
Анализ дифференциальной экспрессии
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Как можно получить данные для анализа?

fastq hisat2 htseq-count

Есть много других программ и подходов.

Для работы “с нуля” необходимы:
- чтения
- геном 
- разметка генов
- информация о дизайне эксперимента
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В итоге нужно получить таблицу с числом 
чтений, попавших на каждый ген, для 

каждого образца

sample1 sample2 sample3 sample4

gene1

gene2

gene3

36 25 2 8

412 520 784 840

0 1 4 3
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Дизайн эксперимента

sample1

sample2

sample3

sample4

treatment - rep1

treatment - rep2

control- rep1

control- rep2

Задача: узнать, экспрессия каких генов 
изменилась в ответ на воздействие (treatment) 
по сравнению с контролем (control). При этом в 
каждой группе как минимум 2 повторности!
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Пакеты для анализа 
дифференциальной экспрессии

DESeq2
edgeR
limma

DEXSeq
Cuffdiff

Ballgown
SAMseq
NOIseq

http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html5

http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html


Размер библиотеки

sample1 sample2

gene1

gene2

gene3

100 200

50 100

150 300

lib size 300 600
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Композиция библиотеки

Глубина секвенирования
от 30 млн чтений
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Матрица каунтов
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Метаданные

Взять из файла
или

создать 
самостоятельно
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DESeqDataSet
● матрица каунтов
● метаданные в виде dataframe (названия строк = 

названия образцов)
● формула (design) для модели, включающая переменные 

из метаданных
~ some_variable + batch + variable_of_interest 

Для ускорения работы DESeq2 можно заранее исключить 
гены с низкой и нулевой экспрессией.

В некоторых случаях стоит исключить топ высоко-
экспрессируемых генов.
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Нормировочные коэффициенты



Как происходит нормализация?
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● размер библиотеки
● структура библиотеки
● длина гена



Как происходит нормализация?
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1. среднее геометрическое для каждого гена 
(устойчиво к выбросам) - псевдо-референс

2. отношение экспрессии к псевдо-референсу
3. медиана отношений по каждому образцу 

Лишь относительно небольшое число генов 
действительно дифференциально экспрессируются. 



Как происходит нормализация?
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1.

2.

3.



15

Успешная нормализация
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PCA

Поэтому лучше секвенировать больше 
повторностей на всякий случай. 17

Сильно отличающиеся образцы - выбросы



PCA

Можно добавить переменную batch в формулу 
для модели DESeq2 18

Batch effect

https://doi.org/10.1186/s12864-018-5362-x



PCA
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PCA
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DESeq - 
анализ дифференциальной экспрессии

● Отрицательное биномиальное распределение
● Поправка на множественное тестирование
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MA-plot
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Volcano plot

https://bioconductor.org/packages/devel/bioc/vignettes/EnhancedVolcano/inst/doc/EnhancedVolcano.html



Функциональная аннотация генов
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bitr - конвертация gene IDs

Еще есть Uniprot и пакет R biomaRt.
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Откуда брать аннотации для генов? 

● Gene Ontology
● KEGG
● Reactome
● MSigDB
● WikiPathways
● …
● можно создать самому:

category

gene1

gene1

gene2

cat1

cat2

cat1

gene2

gene3

cat3

cat4
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Over Representation Analysis 

Список генов:
● ДЭ генов
● гены, значимо повысившие/понизившие экспрессию
● любой другой список интересных/значимых генов 

universe

out

in

gene list

in
in

in

in
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ORA используя clusterProfiler 
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ORA используя clusterProfiler 

избыточность 
обогащенных 

категорий

REVIGO
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GSEA
Gene Set Enrichment Analysis

 

Ранжированный список [всех экспрессируемых] генов:
● Fold Change
● комбинация padj и Fold Change
● ...
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GSEA используя clusterProfiler 
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KEGG
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Что почитать? 
Анализ дифференциальной экспрессии:
● DESeq2

https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8 
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq
2/inst/doc/DESeq2.html 

● https://bioconductor.org/packages/release/workflows/vignettes/rnase
qGene/inst/doc/rnaseqGene.html 

● https://doi.org/10.1186/s12859-019-2599-6 
● https://chagall.med.cornell.edu/RNASEQcourse/Intro2RNAseq.pdf 
● https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.06.10.144063v1.full.pdf 

Функциональная аннотация генов:
● clusterProfiler

http://yulab-smu.top/clusterProfiler-book/index.html 
● https://bioinformatics-core-shared-training.github.io/cruk-summer-

school-2018/RNASeq2018/html/06_Gene_set_testing.nb.html 

R пакеты swirl и BiocSwirl - интерактивное обучение в R. 

https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq2/inst/doc/DESeq2.html
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq2/inst/doc/DESeq2.html
https://bioconductor.org/packages/release/workflows/vignettes/rnaseqGene/inst/doc/rnaseqGene.html
https://bioconductor.org/packages/release/workflows/vignettes/rnaseqGene/inst/doc/rnaseqGene.html
https://doi.org/10.1186/s12859-019-2599-6
https://chagall.med.cornell.edu/RNASEQcourse/Intro2RNAseq.pdf
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.06.10.144063v1.full.pdf
http://yulab-smu.top/clusterProfiler-book/index.html
https://bioinformatics-core-shared-training.github.io/cruk-summer-school-2018/RNASeq2018/html/06_Gene_set_testing.nb.html
https://bioinformatics-core-shared-training.github.io/cruk-summer-school-2018/RNASeq2018/html/06_Gene_set_testing.nb.html

