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Przetwarzanie danych z mikromacienzyekspresyjnycii

Okreslenie funkcji biologicznej zbioru genéw wybranych na podstawie
wczesniejszych etapéw analizy danych z pomiaréw mikromacierzowych. Wiedza biologiczna

Odbywa sie ona przy wykorzystaniu baz danych gromadzacych informacje o )
genach i biatkach oraz w oparciu o dane literaturowe i wiedze ekspercka.
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Analiza funkcjonalna list genow

W kontekscie technik wielkoskalowych, w tym mikromacierzy, analiza funkcjonalna
(functional analisys) moze by¢ definiowana jako ogot czynnosci automatyzujacych i
ulatwiajacych nadanie interpretacji biologicznej wynikom wczesniejszych etapow
przetwarzania danych.

Punktem wyjscia dla tej analizy s3 listy genoéw lub biatek uznanych za "interesujace”
z punktu wiedzenia ukiadu eksperymentalnego, zas jej celem moze by¢ m. in.:

"grupowanie genow zgodnie z ich funkcja badz udziatem produktéow ich ekspresji w
wybranych procesach biochemicznych, sciezkach metabolicznych, itd.;
"wyznaczanie nadreprezentowanych grup funkcjonalnie powigzanych genow;

"tworzenie, wizualizacja i interpretacja sieci interakcji pomiedzy genami;
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Analiza funkcjonalna list genow: bioinfonmatycZieNsaA/ac aryisti

Podstawa analizy funkcjonalnej wynikéw badan mikromacierzowych sg informacje
gromadzone przez liczne bioinformatyczne bazy danych.

Sekwencje nukleotydowych DNA (genéw lub catych genomoéw):

"GenBank (www.ncbi .nlm.nih.gov/nucleotide)
"DDBJ (www.ddbj.nig.ac. jp)

Sekwencije i struktury czastek RNA:
"Rfam (xfam.sanger.ac.uk)

Sekwencje i struktury biatek:

"UniProt (www.uniprot. oxg)
"PDB (www.ebi .ac.uk/pdbe)

Metabazy (serwisy integrujgce informacje z wielu baz danych):

"Entrez (www.ncbi .nlm.nih.gov/sites/gquery)
"GeneCards (www.genecards. oxg)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.uniprot.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery
http://www.genecards.org/

Analiza funkcjonalna list genow;: bioinformatycznEN= At iy

Podstawa analizy funkcjonalnej wynikéw badan mikromacierzowych sg informacje
gromadzone przez liczne bioinformatyczne bazy danych.

Stowniki kontrolowane, ontologie, mapy szlakow metabolicznych:

"Gene Ontology (GO) (www.geneontology.orq)
"KEGG PATHWAY (www.genome . jp/kegg/pathway.html)

Narzedzia ttumaczace pomiedzy identyfikatorami réznych baz danych:

"UniProt ID mapping (www.uniprot.org, zakiadka ID Mapping)
"DAVID (david.abcc.nciferf.gov/conversion. jsp)

Bazy danych publikacji:
"PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)


http://www.geneontology.org/
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
http://www.uniprot.org/

Analiza funkcjonalna list genow: bioinfonmatycZieNsaA/ac aryisti

Podstawa analizy funkcjonalnej wynikéw badan mikromacierzowych sg informacje
gromadzone przez liczne bioinformatyczne bazy danych.

@vniki kontrolowane, ontologie, mapy szlakow metabol@

"Gene Ontology (GO) (www
"KEGG PATHWAY (www.ge

Narzedzia ttumaczace pomi

"UniProt ID mapping (www.
"DAVID (david.abce. ncij

Znaczna czes¢ baz danych gromadzi mozliwie najpetniejsze
informacje o pojedynczych obiektach (genach, biatkach,...), w
mniejszym zas stopniu skupia si¢ na wystepujacych pomiedzy
nimi relacjach.

Istnieja jednak specjalizowane bazy danych, nastawione na
modelowanie zwigzkéw funkcjonalnych pomiedzy produktami
ekspresji genéw (np. ich wspdélnego uczestnictwa w szlakach
metabolicznych, kolokalizacji w komérkach, ...).

Bazy danych publikacji:

"PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)



http://www.geneontology.org/
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
http://www.uniprot.org/
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Analiza funkcjonalna list genow: ontologje

Ontologia (w znaczeniu bioinformatycznym) to uporzadkowany zestaw zrozumiatych
dla komputera definicji obiektow i proceséw biologicznych oraz zachodzacych

pomiedzy nimi relacji.

ID: PROC_01 ID: OBJ 01
NAME: Synteza biatek NAME: Organelle

T~ -

ID: PROC_03 p| ID:  OBJ_03

NAME: Translacja NAME: Rybosom
ID: PROC_02 > ID: OBJ_02
NAME: Transkrypcja NAME: Jadro

Do wykonania analizy funkcjonalnej w sposéb automatyczny, oprécz ontologii,
konieczne sg jeszcze adnotacje okreslajagce powigzania produktow ekspresji genow
ze zdefiniowanymi wczesniej obiektami i procesami.

ID: PROC_01 ID: GENE 01 - ID: OBJ_01
NAME: Synteza biatek NAME: HRNP1 NAME: Organelle

ID:  OBJ_03

ID: PROC_02 ID: GENE_02
NAME: Transkrypcja NAME: CAS NAME: Jadro
ID: PROC_03 ID: GENE 03 ID: OBJ_03

NAME: Translacja NAME: ARNT NAME: Rybosom




Analiza funkcjonalna list genow: Gene OGnteiogy

Baza danych scisle ukierunkowang na analize funkcjonalng genéw i biatek jest Gene
Ontology (GO), ktéra definiuje ontologie umozliwiajagca opis obiektéw biologicznych
oraz procesOw zachodzacych na poziomie komérkowym 2z uwzglednieniem
wystepujacych pomiedzy nimi relacji.

Rekordami bazy danych (dostepnej pod adresem www.geneontology.oxg) sg tzw.
kategorie GO (GO terms), z ktérych kazda definiowana jest poprzez:

=unikalny identyfikator (id);

"nazwe (name);

"opis stowny (def);

"subontologie, do ktérej nalezy (namespace);

"rodzaj relacji z innymi kategoriami GO (is_a, part of, regulates).

Przyktadowy rekord bazy GO (format OBO)

[Texrm]

id: GO:0032452

name: histone demethylase activity
namespace: molecular function

def: "Catalysis of the removal of a methyl group from a histone." [GOC:mah]

is _a: GO:0032451 ! demethylase activity



http://www.geneontology.org/

Analiza funkcjonalna list genow: Gene OGnteiogy

Zdefiniowane w GO kategorie podzielone sg na trzy gtéwne domeny (subontologie),
reprezentujace zbiory pojeé¢ niezbednych do opisu wlasciwosci produktow genéw w
sposoéb niezalezny od rodzaju organizmu:

"funkcja produktu ekspresji genu (MF — Molecular Function), rozumiana jako rodzaj
jego aktywnosci biochemicznej lub sposéb dziatania (np. enzym, czasteczka
transportujaca);

"proces biologicznych (BP - Biological Process), w ktéorym bierze udziat produkt
genu (np. regulacja cyklu komoérkowego, przekazywanie sygnatéw). W procesie
moze uczestniczy¢ jednoczesnie wiele produktow genéw petnigcych rézne funkcje
molekularne;

"lokalizacja komérkowa (CC - Cellular Component), czyli obszar wystepowania
produktéw genéw w obrebie komorki (np. jadro, cytoplazma).



Analiza funkcjonalna list genow: Gene Ontoiogy

Kazda z domen zorganizowana jest w sposob hierarchiczny, jako acykliczny graf
skierowany, ktorego wezty reprezentujg kategorie GO, a krawedzie oznaczajj relacje
wystepujace pomiedzy nimi. Kazdy z weziéw moze mie¢ jednego lub wigekszg liczbe
przodkéw (z wyjatkiem gtownych weztéw domen, ktére nie majg przodkoéow) i
jednoczesnie moze — cho¢ nie musi — posiada¢ dowolng liczbe weziéw potomnych.
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Analiza funkcjonalna list genow: Gene Ontoiogy

Podstawowymi rodzajami relacji pomiedzy kategoriami GO s3a:

"is_a (jest podtypem): relacja A is a B oznacza, ze kategoria A jest podtypem
kategorii B. Przykiadowo: kategoria ,mitochondrium” jest podtypem kategorii
sorganelle komérkowe”;

"part_of (jest czescig): relacja A part of B oznacza, ze A jest zawsze czescia B
(A nie moze istnie¢ bez B, ale nie wszystkie B muszg koniecznie zawiera¢ 2). Na
przykiad ,,widetki replikacyjne” zawsze wystepuja w ,,chromosomach”, jednak nie
wszystkie ,,chromosomy” musza aktualnie posiada¢ ,,widetki replikacyjne”;

[ cytoplasm j [ organelle J

part of part of

[ mitochondrion j E:rganelle membramﬂ

"regulates (reguluje): relacja A regulates B oznacza, ze A zawsze bezposrednio

wpitywa na B (jednak B nie zawsze musi by¢ regulowany przez 2), np. ,,regulacja
apoptozy” reguluje ,,Smier¢ komorki”’;




Analiza funkcjonalna list genow: Gene OGnteiogy

Oprécz samej ontologii, w ramach projektu Gene Ontology tworzone sg réwniez
adnotacje genoéw do poszczegélnych kategorii GO.

ID: GENE 01
tool " NAME : HRNP1
/cy oplasm {:rgAane € ORGANISM: Homo Sampiens

part of |—is aj part of

ID: GENE 03
NAME: ARNT mitoechondrion organelle membrane
ORGANISM: Homo Sampiens \

ID: GENE_02
NAME : CAS
ORGANISM: Homo Sampiens

Pliki adnotacji tworzone sg osobno dla poszczegdélnych gatunkéw organizmow i
mogq zawiera¢ definicje genéw zgodne z ré6znymi bazami danych. To witasnie te pliki
umozliwiajg wykorzystanie informacji zawartych w Gene Ontology podczas analizy
funkcjonalnej wynikéw eksperymentéw mikromacierzowych.



Analiza funkcjonalna list genow: baza danychiNEGGR=ATNVIAYE

Innym przyktadem bazy danych czesto wykorzystywanej w analizie funkcjonalnej

jest KEGG PATHWAY (www.genome. jp/kegg/pathway.html). Stanowi ona czes¢
zbioru biologicznych baz danych KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes), powstatych w ramach japonskiego programu sekwencjonowania
ludzkiego genomu.

Informacje zgromadzone w bazie KEGG PATHWAY s3a odzwierciedleniem aktualnego
stanu wiedzy na temat sieci interakcji pomiedzy produktami ekspresji genow
zachodzacych w ramach szlakéw metabolicznych, podczas przetwarzania informacji
genetycznej, sygnalizacji komoérkowej lub w innych procesach molekularnych. Baza
zawiera rowniez sieci interakcji dla wielu schorzen i lekow.
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http://www.genome.jp/kegg/pathway.html

Analiza funkcjonalna list genow: bazardanychirEs
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Analiza funkcjonalna list genow:

Oany ChiNEGGREATIVIAYE

Mapa relacji produktéw ekspresji gendéw bioracych
udziat w regulacji cykl komérkowego
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Analiza funkcjonalna list genow: bada plzlelfg afaZarizic]l gruo genomy

W przypadku mikromacierzy typowym celem analizy jest wyznaczenie grup
powigzanych ze sobg funkcjonalnie genéw (np. uczestniczacych w tym samym
procesie biologicznym), ktore sg w istotny sposéb nadreprezentowane w zbiorze
gendw wytypowanych na wczesniejszym etapie przetwarzania danych (np.
wybranych technikami selekcji cech réznicujgcych badane grupy).

DDR1
RFC2

s Lista wszystkich genéw z mikromacierzy (kolory genéw

UBA7

o symbolizujg ich przypisanie do procesow biologicznych)

BAD
PRPF8
CAPNS1
RPL35
RPL28
EIF4G2
EIF3D
PARK7
SRP14

GDI2
RPL11
ARF3
RPL21
RPL24
HNRNPC
SEPT2
HNRNPA1
RPS27A

w Lista wybranych genéw

TAF10
Cc1D
RI

RPS13
FAU
TARDBP
CFL1
RPL18
EIF3F
RPS5

Analiza statystyczna

RPL27
RPL34
NARS
STARD7
RPL19
SLC25A3
RPS11
RPL9
DDX5

RNPS1
RPS24

RPL6
CTDNEP1
RPL10A
CBX3
RPL17
PSMB2
KHDRBS1
C220rf28

ERH
SRSF9
ABCF1

DAD1

YY1

JTB

KAT7
ZNF146
SART1

ILF2

SPAG7
ZNF259
TAF10

Nadreprezentowany proces biologiczny

SNRNP200
RHOA
RNPS1
RPS24




Analiza funkcjonalna list genow: badanienadreprezentaci i aIEIE,

Dla kazdego z badanych proceséw biologicznych (np. opisywanych przez kolejne
kategorie GO) mozna wprowadzi¢ oznaczenia:

N —liczebnos¢ catkowitej populacji genéw, czyli zbioru genéw reprezentowanych
przez wszystkie zestawy sondy mikromacierzy

M - liczba wytypowanych genéw (np. genéw réznicujacych dwie grupy prébek)

Nt — liczba genow zwigzanych z danym procesem biologicznym (kategoria GO) w
populacji catkowitej

M: — liczba gendéw zwigzanych z danym procesem biologicznym (kategoria GO) w
zbiorze tych wytypowanych (réznicujacych)

N

@



Analiza funkcjonalna list genow: badanienadreprezentaci i aIEIE,

Badana jest hipoteza zerowa Ho mowigca, ze dany proces biologiczny (np.
opisywany przez wybrang kategorie¢ GO) nie jest nadreprezentowany wsréd genow
wybranych jako réznicujace, wobec alternatywnej 41, ktéra zakiada nadreprezentacje
gendw zwigzanych z danym procesem w zbiorze genéw réznicujacych.

Przy prawdziwosci hipotezy zerowej problem moze by¢ opisany jako losowanie bez
zwracania M genow z populacji o liczebnosci N, w ktérej N: gendw jest przypisanych
do rozpatrywanego procesu biologicznego (kategorii GO). Prawdopodobienstwo
wylosowania dokiadnie M: genéw zwigzanych z tym procesem dane jest z rozkiadu
hipergeometrycznego o parametrach N, N:i M:

" _M)_(Z’,)(ﬁ:ﬁl) (N)= N
S (z\]\;) M) M!(N-M)!

Hipoteze zerowa odrzucamy (uznajemy, ze nie mozna uzyska¢ losowo tak duzej
wartosci M:) jezeli prawdopodobienstwo wylosowania co najmniej M: genow
zwigzanych z danym procesem:

(N,) N—Nt)
min(N,, M) . .
‘ M —
Plx=M)= y ’

R

okaze sie mniejsze od wybranego poziomu istotnosci o.
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