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            Abstract
          
        

        
          질환의 원인을 규명하기 위해 전장유전체 연관분석 (GWAS; Genome-Wide Association Study) 연구가 활발히 진행되고 유전체 레벨의 단일염기다형성 (SNP; Single-nucleotide polymorphism)이 많이 밝혀지고 있다. 그러나 단일염기다형성의 연관분석을 통해 질환이 발병하는 생물학적 메카니즘을 이해하기 어렵기 때문에 유전자, 생물학적 패스웨이 및 질환 등의 연관성 분석이 이전보다 더욱 중요하다. 본 논문에서는 단일염기다형성과 관련된 유전자와 패스웨이, 질환 정보를 검색하여 통합 분석하는 서비스를 제공하는 PRaDA 웹 시스템을 제안하였다. PRaDA는 사용자로부터 입력받은 유의한 몇몇의 단일염기다형성들과 관련된 유전자 및 패스웨이 뿐만 아니라, 유의하지 않은 다수의 단일염기다형성 집합의 간접적인 영향을 파악하기 위해 기능적으로 근접한 패스웨이를 검색하고 통계적 분석을 실행한다. 사용자들은 PRaDA가 제공하는 통합된 정보를 통해 질병의 전반적인 이해를 할 수 있다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Genome-Wide Association Study (GWAS) have been used to identify susceptibility genes for complex human diseases and many recent studies succeed to report common genetic factors for various diseases. Unfortunately, it is hard to understand all biological functions and mechanisms around the complex disease with GWAS only although the number of known associated genes with diseases is increased drastically because GWAS is a single locus based approach while not a gene but numerous factors may affect a disease associated pathways. PRaDA generates a combined report with genes, pathways and Gene Ontology (GO) using single nucleotide polymorphism (SNP) analysis output. The PRaDA reports not only directly associated pathways but also functionally related ones for identifying accumulated effects of low p-value SNPs. Through integrated information including indirect functional effects, user could have insights of overall disease mechanisms and markers.
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      Ⅰ. 서론
      근래의 전장유전체 연관분석 (GWAS) 연구는 각 질환의 환자들에서 발견되는 공통된 유전적 변이와의 관계를 밝히기 위해 더욱 활발하게 진행되고 있으나, 여전히 그 결과로부터 생물학적 의미를 유출하고 관련된 생물학적 패스웨이와 질환의 복합적 현상을 이해하는 것은 어려운 문제이다[1]-[9]. 따라서 유전체 레벨의 단일염기다형성(SNP) 분석을 위한 유전자와 패스웨이, 질환의 연관성 분석과 그 방법론의 필요성이 대두되고 있다. 일반적인 접근방법은 가장 유의한 몇몇 단일염기다형성들을 분석하지만, 실제 유의한 단일염기다형성은 복합 질환에 미약한 영향을 끼치거나 질환과의 연관성을 밝히는 데 한계가 있다[4]-[6]. 유의성이 낮은 단일염기다형성은 여러 개의 다른 단일염기다형성들 또는 유전자들과 함께 작용하여 질환을 일으키는데 중요한 역할을 하기도 한다[8]. 또한 단일염기다형성이 질환에 직접적인 영향을 미치지는 않지만, 여러 패스웨이를 거쳐 질환과 유의하게 연관된 유전자 발현에 영향을 미침으로써 질환 발병에 관여하는 경우도 보고되었다[10]-[13]. 따라서 단일염기다형성과 유전자, 패스웨이, 질환 정보 등의 복합적인 연관 분석이 중요하다.

      단일염기다형성과 생물학적 패스웨이 간의 연관 분석 방법을 제시한 서비스로 i-Gseas4Gwas[9], ICSNPPathway[14], DAVID[11], SNPtoGO[15] 등이 있다. 그러나 하나의 단일염기다형성을 이용하여 분석하거나, 다수의 단일염기다형성이 위치하는 유전자와 관련된 다수의 패스웨이와 질환간의 통합 분석이 용의하지 않다 (Table 1). 대부분의 프로그램들은 단일염기다형성을 이용한 키워드 검색 기능과 관련 정보를 각각 분리하여 제공한다. 또한 검색 결과 다운로드 기능의 부재로 검색 결과를 분석하기 위한 다음 단계에 사용할 수 없으며, 일시적인 정보로 효용 가치가 떨어지고 부가적인 데이터 수집 및 취합의 작업이 필요하다.

      
        Table 1. 
				
        

        
          Comparison of tools for analysis of biological pathway and Gene Ontology
        
        

      

      
        
          
            	
            	PRaDA
            	I-Gseas 4Gwas
            	ICSN Pathway
            	DAVID
            	SNPtoGO
          

        
        
          	Multi-SNP Search
          	o
          	o
          	o
          	o
          	o
        

        
          	Gene Ontology
          	o
          	o
          	o
          	o
          	o
        

        
          	Pathway Source
          	KEGG
BioCarta Reactome
          	KEGG
BioCarta
          	KEGG
BioCarta
          	KEGG
BioCarta
          	-
        

        
          	Related Pathway
          	o
          	-
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Interactions
          	o
          	-
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Analysis
          	SNP-set
          	o
          	-
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Gene-set
          	o
          	o
          	o
          	o
          	o
        

        
          	File Upload
          	o
          	o
          	o
          	o
          	-
        

      

      

      본 논문에서는 다수의 단일염기다형성과 관련된 유전자와 패스웨이, 질환 정보를 통합적으로 검색하고 분석할 수 있는 서비스인 PRaDA를 제안하였다. PRaDA는 사용자로부터 입력받은 dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database) [16] 기반 아이디를 기준으로 유전자와 패스웨이, 질환 정보를 제공하고, 유전자 집합 분석(GSEA; Gene Set Enrichment Analysis) 뿐만 아니라 단일염기다형성 집합 분석 (SSEA; SNP Set Enrichment Analysis)을 실행하여 질환의 유의한 생물학적 지표를 밝히는데 필요한 정보를 제공한다. 기존의 분석 도구[9],[11],[14],[15]들보다 더 많은 패스웨이 정보를 포함하는 PRaDA의 데이터베이스를 구축하고 이를 기반으로 분석이 이루어지기 때문에 PRaDA는 더 다양하고 종합적인 결과를 산출할 수 있다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 본 론
      
        2-1 시스템 환경
        PRaDA는 오픈소스 소프트웨어를 기반으로 구현된 시스템이다. JSP/Servlet 기술이 사용되었으므로 SUN Microsystem에서 제공하는 버전 1.6 이상의 Java 가상머신 혹은 그에 준하는 호환 컴파일러가 필요하다. 또한 Servlet으로 구현된 웹서비스를 위한 어플리케이션 서버에는 Apache의 Tomcate을 사용하였고, 데이터베이스 엔진에는 공개프로그램인 MySQL을 사용하였다. PRaDA의 구동에는 별도의 어플리케이션 혹은 데이터베이스 서버를 두는 분산형 클라이언트-서버 환경을 권장하지만, 불가피한 경우에는 표준 사이즈의 데스크탑 PC 단독만으로도 서비스를 실행할 수 있다.

      

      
        2-2 데이터
        단일염기다형성이 위치하는 유전자 정보를 기반으로 관련된 패스웨이와 Gene Ontology (GO) 등의 정보를 검색하기 위해 공개 데이터를 바탕으로 PRaDA 데이터베이스를 구축하였다(Fig. 1). dbSNP와 refGene[17]은 최신 버전보다 지금 상황에 있어서 연구에 많이 사용되는 dbSNP 131과 refGene human geneom 19 버전을 선택하였고, 패스웨이와 GO는 최신 버전을 사용하였다. dbSNP 131은 26,033,053개 SNP IDs 정보를 제공하고 refGene hg19은 22,157개 종류의 유전자 심볼(symbol)에 해당하는 37,231 유전자 아이디를 포함한다. 그러나 단일 또는 다중 염색체에서 여러 개의 위치 정보를 가지거나, 정확하게 염색체 정보가 할당되지 않은 단일염기다형성과 유전자는 분석에서 제외되었다. 생물학적 패스웨이 데이터는 BioCarta와 REACTOME[18]을 재정리한 MSigDB[19]와 KEGG[20] 데이터베이스를 사용하였다. PRaDA 데이터베이스는 KEGG의 244개 휴먼 패스웨이, 그와 관련된 5,795 종류의 유전자 심볼 정보, 기능적으로 관련된 패스웨이 정보를 포함한다. 그리고 MSigDB는 BioCarta와 REACTOME 데이터베이스만큼 잘 정리된 KEGG 정보도 제공하지만, 실제 KEGG의 데이터보다 적은 5,222개 유전자와 관련된 186개 패스웨이만을 포함한다. 또한 KEGG에서만 제공하는 패스웨이와 생물학적 기능적으로 관련된 패스웨이 (Related Pathway) 정보는 MSigDB에 정리되어 있지 않기 때문에, 우리가 직접 KEGG 정보를 추출하여 정리하여 제공한다. GO 데이터는 34,250개 용어(term)의 특징과, 3가지 생물학적 기능 관점 (cellular components, biological processes, and molecular functions)에 따른 용어 타입 정보를 추출하였다. PRaDA는 각 생물학적 패스웨이와 GO에 관련된 유전자와 단일염기다형성의 개수를 사전에 계산한 테이블을 생성하여 유전자 집합과 단일염기다형성 집합의 통계적 분석 (GSEA; Gene-set Enrichment Analysis, SSEA; SNP-set Enrichment Analysis)을 실행한다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            PRaDA workflow
          
          

          

        

      

      
        2-3 모듈
        PRaDA는 GWAS 결과를 이용하여 단일염기다형성의 생물학적 기능을 밝히기 위해, 클라이언트로부터 GWAS 결과 파일과 단일염기다형성의 p-value 임계치 (threshold), 관심있는 패스웨이 리스트, 단일염기다형성 어레이 플랫폼 (SNP array platform) 정보를 입력 받는 인터페이스(Fig. 2)와 7개의 모듈로 구성된 시스템이다. p-value 임계치를 기준으로 입력받은 단일염기다형성을 필터링하여 유의한 단일염기다형성을 포함하는 유전자 정보뿐만 아니라 유전자가 참여하는 패스웨이, 유전자의 생물학적 기능 (molecular functions, biological processes, cellular components) 등의 정보를 검색한다. 또한 클라이언트의 관심 패스웨이 리스트와 실제 단일염기다형성이 위치하는 패스웨이 리스트의 비교 분석이 가능하고, 각 패스웨이와 GO 용어를 기준으로 단일염기다형성 집합의 통계적 분석 (Enrichment analysis)를 실행한다. 이 모듈들은 단계적, 병렬적, 또는 선택적으로 실행된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            PRaDA web-page
          
          

          

        

        
          1) 단일염기다형성 필터링 (SNP Filtering)
          웹 기반 인터페이스에서 입력받은 단일염기다형성 아이디와 p-value로 구성된 전장유전체 연관분석 결과 파일과 p-value 임계치를 통해 무의미한 단일염기다형성을 제외하여 적정한 수준의 단일염기다형성을 선택적으로 필터링하는 모듈이다. 단일염기다형성이 위치하는 유전자를 검색하고, 다음 모듈에 사용할 수 있도록 가장 유의한 단일염기다형성부터 정렬하여 아이디 목록을 생성한다.

        

        
          2) 유전자 식별 (Gene Identification)
          이전 단계에서 생성한 여러 단일염기다형성들이 유전체상에서 위치하는 유전자를 검색한다. 단일염기다형성이 존재하는 염색체와 위치 정보를 dbSNP 테이블로부터 추출하고, 유전자의 염색체와 전사 영역 (transcription region)을 refGene 테이블로부터 추출하여 매핑한다. refGene 테이블에는 ID 기준으로 유전자에 대한 정보가 저장되어 있지만, 패스웨이와 GO 관련 데이터베이스와의 매핑을 유전자 심볼을 기준으로 이루어지기 때문에 유전자 심볼 정보를 추출하여 유전자 리스트를 생성한다.

        

        
          3) 패스웨이 식별 (Pathway Identification)
          PRaDA의 내부 데이터베이스는 패스웨이 정보 검색에 필요한 두 개의 테이블을 가진다. 첫 번째 패스웨이 테이블은 KEGG의 패스웨이 아이디와 패스웨이 이름, 특징, GO 등의 정보를 담고 있다. 두 번째 패스웨이-유전자 테이블은 각 패스웨이에 참여하고 있는 유전자와 유전자 특징 정보를 제공한다. 수십 개 이상의 유전자가 기능적으로 참여하고 있는 패스웨이 127,456개가 있기 때문에, 사용자 목적에 따른 데이터 양과 빠른 비교 검색을 위해 KEGG 테이블을 분리하여 저장하였다. 인간(human) 외의 유기체(organism)에서 밝혀진 패스웨이 정보가 테이블에 포함되어 있기 때문에, 불필요한 검색작업을 피하기 위해 다른 유기체의 패스웨이와 그와 관련된 유전자 정보를 각각의 테이블에서 삭제하였다. 그리고 유전자와 관련된 GO 용어를 검색하기 위해 GO에서 제공하는 AmiGo[21] 테이블과 GO Annotation 테이블을 사용하여 18,195개 유전자 심볼을 매핑하였다. 매핑된 유전자 아이디를 기반으로 GO와 패스웨이 아이디를 추출하고, 그 외 관련된 GO와 패스웨이 정보를 추출한다. 또한 PRaDA 데이터베이스가 패스웨이 이미지를 저장하고 있기 때문에, 사용자 선택에 의해 패스웨이의 기본 정보뿐만 아니라 이미지도 제공된다.

        

        
          4) 질환 식별 (Disease Identification)
          질환 식별 모듈은 검색된 유전자 심볼 리스트를 통해 Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)[22] 데이터로부터 질환 정보를 검색하는 것으로, 유전자 식별기와 순차적으로, 패스웨이 식별기와는 병렬적으로 실행된다. OMIN에서 제공하는 테이블 형식은 하나의 질환에 여러 유전자 정보를 담고 있는 데이터 구조이므로 검색의 복잡함과 많은 검색 시간을 요구한다. 빠른 검색 기능을 필요로 하는 웹기반 서비스를 제공하여야하기 때문에 테이블을 유전자 기준으로 재구축하여 저장하였다. OMIN 테이블에는 3,637개 질환관련 아이디와 7,376개 유전자가 저장되어 있다. 세부적인 추가 정보를 제공하기 위해 PRaDA에서 OMIM 아이디를 선택하면 해당하는 관련 페이지가 링크된다.
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              Results of pathway identification and enrichment analysis
            
            

            

          

        

        
          5) 집합 분석 (Enrichment Analysis)
          검색된 패스웨이와 단일염기다형성의 연관성을 분석하기 위해 유전자 집합 분석(GSEA)을 실행한다. 또한 유의한 단일염기다형성뿐만 아니라, 유의도가 낮은 다수의 단일염기다형성들의 집합이 간접적으로 질환 발병에 영향을 미칠 수 있기 때문에 단일염기다형성 집합 분석(SSEA)도 실행한다[5],[6], [8]. 패스웨이와 GO의 유의도 검사는 Fisher’s exact test를 변형한 EASE score를 이용하여 실행된다. 분석결과는 유의한 순서대로 패스웨이 이름, 유전자 리스트, 유전자 집합 분석의 유의도, 단일염기다형성 리스트, 단일염기다형성 집합 분석의 유의도를 나타내는 표 형식으로 웹 인터페이스에 제공된다.
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              Results of related pathway and similarity analysis
            
            

            

          

        

        
          6) 근접 패스웨이 분석 (Related Pathway Analysis)
          생물학적 패스웨이는 다수의 유전자 간 상호작용으로 구성되어 있고 순차적인 상호작용에 의해 발생하는 생물학적 기능의 단위이다. 유의하지 않은 단일염기다형성 집합들과 관련된 패스웨이의 변형은 기능적으로 근접한 또 다른 패스웨이의 변형을 일으킬 수 있다[8],[11],[23]. 그러므로 복합 질환은 단일 유전자의 산물 또는 단일 특정 패스웨이 분석만으로 원인 규명이 불가능하다. 본 논문에서는 더 넓은 질환 메카니즘을 이해하기 위해, 단일염기다형성이 위치하는 유전자가 참여하지 않는 패스웨이를 검색하고 그들의 간접적인 영향을 추정할 수 있는 근거를 제공한다.

          단일염기다형성이 참여하는 패스웨이와 공통적으로 유전자를 공유하는 이웃 패스웨이를 근접 패스웨이 (realted pathway)라고 정의하였다. 일반적으로 패스웨이에 참여하는 유전자가 많을수록 근접 패스웨이 간 공유하는 유전자가 많을 것이다. 작은 규모의 패스웨이를 고려하여 근접 패스웨이는 패스웨이 간의 유사도[24]를 측정하여 검색한다. 유사도는 다음의 식(1)을 따른다.
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          N은 모든 패스웨이의 수이며, i번째와 j번째 패스웨이는 Pi와 Pj, |Pi|와 |Pj|는 패스웨이에 참여하는 유전자의 수이다. 패스웨이의 규모에 의해 발생하는 유사성 편향(bias)을 방지하기 위해, Human Pathway Database (HPD)[24]에서 제공하는 중량계수 (α, weight coefficient)와 작은 패스웨이의 유전자 수를 이용한다. 계산된 유사도가 Sij = - 1.01일 경우 패스웨이 i가 패스웨이 j의 소속된 하위 네트워크임을 의미하고, 반대의 경우 유사도 Sij = 1.01을 가진다.

        

        
          6) 결과 파일 저장 (Result Download)
          웹 서비스의 특성상 입력된 단일염기다형성의 아이디 목록이 클 경우 전체 리스트를 화면에 표시하지 않고, p-value 기준 상위 100개의 단일염기다형성만 화면에 출력하게 된다. 따라서 검색된 단일염기다형성과 관련된 유전자, 패스웨이, 질환 정보는 사용자의 필요에 따라 선택적으로 텍스트 파일로 내려 받을 수 있다. 이 모듈은 서버에 파일을 생성하지 않고 http 프로토콜을 이용하여 직접 사용자의 클라이언트로 파일을 전송하는 방식을 사용한다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 토론
      PRaDA는 단일염기다형성 아이디를 기반으로 관련된 유전자와 패스웨이, 질환 정보를 검색하고, 통계적 분석을 실행하여 복합 정보를 제공하는 시스템이다 (Table 1). 두 가지 주요 기능의 첫 번째는 하나의 단일염기다형성 정보를 입력받아 단일염기다형성이 위치하는 모든 유전자와 패스웨이 정보를 순차적으로 검색해주는 기능이다. 사용자는 단계적으로 정보를 확인하며 관련 유전자나 패스웨이를 내부 데이터베이스 뿐만 아니라 외부경로를 통하여 확인할 수 있다. 두 번째는 다수의 단일염기다형성들이 미치는 복합적인 영향을 분석하기 위한 통계 분석이다. 사용자가 단일염기형성 리스트와 각각의 p-value 정보를 포함하는 PLINK[25] 출력물 형식의 텍스트 파일을 서버에 업로드 한다. 유의한 단일염기다형성을 선택하기 위해 p-value 임계치를 설정하면 분석할 단일염기다형성을 필터링하고 유전자, 패스웨이, 질환 정보를 검색하고 통계분석을 실행한다. 검색된 정보가 있는 단일염기다형성은 유의한 순서대로 인터페이스에 출력되고, 최종 결과물은 분석 정보를 모두 포함한 텍스트파일 형태로 다운로드가 가능하다.

      이처럼 PRaDA는 기존의 패스웨이 분석 및 검색 도구들에 비해 더 다양한 패스웨이 데이터베이스를 정리하여 구축하였고, 그 데이터를 기반으로 단일염기다형성이 위치한 유전자의 생물학적 기능을 밝히고 그와 관련된 패스웨이와 질환 정보 및 통계 분석을 실행한다(Table 1). 업로드와 다운로드 기능을 추가하여 사용자가 이전 단계의 연구 결과를 분석하고 PRaDA의 결과를 다음 단계의 연구에 활용할 수 있도록 하였다. PRaDA의 종합적인 분석 결과는 질환이 발병하는 메카니즘을 이해하고 지표가 되는 유전자를 밝힐 수 있는 견해를 제공한다.

      하지만 단일염기다형성의 영향으로 유전자의 발현 여부가 달라지기 때문에 패스웨이의 생물학적 영향이 질병이나 건강 상태에 따라 우리 몸에 다르게 발생할 수 있다. 따라서 실제 단일염기다형성에 의한 유전자 발현 차이와 그에 따라 달라지는 패스웨이 메카니즘을 질환 별로 이해하기 위해 전장유전체 연관분석 뿐만 아니라 전장전사체(RNA sequencing) 정보를 추가한 통합 연구가 필요하다.
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