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Abstract

The development of genomics and transcriptomics and the potential associated with sharing data related with cancer, led
to a growing understanding of cancer biology and to the identification of new biomarkers.

Analysis of tumor gene expression and associated patient survival rate enables the dissection of the impact of certain
genes in cancer patient’s survival. For that purpose, it is essential to choose user-friendly platforms, where it is easy to
analyze, compare and collect information for a certain set of genes. The goal of this article is to compare the content and
utility of five open access online platforms for tumor gene expression and patient survival analysis from TCGA datasets
— cBioPortal, USCS Xena, GEPIA, UALCAN and ONCOLNC. We explore these platforms from the point of view of
a lay user, assessing their applicability to study differences in gene expression in tumor vs normal tissues, or according
to cancer stage, and the impact of such expression patterns on patient survival. Although all five platforms are very
intuitive and access to the data is easy, they vary in the information available, results visualization, and statistical tests
performed. Therefore, the choice of a platform must take into account the study goals. For some purposes, a combination
of platforms may be required.
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Resumo

O desenvolvimento da gendmica e transcriptomica e o potencial associado a partilha de dados relacionados com o cancro
levaram a uma crescente compreensao da sua biologia e a identificacdo de novos biomarcadores.

A andlise da expressao génica do tumor e a taxa de sobrevida do doente associada, permitem explorar o impacto de um
determinado gene na sobrevida do doente com cancro. Para isso, ¢ essencial escolher plataformas simples de usar, onde
seja facil analisar, comparar e recolher informagdes para um determinado conjunto de genes de interesse. O objetivo deste
artigo ¢ comparar o conteido e utilidade de cinco plataformas on-line de acesso aberto para expressdo de genes tumorais
¢ analise da sobrevida de doentes a partir de conjuntos de dados do TCGA - cBioPortal, UCSC Xena, GEPIA, UALCAN
e ONCOLNC. Exploramos as plataformas acima mencionadas do ponto de vista de um utilizador médio, avaliando a sua
aplicabilidade no estudo de diferengas na expressao génica em tecidos tumorais vs tecidos normais, ou de acordo com
o estadio do cancro, e o impacto desse padrao de expressdo na sobrevida do doente. Embora todas as cinco plataformas
sejam muito intuitivas e o acesso aos dados seja facil, elas variam nas informagoes disponibilizadas, na visualizagdo dos
resultados e nos testes estatisticos realizados. Logo, a escolha de uma plataforma deve ter em consideracao os objetivos
do estudo. Para alguns propositos, pode ser necessaria uma combinagdo de plataformas.
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Introduction

Due to the high rate of cancer morbidity and mortality,
several studies on etiology and therapeutics have been
developed, including studies focused on the genome
and transcriptome. This resulted in a wide range of
data for each patient, collected in databases, which
may include mRNA, miRNA and protein levels, gene
copy number, and mutation variations, in addition to
clinical information (1). One good example of such
type of database is The Cancer Genome Atlas (TCGA),
a program which aggregates data from over 11000
cancer patients and 30 different types of cancer (2).
These raw findings have been shared in open access
international platforms and made available to the entire
scientific community to broaden the spectrum of cancer
information.

There are cancer-specific platforms (eg., for cervical
cancer - CCDB, http://crdd.osdd.net/raghava/
ccdb/index.php, or for glioblastoma — IVY GAP
https://glioblastoma.alleninstitute.org/), and more
comprehensive ones that provide information on
various types of cancers (eg., cBioPortal, http://www.
cbioportal.org/).

Platforms specialised in a given type of data are also
available. This is the case of microRNA profiles
(mirCancer, http://mircancer.ecu.edu/), gene expression
(GEPIA2, http://gepia2.cancer-pku.cn/#index)  or
genomic and epigenomic data of diverse origin (eg.,
UCSC Xena, https://xena.ucsc.edu/, which provides
data on copy number variation, DNA methylation,
gene and protein expression, etc.), or even the relation
between survival data and mRNA, miRNA or IncRNA
expression levels (OncoLnc, http://www.oncolnc.org/).
Other platforms are focused on drug sensitivity and
response (eg., Genomics of cancer drug sensitivity,
https://www.cancerrxgene.org/), or are oriented to the
study of drug biomarkers (eg., The Institute of Cancer
Research, https: // /cansarblack.icr.ac.uk/).

This article focuses on the analysis of gene expression
levels, since it allows the dissection of gene
dysregulations and the assessment of its consequences
for cancer progression and survival, and may thus
provide clues to the pathways involved in cancer
pathogenesis, as well as on potential therapeutic targets
(3). Additionally, it is possible to estimate prognosis
from the survival rates, by comparing high and low
risk scores using a ratio, such as the widely used hazard
ratio. Patients with high risk scores have poor survival
rates compared with those with low risk scores, which
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Introducao

Devido a alta taxa de morbimortalidade por cancro,
varios estudos sobre ctiologia e terapéutica tém sido
desenvolvidos, incluindo estudos focados no genoma
e transcriptoma, o que resultou numa ampla gama de
dados para cada doente, que pode incluir niveis de
mRNA, miRNA e proteina, nimero de copias de genes
e variacOes de mutagoes, além de informagdes clinicas
(1). Um bom exemplo deste tipo de banco de dados ¢ o
The Cancer Genome Atlas (TCGA), um programa que
agrega dados de mais de 11000 doentes com cancro e 30
tipos diferentes de cancro (2). Estes dados em bruto tém
sido compartilhados em plataformas internacionais de
acesso aberto e disponibilizados a toda a comunidade
cientifica para ampliar o espectro de informagodes sobre
0 cancro.

Existem plataformas especificas para determinados tipos
de cancro (por exemplo, para cancro do colo do ttero
- CCDB, http://crdd.osdd.net/raghava/ccdb/index.php,
ou para glioblastoma - IVY GAP https://glioblastoma.
alleninstitute.org/) e outras mais abrangentes que
fornecem informacgdes sobre varios tipos de cancro (por
exemplo, cBioPortal, http://www.cbioportal.org/).

Plataformas especializadas num determinado tipo de
dados também estdo disponiveis. E o caso de perfis
de microRNA (mirCancer, http://mircancer.ecu.edu/),
ou expressao de genes (http://gepia2.cancer-pku.
cn/#index), ou dados gendmicos e epigenomicos de
origem diversa (por exemplo, UCSC Xena , https://
xena.ucsc.edu/, que fornece dados sobre variacdo do
nimero de copias, metilagdo do DNA, expressdao de
genes e proteinas, etc.), ou mesmo a relag@o entre dados
de sobrevida e niveis de expressdao de mRNA, miRNA
ou IncRNA (Oncolnc, http://www.oncolnc.org/).
Outras plataformas estdo focadas na sensibilidade e
resposta a medicamentos (por exemplo, Genomics of
cancer drug sensitivity, https://www.cancerrxgene.org/)
ou estdo direcionadas para o estudo de biomarcadores
de medicamentos (por exemplo, The Institute of Cancer
Research, https://cansarblack.icr.ac.uk/).

Este artigo foca-se na analise dos niveis de expressao
génica, uma vez que esta abordagem permite avaliar
desregulagdes génicas e as suas consequéncias para
a progressdo do cancro e sobrevida, podendo, assim,
fornecer pistas sobre as vias envolvidas na patogénese
do cancro, bem como sobre possiveis alvos terapéuticos
(3). Adicionalmente, ¢ possivel estimar um prognostico
a partir das taxas de sobrevida, comparando os scores
de alto e baixo risco utilizando um ratio, como o
amplamente utilizado hazard ratio. Doentes com scores
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contribute to determine risk score without using other
clinical variables and information (4).

In this work, we describe and analyse the cBioPortal,
UCSC Xena, GEPIA and UALCAN platforms, which
provide data on gene expression of several types,
and stages of cancer and patient survival analysis.
OncoLnc, a platform focused in survival analysis was
also included.

The applicability of the different platforms was assessed
using the expression of the Thiorredoxin-1 (TXN)
gene in breast cancer as an example. Thiorredoxin-1
is an enzyme that contributes to many hallmarks of
several types of cancer, including increased tumor
cell proliferation and growth, resistance to cell death,
and increased angiogenesis (5, 6). Thiorredoxin-1 is
associated with aggressive tumor growth, resistance
to standard therapy, and decreased patient survival (5),
and may therefore constitute a potential therapeutic
target and a biomarker for breast cancer aggressiveness.

By comparing these online resources/platforms we
aim at providing a starting point for future users to
familiarize themselves with the different types of
resources available, and to facilitate the decision-
making process of selecting the most adequate for a
specific purpose.

Materials and Methods

Platform selection criteria

To achieve our aims, we tested each platform and
described our experience using the TXN gene as an
example. Online open access platforms that allow
the analysis of gene expression and the impact of this
expression on patient survival from the TCGA original
dataset, were considered in this analysis. Platform
selection was performed using the keywords “gene
expression database” or “gene expression platform”
on Google and PubMed,. Several original and review
articles where these platforms are presented and
discussed were also considered in our initial selection

(1,7).

The inclusion criteria used to select the platforms
demand that these allow TCGA dataset analysis, were
to be free of charge, not require advanced training,
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de risco elevado apresentam taxas de sobrevida baixas
em comparagao com os que apresentam scores de baixo
risco, o que contribui para determinar o score de risco
sem utilizar outras variaveis e informagoes clinicas (4).

Nestetrabalho, descrevemos e analisamos as plataformas
cBioPortal, UCSC Xena, GEPIA ¢ UALCAN, que
fornecem dados sobre a analise da expressdo génica em
varios tipos de cancro, e respetivos estadios e analise da
sobrevida dos doentes. Também foi incluida a OncoLnc,
uma plataforma focada na analise da sobrevida.

A aplicabilidade das diferentes plataformas foi
avaliada usando como exemplo a expressdo do gene
da Tiorredoxina-1 (TXN) no cancro de mama. A
Tiorredoxina-1 ¢ uma enzima que contribui para
muitas caracteristicas-chave de varios tipos de cancro,
incluindo o aumento da proliferagdo e crescimento
de células tumorais, a resisténcia a morte celular e
o aumento da angiogénese (5, 6). A Tiorredoxina-1
estda associada ao crescimento agressivo do tumor,
resisténcia a terapéutica e diminuicdo da sobrevida do
doente (5), podendo, portanto, constituir um potencial
alvo terapéutico e um biomarcador da agressividade do
cancro de mama.

Ao comparar esses diferentes recursos/plataformas on-
line, pretendemos fornecer um ponto de partida para os
futuros utilizadores se familiarizarem com os diferentes
tipos de plataformas disponiveis e facilitar o processo
de tomada de decisdo ao selecionar a plataforma mais
adequada para uma finalidade especifica.

Material e Métodos

Critérios de selecdo das plataformas

Para atingir os objetivos a que nos propomos, foi testada
cada plataforma e descrita a experiéncia do utilizador
tendo como exemplo o gene TXN. Foram consideradas
plataformas on-line de open access (gratuitas) que
permitem a analise da expressdo génica e do impacto
dessa expressdo na sobrevida do doente a partir do
conjunto de dados original do TCGA. Para selecionar
as plataformas a analisar, utilizaram-se como palavras-
chave “gene expression database” ou “gene expression
platform” no Google e PubMed e também foram
considerados, na nossa selecdo inicial, varios artigos
originais e de revisdo onde este tipo de plataformas ¢
apresentado e discutido (1,7).

Os critérios de inclusdo utilizados para selecionar as
plataformas exigem que estas permitam a analise do



not require a login, and to present gene expression for
different types of cancers, gene expression by cancer
stage, and allow patient survival analysis using Kaplan-
Meyer curve and related statistics, i.e., Logrank tests.

The platforms cBioPortal (http://www.cbioportal.org/),
UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/), GEPIA (http://
gepia.cancer-pku.cn/) and UALCAN (http://ualcan.
path.uab.edu/analysis.html) fulfilled all our inclusion
criteria and were hence selected for this study. OncoLnc
(http://www.oncolnc.org/) was also included since it
provides an easy and quick method to obtain a list of
gene expression and survival data for each patient (with
TCGA ID).

Utility testing

The dataset named The Cancer Genome Atlas Breast
Invasive Carcinoma (TCGA - BRAC) was used and
TXN was selected as a model gene to test platform
utility.

After analyzing articles from the developers of the
different platforms and the tutorials available, each
platform was tested to evaluate its utility. Information
related with gene expression, gene expression by
cancer stage and patient survival data, relevant statistic
tests available, and specific limitations were collected
for each platform. The selected analysis criteria were
divided in three groups: i) general features of the
platform; ii) gene expression analysis; iii) differential
survival analysis. We considered various factors in each
group, and for each factor, a classification of 1, 2 or 3
was given, as described in Table 1.

For “general features of the platform”, the classification
of 1, 2 or 3 was ascribed, for user-friendliness, quality
of the graphics generated by the platform, both in online
and downloaded versions, and possibility of extracting
the data attributes, respectively.

In the other two groups of characteristics, related with
gene expression analysis and differential survival
analysis, 1 corresponded to an unavailable analysis, 2
for cases where the analysis wass available but with
some limitations, and 3 when analysis was available.

Gene expression and survival analysis platforms
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conjunto de dados do TCGA, sejam gratuitas, nao
requeiram treino avancado, ndo precisem de login,
apresentem expressdo génica para diferentes tipos de
cancro e por estadio de cancro e permitam a analise da
sobrevida do doente, usando a curva de Kaplan-Meyer
e estatisticas relacionadas, ou seja, testes de Logrank.

A cBioPortal (http://www.cbioportal.org/), a UCSC
Xena (https://xena.ucsc.edu/), a GEPIA (http://gepia.
cancer-pku.cn/) ¢ a UALCAN (http: //ualcan.path.
uab.edu/analysis.html) preencheram todos os nossos
critérios de inclusdo e, portanto, foram selecionados
para este estudo. A OncoLnc (http://www.oncolnc.org/)
também foi incluida, pois fornece um método facil e
rapido para obter uma lista dos doentes (com TCGA
ID) com dados de expressao génica e sobrevida.

Teste de utilidade

Foi utilizado a base de dados The Cancer Genome Atlas
Breast Invasive Carcinoma (TCGA - BRAC), tendo
sido selecionado o TXN como gene modelo para testar
a utilidade da plataforma.

Apos analisar os artigos dos responsaveis/autores das
plataformas, que as descreveram e disponibilizaram
tutoriais, cada plataforma foi testada para avaliar a sua
utilidade. Foram recolhidas informagoes relacionadas
com a expressdo génica, expressdo génica por estadio
do cancro e dados de sobrevida dos doentes, testes
estatisticos relevantes disponiveis e limitagdes
especificas de cada plataforma. Os critérios de
analise selecionados foram divididos em trés grupos:
1) caracteristicas gerais da plataforma; ii) analise de
expressao génica; iii) analise diferencial da sobrevida.
Em cada grupo foram considerados varios fatores e,
para cada fator, foi dada uma classificacao de 1, 2 ou 3,
conforme descrito na Tabela 1.

As “caracteristicas gerais da plataforma”, foram
classificadas em 1, 2 ou 3, tendo sido atribuida esta
classificagdo a facilidade de utilizagao, a qualidade dos
graficos gerados pela plataforma, nas versdes on-line
e apos download, e a possibilidade de extragdo dos
dados, respetivamente.

Nos outros dois grupos de caracteristicas, relacionados
com a andlise de expressao génica e analise diferencial
da sobrevida, 1 corresponde a uma analise que nao esta
disponivel; 2 aos casos em que a analise esta disponivel,
mas com algumas limita¢des; e 3, quando a analise esta
disponivel.
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Table 1 - Score for the different criteria used to classify the platform.
Tabela 1- Critérios para a classificacdo das plataformas.

General features of the platform

Caracteristicas gerais da

plataforma

Gene expression analysis

Analise da expressiao génica

Differential survival analysis

Analise diferencial da

User-friendly
1.Information provided by tutorials
and articles is clearly required but
is not sufficiently clear or not
easily available
2. Use of tutorials and/or articles
written by the authors is required
3. Resources are easy to find, the
platform wuse is intuitive and
without the need of tutorials

Facilidade de utilizacdo

1. Necessidade de informagao
fornecida por tutoriais e artigos,
apesar de ndo ser suficientemente
clara e nem sempre estar
disponivel

2. Necessidade de utilizar
tutoriais e/ou artigos dos autores

3. Facil de encontrar os recursos,
o uso da plataforma ¢ intuitivo e
sem necessidade de tutoriais

sobrevida
Normal vs Cancer comparison Comparagdo Tecido Normal vs Kaplan-Meier parameters Parametros da curva de Kaplan-
Tumoral Meier

1. Not available

2. Selection process is not very
clear

3. Available and clear

1. Indisponivel

2. Processo de selegdo pouco
claro

3. Disponivel e claro

1. Not available
2. Only partially possible

3. Customization of Kaplan-Meier
parameters

1. Indisponivel
2. Parcialmente disponivel

3. Possibilidade de customizar
os parametros da curva de
Kaplan-Meier

Graphical qualit

1. Two or three parameters are
lacking

2. One of the previous parameters
are not good

3. The graphs are easy to generate,
are nicely presented with a clean
layout, have good definition,
contrast colors, and x and y axis
labelled with units easy to identify

aficos

ualidade dos

1. Falta de dois ou trés
parametros

2. Se um dos pardmetros for
fraco

3. Graficos faceis de gerar, com
boa apresenta¢do, com um layout
limpo e com boa defini¢do, cores
contrastantes e eixos x e y
rotulados com unidades faceis de
identificar

Cancer stage analysis

Same criteria of Normal vs Cancer
Tissue

Analise dos estadios do cancro

Mesmos critérios que
Comparagdo de Tecido Normal
vs Tumoral

Logrank and p-value

1. Absence of Logrank test
2. Only p-value is shown

3. Test is available and its p-value
is calculated

1. Auséncia do teste Logrank
2. Apenas o valor-p ¢
apresentado

3. Teste disponivel e valor-p
calculado

Data Extraction

1. Raw data is
unavailable.

completely

2. Raw data is partially available

3. Access (downloadable) to all the
raw data used to build the graphs

Extracdo dos dados

1. Dados brutos completamente
indisponiveis

2. Dados brutos parcialmente
disponiveis

3. Acesso (download) de todos os
dados brutos utilizados para
construir os graficos

Gene expression output options

Opcoes de output da expressao

1. Not available.

2. If one or more features are
unavailable

3. Possible to generate different
types of graphs, descriptive
analysis and statistical analysis
available

génica
1. Indisponivel
2. Se um ou mais recursos nao
estiverem disponiveis
3. Possibilidade de gerar
diferentes tipos de graficos,
disponibilidade de analise
descritiva e analise estatistica

Hazard ratio and p value

Same criteria as Logrank test

Hazard ratio e valor-

Mesmos critérios do Teste
Logrank

226



Results and Discussion

The analysis of gene expression according to tumor
stage and the impact of under- and overexpression in
patient survival is important to identify new targets
that can be used as biomarkers for cancer development.
Online platforms that can easily and quickly provide
such analysis are essential, as many of the specialists
working in this area lack the bioinformatics skills
needed to process this type of complex data. Our study
analysed and compared five open access platforms,
in three different perspectives: gene expression
quantification and analysis, gene expression by cancer
stage and patient survival analysis.

Comparison of platform gene expression analysis
possibilities

Although quantifying the expression levels of a gene
set in one pathway does not provide information
on which pathways were responsible for altered
expression (8), nor does it reflect the effect of post-
transductional modifications (9), it is the ecasiest
method to infer the signalling activity of a pathway (8,
9). Therefore, analysing gene interactions in signalling
pathways opens up a range of possibilities for studying
a particular oncological pathology as it can identify its
gene expression signature (10).

The cBioPortal provides data from The Cancer Genome
Atlas (TCGA) and International Cancer Genome
Consortium (ICGC) including a set of studies that can
be chosen for each cancer type. Data is presented in the
form of graphics that quantify the percentage of samples
or patients that present a high or low expression of a
selected gene in a certain study using the Onco Query
Language (OQL) tool (Figure 1A) (11). In this analysis,
we can add heatmap tracks for more than one gene,
using mRNA/miRNA expression Z-scores or mRNA
expression z-scores, and clinical tracks, such as sample
type, cancer type, diagnosis age, overall survival, tumor
stage and others. All data can be downloaded easily
in SVG, PNG or PDF format, as well as raw data.
However, this platform does not allow the comparison
between cancer and normal tissues, providing only data
from tumors.

UCSC Xena also includes data from several studies
and sources, and presents a visual worksheet, survival
analysis, scatter plots, bar graphs, statistical tests and
genomic signatures. Filtering allows to dynamically
compare data from different genomic contexts and

Gene expression and survival analysis platforms
Plataformas de analise de expressdo génica e de sobrevida

Resultados e Discussao

A analise da expressao génica de acordo com o estadio do
tumor e o impacto da sub e sobre-expressao na sobrevida
dos doentes ¢ importante para identificar novos alvos
que possam ser usados como biomarcadores associados
ao desenvolvimento do cancro. Plataformas on-line que
possam fornecer essas analises com facilidade e rapidez
sdo essenciais, pois muitos dos especialistas que
trabalham nesta area ndo possuem os conhecimentos de
bioinformatica necessarios para processar esse tipo de
dados complexos. O nosso estudo analisou e comparou
cinco plataformas de open access, em trés perspetivas
diferentes: quantificacdo ¢ analise de expressdo génica,
expressdao génica por estadio do cancro e analise de
sobrevida do doente.

Comparagao das possibilidades de andlise da expressdo
génica nas plataformas

Embora a quantificagdo dos niveis de expressao de um
conjunto de genes numa via ndo fornega informacdes
sobre quais vias foram responsaveis pela expressao
alterada (8), nem sobre o efeito de modificagcdes pos-
transducionais (9), ¢ o método mais facil para inferir
a atividade de sinalizacdo de uma via (8, 9). Portanto,
analisar as interagcdes génicas nas vias de sinalizagdo
abre uma gama de possibilidades para o estudo de uma
patologia oncoldgica especifica, pois pode identificar a
sua assinatura de expressao génica (10).

A cBioPortal fornece dados do The Cancer Genome
Atlas (TCGA) e do International Cancer Genome
Consortium (ICGC), incluindo um conjunto de estudos
que podem ser escolhidos para cada tipo de cancro.
Os dados sao apresentados na forma de graficos, que
quantificam a percentagem de amostras ou doentes
que apresentam uma elevada ou baixa expressdo de
um gene selecionado num determinado estudo, usando
a ferramenta Onco Query Language (OQL) (Figura
1A) (11). Nesta analise, podemos adicionar faixas no
heatmap para mais de um gene, usando Z-scores de
expressao de mRNA/miRNA ou Z-scores de expressao
de mRNA ¢ opgdes com dados clinicos, como tipo de
amostra, tipo de cancro, idade aquando do diagndstico,
sobrevida global, estadio do tumor, entre outros. Todos
os dados podem ser obtidos por download nos formatos
SVG, PNG ou PDF, bem como os dados em bruto. No
entanto, esta plataforma ndo permite a comparagao
entre tecido tumoral e normal, fornecendo apenas dados
relativos a amostras de tumores.

A UCSC Xena também inclui dados de varios estudos
e fontes, e apresenta uma worksheet visual, analise da
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Figure 1 - Comparative analysis between the graphical output of expression of TXN. The expression
levels of the TXN gene in the TCGA Breast Cancer (BRCA) dataset were analysed by the different platforms.
(A) cBioportal, using £ 0.5 z-score threshold. By default, the platform selects only those cases where mRNA
expression was analyzed. (B) Boxplot of TXN expression in UCSC Xena using sample type, which compares
normal and tumor tissues. (C) Dot plot of TXN expression in normal and tumoral cells in GEPIA. Boxplot
with comparison between normal and tumoral cells presented in GEPIA (D) and UALCAN (E).

Figura 1 - Andlise comparativa entre o output grifico da analise de expressio de TXN. Os niveis
de expressdao do gene TXN no conjunto de dados TCGA Breast Cancer (BRCA) foram analisados pelas
diferentes plataformas. (A) Apresentacao cBioportal, usando como limites o Z-score de + 0,5. Por defeito, a
plataforma seleciona apenas os casos em que a expressao de mRNA foi analisada. (B) Diagrama de caixa da
expressdo de TXN no UCSC Xena usando o tipo de amostra, que compara tecidos normais e tumorais. (C)
Grafico de pontos da expressdao de TXN em células normais e tumorais em GEPIA. Diagrama de caixa com
a comparagao entre células normais e tumorais apresentadas em GEPIA (D) e UALCAN (E).
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subgroups (tumor vs normal, under-expression,
overexpression, different cancer stages, different types of
classification, etc.), using various hubs simultaneously
(12). Gene expression of normal and tumor tissues is
quantified using boxplots, with maximum, minimum,
quartiles and median in a log2(norm_count+1) scale
or norm_count+l and Welch's t-test associated
(difference between means) (Figure 1B). All data can
be downloaded and graphs are presented in PDF format.

GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis)
only includes data from two databases, TCGA and
GTEx (Genotype-Tissue Expression Portal), that can be
selected together or each on the same analysis. Multiple
genes as well as gene expression in multiple types of
cancer can be compared simultaneously. This platform
allows differential analysis, to help defining the gene
expression profile in tumor vs normal tissues, to perform
correlational analysis, survival analysis, and detection
of genes with a similar expression pattern (13). The
results of differential analysis can be presented using a
dot plot, with ANOVA or LIMMA differential methods,
or boxplot, both using transcript per million (TPM) or
log2 (TPM+1) units (Figures 1C and 1D). Although it
is not possible to collect values of expression, plots in
PDF format can be downloaded.

UALCANprovidesadetailedanalysisofgeneexpression
using the TCGA database. It enables the identification
of the main genes under- and overexpressed in different
types of cancer and to analyze the relative expression of
a gene in tumors and normal tissues. It also allows gene
expression analysis in several subpopulations, based
on cancer type, race, gender, age, stage of menopause
(for female breast cancer or gynecological cancers
such as endometrial or uterine), and the histological
subtype (14). These data are presented using boxplots
with TPM, maximum, minimum, quartiles and median
values and t-test statistical comparison for normal vs
tumor tissues (Figure 1E), that can be downloaded in
SVG or PDF format. A file with the data produced is also
available. Additionally, UALCAN presents a heatmap,
listing genes with a differential expression for tumor
and normal samples (14). Another very interesting
and peculiar function of this platform is the gene scan,
which allows the identification of a set of genes that
show a differential expression and / or survival (14).

Gene expression and survival analysis platforms
Plataformas de analise de expressdo génica e de sobrevida

sobrevida, graficos de dispersdo, graficos de barras,
testes estatisticos e assinaturas genomicas. A filtragem
permite comparar dinamicamente dados de diferentes
contextos e subgrupos gendmicos (tumor vs normal,
sub-expressao, sobre-expressdo, diferentes estadios
do cancro, diferentes tipos de classificagdo, etc.),
usando varios Aubs simultaneamente (12). A expressao
génica de tecidos normais e tumorais ¢ quantificada
utilizando diagramas de caixa, com maximo, minimo,
quartis e mediana numa escala log2(norm_count +
1) ou norm_count+1 e o teste t de Welch associado
(diferenca entre médias) (Figura 1B). Todos os dados
podem descarregados e os graficos sdo apresentados em
formato PDF.

A GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive
Analysis) inclui apenas dados de dois bancos de
dados, TCGA ¢ GTEx (Genotype-Tissue Expression
Portal) e possibilita selecionar um ou ambos na mesma
analise. Multiplos genes, bem como a expressdo génica
em varios tipos de cancro, podem ser comparados
simultancamente. Esta plataforma permite analises
diferenciais, para ajudar a definir o perfil de expressao
génica em tecidos tumorais versus normais € assim
realizar analises correlacionais, analisar a sobrevida e
detetar genes com um padrdo de expressdo semelhante
(13). Os resultados da analise diferencial podem
ser apresentados utilizando um grafico de pontos,
com os métodos diferenciais ANOVA ou LIMMA,
ou um diagrama de caixa, ambos usando unidades
de transcritos por milhdo (TPM) ou log2 (TPM + 1)
(Figuras 1C e 1D). Embora nao seja possivel recolher
valores de expressao, ¢ possivel fazer o download dos
graficos no formato PDF.

A UALCAN fornece uma andalise detalhada da
expressdo génica usando o banco de dados TCGA.
Permite identificar os principais genes sub e sobre-
expressos em diferentes tipos de cancro e analisar a
expressdo relativa de um gene em tecidos tumorais e
normais. Também permite analisar a expressdo génica
em varias subpopulagdes, com base no tipo de cancro,
raca, sexo, idade, estddio da menopausa (para cancro de
mama ou cancros ginecoldgicos, como endometrial ou
uterino) e o subtipo histologico (14). Estes dados sao
apresentados atraveés de diagramas de caixa com TPM,
valores méximos, minimos, quartis ¢ medianas e o teste
t para a comparacao estatistica entre tecidos normais e
tumorais (Figura 1E), que podem ser obtidos através de
download nos formatos SVG ou PDF. Um ficheiro com
os dados produzidos também ¢ disponibilizado. Além
disso, a UALCAN apresenta um heatmap, listando
genes com uma expressao diferencial para amostras
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This scan is defined according to the class of genes
(kinase coding and related genes, genes associated with
metastasis, oncogenes and related, etc.).

These platforms offer different forms of presenting gene
expression. Boxplot is a common type of presentation,
used by UCSC Xena, GEPIA and UALCAN (Figure
1B, 1D and 1E). Oncoprint is used by cBioPortal
(Figure 1A). GEPIA can also present data as dot plots
(Figure 1C).

For comparison purposes, the same database (TCGA)
and TCGA Breast Cancer (BRCA) dataset, was used
to collect all the data that each platform provides
(descriptive analysis, statistical tests).

The cBioPortal platform provides an easy way to identify
the source of the study and allows the quantification of
the proportion of under- and overexpression of each
gene (Figure 1A). Although quartiles are not defined, to
set a threshold z-score values can be used. Independently
of the unit or statistical methodology used, it is easy
to understand that TXN is globally overexpressed in
breast cancer tissue.

Recovery of values for maximum, minimum, quartiles
and median and statistical comparison between gene
expression in normal and cancer tissue is only provided
in UCSC Xena and UALCAN, which can be interesting
to know if the differences between means have
significance. GEPIA only estimates expression levels
and does not provide the exact values.

Gene expression analysis by cancer stage: platform
comparison

Tumor staging is important for prognosis because it
allows categorization of the evolution of malignant
disease of a patient at various time points after diagnosis,
and is critical for the selection of the most suitable
cancer therapy. It is used in cancer-related clinical
research to define the targeted study population or as
a stratification factor in randomized studies to reduce
bias in comparisons between treatment groups (15).
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tumorais e normais (14). Outra fungdo muito interessante
e peculiar dessa plataforma é o scan dos genes, que
permite a identificagio de um conjunto de genes que
mostram a expressao diferencial e/ou a sobrevida (14).
Este scan é definido de acordo com a classe de genes
(codificagdo de cinases e genes relacionados, genes
associados a metastases, oncogenes e afins, etc.).

Estas plataformas oferecem diferentes formas de
apresentar a expressdo génica. Os diagramas de caixa
sd0 um tipo comum de apresentagdo, utilizadas por
UCSC Xena, GEPIA e UALCAN (Figura 1B, 1D e
1E). O Oncoprint ¢ usado pelo cBioPortal (Figura 1A).
O GEPIA também pode apresentar dados a partir de
graficos de pontos (Figura 1C).

Com o proposito de as comparar, o mesmo estudo
TCGA Breast Cancer (BRCA) foi utilizados para
recolher todos os dados que cada plataforma fornece
(analise descritiva, testes estatisticos).

A plataforma cBioPortal fornece um modo facil de
identificar a fonte do estudo e permite a quantificac@o
da propor¢do de sub e sobre-expressao de cada gene
(Figura 1A). Embora os quartis ndo estejam definidos,
¢ possivel limita-los usando os valores do z-score.
Independentemente da unidade ou metodologia
estatistica usada, ¢ facil entender que o TXN ¢
globalmente mais expresso no tecido do cancro de
mama.

A extragdo de valores de maximos, minimos, quartis ¢
medianas e a estatistica comparativa entre a expressao
génica em tecidos normais e tumorais ¢ fornecida
apenas na UCSC Xena e na UALCAN, o que pode
ser interessante para perceber se as diferengas entre
as médias sdo significativas. A GEPIA permite apenas
estimar o valor da expressdo, pois nao fornece os
valores exatos.

Analise da expressdo génica por estadio de cancro:
comparagdo das plataformas

O estadiamento do tumor ¢ importante para o
prognostico, pois permite categorizar a evolucdo da
doenca maligna de um doente em varios momentos
apos o diagnostico e € fundamental para a selecdo da
terapia mais adequada. E usado na pesquisa clinica
relacionada com o cancro para definir a populagao alvo
do estudo ou como fator de estratificacdo em estudos
randomizados para reduzir o viés nas comparagdes
entre os grupos de tratamento (15).



In cBioPortal, the expression level by tumor stage
is presented in the form of a boxplot, which can be
further explored from the raw data. Several forms of
classification (Converted Stage, Tumor Stage, American
Joint Committee on Cancer Tumor Stage Code,
Neoplasm Disease Stage American Joint Committee
on Cancer Code) as clinical attribute are available. In
the example below (Figure 2A) the Neoplasm Disease
Stage American Joint Committee on Cancer Code was
used. It is also possible to select mRNA profile based on
mRNA expression, microarray of mRNA expression,
mRNA/miRNA expression z-Scores and others,
depending on the type of analysis.

USCS Xena also offers several types of classification,
depending on the selected study, since not all studies
use the same classification system. It is also possible
to collect maximum, minimum, quartiles and median
for each stage and the corresponding one-way ANOVA
statistical analysis (difference between means) (Figure
2B).

GEPIA presents pathological stages (I to IV stages) or
“sub-stages”, based on the American Joint Committee
on Cancer Code, and the F test with p value, to compare
means between stages. It is also possible to select (or
not) a log scale. Similar to gene expression, it is not
possible to collect precise values of expression. Plots
can be downloaded and compared visually (Figure 2C).

UALCAN provides gene expression analysis according
to pathological stages (stages I to I'V), with maximum,
minimum, quartiles and median, and also important
statistical comparisons between stages (Figure 2D).

There are different pathological stage classifications.
The most common one is composed by four overall
stages that result from the values according to the
TNM classification system (primary Tumor, lymph
Nodes, Metastases). However, not all studies used this
classification. For example, the TCGA Firchose Legacy
by cBioPortal presents others, such as Neoplasm
Disease Stage American Joint Committee on Cancer
Code, as shown in Figure 2A. For that reason, it is
difficult to stablish a comparison with other platforms.
It is possible to quantify the number of patients in each
stage using data, and it shows that Stages 1A, IIIA and
IIB contain more patients. Comparing to the others
platforms, the median of expression in GEPIA remains

Gene expression and survival analysis platforms
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Na cBioPortal, o nivel de expressdo por estadio do
tumor ¢ apresentado na forma de um diagrama de caixa,
que pode ser mais explorado a partir dos dados brutos.
E possivel escolher varias formas de classificacido
(Converted Stage, Tumor Stage, American Joint
Committee on Cancer Tumor Stage Code, Neoplasm
Disease Stage American Joint Committee on Cancer
Code), assim como atributos clinicos. No exemplo
abaixo (Figura 2A), foi utilizada a classificac@o
Neoplasm Disease Stage American Joint Committee on
Cancer Code. Também ¢ possivel selecionar o perfil de
mRNA com base na expressao z de mRNA, microarray
da expressdo de mRNA, z-scores de expressao de
mRNA/miRNA entre outros, dependendo do tipo de
analise.

A UCSC Xena também oferece varios tipos de
classificagao, dependendo do estudo selecionado, pois
nem todos os estudos possuem o mesmo sistema de
classificagdo. Também ¢ possivel recolher o maximo,
o minimo, os quartis ¢ a mediana para cada estadio e
a analise estatistica ANOVA unidirecional respetiva
(diferencga entre médias) (Figura 2B).

A GEPIA apresenta estadios patoldgicos (estadios I
a IV) ou “subestadios”, com base no American Joint
Committee on Cancer Code, e o teste F com o valor-p
para comparar as médias entre os estadios. Também
¢ possivel selecionar ou nao a escala logaritmica. Da
mesma forma que a expressdo génica, ndo € possivel
recolher valores precisos de expressao para os diferentes
estadios. Os graficos podem ser obtidos através de
download e comparados visualmente (Figura 2C).

A UALCAN fornece a analise da expressao génica de
acordo com os estadios patologicos (estadios I a IV),
com maximo, minimo, quartis ¢ mediana, além de
importantes comparagdes estatisticas entre os estadios
(Figura 2D).

Existem diferentes classificagdes para os estadios
patologicos. O mais comum € composto por quatro
estadios gerais que resultam dos valores de acordo
com o sistema de classificagdo TNM (Tumor primario,
linfoNodos, Metastases). No entanto, nem todos os
estudos usaram essa classificagdo. Porexemplo, 0o TCGA
Firehose Legacy, da cBioPortal, apresenta outros, como
o Neoplasm Disease Stage American Joint Committee
on Cancer Code, como pode ser visto na Figura 2A. Por
esse motivo, ¢ dificil estabelecer uma comparagao com
as outras plataformas. E possivel quantificar o namero
de doentes em cada estadio utilizando os dados, o que
mostra que os estadios IIA, IIIA ¢ IIB contém mais
doentes. Comparando com as outras plataformas, a
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Figure 2 - Comparative overview of TXN expression level analysis according to tumor stage. The levels
of TXN expression by tumor stage were explored with cBioportal, using Neoplasm Disease Stage American
Joint Committee on Cancer Code (A), UCSC Xena, using classification defined as Tumor_nature2012 (B),
GEPIA, with F statistical (C) and UALCAN (D) using TPM unit.
Figura 2 - Visio geral comparativa da analise do nivel de expressio de TXN de acordo com o estadio
do tumor. Os niveis de expressdao de TXN expressos nos diferentes estadios de tumor foram explorados com
cBioportal, utilizando o Neoplasm Disease Stage American Joint Committee on Cancer Code (A) UCSC Xena,
utilizando a classificagdo definida como Tumor nature2012 (B), GEPIA, com estatistica F (C) e apresentagio
da UALCAN (D) usando a unidade TPM.
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unchanged, despite the fact that it includes more cases
with overexpression until third grade, which decreased
in last stage (Figure 2C). However, the number of cases
in each tumor stage is not available, which does not
allow a direct comparison of the results. Comparing
UCSC Xena with UALCAN, the means show little
variation, as GEPIA, but quartiles are well defined in
both and follow the same trend (Figures 2B and 2D).

Differential survival analysis based on the expression
level of a specific gene: platform comparison

The identification of new cancer biomarkers related to
gene expression levels are important to estimate the
survival in cancer patients. The under- or overexpression
of specific genes has an increasing impact in prognosis
and consequently in therapeutics selection (16).
Survival and hazard functions can be calculated based
on specific survival data for subgroups of patients
according to the expression levels of selected genes
(17). The survival function determines the probability
of a patient to survive past a specific time. The hazard
function provides the rate measured at a specific instant
given that an individual has survived up to that time

(17).

Survival data are usually presented as Kaplan-Meier
curves, to allow visualization of survival over time.
This type of curve assumes that each event occurs
independently and each event time creates a new time
interval. So, in each interval, the number of patients
with an event is calculated along the time with the
number at risk (18).

There are several statistical models commonly applied
to survival data analysis. The Cox proportional hazards
model is the most common. This model calculates the
ratio of the hazard rates from two groups and if there
is no difference in survival, the hazard ratio is equal
to 1. However, if the ratio is less than 1 the effect is
considered protective and if it is greater than 1, the effect
is considered a risk factor. It provides also a statistical
test with a corresponding P value for each variable of
the model (18).

Considering the abovementioned parameters, the
cBioPortal provides a comparison between gene
expression levels. This portal can be used to categorise
cases as under- and over gene expression, but it is
necessary to define a z-score threshold and condition
(Figure 3A was generated with a specific condition:
EXP<-0.5 and >-0.5 to include cases that would
approximately be included in upper and lower quartiles).

Gene expression and survival analysis platforms
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mediana da expressdo na GEPIA permanece inalterada,
apesar de incluir mais casos com sobre-expressao até
ao terceiro estadio, que diminuiram no ultimo (Figura
2C). No entanto, o numero de casos em cada estadio do
tumor ndo esta disponivel, o que ndo permite comparar
os resultados diretamente. Comparando a UCSC Xena
com a UALCAN, as médias mostram pouca variacao,
como a GEPIA, mas os quartis sdo bem definidos em
ambos e seguem a mesma tendéncia (Figuras 2B e 2D).

Andalise diferencial da sobrevida com base no nivel
de expressdo de um gene especifico: comparac¢do de
plataformas

A identificagdo de novos biomarcadores de cancro
associados com os niveis de expressdo génica ¢
importante para estimar a sobrevida em doentes
com cancro. A sub ou sobre-expressdo de genes
especificos tem um impacto crescente no progndstico
e consequentemente na selecdo terapéutica (16). As
fungdes de sobrevida e risco podem ser calculadas com
base em dados de sobrevida especificos para subgrupos
de doentes, de acordo com os niveis de expressdo
dos genes selecionados (17). A fungdo de sobrevida
determina a probabilidade de um doente sobreviver
ap6s um tempo especifico. A fun¢do de risco fornece
a taxa medida num instante especifico, dado que um
individuo sobreviveu até aquele momento (17).

Os dados de sobrevida sdo geralmente apresentados
como curvas de Kaplan-Meier, para permitir a
visualizagdo da sobrevida ao longo do tempo.
Este tipo de curva assume que cada evento ocorre
independentemente e cria um novo intervalo de tempo.
Assim, em cada intervalo, o nimero de doentes com um
evento ¢ calculado ao longo do tempo com o nimero
em risco (18).

Existem varios modelos estatisticos comumente
aplicados a analise de dados de sobrevida. O modelo
de risco proporcional de Cox € o mais comum. Este
modelo calcula o hazard ratio de dois grupos e, se nao
houver diferenca na sobrevida, o hazard ratio é igual
a 1. No entanto, se o ratio for menor que 1, o efeito
¢ considerado protetor e se for maior que 1, o efeito é
considerado um fator de risco. Ele também fornece um
teste estatistico com um valor-p correspondente para
cada variavel do modelo (18).

Considerando os parametros supramencionados, a
cBioPortal fornece uma comparagdo entre os niveis
de expressdo génica. Este portal pode ser usado para
categorizar os casos com sub e sobre-expressdo de
genes, mas ¢ necessario definir um limite de z-score e
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Figure 3 - Comparison between the typical survival analysis output from different platforms. Kaplan-
Meier survival curves for high a low TXN expression levels were generated with (A) cBioportal, using EXP<-
0.5 and EXP>-0.5. (B) UCSC Xena Kaplan-Meier using quartiles as cut-offs. (C) GEPIA with Logrank test
and hazard ratio customized using quartiles as stratification. (D) UALCAN with upper quartile and below
upper quartile division and (E) OncoLnc with Logrank p-value and quartiles cut-offs customization.

Figura 3 - Comparacio entre o resultado tipico do output da anilise da sobrevida no conjunto de
plataformas analisadas. As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para niveis de expressao elevados
e baixos de TXN foram geradas com (A) apresentacao cBioportal, utilizando EXP <-0,5 e EXP> -0,5. (B)
Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier da UCSC Xena usando quartis como pontos de corte. (C) GEPIA com
teste de Logrank e hazard ratio customizado usando quartis como estratificacdo. (D) UALCAN com divisdo
superior e inferior do quartil superior e (E) OncoLnc com valor-p do teste Logrank e customizagao dos pontos
de corte por quartis.
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It provides overall survival in months, in a range that
can be changed for a more detailed analysis, Logrank
test p-value and number of cases, number of deceased
and median months of overall survival in each group.

UCSC Xena generates a Kaplan-Meier plot, that allows
the division into two groups (under- and over gene
expression), three groups (under-, over and medium
expression) or quartiles (25% and 75%, as showed in
Figure 3B). UCSC Xena adds Logrank test statistics
to the survival analysis. The survival time is given in
days, and can also be customized for a more detailed
analysis. Note that it is common to have duplicate
values (primary + relapse), and in this situation the
platform gives an alert signal PN and these cases must
be filtered.

GEPIA provides survival analysis using Logrank and
Mantel-Cox test, which can include hazard ratio, and
is based on the level of gene expression (under- and
overexpression), with the option of overall or disease-
free survival. It is also possible to analyse survival using
the expression ratio of two genes, as well as providing
a list of genes most associated with the survival
of a selected type of cancer (13). For a differential
survival analysis, median, quartile or custom cut-offs,
confidence interval and temporal unit (days or months)
can be selected (Figure 3C).

With UALCAN, it is possible to estimate the effect of
the level of gene expression or clinical-pathological
characteristics resources (race, gender, type of cancer,
molecular signature) on the survival of patients and a
Logrank statistical test. For survival analysis between
under- and over-expression, the groups generated were
pre-categorized in high expression (TPM values in
the upper quartile) and low/medium expression (TPM
values bellow upper quartile) (Figure 3D). For clinical
parameters, the samples were first divided into the
referred groups and then stratified (14).

Although OncoLnc presents some differences compared
with the other selected platforms, it was included within
our study because it can be used as a complement to
the other platforms. OncoLnc main goal is to explore
survival correlations, but can also provide clinical
data associated with gene expression performed by
TCGA (19). After selecting a gene of interest, OncoLnc

Gene expression and survival analysis platforms
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uma condig¢ao (a Figura 3 A foi gerada com uma condi¢ao
especifica: EXP <-0,5 e> -0,5 para incluir casos que
seriam incluidos aproximadamente nos quartis superior
e inferior). A plataforma fornece a sobrevida global em
meses, com uma escala que ¢ possivel alterar para uma
analise mais detalhada, valor-p do teste de Logrank
e numero de casos, numero de mortes € mediana de
meses de sobrevida global em cada grupo.

A UCSC Xena gera um grafico de Kaplan-Meier, que
permite a divisdo em dois grupos (sub e sobre-expressao
do gene), trés grupos (sub, sobre ¢ média expressao)
ou quartis (25% e 75%, como mostra a Figura 3B). A
UCSC Xena adiciona as estatisticas do teste Logrank a
analise da sobrevida. O tempo de sobrevida ¢ fornecido
em dias, mas também pode ser alterado para uma
analise mais detalhada. Note-se que ¢ comum existirem
valores duplicados (primario + recidiva) e, quando isso
acontece, a plataforma emite um sinal de alerta e
esses casos devem ser filtrados.

A GEPIA fornece a analise da sobrevida utilizando
o teste de Logrank e Mantel-Cox, que pode incluir o
hazard ratio, e ¢ baseado no nivel de expressao génica
(sub e sobre-expressdo), com a opg¢do de sobrevida
global ou livre de doenga. Também ¢ possivel analisar
a sobrevida usando o ratio de expressao de dois genes,
além de fornecer uma lista dos genes mais associados
com a sobrevida de um determinado tipo de cancro (13).
Para uma analise diferencial da sobrevida, ¢ possivel
selecionar pontos de corte na mediana, nos quartis ou
personaliza-los, assim como o intervalo de confianga e
a unidade temporal (dias ou meses) (Figura 3C).

Com a UALCAN, ¢ possivel estimar o efeito do nivel
de expressdo génica ou das caracteristicas clinico-
patologicas (raca, género, tipo de cancro, assinatura
molecular) na sobrevida dos doentes e no teste
estatistico de Logrank. Para a analise da sobrevida
entre sub e sobre-expressdo, os grupos gerados foram
pré-categorizados para a expressdo elevada (valores
de TPM no quartil superior) e expressdao baixa/média
(valores de TPM abaixo do quartil superior) (Figura
3D). Para os parametros clinicos, as amostras foram
divididas primeiro nos grupos referidos e depois
estratificadas (14).

Embora a OncolLnc apresente algumas diferengas em
relagdo as outras plataformas selecionadas, foi incluida
porque pode ser usada como um complemento. O
objetivo principal da OncoLnc ¢ explorar as correlacdes
da sobrevida, mas também pode fornecer dados clinicos
associados a expressao génica baseados no TCGA (19).
Apos selecionar um gene de interesse, a OncolLnc
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calculates Cox regression related to different types of
cancer simultaneously and can include a Kaplan-Meier
plot with customized percentiles (lower/upper) and
data from patients divided for both groups (ID, days,
status and expression). All data can be downloaded in a
PDF format and Kaplan-Meier curves include Logrank
related statistic that needs to be transcribed for PDF
(Figure 3E).

Regarding survival analysis, cBioPortal parameters
definition is less intuitive than others. UALCAN and
UCSC Xena do not allow customized adjustments.
Despite that, UCSC Xena permit the selection of
quartiles, while UALCAN does not. With quartiles
selection, survival analysis shows that there are not
significant differences between groups in all platforms.
However, the analysis from GEPIA presents a p value
close to the significant level (Figure 3C), suggesting
that patient’s survival tends to be different when TXN
gene expression is high and low. GEPIA does not
allow timeline customization; only UCSC Xena and
cBioportal provide this option and in both cases the
result was the same (p<0.05).

Overall platform comparative analysis

Figure 4 shows a comparative analysis applying the
classification of 1 to 3 above described, in a graduation
of colours, where the darker ones represent the
better scores. Considering the general features of the
platform, a blue graduation was chosen and in gene
expression and differential survival analysis the option
was green graduation. All the platforms presented
are user-friendly and have tutorials that help with
the most general questions. However, all have clear
advantages above others and some limitations if a more
comprehensive analysis is chosen. Table 2 summarizes
the main highlights for each one.

CBioPortal does not have data from normal tissue
samples, rendering the differential expression analysis
limited to the comparison between tumor cases.
Another disadvantage is the Kaplan-Meier survival
curve presentation, because it is not possible to define
the limits in quartiles, median or other, and the only
statistical test is Logrank. On the other hand, cBioPortal
allows the analysis of a wide range of cancer attributes
(grade, stage, different classifications, type of cancer,
survival, among others), while some other databases do
not allow the analysis of mRNA levels, or do not have
survival data.
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calcula a regressao de Cox associada a diferentes tipos
de cancro simultaneamente e pode incluir um gréafico
de Kaplan-Meier com percentis customizados (inferior/
superior) e dados de doentes divididos entre os dois
grupos (ID, dias, status e expressdo). Todos os dados
podem ser obtidos através de download em formato
PDF e as curvas de Kaplan-Meier incluem estatisticas
Logrank que precisam de ser transcritas para o PDF
(Figura 3E).

Em relagdo a analise da sobrevida, a defini¢do dos
parametros da cBioPortal é menos intuitiva do que as
outras. A UALCAN e a UCSC Xena ndo permitem
ajustes personalizados. Apesar disso, a UCSC Xena
permite a selecdo de quartis, enquanto a UALCAN
ndo. Com a selecdo dos quartis, a analise da sobrevida
mostra que ndo ha diferencas significativas entre os
grupos em todas as plataformas. No entanto, a analise
da GEPIA apresenta um valor-p proximo do nivel
significativo (Figura 3C), sugerindo que a sobrevida
dos doentes tende a ser diferente quando a expressao
do gene TXN ¢ elevada ou baixa. A GEPIA ndo permite
a personalizag¢do da linha do tempo, apenas a UCSC
Xena e a cBioportal fornecem essa op¢dao e em ambos
0s casos o resultado foi o mesmo (p <0,05).

Analise comparativa global das plataformas

A Figura 4 apresenta uma analise comparativa aplicando
a classificacdo de 1 a 3 supra descrita, numa graduagao
de cores, onde as mais escuras representam as melhores
pontuagoes. Foi escolhida uma graduacdo azul para as
caracteristicas gerais das plataformas, e para a expressao
génica e a andlise diferencial da sobrevida, a opgao foi
a graduacdo verde. Todas as plataformas apresentadas
sdo faceis de usar e tém tutoriais que ajudam nas
davidas mais comuns. No entanto, todas tém vantagens
claras sobre as outras e algumas limitagdes se for feita
uma analise mais abrangente. A Tabela 2 resume os
principais pontos fortes e fracos de cada uma.

A cBioPortal ndo possui dados de amostras de tecido
normal, tornando a andlise de expressdo diferencial
limitada a comparacdo entre casos de tumor. Outra
desvantagem ¢ a apresentagao da curva de sobrevida de
Kaplan-Meier, porque ndo ¢é possivel definir os limites
em quartis, mediana ou outros, e o Unico teste estatistico
disponivel é o Logrank. Por outro lado, a cBioPortal
permite a analise de uma ampla gama de caracteristicas
do cancro (grau, estadio, diferentes classificagdes, tipo
de cancro, sobrevida, entre outros), mas algumas bases
de dados ndo permitem a analise dos niveis de mRNA
ou nao tém dados de sobrevida.
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Plataformas de analise de expressdo génica e de sobrevida

Table 2 - Main advantages and disadvantages of each platform.
Tabela 2 - Principais vantagens e desvantagens de cada plataforma.

Platform Advantages

Includes clinical tracks, diagnosis age,
different stage classifications, patients' data
Several data sources

=.-.’ cBioPortal

Several hubs and genomic contexts
simultaneously
Various data sources and clinical tracks

UCSC Xena

Disadvantages

Only cancer tissue samples

Need to select patients/cases to analyze
overall survival related to under and
overexpression

Absence of statistical significance in

downloaded graphs
Requires some tutorials to understand

Vantagens

Inclui atributos clinicos, idade aquando do
diagnéstico, diferentes classificagdes dos
estadios, dados dos pacientes

Diversas fontes de dados

Diversos hubs e contextos genémicos
simultaneamente

Varias fontes de dados e atributos clinicos
Resultados detalhados

Desvantagens

Apenas amostras de tecido tumoral
Necessidade de selecionar pacientes/casos
para analizar o sobrevida global relacionada
com a sub e sobre-expresséo

Auséncia da significancia estatistica no
graficos obtidos através de download
Requer alguns tutoriais para compreender

Detailed results

Falta de quantificacdo da expressao génica
e respetiva estatistica

Impossibilidade de visualizar dados dos
pacientes/casos

Sobrevida global com sub e sobre-
expresséo, Hazard ratio, mediana, quartis e
pontos de corte customizados

Overall survival with under and
overexpression, Hazard ratio, median,
quartile and custom cut-off

Gene expression and statistical related not
quantified
Unable to visualize patient/case data

Pontos de corte na analise da sobrevida séo

Data from boxplot detailed (min, max, Dados detalhados nos diagramas de caixa

@ﬁy quarties) Cut-off in survival analysis is fixed ity e GRS fixos
: Statistical comparisons (TxN and NxS) iietdlo o el peiiierso dtin Comparacdes estatisticas (TxN and NxE) :Jrgz?eﬁ‘ebs"/f::zsde Cotegcaceslees

Dados dos pacientes (expressao génica, Nao apresenta expressé&o génica por

Patient data (gene expression, status, .
OnCOan survival days) SersiexpiessonbyBlaceliotresented status, dias de sobrevida) estadio
cBioPortal UCSC Xena GEPIA UALCAN Oncolnc
§ User friendly ] Facilidade de utilizacao
3 8
‘g’ Graphical quality (platform) B .g Qualidade gréfica (plataforma)
2 F
g Graphical quality of graphs § 5 Qualidade gréfica dos graficos
c 5}
g Data extraction (raw data) o Extracdo dos dados (dados brutos)
S  Normalvs Cancer comparison 3 x§ Comparacao Normal vs Cancro
0T B ]
g g %- Cancer stage analysis % g Andlise dos estadios do cancro
g c £ x
5 ®  Gene expression output options < © Opgses de output para expresséo génica
50 Kaplan Meier parameters T« Parametros da Kaplan Meier
552 33
ko = Logrank and p value 22 Logrank e valor-p
Eo :
o E 3 Hazard ratio e valor-p

Hazard ratio and p value

Good/Bom . Avalilable/Disponivel .
Average/ Médio Available with limitations/Disponivel com LimitagSes |
Poor/Mau Unavailable/Indisponivel

Figure 4 - Global comparative analysis of the platforms. General features related with gene expression and
differential survival analysis were considered. A colour gradient was used to classify platforms using three
points scale. More intense colour reflects better classifications. General features (blue) were classified as “good”,
“average” or “poor” in terms of user-friendliness, quality of the graphs (presented online and downloaded
versions) and data extraction availability/flexibility. Gene expression and differential survival analysis (green)
were classified as “available”, “available with limitations” or as “non-available”. For gene expression analysis,
comparison between normal and cancer tissue, availability of cancer stage analysis and different types of output
(different types of graphical outputs, descriptive and statistical analysis) were considered. For survival analysis,
the customization of Kaplan-Meier parameters, test and p-value of Logrank and hazard ratio were analysed.

Figura 4 - Analise comparativa global das plataformas. Foram consideradas as caracteristicas gerais das
plataformas, as da expressdo génica e as da analise diferencial da sobrevida. Um gradiente de cores foi usado
para classificar as plataformas usando uma escala de trés niveis, com a cor mais intensa a refletir melhores
classificagdes. As caracteristicas gerais (azul) foram classificadas como “bom”, “médio” ou “mau” em termos de
facilidade de uso, qualidade dos graficos (apresentados nas versdes on-line e por download) e disponibilidade/
flexibilidade de extragdo de dados. A expressdo génica e¢ a analise diferencial da sobrevida (verde) foram
classificadas como "disponiveis", "disponiveis com limitagdes" ou "ndo disponiveis". Para a analise da expressdo
génica, considerou-se a comparacdo entre tecido normal e tumoral, disponibilidade da analise do estadio do
cancro e diferentes tipos de outputs (diferentes tipos de outputs de graficos, analise descritiva e estatistica). Para
a analise da sobrevida, foram analisados a customizagdo dos parametros de Kaplan-Meier, o teste ¢ valor-p de

Logrank e hazard ratio.
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UCSC Xena is the least intuitive platform, requiring
some tutorials and tests for the user to take full
advantage of its potential. Nonetheless, this platform
includes more studies, data sources, classifications and
clinical tracks. Note that not all studies include the same
type of information. The possibility to examine several
hubs and genomic contexts simultaneously allows the
analysis of the expression of one or more genes in
parallel or to observe various genomic characteristics
simultaneously. The boxplots offer detailed information
(with maximum, minimum, quartiles) and plots are
easy to download, however, the related statistical
information needs to be transcribed.

The main limitation of GEPIA is that it does not allow
the acquisition of the gene expression level values.
The comparison between tumor and normal gene
expression is only visual. Some information, such as
the histological subtype of cancer, patient data or the
existence of metastasis are not available. However, in
an analysis focused on the comparison between gene
expression levels, it can be a tool to quickly and easily
select genes of interest. The main advantage of this
platform, aside from the great graphical quality of
the website, is their more complete survival analysis,
which adds hazard ratio to traditional Logrank test and
the possibility to customize cut-offs of high and low
expression.

In contrast, UALCAN offers a complete quantification
of gene expression, with detailed boxplot (maximum,
minimum, quartiles) and statistical comparison
between normal and tumor tissues, normal and tumor
tissues by stage and between stages. It also provides the
correlation between genes and several survival curves,
which allow to compare different histological subtypes
of cancer, ages, ethnicities, etc. However, the survival
analysis has a fixed cut-off and statistics only shows
Logrank’s p-value, which can be a limitative factor in
several researches.

Finally, OncoLnc simplifies querying TCGA data by
showing some patient data, such as gene expression,
status and survival over time and it allows the user
to choose the cut-offs (lower and upper percentile of
gene expression) that are best for each specific case.
However, because it is a platform focused on survival,
gene expression analysis is not presented.
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A UCSC Xena ¢ a plataforma menos intuitiva, exigindo
alguns tutoriais e testes para que o utilizador tenha a
possibilidade de aproveitar ao maximo o potencial da
plataforma. No entanto, esta plataforma inclui mais
estudos, fontes de dados, classificagdes ¢ atributos
clinicos. De notar que nem todos os estudos incluem o
mesmo tipo de informacao. A possibilidade de examinar
varios hubs e contextos gendomicos simultaneamente
permite a analise da expressao de um ou mais genes em
paralelo ou observar vérias caracteristicas gendomicas
simultaneamente. Os diagramas de caixa oferecem
informagodes detalhadas (com maximo, minimo, quartis)
e os graficos sao faceis de obter através de download,
no entanto, € necessario transcrever as respetivas
informacdes estatisticas.

A principal limitagdo da GEPIA ¢ ndo permitir obter
os valores do nivel de expressdo génica. SO é possivel
comparar visualmente a expressdo do gene nos tecidos
tumoral e normal. Também n@o ¢ possivel extrair
algumas informagdes, como o subtipo histologico do
cancro, dados do doente ou a existéncia de metastases.
No entanto, numa analise focada na comparagdo entre
os niveis de expressao génica, pode ser uma ferramenta
para selecionar rapida e facilmente genes de interesse. A
principal vantagem desta plataforma, além da excelente
qualidade grafica do website, ¢ a analise mais completa
da sobrevida, que adiciona o hazard ratio ao tradicional
teste de Logrank e a possibilidade de personalizar
pontos de corte com a expressdo clevada e baixa.

Em contrapartida, a UALCAN oferece uma
quantificagdo completa da expressdo génica, com
um diagrama de caixa detalhado (méximo, minimo,
quartis) e comparagao estatistica entre tecidos normais e
tumorais, tecidos normais e tumorais por estadio e entre
estadios. Também fornece a correlagdo entre genes e
varias curvas de sobrevida, que permitem comparar
diferentes subtipos histologicos de cancro, idades,
etnias, etc. No entanto, a analise de sobrevida possui
um ponto de corte fixo e as estatisticas mostram apenas
o valor-p de Logrank, caracteristicas que precisam ser
mais completas em muitas pesquisas.

Finalmente, a OncoLnc simplifica a consulta de dados
do TCGA, apresentando alguns dados de doentes, como
expressdo génica, status e dias de sobrevida, e permite
escolher os pontos de corte (percentil inferior e superior
da expressdo génica) que sao melhores para cada caso
especifico. Por ser uma plataforma focada na sobrevida,
a analise da expressdo génica ndo ¢ apresentada.



Conclusion

All the platforms analysed allow an easy access to the
dataand explore individual and multiple gene expression
patterns. Some platforms relate gene expression to
disecase stages and analyse survival associated with
the under and overexpression of a given gene. Some
platforms also allow the user to filter data by selecting
specific attributes, such as the type of cancer, molecular
alteration, recurrence, histological aspects, etc. The
data can be visualized through graphs, showing the
distribution of the expression of a given gene or set of
genes, also allowing the quantification of expression
levels and establishing statistical relationships.

The diversity of available information contributes to
the study of the complex mechanisms involved in the
pathogenesis of cancer in a very relevant way, since the
investigative approaches can be multiple. The choice
of a given platform must take in consideration the type
of information sought for each purpose. Additionally,
if one platform does not provide all the information/
resources needed, it is possible to combine data
analysis from more than one platform. In this case, it is
fundamental to select the same database as source.
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Conclusoes

Todas as plataformas analisadas sdo intuitivas,
permitem um facil acesso aos dados e exploram
padroes individuais e multiplos de expressdo génica.
Alguns relacionam a expressdo génica a estadios
da doenga e analisam a sobrevida associada a sub e
sobre-expressdo de um determinado gene. Algumas
plataformas também permitem ao utilizador filtrar os
dados selecionando atributos especificos, como o tipo
de cancro, alteracdo molecular, recorréncia, aspetos
histologicos, etc. Os dados podem ser visualizados
através de graficos, mostrando a distribuigdo da
expressdo de um determinado gene ou conjunto de
genes, permitindo também a quantificagao dos niveis de
expressao ¢ o estabelecimento de relagdes estatisticas.

A diversidade de informagdes disponiveis contribui de
maneira muito relevante para o estudo dos complexos
mecanismos envolvidos na patogénese do cancro,
uma vez que as abordagens investigativas podem ser
multiplas. A escolha de uma determinada plataforma
deve levar em consideragdo o tipo de informagdo
necessaria para cada finalidade. Adicionalmente, se uma
plataforma nao fornecer todas as informagdes/recursos
necessarios, ¢ possivel combinar a analise de dados de
mais de uma plataforma. Nesse caso, ¢ fundamental
selecionar a mesma fonte do banco de dados.
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