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GOToolBox: microarray analysis componentsGOToolBox: microarray analysis components
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Microarray analysis in GOToolBox: a two step processMicroarray analysis in GOToolBox: a two step process
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Step 1: term retrievalStep 1: term retrieval

Gene A annotations:
● term1
● term2
● term3



  

David Martin – GOToolBox Tutorial

Step 1: term retrievalStep 1: term retrieval

Gene A annotations:
● term1
● term2
● term3
● (parent) term 4
● (parent) term 5
● (parent) term 6
● (parent) term 7
● (parent) term 8
● (parent) term 9
● ...
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Advanced term retrievalAdvanced term retrieval

➔ Take into account only those terms that are the most reliable on the basis of the GO 
evidence codes: terms inferred on the basis by curators or from direct assays are more 
reliable than terms inferred from sequence similarity for example.
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Term retrieval outputTerm retrieval output

Term 1 5 50
Term 2 8 50
Term 3 1 50
Term 4 25 50
Term 5 42 50
Term 6 2 50
Term 7 12 50
Term 8 7 50
... ... ...

Count in the 
input set

Number of 
genes in the set
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GO-Stats: Identify the relevant termsGO-Stats: Identify the relevant terms

Given  a  list  of  genes  and  associated  GO  terms,  which  terms  are  significantly  over­
represented? ... but by the way, as compared to what?

The input list of genes comes from a bigger set of genes, called the reference gene set.

●  In  microarray  experiments,  the  reference  set  represents  those  genes  having  probes 
spotted on the array.
● For a given organism, Gene Ontology provides annotations for the whole set of gene 
products encoded by the genome.
●  Then,  the user might have  to  create his  own  reference  corresponding  to  the  list  of 
genes spotted on the array he is using (which could differ significantly from the whole 
genome set) !!!

Create-Ref Reference gene listGene list
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Term retrieval output: adding the referenceTerm retrieval output: adding the reference

Term 1 5 50 6 5000
Term 2 8 50 560 5000
Term 3 1 50 48 5000
Term 4 25 50 465 5000
Term 5 42 50 1500 5000
Term 6 2 50 49 5000
Term 7 12 50 15 5000
Term 8 7 50 73 5000
... ... ... ... ...

Count in the input 
set

Number of genes 
in the input set

Count in the 
reference set

Number of genes in 
the reference set
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Statistical tests available in GOToolBoxStatistical tests available in GOToolBox
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Three tests are implemented in GO­Stats to measure enrichment­depletion of the terms 
as compared to a reference gene set:

 Hypergeometric­based test 
 Binomial­based test
 Fisher's exact test

Let consider a pool of N genes (reference), out of which m are annotated for the term Z.
When picking n genes out of N, is it exceptional to have k genes annotated for the term Z?

nn

m
k
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Correction for multiple testing: introductionCorrection for multiple testing: introduction

http://en.wikipedia.org/wiki/Multiple_comparisons

● For example, one might declare that a coin is biased if in 10 flips it landed heads 
at least 9 times (P=0.0107).

●  A  multiple  comparisons  problem  arises  if  one  wants  to  use  this  test  (which  is 
appropriate  for  testing the fairness of a single coin),  to  test  the  fairness of many 
coins.

● Imagine if one wants to test 100 fair coins by this method. The likelihood that all 
100 fair coins are identified as fair by this criterion is (1 − 0.0107)100   0.34.≈

●  Therefore  the  application  of  our  single­test  coin­fairness  criterion  to  multiple 
comparisons  would  be  more  likely  to  falsely  identify  a  fair  coin  as  unfair  (false 
positives).

●  In  order  to  compensate,  the  individual  P­values  for  each  coin  need  to  be 
'corrected' to restrict the false positive rate.
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Correction for multiple testing in GOToolBoxCorrection for multiple testing in GOToolBox

Holm

None

Bonferroni

Hochberg
Hommel
Benjamini & Hochberg

More false negatives

More false positives

More stringent

Less stringent

Multiple  testing  corrections adjust p­values derived  from multiple  statistical  tests  to 
correct  for  occurrence  of  false  positives.  In  GO  annotations  analysis,  false  positives 
are terms that are found to be statistically enriched in your gene set as compared to 
the reference set, but are not in reality.
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GO-Stats outputGO-Stats output
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Large-scale microarray analysis with GOToolBoxLarge-scale microarray analysis with GOToolBox

The  new  GOToolBox  suite  provides  Perl  scripts  to  automatize  the  tasks  (check  the 
download section)!

These scripts allow you to launch as many GO analysis as you want without having to 
stay in front of the computer.

These scripts can be easily modified to fit your needs.
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Other GO-based microarray analysis toolsOther GO-based microarray analysis tools

http://www.geneontology.org/GO.tools.microarray.shtml

●  Most  of  them  are 
functioning  on  the  same 
principle than GOToolBox.

●  Some  are  additionally 
integrating  other  sources  of 
annotations.

● An interesting recent one is 
GSEA  (not  in  the  GO  tools 
list).

http://www.broad.mit.edu/gsea/
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Grazie mille!Grazie mille!

Thanks for your attention and interest.

Thanks a lot to the organizers of the workshop!!!


