RNA-seq - Wprowadzenie



Podstawowe zatozenia
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Komarki ,,mutanty” zachowuja sie inaczej od komoérek WT

Chcemy poznac¢ molekularny mechanizm tych réznic

Jak mozemy to osiggnac?
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Podstawowe zatozenia
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Techniki NGS dajg odpowiedz na pytanie ktore geny sg
aktywne transkrypcyjnie oraz jak wile transkryptow
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Podstawowe zatozenia
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Mozemy wykorzysta¢ RNAseq do ... oraz w komérkach zmutowanych...
zmierzenia ekspresji w komadrkach WT...




Podstawowe zatozenia
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Nastepnie mozemy porownacte dwa typy komodrek i wywnioskowaé ktére
geny majg zmieniong ekspresje
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Podstawowe etapy RNAseq

1. Przygotowanie biblioteki
2. Sekwencjonowanie

3. Analiza danych



Przygotowanie biblioteki

Istnieje wiele protokotow i kilka urzgdzen
(technik) sekwencjonowania, ale obecnie
najszerzej stosowanym protokotem i
urzadzeniem (technikom) jest ta zaproponowana
przez llumine



Przygotowanie biblioteki

Krok 1: Izolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA
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Transkrypty moga miec dtugosé kilku tysiecy par zasad, dlatego muszg by¢
pofragmentowane do odcinkdw dtugosci 200-300 pz, bo aparaty do
sekwencjonowania mogg sekwencjonowac tylko fragmenty takiej dtugosci



Przygotowanie biblioteki

Krok 1: Izolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA
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DNA jest bardziej stabilne niz RNA i tatwiej go amplifikowac¢ oraz modyfikowac



Przygotowanie biblioteki

Krok 1: Izolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA
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1. Adaptory umozliwiajg urzgdzeniom
sekwencyjnym rozpoznanie fragmentéw




Przygotowanie biblioteki

Krok 1: Izolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA

2. Adaptory umozliwiajg sekwencjonowanie
fragmentow z dwdch réznych probek w
e jednym czasie (obniza koszty)




Przygotowanie biblioteki

Krok 1: Izolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA
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Krok 4: Ligacja adaptoréw
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Przygotowanie biblioteki

Krok 1: I1zolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA
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Krok 5: Amplifikacja (PCR)
Krok 4: Ligacja adaptoréow

Tylko fragmenty z
e ———— adaptorami
ﬁ e ——

— Ulegaja
— amplifikacji



Przygotowanie biblioteki

Krok 1: I1zolacja RNA Krok 2: Fragmentacja RNA Krok 3: Synteza cDNA
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Krok 5: Amplifikacja (PCR) Krok 6: QC

Krok 4: Ligacja adaptoréw

1. Weryfikacja stezenia

3 biblioteki
—_— — — 2. Weryfikacja dtugosci
fragmentow w
bibliotece




Sekwencjonowanie biblioteki

Jak dziata NGS
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Wyobrazmy sobie fragment
DNA, ktory chcemy
sekwencjonowac

W sekwenatorze ten fragment
jest umieszczany pionowo



Wiasciwie to jest 400 miliondw fragmentow
w kwadracie (grid)
Ten kwadrat nosi nazwe ,,flow cel
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Urzgdzenie posiada fluorescencyjne sondy, kazdy kolor sondy
odpowiada jednemu nukleotydowi
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Sady przyfaczajg sie
do pierwszego
nukleotydu w kazdej
sekwencji




Urzadzenia robi zdjecie,
ktére wyglada miej
wiecej tak (zdjecie
robione jest ,z gory”

G T
C - 4 T
A ? (C; C
G T T A
C : . G
A @c c@ A
0 G



Urzadzenia robi zdjecie,
ktére wyglada miej
wiecej tak (zdjecie
robione jest ,z gory”
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o  JORRRR—Y
maszynie, ze pierwszy —
nukleotyd w lewym
rogu ma kolor , A”




Urzadzenia robi zdjecie,
ktére wyglada miej
wiecej tak (zdjecie
robione jest ,z gory”

To jest,,G” itd.
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Urzadzenia robi zdjecie,
ktére wyglada miej
wiecej tak (zdjecie
robione jest ,z gory”

To jest,G”
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Urzadzenia robi zdjecie,
ktére wyglada miej
wiecej tak (zdjecie
robione jest ,z gory”

Ate to,C”
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Maszyna wymywa barwnik
fluorescencyjny z sondy
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Nastepnie kolejna partia sad jest wigzana
do kolejnego nukleotydu
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Maszyna robi kolejne zdjecie i
okresla typ nukleotyduw
kazdym fragmencie
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Maszyna robi kolejne zdjecie i
okresla typ nukleotyduw
kazdym fragmencie
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Maszyna robi kolejne zdjecie i
okresla typ nukleotyduw
kazdym fragmencie
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Maszyna robi kolejne zdjecie i
okresla typ nukleotyduw
kazdym fragmencie
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Maszyna robi kolejne zdjecie i
okresla typ nukleotyduw
kazdym fragmencie
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Maszyna wymywa barwnik fluorescencyjnyz
sondy, proces powtarza sie
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W przypadku 400 milionow fragmentéw
DNA analizowanych jednoczesnie obraz
jest bardzo ,,gesty”

Zdarza sie, ze
sonda nie swieci
tak intensywnie
jak powinna

QS (Quality Scores) ktory jest wynikiem
odczytu razem z nukleotydem jest
liczbowa reprezentacjg pewnosci, ze
maszyna prawidfowo odczytata
nukleotyd w tym miejscu
sekwencjonowanego fragmentu (kazdy
nukleotyd w kazdym fragmencie ma
swoj QS



Taki efekt nazywamy
,Jlow diversity”. W
takich obszarach
obraz staje sie
rozmyty i
identyfikacja
poszczegdlnych
(pojedynczych)
fragmentow staje sie
trudniejsza

Duza liczba fragmentow z
tym samym kolorem w
jednym fragmencie ,flow

/ cell” moze skutkowad
niskg wartoscig QS

Efekt ,low diversity” jest szczegdlnie
problematycznyw przypadku
sekwencjonowania kilku pierwszych
nukleotyddw, kiedy maszyna ustalaw
ktérych punktach kwadratu fragmenty
DNA s3 umiejscowione



Surowe dane - FASTQ

@NS500177:196:HFTTTAFXX:1:11101:10916:1458 2:N:0:CGCGGCTG
ACACGACGATGAGGTGACAGTCACGGAGGATAAGATCAATGCCCTCATTAAAGCAGCCGGTGTAA

+
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Kazdy odczyt sktada sie z 4 linijek
Kazda linijka zawiera inne informacje



FASTQ

1. @ unikalne ID sekwencji
2. Sekwencja nukleotydow
3. +7

4. QS dla kazdego odczytanego nukleotydu



* 1 standardowy eksperyment
sekwencjonowania z 400 milionami

fragmentéw DNA wygeneruje 1,6 biliarda
linijek danych



Analiza surowych danych

 Filtracja danych

* Przyrdwnanie/ztorzenie (aligment) odczytéw
wysokiej jakosci do genomu

 Zliczenie liczby odczytow (reads)
przypadajgcych dla kazdego genu



Filtracja danych

* Odczyty o niskiej wartosci okreslenia
sekwencji (niskie prawdopodobienstwo)

e Artefakty zwigzane z chemig wykorzystywang

w sekwencjonowaniu
Fragment cDNA
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Plus adaptery



