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Лекция #4.
Дифференциальная экспрессия



Содержание курса

1. Bulk RNA-Seq:
a. экспериментальные подходы,
b. выравнивания и псевдовыравнивания,
c. анализ дифференциальной экспрессии,
d. ф ункциональный анализ;

1. Single-cell RNA-Seq:
a. экспериментальные подходы,
b. отличия от процессинга bulk RNA-Seq,
c. методы снижения размерности,
d. кластера и траектории,
e. мультимодальные омики одиночных клеток.
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Дорожная карта анализа RNA -Seq

QC прочтений Выравнивание Подсчёт
экспрессий

Псевдовыравнивание Нормализация

Дифференциальная 
экспрессия

GO, GSEA, ssGSEA и 
прочее
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Суть задачи

Нам необходимо статистически сравнить среднее экспрессий между двумя 
выборками образцов

Что бы мы сделали в классическом случае?

1. Тест Манна-Уитни,
2. t-test

Проблема в том, что тест Манна-Уитни будет слишком слабый, так как чаще 
всего у нас мало точек в каждой из выборок, а t-test просто не подойдёт 
потому, что наши данные распределены не нормально

Что делать?
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Причём тут регрессия?

С одной стороны, регрессионные модели могут позволить нам оценить 
статистическую достоверность разниц в средних

С другой стороны, GLM позволяют обобщить регрессию на ненормальные 
распределения
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Причём тут регрессия?

Статистический вопрос, который мы будем 
извлекать из регрессии, — значимо ли 
различаются параметры β1 и β2?

Это можно сказать, сравнив правдоподобия 
моделей или при помощи других подходов (будет 
оговорено дальше)
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Причём тут регрессия?

Линейную модель можно обобщить и добавить более двух уровней ф актора, 
чтобы сравнивать сразу несколько категорий
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Intercept

Вместо того, чтобы сравнивать значимость 
разницы между β1 и β2, обычно используют 
модель со свободным членом β0 и после этого 
вычисляют значимость β1

Свободный член в данном случае называют 
словом intercept
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Intercept

Эту же логику можно обобщить и на модели с несколькими категориями в 
таргетной переменной
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Линейные модели

y ~ 0 + feature1 + feature2 + …
без intercept

y ~ 1 + feature1 + feature 2 + …
с intercept
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Какие переменные включают в модель?

Таргет:

● экспериментальные условия,

сопутствующие ф акторы:

● пациент,
● пол,
● возраст,
● … (всё, что может иметь влияние на экспрессию)

Что не включают:

● техническую повторность
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Обобщённые линейные модели (GLM)

В обобщённой линейной модели нет требования к нормальности и 
гомоскедамтичности остатков

Коэф ф ициенты определяются при помощи MLE
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Модель DESeq2

Модель, которая вшита в DESeq2, может описываться следующим образом:
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Последовательность действий DESeq2

1. Сначала происходит оценка size factor’а (разбиралось на прошлом 
занятии),

2. потом происходит оценка дисперсии и затем
3. происходит оценка параметров β модели при помощи GLM 
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Подрезание дисперсии

При малых размерах выборки оценка дисперсии становится достаточно 
неточной, поэтому используют процедуру подрезание дисперсии
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Взаимодействие переменных

Удобным способом понимания и отображения того, что с чем сравнивается в 
дизайне экспериментов по секвенированию РНК могут служить модельные 
матрицы

Модельные матрицы содержат 0 или 1 для каждого из элементов линейной 
модели

model.matrix(~1+condition+time+condition:time, samples)

Рассмотрим примеры модельных матриц для разных дизайнов (по материалам 
Hugo Tavares)
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Один фактор, два уровня
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Один фактор, два уровня
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Один фактор, два уровня
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Один фактор, два уровня
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Один фактор, три уровня
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Два фактора и взаимодействие
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Три фактора с вложенностью
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Три фактора с вложенностью
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P-value

Способы определения достоверности 
коэф ф ициентов линейной модели

Likelihood -Ratio Test (LRT)

Рассматривает отношение 
правдоподобий H₀ и Hₐ, логариф м их 

отношения распределён как χ²

Тест Вальда

Похож на LRT, но в явном виде 
сравнивает не правдоподобия 

моделей, а коэф ф ициенты
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p-value = NA?

Если в строке все значения = 0, что изменение экспрессии и дисперсию не 
посчитать

Если в строке есть очень большой выброс, то p-value назначается NA

Строка не прошла ф ильтрацию по средней экспрессии
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Проблема множественного сравнения
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Принципы принятия решений

Некоторые обобщения ошибки первого рода:

● FWER — family -wise error rate , групповая вероятность ошибки первого 
рода. Используется при поправке методом Бонф еррони

● FDR — false discovery rate , средняя доля ложных отклонений гипотез 
(среди всех отклонений). Используется при поправке методом 
Бенджамини — Хохберга



29

Поправка Бонферрони



30

Поправка Бенджамини -Хохберга
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Volcano plot
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От генов к транскриптам: tximport

Как мы уже говорили ранее, самой правильной стратегией будет проводить 
анализ диф ф еренциальной экспрессии на уровне транскриптов, а потом уже 
агрегировать инф ормацию до уровня генов
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