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V8 funktionelle Annotation

• Analyse von Gen-Expression

• Funktionelle Annotation: Gene Ontology (GO)

• Signifikanz der Annotation: Hypergeometrischer Test

• Annotationsanalysen z.B. mit NIH-Tool DAVID

• Ähnlichkeit von GO-Termen automatisch bestimmen

• OMIM-Datenbank
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Beispiel: differentielle Gen-Expression für ALL-Patienten
Input: 

Genexpressionsdaten für 128 Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL).

Alle ALL-Patienten haben chromosomale Veränderungen. 

Der Therapieerfolg ist sehr unterschiedlich.

Eine Gruppe von Patienten (ALL1/AF4) hat eine genetische Translokation zwischen den 
Chromosomen 4 und 11.

Eine zweite Gruppe von Patienten (BCR/ABL) hat eine genetische Translokation zwischen den 
Chromosomen 9 und 22.

Die Krankheitsursachen + optimale Therapie könnten für die beiden Gruppen verschieden sein.

Ziel:

Identifiziere Gene, die zwischen den beiden Gruppen differentiell exprimiert werden.

Beispiel für die Anwendung der Bioconductor-Software (siehe Ref unten, bisher

3600 mal zitiert).  
Gentleman et al. Genome Biology 5, R80 (2004)
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Auswahl der differentiell exprimierten Gene

Gentleman et al. Genome Biology 5, R80 (2004)

Vergleiche Gen-Expression in den

beiden Gruppen. 

Fokussiere auf Gene mit stark 
unterschiedlicher Expression.

Wähle alle Gene mit p-Wert < 0.05 
aus.

Es bleiben 165 Gene übrig. 

Bioconductor

Kommandos

Differential expression (D.E.) = log(R) / log(G)

Log ratio M : 2M = log(R) / log(G); M = 1 -> zweifach D.E.

Wie signifikant ist dies? -> bewerte mit statistischem Test.
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Differentielle Gen-Expression als Heatmap visualisieren

Gentleman et al. Genome Biology 5, R80 (2004)

Mit einem Abstandsmaß und 
einem Cluster-Algorithmus 
werden die Ähnlichkeiten 
zwischen den Patienten 

(x-Achse) und den einzelnen 
Gene (y-Achse) erfasst.

Die beiden Patienten-
Gruppen lassen sich deutlich 
unterscheiden (rot/grau).

Gelb: stark hochreguliert

Blau: stark runterreguliert  

Patienten
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Zuordnung von Gen-Funktion

Gentleman et al. Genome Biology 5, R80 (2004)

Links gezeigt ist dieselbe Tabelle.

Neue Frage: welche Funktionen 
üben diese Gene in der Zelle aus?

Verwende dazu die Gene Ontology. 

Bioconductor

Kommandos
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Die Gene Ontology (GO)
Ontologien sind strukturierte Vokabulare.

Die Gene Ontology hat 3 Bereiche:

- biologischer Prozess (BP)

- molekulare Funktion (MF)

- zelluläre Komponente (Lokalisation).

Hier ist ein Teil des BP-Baums gezeigt.

Oben ist der allgemeinste Ausdruck (root).

Rot: Blätter des Baums (sehr spezifische 
GO-Terme)

Grün: gemeinsame Vorgänger.

Blau: andere Knoten. 

Linien: „Y ist in X enthalten“-Beziehungen Dissertation Andreas Schlicker (UdS, 2010)
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Gene Ontology (GO) - Konsortium
Berkeley Bioinformatics Open-source Project (BBOP)

British Heart Foundation - University College London (BHF-UCL)

dictyBase

EcoliWiki

FlyBase

GeneDB

UniProtKB-Gene Ontology Annotation @ EBI (UniProtKB-GOA)

GO Editorial Office at the European Bioinformatics Institute

Gramene

Institute of Genome Sciences, Univ. of Maryland

J Craig Venter Institute

Mouse Genome Informatics (MGI)

Rat Genome Database (RGD)

Reactome

Saccharomyces Genome Database (SGD)

The Arabidopsis Information Resource (TAIR)

WormBase

The Zebrafish Information Network (ZFIN)
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Woher stammen die Gene Ontology Annotationen?

Dissertation Andreas Schlicker (UdS, 2010)
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Beispiel: GO-Annotation für humanes BRCA1-Gen

Einzelne

GO-Terme, mit  
denen das 
Brustkrebs
-Gen 
BRCA1 
annotiert 
ist.
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Signifkanz von GO-Annotationen

Sehr allgemeine GO-Terme wie z.B. “cellular metabolic process“ werden 
vielen Genen zugeordnet.

Sehr spezielle Terme gehören jeweils nur zu wenigen Genen.

Man muss also vergleichen, wie signifikant das Auftreten jedes GO-Terms 
in einer Testmenge an Genen im Vergleich zu einer zufällig ausgewählten 
Menge an Genen derselben Größe ist.

Dazu verwendet man meist den hypergeometrischen Test.  

Dissertation Andreas Schlicker (UdS, 2010)



8. Vorlesung WS 2012/13 Softwarewerkzeuge 11

Vorbemerkung

http://www.schule-bw.de/
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Hypergeometrischer Test

Der hypergeometrische Test ist ein statistischer Test, der z.B. überprüft, ob in einer 
vorgegebenen Testmenge an Genen eine biologische Annotation  gegenüber dem 
gesamten Genom statistisch signifikant angereichert ist. 

 Sei N die Anzahl an Genen im Genom.

 Sei n die Anzahl an Genen in der Testmenge.

 Sie K die Anzahl an Genen im Genom mit der Annotation .

 Sei k die Anzahl an Genen in der Testmenge mit der Annotation .

Der hypergeometrische p-Wert drückt die Wahrscheinlichkeit aus, dass k oder mehr Gene 
zufällig aus dem Genom ausgewählte Gene auch die Annotation  haben. 

http://great.stanford.edu/

p-Wert =



8. Vorlesung WS 2012/13 Softwarewerkzeuge 13

Hypergeometrischer Test

http://great.stanford.edu/

http://www.schule-bw.de/

p-Wert =

Korrigiert für die kombinatorische 
Vielfalt an Möglichkeiten um n
Elemente aus einer Menge mit N
Elementen auszuwählen.

N.B. dies gilt für den Fall, dass 
die Reihenfolge der Elemente 
egal ist.

Wähle i = k Gene mit 
Annotation  aus dem Genom.

Davon gibt es genau K.
Die anderen n – i Gene in der 
Testmenge haben dann nicht die 
Annotation . Davon gibt es im Genom 
genau N - K.

Die Summe läuft von mindestens  
k Elementen bis zur maximal 
möglichen Anzahl an Elementen.

Eine Obergrenze ist durch die 
Anzahl an Genen mit Annotation 
im Genom gegeben (K).

Die andere Obergrenze ist die Zahl 
der Gene in der Testmenge (n).
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Beispiel

http://great.stanford.edu/

p-Wert =

Frage: ist die Annotation  in der 
Testmenge von 3 Genen signifikant 
angereichert?

Ja! p = 0.05 ist signifikant. 
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Anwendung auf ALL-Beispiel

Die signifikanteste Anreicherung ergibt sich für MHC Klasse 2 Rezeptoraktivität.

6 von 12 Genen im Genom mit dieser Annotation sind in den 2 ALL-Klassen 
differentiell exprimiert. 

Gentleman et al. Genome Biology 5, R80 (2004)

Bioconductor

Kommandos
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NIH Tool David: Tool für Annotation der Genfunktion

Huang et al. Nat. Protocol 4, 44 (2009)
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NIH Tool David
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Submit gene list or use built-in demo_lists
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Select the DAVID Gene Functional Classification Tool
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Select the DAVID Gene Functional Classification Tool
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Select the DAVID Gene Functional Annotation Tool
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Funktionelles Clustering von angereicherten GO-Termen

Huang et al. Genome Biology 2007 8:R183

XXXX_at sind die Kürzel 
für einzelne Proben auf 
Affymetrix-Microarray-Chip
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David: Genes-to-terms 2D view

Huang et al. Genome Biology 2007 8:R183

Was ist in einem Cluster 
zusammengefasst?

Grün: positive Assoziation 
des GO-Terms und einem 
Gen; 

Schwarz : Beziehung ist 
unbekannt. 



8. Vorlesung WS 2012/13 Softwarewerkzeuge 24

Messe funktionelle Ähnlichkeit von GO-Termen

Schlicker PhD dissertation (2010)

Die Wahrscheinlichkeit hat Werte zwischen 0 und 1 und nimmt zwischen den 
Blättern bis zur Wurzel monoton zu.

Aus der Wahrscheinlichkeit p berechnet man den Informationsgehalt jedes 
Knotens:

Je seltener ein Knoten ist, desto höher sein Informationsgehalt.

Die Wahrscheinlichkeit eines Knoten t kann man auf 2 Arten ausdrücken:

Wieviele Gene besitzen die Anzahl an GO-Termen im bei t

Annotation t relativ zur Häufigkeit startenden Unterbaum relativ zu der   

der Wurzel? Anzahl an GO-Termen im 
Gesamtbaum.
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Messe funktionelle Ähnlichkeit von GO-Termen

Schlicker PhD dissertation (2010)

Der most informative 
common ancestor (MICA) 
der Terme t1 und t2 ist der 
Term mit dem höchsten 
Informationsgehalt in CA.

Normalerweise ist das der 
gemäß dem Abstand 
nächste gemeinsame 
Vorgänger.

Die Menge an gemeinsamen Vorgängern (common ancestors (CA) ) zweier 
Knoten t1 und t2 enthält alle Knoten, die auf einem Pfad von t1 zum Wurzel-
Knoten und auf einem Pfad von t2 zum Wurzelknoten liegen.
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Messe funktionelle Ähnlichkeit von GO-Termen

Schlicker PhD dissertation (2010)

Schlicker et al. definierten aus dem Abstand zum most informative common 
ancestor die Ähnlichkeit der Terme t1 und t2

der hintere Faktor gewichtet

die Ähnlichkeit mit der 

Häufigkeit p(MICA). Dies ergab

Vorteile in der Praxis.  
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Messe funktionelle Ähnlichkeit von GO-Termen

Schlicker PhD dissertation (2010)

Zwei Gene oder zwei Mengen an Genen A und B haben jedoch meist jeweils 
mehr als eine GO-Annotation. Betrachte daher die Ähnlichkeit aller Terme i und j:

und wähle daraus in den Reihen und Spalten jeweils die Maxima

Aus den Scores für den BP-Baum und den MF-Baum wird der funsim-Score 
berechnet.
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OMIM-Datenbank
OMIM ® , Online Mendelian Inheritance in Man ® . 

OMIM is a comprehensive, authoritative, and 
timely compendium of human genes and genetic 
phenotypes. 

Victor McKusick (1921-2008),

Johns Hopkins Universität,

Begründete das Gebiet

Medical genetics

Gründete die Datenbank 
Mendelian Inheritance in 

Man
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Schlicker et al. Bioinformatics 26, i561 (2010)

ONIM-Datenbank &

UniProt Datenbank:

GO-Annotationen für 
bekannte Krankheits-
gene.
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Schlicker et al. Bioinformatics 26, i561 (2010)

Die Methode liefert recht 
genaue Vorhersagen, mit 
welchen Krankheiten Gene in 
Verbindung stehen könnten.

Die Sensitivität, d.h. die 
Anzahl der korrekten 
Vorhersagen relativ zur 
Anzahl aller Vorhersagen,

beträgt 73%.
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Zusammenfassung
Daten aus Microarray-Analyse wurden ursprünglich als sehr „verrauscht“
angesehen.

Mittlerweile wurden jedoch sowohl die experimentellen Schritte wie auch die 
Datenauswertung gründlich verfeinert. 

Microarray-Analyse ist daher heute eine (zwar teure, aber zuverlässige) Routine-
Methode, die in allen großen Firmen verwendet wird.

Die Datenaufbereitung kann folgende Schritte enthalten:

Normalisierung, Logarithmierung, Clustering, evtl. Ko-Expressionsanalyse,

Annotation der Genfunktion

Sehr wichtig ist es, die Signifikanz der Ergebnisse zu bewerten.

Gentleman et al. Genome Biology 5, R80 (2004)
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Ausblick auf den 3. Teil der Vorlesung
- Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke – Analyse mit Cytoscape

- metabolische Netzwerke – Simulation mit Copasi

- Ko-Expression / Go-Annotation – Prozessierung mit Bioconductor


