genu: p = 0.1079, teda neni vyznamné

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

I 4

Priklad, uzavrena metoda délici
hranice




V Neni v + 1272712639 gend je odliné
exprimovanych v tomto datovém

G S G S souboru (to je zhruba 10%)

* V mnoziné nahodné vybranych 96

Vyzn 8 1264 genl oCekdavametedy 96 x 10% = 9.6
vyznamnych gen(
, e p-hodnotu vypocitame z kontingencni
NeVyZH 88 11279 tabulky pomoci Fisherova nebo Chi-

kvadrat testu

p = 0.73 (Fisherav test — jednostranny)

Priklad, kompetitivhi metoda
délici hranice




Déleni metod podle toho s jakou
informaci pracuji
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Dveé predchozi metody byly zavislé na délicich hranicich —

V' 4 ’
M EtOdy d e I |C| cut-offs a tedy zavislé na N (p hodnota se méni v zavislosti od
. zvysujiciho se N)
hranice vs. metody
4 * \V pripadé, ze rekneme, ze gen je pro nas vyznamnyjiz na
celého seznamu 10% FOR, vysledek se mént

* Dale ztracime informaci tim, ze redukujeme p-hodnotu na
bindrni proménné (vyznamné/nevyznamné)

* Je rozdil jestli statisticky nevyznamné geny v nasi mnoziné
jsou vyznamné na hranici vyznamnostia nebo vibec ne
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Metoda celého
seznamu genu:
uzavrend

* MuUzZeme studovat rozlozeni p-hodnot v genové
sadé

* V pfipadé, ze zadné geny nejsou odlisné
exprimované (plati nulova hypotéza), méli by mit p-
hodnoty rovhomeérné rozdéleni

* Pik vlevo indikuje vyznamnost nékterych genl

* Aplikujeme Kolmogoriv-Smirnoviv test pro
porovnanirozlozeni

* p=0.082, nenivelmi vyznamné

* Je touzaviena metoda, protoze pouzivame jen
geny z genové sady

Frequency

15

10

P-value histogram for inflammation genes
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Metoda celého
seznamu genu:
kompetitivni

e Alternativnhé se muzeme divat na
rozlozeni poradi p-hodnot

* Toto by byla kompetitivni metoda,
protoze porovnavame nasi genovou sadu s
ostatnimigeny v experimentu

* Opét mUzZeme aplikovat KS test
* p=85.1%, velmi nevyznamné

Frequency

15

10

Histogram of the ranks of p-values for inflammation genes
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1272 z 12639 gen je odlisné exprimovanych
z toho 8 v genové sadé o 96 genech

Metoda celého nodnota oo Ml€tOda celého
seznamugenu: .. (o) @) \ S€znamugenu:
uzavrenda E kompetitivni

Gen G o,
) * : Histogram of the ranks of p-values for inflammation genes
GenM (0024 (&2

Geno  (WOB> (T72)

P-value histogram for inflammation genes I/

8 Gen ) 0.351 5843 -
E Gen'L
Gen B 0.752 10287

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
p.rank{incl]

pvaluefincl]

Gen C 0.989 12639

rozlozeni p-hodnot v genové sadé MUNI | RECETOX



GSEA A-Phedctype. B g P

A B [[[I
o wewes . I Geneset S
* Najznameéjsi je GSEA— gene set enrichment 5
analysis (analyza obohaceni genové sady) ation with Phenotype
e Jadrem je v podstaté pozméneny KS test %
* Pocitase naserazenych p-hodnotach a sleduje Riandcer Wk

se, zda jsou geny z genoveé sady nahodné
rozloZzené v tomto serazeném listé, a nebo se
vyskytuji v hornich, vyznamnych pozicich

~—

ES(S)I" | [/’;/\ \\\

----- —

Maximum deviation Gene List Rank
from zero provides the
enrichment score ES(S)

Ranked Gene List

* Postup: 1. Vypocet skére obohaceni (ES)

. 2. Odhad vyznamnosti ES (p-
hodnota) na zakladé permutacniho testu

. 3. Upraveni p-hodnot na problém
mnohonasobného porovnavani
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* Vlysledky kompetitivnich testl zavisi na poctu
testovanych genu (napr. genu na mikrocipu a
predchozim filtrovani)

* Na malém mikrocCipovém sklicku, kde jsou

DA - zmeneneé vsechny geny, kompetitivni
Uzavrene Vs. metoda nenajde Zadné odliSné
kom pet|t|vn|' 1. exprimované mnoziny gend.

* Kompetitivni metody davaji ménée vyznamnych
vysledktd nez metody uzaviené

MUNI|[RECETOX



Smeér zmeny

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

* jen up-regulované
e jen down-regulované

Dalsi aspekty

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

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

MUNI|RECETOX




Topologie

Bez topologie S topologii
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* Cil:
* zména prumeérné exprese, korelace,

. topologie
T0p0|0gle e Jednotka zajmu:
\'& 4 V4 0o v o ’
VYUZ|Va naruzne drah?, moldu!, cestva, geny |
* Topologie znama dopredu a nebo odhadovana
z dat

* Celkova sit a nebo individualni drahy

MUNI|[RECETOX



gény

TopologyGSA, Clipper SPIA, PRS
DEGraph PWEA TAPPA
Vzorky Vzorky Vzorky

gény

L

Mnohorozmérné modely:

Gaussian Graphical Models
Multivariate Normal Distribution

gény

gény

L

Zmeéna exprese
t-statistika
p-hodnota

3

2.

drahy

L

Vzorky

Skupina A Skupina B

t-test
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Priklad —
uzavrena
metoda deélic

hranice

/’

= 96 genu v draze, z toho 8 ma p-hodnoty < 5%
= Je exprese drahy zménéna?

= VyuZiti topologické informace:
» Definujeme statistiku
© s=XiLiwd,
* n —pocCet genu v draze
* i—index pro gen
« w, — pocCet interakci genu i
* d,— 1 —pokud je gen i odliSné exprimovany, 0 jinak
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Priklad —
uzavrena
metoda deélic

hranice

/’

= 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
= Opakované v draze nahodné vybirame 8

genu a ziskame rozdéleni statistik, které
porovname s prvni statistikou.
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= 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

250
|

200
|

Frequency
150
|

100
\

= s=2*10+3*5+ 3*1 =38

50

—— = Opakované v draze nahodne vybirame 8
10 20 o 0 w0 genu a ziskame rozdéleni statistik, které
porovname s prvni statistikou.

"pP= Z{i\;l(Snélhodne2 Spozorované) /N

= N=pocCet nahodnych vyberov

= p=0.028, vyznamne
MUNI|RECETOX



.@ pLOS ‘ O N E PUBLISH ABOUT BROWSE

& OPEN ACCESS ﬁ PEER-REVIEWED

RESEARCH ARTICLE

A critical comparison of topology-based pathway analysis
methods

lvana lhnatova, Vlad Popovici, Eva Budinska

Published: January 25, 2018 e https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191154

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0191154
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_ * VSechny testy, které jsme probirali predpokladaiji, ze

geny uvnitf skupin jsou nezavislé
* To je ale velmi nepravdépodobné!

Pozor na

* Pokud jsou geny korelované, tak p-hodnoty jednotlivych
testu (napf. Fisherav test) budou nespravné

* \VlyfeSime permutacnimi metodami
* Poprehazujeme skupiny vzorki
* Zopakujeme analyzu

korelace mezi
geny!

* Porovname hodnoty s pozorovanymidaty



Pozor na
pruniky mezi
drahami
e 250 KEGG drah pro H.
Sapiens 70 70 70 71 78 79

* najcastéji
zastoupenégeny
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* HanaIlmrichova: Moznosti propojeni vysledku genomickych
experiment( s gene ontology online databdzemi pro tvorbu
metabolickych siti, Masarykova Univerzita,2010,Bakalarska
praca

* lhnatovaet al. A critical comparison of topology-based
pathwayanalysis methods, PLoS One, 2018

* https://biodatamining.biomedcentral.com/articles/10.1186/s

Da I §|' St u d ij n |, 13040-018-0166-8 (kritické review klasickych GS metod)
materialy a SW

R baliky: PGSEA, GSA,ToPASeq, gage, DOSE, phenoTest, limma,
GOstats

 MSigDB —web
http://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.ijsp

* Gorilla: http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/

 DAVID: https://david.ncifcrf.gov/
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