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Motywacja

Do tej pory:

* Gen traktowany jest niezaleznie

« Konieczna jest korekcja dla wielokrotnego testowania (FDR)
¢ Wynikowa lista interesujacych gendw jest zmienna

* Biologiczna interpretacja takiej listy gendw jest trudna

Dzisiaj:
* Predefiniowane grupy gendw dostarczajg wiekszej wiedzy biologicznej
* Bardziej znaczaca interpretacja w kontekscie biologicznym

* Liczba zbiorow gendw jest mniejsza niz liczba indywidualnych genéw

* Przydatne, aby potwierdzi¢ publicznie dostepne grupy genow.

Np. Czy sygnatura genu ma wartosc przewidujaca?



Grupy genow po klastrowaniu

Co zrobic z grupg genow, kiedy juz jg znajdziemy?

W jaki sposob sprawdzic¢ czy znaleziona grupa niesie ze soba
pewng informacje dla nas?

Mozna poréwnac do predefiniowanych grup genow
dostepnych w bazach danych.



Predefiniowane grupy genow

« Sciezki: KEGG, Pathway Interaction Database (cMAP, BioCarta)

R

nature PathwaylnteractionDatabase

* Gene Ontology o=

the Gene Ontology

* Regiony w genomie
* Sygnatury dla klasyfikacji

* Grupy genow z opublikowanych wynikow



KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Category Entry Point Release Info Search & Compute DBGET Search

Search Pathway

KEGG PATHWAY New maps Search Brite

KEGG BRITE Update history Search Module PATHWAY
KEGG MODULE ) . BRITE
New hierarchies KEGG pathway maps
KEGG Mapper Update histo BRITE functional hierarchies MODULE
Systems  KEGG Atlas P Y CECG monul
information modules
KEGG DISEASE Human diseases DISEASE
KEGG DRUG New drug maps . .
: Infectious diseases DRUG
KEGG ENVIRON Update history  \1c grug classification ENVIRON
KEGG MEDICUS g
KEGG ORTHOLOGY KEGG Orthology (KO) ORTHOLOGY
S5DB search (DBEEEEES
'G?mmif' KEGG GENES New organisms %@Tafuf;nﬁgg::grzﬂatmn EGENES
OrMation KEGG GENOME U dateghisto Map organisms to taxonom MGENES
KEGG Organisms P Y b org Y GENOME
Generate taxonomy tree
KEGG organisms EGENOME
9 MGENOME

KEGG LIGAND SIMCOMP / SUBCOMP search COMPOUND

| KEGG COMPOUND KCaM search . GLYCAN
Chemical E-zyme reaction prediction REACTION
. . KEGG GLYCAN .
information KEGG REACTION PathPred pathway prediction RPAIR
PathComp path computation RCLASS

Reaction Modules PathSearch reaction search ENZYME



KEGG pathway

Pathway Maps

KEGG PATHWAY is a collection of manually drawn pathway maps (see new maps and update history)
representing our knowledge on the molecular interaction and reaction networks for:

0. Global Map

1. Metabolism

Carbohydrate Energy Lipid MNucleotide Amino acid Other amino acid Glycan
Cofactor/vitamin Terpenoid/PK Other secondary metabolite Xenobiotics
Reaction module Chemical structure

Genetic Information Processing

Environmental Information Processing

. Cellular Processes

. Organismal Systems

. Human Diseases

oW HwN

and also on the structure relationships (KEGG drug structure maps) in:

7. Drug Development
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Gene Ontology

Konsorcjum ontologii genow ma na celu ujednolicenie i uspojnienie
informac;ji z roznych baz danych o genach.

Rozpoczeto od wspotpracy pomiedzy bazami 3 organizmow:
Drosophila (FlyBase), Saccharomyces Genome Database (SGD) i
Mouse Genome Database (MGD) w 1998.

biological

process
molecular

function

cellular : :
Operacje albo zbiory

zdarzen ze zdefiniowanym
poczatkiem i koncem

component

Podstawowe czynnosci
produktow genowych na

Srodowisko SR . dotyczacy funkcjonowania
komdrkowe lub poz'lf,m',e CkZI?SteI(,:Z el zyjacych jednostek:
zewnatrzkomorkowe SRl Jak Setalten: o0y komorek, tkanek, organow i

wigzani 3 3
JEalli organizmow



Jak ocenic zwigzek pomiedzy grupami genow?

» Zwiekszona ekspresja genow w pewnej grupie w porownaniu do
genow w innej grupie
Przyktad: Czy geny , ktore odpowiadajqg za cykline D1 pokazujq
niezwykty wzorzec ekspresji dla ludzkich komorek rakowych?

* Réznicowa ekspresja genow nie dla pojedynczego genu, ale dla
specyficznej grupy genow
Przyktad: Czy sciezka cyklu komdrkowego zawiera (wiele) genow

ulegajqgcych zroznicowanej ekspresji dla komorek rakowych typu A i
B?

* Dwie podstawowe strategie do analizy:

Gene set enrichment (wzbogacenie grupy gendw) i podejscie
holistyczne (catosciowe)



Testowanie grupowe

Gene set enrichment

* Sposob: sprawdzenie znaczenia biologicznego dla listy interesujacych
genow poprzez analize nadreprezentacji

* Krok 1: analiza pojedynczych gendw (np. réznicowa ekspresja)
Krok 2: Ocena grupy genow poprzez wzbogacenie (zawsze w
poréwnaniu do wszystkich gendw)

* Cel: ZnaleZ< grupy genow, ktore sie sktadajg z wielu interesujacych
genow
e Fisher-test, GSEA

Podejscie holistyczne

* Sposob: Patrzenie bezposrednio na grupy genow i pytanie czy s3
znaczace biologicznie pod wzgledem roznicowej ekspresiji

* Globalna analiza réznicowej ekspresiji dla grupy gendéw (bez brania jako
referencji wszystkich gendw)

* Cel: Znalezienie grupy genow ktore zawierajg przynajmniej jeden
interesujacy gen, lub wiele genow o umiarkowanej roznorodnosci

 Kategoria, globaltest, GlobalAncova



Test hipergeometryczny, czyli test Fishera

Krok 1
* Wyznacz réznicowa ekspresje dla genu (np. p-value dla statystyki t)

* Dostosuj p-value do wielokrotnego testowania (FDR) i wybierz odciecie,
ktdre zdefiniuje liste interesujacych genow

np. klastrowanie

Krok 2 /K m x\j

[
°e @ 00 ® Jakie jest prawdopodobienstwo
® N ze nasza grupa genow bedzie
©°® o o ® wzbogacona w geny ze
[ B ) M zréznicowang ekspresja?
N

N — wszystkie geny na mikromacierzy

M — wybrana grupa gendw

@ — geny ze zrdznicowana ekspresja (DE)
— geny bez zroznicowanej ekspres;ji



Test hipergeometryczny, czyli test Fishera

Krok 1
* Wyznacz réznicowa ekspresje dla genu (np. p-value dla statystyki t)

* Dostosuj p-value do wielokrotnego testowania (FDR) i wybierz odciecie,
ktore zdefiniuje liste interesujacych genow

Krok 2

e Majac N genow na mikromacierzy i M genow w
grupie, jakie jest prawdopodobienstwo posiadania
X z K interesujgcych genow w tej grupie?

) (1 ol

8 & @
P(X = x|N,M,K) = ™ oo © ...o
o0 o° Qo
 p-value dla grupy genéw odpowiada @ o M

P(X>=x|N,M,K) 5



Test hipergeometryczny, czyli test Fishera

* Hipergeometryczny test jest rownowazny testowi Fishera

z grupy genow pog:nggyqu
geny z DE X K-Xx K
geny bez DE M — x (N-M)-(K-x) | N-=-K
M N-M N

* Test Fishera jest podobny do testow opartych na zliczaniu genow
bardzo czesto uzywanych w analizie ontologii gendw

Jaka mozna postawic hipoteze H,?



Test hipergeometryczny, czyli test Fishera

Przyktad: N = 20000 gendw na mikromacierzy, M = 100 genow w grupie,
ktdra nas interesuje, K = 300 gendw ze zroznicowana ekspresja

z grupy
z DE 3
bez DE 97
100
2 grupy
Z:DE 6
bez DE 94
100

poza grupa
297
19603
19900

poza grupa
294
19606

19900

300
19700
20000

300
19700
20000

p-value = 0.19

Takie roztozenie genow w
grupie moze byc przez
przypadek

p-value = 0.004

p-value wskazuje, ze grupa
ta jest wzbogacona w geny
ze zroznicowana ekspresja



Test hipergeometryczny, czyli test Fishera

Zalety

* Nie jest uzaleznione tylko od analizy réznicowej ekspres;ji (np. badanie
wzbogacenia w sciezki z bazy KEGG)

* Dla wybranej w jakis sposdb listy interesujgcych nas gendw, ocena
biologicznego tta poprzez test oparty na licznosci genow jest jedynym
sposobem

Problemy
 Utrata informacji poprzez dwa oddzielne kroki
* Niewielka roznica w ekspresji nie jest widoczna

* Podziat na geny znaczace (z DE) i nieznaczace jest sztuczny (jaki prog p-
value przyjac?)



Gene Set Enrichment Analysis GSEA,
analiza wzbogacenia grupy genow

Krok 1
* Wyznacz réznicowa ekspresje dla genu (np. p-value dla statystyki t)
* Utworz ranking gendw zgodnie do wyznaczonej miary (np. p-value)

Krok 2
* Przypisz etykiete A genom nalezgcym do interesujgcej nas grupy
genow, a etykiete B pozostatym genom

 Jesligrupa A jest wzbogacona (enriched) w znaczace geny (DE),
wiele z jej genow bedzie miato wysoka ocene w rankingu i bedziemy
obserwowali je najczesciej na poczatku rankingu

BABAAABBABBAABBABAAABAABBBBBABBABBBBABBBBBBABABABBBBBBBBABABBB..
ABBABBBBBBBBBABABBABBBBAABBBBABBABAABBBBBABBBBBABBAABAAABBBBAB..



Gene Set Enrichment Analysis GSEA

GSEA_Results

* Dla gendw z klasy A dodaj fN\\
n, punktéw a dla gendw z ™
klasy B odejmij ny punktow

Enrichmen! Score (ES)
L]
[o%]

* Narysuj skumulowang sum Y \
o . 2 . 0.0 | I

tych punktow |
* Czy maksimum M ze “ NH HH ‘ ‘H H ‘ ‘ HHHH ‘ ‘

skumulowanej sumy jest g

A . = 05
niezwykle wysokie? - test e
Kolmogorova-Smirnova S
i
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Rank in Qrdered Dataset
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GSEA

Jak bardzo powinna odskoczy¢ od 0 suma skumulowana
(enrichment score), aby uzna¢ wynik za znaczacy?

Mozna przeprowadzic test permutacji.

Jing Shi, Michael G. Walker, ,,Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) for Interpreting Gene Expression Profiles” Current
Bioinformatics vol.2 no.2, 2007.



GSEA — test permutacji

Permutacja genow
* Przestaw etykiety A i B w uporzadkowanej liscie k razy
* Wyznacz maksimum M” ze skumulowanych sum dla kazdej permutacji

» Wyznacz p-value: ile razy M* byto wieksze od M (dla oryginalnego zbioru),
podzielone przez liczbe testow

p=#(M*"> M)k

Permutacja obiektow
* Przestaw etykiety probek k razy
 Jesli byty 2 rodzaje prébek (po kilka powtdrzen), przydziel kazdemu z
powtdrzen losowo etykiety z prébki nr. 1 lub 2
* Dlakazdejz k permutacji:
*  Wyznacz réznicowa ekspresje gendw (np. t-test) i utwdrz ranking jak w
,Kroku 1’ algorytmu GSEA
* Wyznacz skumulowana sume M*

* Wyznacz p-value jak wyzej



GSEA

Zalety

* Nie jest uzaleznione tylko od analizy réznicowej ekspresji (np. badanie
wzbogacenia w Sciezki z bazy KEGG)

* Wprowadzony ranking gendw powoduije, iz nie ma sztucznego odciecia
na 2 grupy

Problemy
 Utrata informacji poprzez dwa oddzielne kroki

* Niewielka roznica w ekspresji nie jest widoczna

Mozna polepszyc te metode poprzez wykonanie testy permutacji (dla
genodw lub préobek)
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intracellular




Co dalej mozna zrobi¢ z genami z
interesujgcej nas grupy?

Mozna przyjrzec sie adnotacji gendw i szukac dalszych informagji



Dostepne bazy danych do adnotacji

* Bazy literaturowe
v PubMed, Medline, OMIM

* Bazy rzeczywiste
v’ Sekwencje nukleotydowe: GenBank
v’ Sekwencje aminokwasowe: SwissProt
v’ Struktury czasteczek 3D: PDB

* Bazy wiedzy
v’ Klasyfikacja gendw: UniGene
v' Ontologia gendow: GO
v'Biblioteki motywdw: Prosite
v'Sciezki: KEGG, WIT
v' Czynniki transkrypcyjne: Transfac



Przyktad

1

r

—

-




aﬁl Mus musculus interleukin 13 {I13), mRMA - Nucleotide - NCBI - Mozilla Firefox | = G 22
Plik Edycja, Widok Historia Zfakladki Marzedzia Pomoc
‘ ;"‘_, Mus musculus interleukin 13 TI13), m... x I ﬁ iberzo X | - | :
L 3 g % ¥ www.nchbinlm.nih.gov/nuccore/MNM_008355 - -" - Google 2 #®

Resources ¥ How To (¥

MNucleotide Mucleotide -

[ searh

Limits Advanced

Display Settings: [~] GenBank

Mus musculus interleukin 13 (1113), mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_008355.3
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUS HNM 008355 1217 bp mENR linear ROD O7-JRN-2013
DEFINITICN Mu=s musculus interleukin 13 (I113), mBRHA.
ACCESSICH HNM 008355

VERSICH WM 00B355.3 GIL:226B74824
KEYWCRDS
SCOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazeoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia:s
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Murinae; Mus; Mus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1217)

LUOTHCRS Heller , N.M., Qi,X., Geskert,F. and Keegan,h.D.

TITLE The extracellular and transmembrane domains of the gammaC and
interleukin (IL}-13 receptor alphal chains, not their cytoplasmic
domains, dictate the nature of =signaling responses to IL-4 and
IL-13

JOURNAL J. Biol. Chem. 287 (38), 31948-319&81 (2012)

BITRMFE Z2RPOCOA

Help
Change region shown >
Customize view =
Analyze this sequence —
Run BLAST
Pick Primers

Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Articles about the 1113 gene —

The extracellular and transmembrane
domains of the vC ar [J Biol Chem. 2012]

IL-4 engagement of the type | IL4
receptor complex enhz [FLoS One. 2012]

Pulmanary innate lymphoid cells are
major producers of [Eur J Immunol. 2012]

See all..
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3 Interleukin 13 (I13) x | L mouselil3 siRNA | 22 The extracellular and transmembran... * | 2 65826808 - GEO Profiles - NCBI x| + |
+ . % | & www.ncbinlm.nih.gov/UniGene/clust.cgifUGID=256260 &TAXID=10090 &SEARCH= c "l ~ Google P #H
< 3 ;
= i~ = UniGene
PubMed Mucleotide Protein Genome Structure Popset Taxonommy
Search UniGene -
UGID:256260 UniGene Mm.1284  Mus musculus (mouse) 1113 Links
UniGene Interleukin 13 (1113)
Homepage
FAQS
Help SELECTED PROTEIN SIMILARITIES
Query Tips _ - - -
=] J”d'rmf,; Comparison of cluster transcripts with RefSeqg proteins, The alignments can suggest function of the cluster.
Library Browser
ooD . d Hits f del = F— o) \
Download UniGens Best Hits and Hits from model organisms Species 1d(%a) Len(aa)
MP_032381.1 interleukin-13 precursor M. musculus 100.0 130
Related Databases S NCEV-ATED-: interleukin-13 precursor H. sapiens 58.0 138
Gene
HomoloGene Other hits (2 of 10) [Show all] Species 1d(%%a) Len(aa)
EST MP_446280.1 interleukin-13 precursor R. norvegicus 79.2 130
MP_001003384.1 interleukin-13 precursar C. lupus familiaris 582 130

NIH cDNA Projects

el s ol e
Mol Aol Al

Finding cDMAs
GENE EXPRESSION

Tissues and development stages from this gene's sequences survey gene expression. Links to other NCBI expression resources.,

EST Profile: Approximate expression patterns inferred from EST sources.
GEO Profiles: Experimental gene expression data (Gene Expression Omnibus).
cDMNA Sources: mixed; blood b
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Finding cCi

GENE EXPRESSION

Tissues and development stages from this gene's sequences survey gene expression. Links to other NCBI expression resources.

EST Profile: Approximate expression patterns inferred from EST sources.
GEO Profiles: Experimental gene expression data (Gene Expression Omnibus).
cDMNA Sources: mixed; blood
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Advanced

Display Settings: (] Abstract Send to:

J Biol Chem. 2012 Sep 14,287(38):31948-51. doi: 10.1074/jpc. M112.348896. Epub 2012 Jul 24.

The extracellular and transmembrane domains of the yC and interleukin (IL}-13 receptor a1
" chains, not their cytoplasmic domains, dictate the nature of signaling responses to IL-4 and
IL-13.

Heller MM, Qi X, Gesbert F, Keegan AD.

Center for Vascular and Inflammatory Diseases, University of Maryland Baltimore, Balttimore, Maryland 21201, USA.

Abstract

Previously, we demonstrated that the yC subunit of type | IL-4 receptor was required for robust tyrosine phosphaorylation of
the downstream adapter protein, IRS-2, correlating with the expression of genes (Argl, Retnla, and Chi3l3) characteristic of
alternatively activated macrophages. We located an [4R-like motif (IRS-2 docking sequence) in the yC cytoplasmic domain
but not in the IL-13Ra1. Thus, we predicted that the yC tail directed enhanced IRS-2 phosphorylation. To test this, IL-4
signaling responses were examined in a mutant of the key 4R motif tyrosine residue (Y325F) and different yC truncation
mutants (y285, yv308. v318, y323. and yFULL LENGTH (FL)) co-expressed in L-cells or CHO cells with wild-type (WT)
IL-4Ra. Surprisingly, IRS-1 phosphorylation was not diminished in ¥325F L-cell mutants suggesting Tyr-325 was not
required for the robust insulin receptor substrate response. IRS-2, STATE, and JAKS phosphorylation was observed in CHO
cells expressing y323 and yFL but not in y318 and y285 mutants. In addition, when CHO cells expressed y318, y323, or
wFL with IL-2RB, IL-2 induced phospho-STATS anly in the 323 and yFL clones. Our data suggest that a smaller (5 amino

Help
= | Final Version
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Save items =

7 Add to Favorites =

Related citations in PubMed =

A role for the insulin-interleukin (IL)}-4
receptor motif of the ' [J Biol Chem. 1998]

Interleukin-13 receptor alpha’ but not
alpha chain: a functional co [Blood. 1998]

IL-4 receptor alpha is an important
modulator of IL-4 and Il [J Immunol. 2006]

RENEN] IL-13 receptors and signaling
pathways: [J Allergy Clin Immunol. 2003]

RENEN Multiple signal transduction
pathw [J Steroid Biochem Mol Biol. 2001]

m

acid) interval than previously determined is necessary for JAK3 activation/yC-mediated signaling in response to IL-4 and IL-2. See reviews...

Chimeric receptor chains of the yC tail fused to the IL-13Ra extracellular and transmembrane domain did not elicit robust See all

IRS-2 phosphorylation in response to IL-13 suggesting that the extracellulartransmembrane domains of the IL-4/1L-13

receptor, not the cytoplasmic domains, control signaling efficiency. Understanding this pathway fully will lead to rational drug

design for allergic disease. . . .
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Minimum Information About a Microarray Experiment - MIAME

MIAME descripes the Minimum Information About a Microarray Experiment that is needed to enable
the interpretation of the results of the experiment unambiguously and potentially to reproduce the
experiment. [Brazma et al., Mature Genetics]

The six most critical elements contributing towards MIAME are:

1. The raw data for each hybridisation {e.q., CEL or GPR files)

2. The final processed (normalised) data for the set of hybridisations in the
experiment (study) (e.g., the gene expression data matrix used to draw the
conclusions from the study)

3. The essential sample annotation including experimental factors and their
values (e.g., compound and dose in a dose response experiment)

4. The experimental design including sample data relationships (e.g., which raw
data file relates to which sample, which hybridisations are technical, which
are biological replicates)

5. Sufficient annotation of the array (e.g., gene identifiers, genomic coordinates,
probe oligonucleotide sequences ar reference commercial array catalog
numeer)

6. The essential laboratory and data processing protocols (e.g., what
normalisation method has been used to obtain the final processed data)

For more details, see MIAME 2.0.
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Szesc najwazniejszych elementow wg MIAME

1. Dane surowe z hybrydyzacji (np. CEL, GPR)

2. Koncowo przetworzone dane (znormalizowane) dla catego
zbioru hybrydyzacji w eksperymencie (macierz ekspresji gendéw)

3. Niezbedna adnotacja probki wtaczajac w to eksperymentalny
czynnik i jego dawka

4. Projekt eksperymentu witgczajgc w to zwigzki pomiedzy probkami
(ktdre dane surowe odnosza sie do ktdrej prébki, ktdre
hybrydyzacje sg czysto techniczne, ktore sg biologicznymi
powtdrzeniami)

5. Wystarczajaca adnotacja macierzy (identyfikatory gendw,
koordynaty genomiczne, sekwencje oligonukleotydowe)

6. Opis protokotu laboratoryjnego i przetworzenia danych (np.
metoda normalizacji, itp.)



