Dostep do serwera

Na dzisiejszych zajeciach bedziemy wykorzystywali oprogramowanie serwera linum. Do
komunikacji z serwerem wykorzystamy protokét ssh . Kazdy z Was ma utworzone konto. Login to
nazwisko+pierwsza listera imienia (bez polskich znakdéw).

ssh <login>@biotech.uni.wroc.pl

Po potgczeniu z serwerem nalezy uzupetni¢ zmienng systemowg $PATH, aby moc korzystac z
oprogramowania podanego w przyktadach. W katalogu domowym znajduje sie plik
copy_bashrc . Nalezy podmienic¢ plik ~/.bashrc na plik copy_bashrc.

SRA - Sequence Read Archive

Sequence Read Archive (SRA) udostepnia dane dotyczgce sekwencji spotecznosci naukowcow, aby
zwiekszy¢ powtarzalnosc i umozliwi¢ nowe odkrycia poprzez poréwnywanie zestawdw danych.
SRA przechowuje surowe dane (raw data) z sekwencjonowania z wysokoprzepustowych platform
sekwencjonowania, w tym Roche 454 GS System®, lllumina Genome Analyzer®, Applied
Biosystems SOLID System®, Helicos Heliscope®, Complete Genomics® i Pacific Biosciences
SMRT®.

SRA

Dane w SRA zorganizowane sg w sposéb hierarchiczny, gdzie kazda
kategoria moze zawierac jedng lub wiecej pod kategorii. | tak mamy:

e NCBIBioProject: PRIN**** (np. PRINA257197) zawierajacg
catosciowy opis pojedyniczej inicjatywy badawczej; projekt odnosi sie
zazwyczaj do do wielu zbioréw danych.

e NCBI BioSample: SAMN*#*** j/lub SRS**** (np. SAMN03254300)
opisuje materiat biologiczny; kazda fizycznie unikatowy
obiekt(genotyp) by¢ zarejestrowany jako pojedyncza BioSample z
unikalnym zestawem atrybutow.

e SRA Experiment: SRX**** unikalna biblioteka dla okreslonej
probki (BioSample).

e SRA Run: SRR**** |yb ERR**** (np. SRR1553610) jest to link
do pliku(-6w) danych potgczonego z surowymi danymi sekwencjonowania

Do pobierania danych z archiwum SRA stuzy narzedzie SRA Toolkit, dostepne dla Windows,
macOS oraz Linux. Podstawowe polecenie z tego narzedzia to fastg-dump

fastq-dump -h

Mozliwe jest takze pobranie z serwera pliku .sra i uzycie programu fasta-dump bezposrednio na
pliku (lokalnie na komputerze)

Polecenie sra-stat generuje nam raport na temat danych w postaci pliku XML.

sra-stat --xml --quick SRR1553610 > raport.xml
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Pobieranie danych z SRA

Do pobrania komunikacji z bazg danych Genbank oraz do pobierania informacji z tej bazy
wykorzystamy narzedzie Entrez Direct. W pierwszej kolejnosci pobierzemy numery SRA Run dla
Bioprojektu PRJNA515812

esearch -db sra -query PRJINA515812

esearch -db sra -query PRINA515812 | efetch -format runinfo -mode xml | xtract -
pattern SraRunInfo -element Run > runinfo.txt

Zadanie 1:
Prosze utworzyc¢ plik SRR_ACC_List.txt zawierajgcy numery SRA Run dla Bioprojektu PRJNA515812
jako liste z numerami w jednej kolumnie (na podstawie pliku runinfo.txt)

Stworzymy teraz prosty skrypt bash, ktéry pozwoli nam na automatyzacje procesu pozyskiwania
danych z SRA. Wykorzystamy program fastg-dump z opcjg --split-files, ktéra pozwala na podziat
odczytow "pair-end" na dwa osobne pliki. Skrypt wczytuje linijka po linijce nazwy archiwoéw SRA z
pliku tekstowego (listy) podanego w wierszu polecen, a nastepnie zapisuje odczyty z bazy SRA
jako pliki .fastq.

#!/bin/bash

while IFS='' read -r line || [[ -n "$line" ]]; do
AR=${line};
echo ${AR};
echo "*** pobieranie: ${AR}";
fastq-dump -X 10 ${AR} --split-files
done < $1

Zadanie 2:
Zmodyfikowa¢ powyzszy kod, tak aby pobierat pierwsze 1 000 odczytéw z bazy SRA. Mozemy
teraz uruchomic nasz skrypt dla z plikiem SRR_Acc_List.txt

chmod +x SRA_data_col.sh
./SRA_data_col.sh SRR_Acc_List.txt

Kontrola jakosci plikéw fastq QC

Czym jest kontrola jakosci?

Kontrola jakosci (w skrécie: QC) jest procesem poprawy danych poprzez usuniecie mozliwych do
zidentyfikowania bteddw. Zazwyczaj jest to pierwszy krok wykonywany po pobraniu (otrzymaniu)
danych. Poniewaz jest to proces, ktéry zmienia dane, musimy by¢ bardzo ostrozni, aby nie
wprowadzi¢ nieumyslnie nowych informacji do naszego zbioru danych. Optymalnie chcemy, aby
te same dane (informacje) z danych surowych byty w danych przefiltrowanych, ale jednoczesnie
zeby dane byty doktadniejsze i tatwiejsze w dalszej analizie (mniejsza ilos¢ btedow).

Wazna uwaga:

Nie nalezy mie¢ zbyt wygérowanych oczekiwan wzgledem QC. Pamietajmy, ze kontrola jakosci nie
zmieni ztych danych w dobre dane i nigdy nie uda nam sie uratowac tego, co jest Zle zrobione (np.
zte przygotowanie biblioteki, niskiej jakosci RNA lub cDNA).
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Kiedy dane sekwencjonowania od poczatku wygladajg naprawde Zle, najlepiej "ruszy¢ dalej" i
zebra¢ nowe dane. Przeprowadzenie QC nie uratuje takich danych, bedzie to tylko zmarnowany
naktad pracy.

Im stabiej poznany jest genom nad ktérym prowadzimy badania, tym wazniejsze jest poprawianie
wszelkich btedow.

Jezeli aligment bedzie wykonywany do dobrze poznanego genomu mozliwe jest rozpoznanie i
zidentyfikowanie bteddéw w czasie tego procesu. Podczas sktadania genomu de-novo, btedy moga
skutkowac niepowodzeniem tego procesu dlatego wazne, aby w przypadku takich analiz
zastosowac

bardziej rygorystyczne filtrowanie.

Prawdopodobnie najwiekszg trudnoscig QC jest nasza niezdolno$¢ do przewidywania wszystkich
mozliwych czynnikéw ktére wptywac na nasze dane.

e Pre-alignment: “raw data” - protokét postepowania identyczny dla
kazdego przypadku niezaleznie jakie analizy bedg wykonywane

e Post-alignment: “data filtering” - r6zne protokoty dla réznych typéw
analiz

Jak wykonujemy QC

1. Ocena (wizualna) jako$¢ danych.

2. Jesli ocena QC wydaje sie zadowalajgca konczymy proces.

3. Jesli ocena QC jest nie zadowalajgca, wykonujemy jeden lub wiecej
krokow modyfikujgcych jakos¢ danych, a nastepnie przechodzimy do
kroku 1.

Wiele narzedzi kontroli jakosci to oprogramowanie niskiej jakosc.

Dynamiczny rozwoj technik NGS spowodowat, ze pisanie programéw umozliwiajgcych analize
danych NGS (szczegodlnie narzedzia QC) stato sie "modne", poniewaz takie narzedzia uwazano za
"tatwe" do opublikowania. Wykorzystanie wyszukiwarki internetowej pozwala znalez¢ dziesiatki
takich narzedzi. Nie mniej wiekszos¢ z tych narzedzi wykorzystuje "naiwne rozwigzanie", ktére
dziatajg zaskakujgco stabo w analizie rzeczywistych danych. Co wiecej zaskakujgca jest ilos¢
niespojnosci w

dziataniu tych narzedzi. Bardzo czesto wykonanie tych samych czynnosci, przy zatozeniu tych
samych parametréw w réznych programach daje odmienne wyniki. Co gorsze istnieje niewiele
obiektywnych miernikéw, standardow i zalecen, ktére pozwalajg okresli¢ dane jako "dobre"

Rekomendowane (subiektywna ocenal) narzedzia do QC to Trimmomatic, BBDuk, flexbar i
cutadapt.

Najtatwiej (wstepnie) oceni¢ jakos¢ odczytéw sekwencjonowania poprzez analize wykresu
ilustrujgcego prawdopodobienstwo btedu, w kazdej pozycji odczytu (usrednione dla wszystkich
odczytéw). Pozioma o$ ilustruje wartosci (jakosci odczytu 4 linijka pliku fastq) z pliku fastq,
ilustrujgce prawdopodobienistwo btednego odczytania zasady.

Jak "jakos¢" jest kodowana w plikach fastq?

Phred quality score (Q) - system opracowany dla projektu "HGP" w celu utatwienia automatyzacji
procesu sekwencjonowania DNA, warto$¢ Q oznaczana dla kazdego nukleotydu. Wartos¢ Phred
quality score sg

powszechnie akceptowane do oceny jakosci odczytu sekwencjonowania DNA. Wiecej informagji
mozna znalez¢ pod linkiem.

Q = logio P

e wartos¢ 10 odpowiada 10% btedéw (1/10)


https://en.wikipedia.org/wiki/Phred_quality_score

e wartos¢ 20 odpowiada 1% bteddw (1/100)
e wartos¢ 30 odpowiada 0,1% bteddw (1/1000)
e wartosc¢ 40 odpowiada 0.01% bteddw (1/10000)

Dwie skale:

e Phred33 (Sanger format); wartosci 0 - 93 kodowane za pomocg symboli ASCII 33 to 126
(wartosci w odczytach nie przekraczajg 60) - lllumina ver 1.8+

e Phred64; wartosci 0 - 62 kodowane za pomocg symboli ASCII (w surowych odczytach
oczekujemy wartosci 0 do 40) - lllumina ver 1.3 - 1.8

Wiecej informacji pod linkiem.

Do wizualizacji jakosci odczytéw wykorzystamy narzedzie FastQC. Program uruchamiany z
wiersza polecen, generuje raporty w postaci pliku html.

Uwaga wstepna:

Jezeli w raporcie widzimy czerwone znaki nie musimy sie nimi (zbytnio) przejmowac. Zazwyczaj
nie majg one wiekszego znaczenia. Jednak jezeli stanowig one wiekszos¢ (lub wszystkie) punkty
naszego raportu oznacza to ze mamy problem z danymi. Do wygenerowania raportu uzywamy
polecenia fastqc:

fastgc -h
fastqc illumina.fq

Mozemy uzy¢ opcji --nogroup, ktéra spowoduje zmine wygladu raportu, wytgcza tgczenie kolumn.

fastqc illumina.fq --nogroup

Ocena jakosci w zaktadkach "Per base sequence quality" oraz "Per sequence quality scores"
Czym sg adaptery sekwencyjne?

Podczas przygotowywania biblioteki unikalnie zaprojektowane adaptery DNA o dtugosciach
typowo ponad 30 zasad dodane sg do kohcow 5 'i 3' kazdej sekwencji (fragmentu DNA). Po
dodaniu adapterdw, jednoniciowe sekwencje (fragmenty DNA), ktore trafig do instrumentu, majg
format:

XXXXAAAATTTTGGGGCCCCYYYY

gdzie XXXX i YYYY sg adapterami. Aparaty do sekwencjonowania rozpoznajg poczatkowe
adaptery, ale zwykle nie wykrywajg adapteréw koncowych, jesli zostang one wprowadzone do
odczytu sekwencji. Ma to miejsce kiedy dtugos¢ odczytu przekracza dtugosc fragmentu DNA,
wtedy sekwencja adaptera moze pojawic sie w danych. Fastqc pozwala nam na zlokalizowanie
uniwersalnych sekwencji adaptoréw (zaktadka Adapter Content). Dodatkowo mozemy
personalizowac sekwencje adaptorow rozpoznawang przez FastQC poprzez edycje plikéw
konfiguracyjnych programu.

1ls ~/src/FastQC/Configuration/

more ~/src/FastQC/Configuration/adapter_list.txt

Czy adaptory muszg zostac recznie usuniete?


https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format

Zasadniczo jezeli genom z ktérego pochodzg odczyty jest znany, adaptory nie powinny
powodowac probleméw. Wiele wysokowydajnych alignmenteréw moze automatycznie przycinac
odczyty i automatycznie usuwac adaptery podczas swojej pracy. Z drugiej strony obecnosc
sekwencji adapteréw moze powodowac znaczne problemy podczas sktadania nowych genoméw i
transkryptomow zwigzku z

tym nalezy je usungc¢ przed rozpoczeciem tego procesu.

Wykorzystanie narzedzia trimmomatic
Pobieramy 10000 odczytéw dla archiwum SRR1553607 (PE)
Sprawdzamy jako$¢ odczytow (FastQC) dla obydwu plikow
Ktory plik wydaje sie by¢ gorszej jakosci?

Uruchamiamy trimmomatic

java -jar trimmomatic-0.36.jar SE ~/Genomika/fastg_QC/SRR1553607_2.fastq
~/Genomika/fastq_QC/trimmed_2.fq SLIDINGWINDOW:4:30

lub

java -jar ~/src/Trimmomatic-0.36/trimmomatic-0.36.jar SE
~/Genomika/fastq_QC/SRR1553607_2.fastq ~/Genomika/fastq_QC/trimmed_2.fq
SLIDINGWINDOW:4:30

Usuwanie adapterow

Prosze stworzy¢ plik (fasta) z sekwencja adapteréw urzadzenia ilumina
(AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACQ)

Nastepnie pobrac archiwum SRR519926 (PE)
Wizualizacja jakosci (FastQC), adaptery

Teraz mozemy wykorzystac trimmomatic do usuniecia adapterow:

java -jar ~/src/Trimmomatic-0.36/trimmomatic-0.36.jar
SE SRR519926_1.fastq output.fq
ILLUMINACLIP:adapter.fa:2:30:5

Dla trybu PE

java -jar ~/src/Trimmomatic-0.36/trimmomatic-0.36.jar PE SRR519926_1.fastq
SRR519926_2.fastq trimmed_1.fqg unpaired_1.fq trimmed_2.fq unpaired_2.fq
ILLUMINACLIP:adapter.fa:2:30:5

Zadanie 3:

Z archwum SRR 519926 usung¢ odczyty niskiej okno 4 nt, Q<30, z konca odczytu usungc
nukleotydy o niskiej wartosci Q <30, usung¢ adaptory "llumina".

Uwaga:

Kolejnos¢ ma wptyw na rezultaty !!!, mozna eksperymentowac z réznymi ustawieniami.

Zadanie 4:
Wykona¢ analize jakosci dla plikéw w folderze /Dydaktyka/fastq/raw/
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