RNA-seq — Analiza danych



Alaingt odczytéw do genomu
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gattacataccagga...
—
gattac attaca ttacat - .
Dzielimy sekwencje
tacata acatac catacc genomu na krétkie
atacca taccag accagg fragmenty
ccagga cagga... o
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gattacataccagga...

gattac attaca ttacat
tacata acatac catacc

atacca taccag accagg
ccagga Ccagga...

v

Tworzymy index dla kazdego fragmentu z

informacja o jego lokalizacji w genomie
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Odczyt

sekwencji ¢

gattacataccagga... ACACGACGATGAG. ..

gattac attaca ttacat
tacata acatac catacc
atacca taccag accagg
ccagga cagga...

v

Tworzymy index dla kazdego fragmentu z

informacja o jego lokalizacji w genomie




sekwencji ¢

i -
Odczyt

ACACGACGATGAG. ..

v

gattac attaca ttacat Dzielimy sekwencje ACACGA CGACGA

tacata acatac catacc odczytu na krétkie CACGAC GACGAT
atacca taccag accagg fragmenty ACGACG ACGATG

ccagga cagga...

v

gattacataccagga...

Tworzymy index dla kazdego fragmentu z

informacja o jego lokalizacji w genomie




Odczyt

sekwencji ¢
gattacataccagga... ACACGACGATGAG. ..
gattac attaca ttacat ACACGA CGACGA
tacata acatac catacc CACGAC GACGAT

atacca taccag accagg ACGACG ACGATG

ccagga cagga... /

Dopasowujemy fragmenty
odczytéw do fragmentow

Tworzymy index dla kazdego fragmentu z

informacja o jego lokalizacji w genomie genomu




sekwencji ¢

ACACGACGATGAG...

gattacataccagga...
gattac attaca ttacat ACACGA CGACGA
tacata acatac catacc CACGAC GACGAT
atacca taccag accagg ACGACG ACGATG

ccagga cagga...
¢ Fragmenty genomu, ktdre

zostang dopasowane do
Tworzymy index dla kazdego fragmentu z 3 8 8 n/ fragmentow odc?ytu.
pozwolg na lokalizacje
odczytdw w genomie
(przypisanie do
konkretnych gendw)

informacjg o jego lokalizacji w genomie
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Odczyt

sekwencji ¢

ACACGACGATGAG. ..

gattacataccagga...
gattac attaca ttacat ACACGA CGACGA
tacata acatac catacc CACGAC GACGAT

atacca taccag accagg ACGACG ACGATG

ccagga cagga...
Ale dlaczego dzielimy sekwencje na krotkie odcinki?

Takie podejscie pozwala nam na dopasowanie odczytdw nawet jezeli ich
sekwencja nie pokrywa sie w 100% z sekwencjg genomu
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gattacataccagga...

gattac
tacata
atacca
ccagga

attaca ttacat
acatac catacc
taccag accagg
cagga...

OdCZVt —————
sekwencji

GACGATGAG ...

ACACGA CGACGA
CACGAC GACGAT
ACGACG ACGATG

Wyobrazmy sobie, ze ten nukleotyd nie
pasuje do genomu referencyjnego
(mutacja)



Wiaz

gattacataccagga...

gattac
tacata
atacca
ccagga

attaca ttacat
acatac catacc
taccag accagg
cagga...

OdCZYt o —

v

ACACGACGATGAG. ..

XCCAC  GACGAT
/ ACGACG ACGATG

W takim wypadku ten fragment nie zostanie
dopasowany do zadnego indexu, ale pozostate
fragmenty odczytu zostang dopasowane i
bedziemy w stanie wywnioskowac z jakiego
fragmentu genomu pochodzi odczyt

sekwencji



Zliczenie odczytéow

e Jezeli znamy pozycje odczytu w genomie
mozemy go przyporzadkowac do konkretnego
genu

e Zliczamy odczyty uzyskane dla kazdego genu



Out[s]:

#REFI"CDFI REFI"CDFI Start Stonl Strand Genell Lacus Locus L_Protein nraduct |l anath Brotein name |
ame | Accession tag |
Un MW _018745756.1| 1541410 | 1552853 - 110653968 | LOC110653968 XP_021665476.1 | 1717 cellulo;e synthgse A
- - catalytic subunit 1
o TV UTG/a0003. 1| 840147 |ood233 |- TG00/ 06 | LOL TTUGo0 7 96 AP UZT600000.1 | TUeZ ; )
- - catalytic subunit 3
un NW_018745803.1| 845616 |852163 |- 110656797 | LOC110656797 XP_021669455.1 | 1082 CE‘IIUIO.SE S}'I‘III‘IT:!SE A
- - catalytic subunit 3
Un MW _018745803.1| 845516 | 852163 |- 110656797 | LOC110656737 XP_021669456.1 | 1082 Ce”um_se synthgse A
- - catalytic subunit 3
un NW_018745803.1| 845616 |851763 |- 110656797 | LOC110656797 XP_021669454.1 | 1081 Ce”u'o.se synthgse A
- - catalytic subunit 3
Un NW_018745803 1| 858009 |864233 |- 110656796 | LOC110656796 XP_021669452.1| 1082 | CSIUI0Se synthase A

catalytic subunit 3




Geneid

LOC109343272
LOC109343320
LOC109343262
LOC109343339
LOC109343296
LOC109343328
LOC109343288
LOC109343349
LOC109343304
LOC109343312
LOC109343390

bam/flower.bam bam/stem.bam bam/leaf.bam
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Jezeli zliczymy odczyty otrzymamy takg tabele

189

[
wo

D R DN kDD D

156

410

[
o = T e T e e B [ R e R

[
)



Geneid

LOC109343272
LOC109343320
LOC109343262
LOC109343339
LOC109343296
LOC109343328
LOC109343288
LOC109343349
LOC109343304
LOC109343312
LOC109343390

l

Dla organizmu, ktory posiada 30+
tysiecy genow, tabela bedzie miata 30+
tysiecy wierszy. Organizmy wyzsze
(ssaki rosliny) majg 20-60 tys. gendow
(roslinny maja przewaznie wiecej

bam/flower.bam bam/stem.bam bam/leaf.bam
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Geneid

LOC109343272
LOC109343320
LOC109343262
LOC109343339
LOC109343296
LOC109343328
LOC109343288
LOC109343349
LOC109343304
LOC109343312
LOC109343390

bam/flower.bam bam/stem.bam bam/leaf.bam
41 189 410

9 19 14

0 0 0

0 0 0

4 0 0

94 2 0
35 3 0

1] 0 0

1] 2 0

4 1] 1]
1449 156 17

I

Pozostate kolumny zawierajg liczby odczytéw
dla prébek, ktore byty sekwencjonowane



Geneid bam/flower.bam bam/stem.bam bam/leaf.bam
LOC109343272 41 159 410
LOC109343320 9 19 14
LOC109343262 0 0 0
LOC109343339 0 0 0
LOC109343296 a4 0 0
LOC109343328 94 2 0
LOC109343288 35 2 0
LOC109343349 0 0 0
LOC109343304 0 2 0
LOC109343312 4 0 0
LOC109343390 1449 186 17




Geneid
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LOC109343320
LOC109343262
LOC109343339
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LOC109343328
LOC109343288
LOC109343349
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Ostatnig rzeczg do wykonania przed analizg statystyczng jest normalizacja danych

Normalizacja musi zosta¢ wykonana poniewaz kazda prébka ma inng liczbe
odczytow. Moze to by¢ zwigzane z iloscig dorzuconych danych w czasie filtrowania
(niektdre probki mogg posiadaé wiecej odczytdw z niskim QS) oraz iloscig

fragmentow DNA zligowanych do , flow cel

fragmentdéw od innych prébek.

III

. Niektdre prébki mogg zawiera¢ wiecej



Sample #1 Sample #2

Gene 635 reads 1,270 reads
A1BG 60
A1BG-AS1 24 48
A1CF 0 0
A2M 563 1126
A2M-AS1 5 10
A2ML1 13 26

Probka 1 ma 635 odczytow




Gene
A1BG
A1BG-AS1
Al1CF

A2M
AZ2M-AS1
A2ML1

Sample #1 Sample #2

635 reads 1,270 reads
30

24 48

0 0

563 1126

5 10

13 26

Probka 2 ma 1270 odczytow,
2x wiecej od probki 1



Gene
A1BG
A1BG-AS1
Al1CF

AZM
AZ2M-AS1
AZML1

Sample #1
635 reads

30
24
0
563
D
13

Sample #2
1,270 reads

60
48
0
1126
10
26

Nie oznacza to, ze wszystkie geny w probce 2 miaty 2x wyzszg ekspresje niz w
probce. Oznacza to natomiast, ze odczyty z probki 2 miaty wyzszy QS i wieksza
ich liczba przeszta wstepne filtrowanie danych oraz/lub ze na ,flow cell” prébki
2 znajdowato sie wiecej fragmentéw DNA niz na ,,flow cell” probki 1




Sample #1 Sample #2
Gene 635 reads
A1BRG 30
ATBG-AST 24
— Al Ch o )
y WA\ 563 126
[ ADM_NCT 5 10
A2ML1 13 26




Gene
A1BG
A1BG-AS1
AI1CF

AZM
AZ2M-AS1
AZML1

Sample #1
635 reads

30
24
0
563
D
13

Sample #2
1,270 reads

60
48

0
1126
10
26

W zwigzku z tym musimy musimy powigzac ilos¢ odczytow uzyskang dla kazdego
genu z 0golng liczbg odczytdw uzyskanych dla danej prébki (biblioteki)

Najprostszym rozwigzaniem bytoby podzielenie liczby oczytéow dla kazdego genu

przez fgczng liczbe odczytow dla préobki (biblioteki)

Takie podejscie ma jednak wiele wad i w praktyce stosuje sie bardziej
wyrafinowane metody normalizacji bibliotek




Metody normalizacji

 RPKM (Reads per Kilobase Milion)
 FPKM (Fragments per Kilobase Milion)

e TPM (Transcripts per Milion)



Metody normalizacji

e Stosowane do normalizacji (zniwelowania
roznic w):
— ,Gtebokosci sekwencjonowania — ogdlna liczba
odczytow (czes¢ Milion)

* Bardziej gtebokie sekwencjonowanie (wiecej
fragmentow na ,,flow cell”) bedzie generowato wiecej
odczytow

— Dtugosci poszczegodlnych genow (czesc¢ Kilobase)
» Diuzsze geny bedg miaty wiecej odczytow












Normalizacja RPKM — krok 1
normalizacja wzgledem wielkosci

biblioteki
A (2 kpz) 10 12

C(1kpz) 5 8

30
B (4kpz) 20 25 60
15

0 0 1




Normalizacja RPKM — krok 1

normalizacja wzgledem wielkosci
biblioteki
Gen  Powl Pow2 Pow3

A (2 kpz) 10 12 30
B (4kpz) 20 25 60
C {1 kpz) 3 B 15
D (10kpz) 0 0 1

Dla celéw tego przyktadu policzymy dziesigtki odczytow, ale w jednostce RPKM liczymy
miliony odczytéw
Dla jednostki RPKM zostat wybrany przelicznik milion, aby liczby ,,dobrze wyglgdaty”



Normalizacja RPKM — krok 1

normalizacja wzgledem wielkosci
biblioteki
Gen  Powl Pow2 Pow3

A (2 kpz) 10 12 30
B (4kpz) 20 25 60
C {1 kpz) 3 B 15
D (10kpz) 0 0 1

Otrzymalismy ,,per Milion” przelicznik dla kazdego
powtdrzenia



Normalizacja RPKM — krok 1

normalizacja wzgledem wielkosci
biblioteki
Gen  Powl Pow2 Pow3

A (2 kpz) 10 12 30
B (4kpz) 20 25 60
C {1 kpz) 3 B 15
D (10kpz) 0 0 1

A (2 kpz) 2,86 2,67 2,83
B (4kpz) 5,71 5,56 5,66
C (1kpz) 1,43 1,78 1,42

D (10kpz) 0,00 0,00 0,09



Normalizacja RPKM — krok 2
normalizacja wzgledem dtugosci genu

A (2 kpz) 2,86 2,67 2,83
B (4kpz) 5,71 5,56 5,66
C (1kpz) 1,43 1,78 1,42
D (10kpz) 0,00 0,00 0,09
Gen  Pow 1RPKM Pow 2RPKM Pow 3 RPKM
A (2 kpz) 1,43 1,33 1,42
B (4kpz) 1,43 1,39 1,42
C (1 kpz) 1,43 1,78 1,42

D (10kpz) 0,00 0,00 0,01



Przed

Po

Podsumowanie - RPKM

Normalizacja:
1) Wzgledem wielkosci biblioteki
2) Wzgledem dtugosci genu

A (2 kpz) 1,43 1,33 1,42
B (4kpz) 1,43 1,39 1,42
C (1 kpz) 1,43 1,78 1,42

D (10kpz) 0,00 0,00 0,01



RPKM i FPKM — dwie podobne
jednostki

* RPKM —stosowany dla sekwencjonowania ,single
end RNAseq”

— Jeden odczyt odpowiada jednemu fragmentowi DNA

e FPKM — stosowany dla sekwencjonowania , pair end
RNAseq”

— Dwa odczyty dla jednego fragmentu DNA (ale nie zawsze
czasem dla jednego fragmentu mamy 1 odczyt — problem z

Qs)
— FPKM bierze pod uwage fragmentu i zapobiega

podwaodjnemu zliczeniu odczytow pochodzgcych z tego
samego fragmentu



TPM (Transcript per Milion)



Normalizacja TPM — krok 1
normalizacja wzgledem dtugosci genu

Gen  Powl  Pow2  Pow3
A (2 kpz) 10 12 30
B (4kpz) 20 25 60
C {1 kpz) 5 8 15
D (10kpz) 0 0 1
Gen  Pow1RPK Pow2RPK Pow3RPK
A (2 kpz) 5 6 15
B (4kpz) 5 6,25 15
C {1 kpz) 5 8 15
D (10kpz) 0 0 0,1



Normalizacja TPM — krok 2

normalizacja wzgledem wielkosci
biblioteki

A (2 kpz) 5 6 15

B (4kpz) 5 6,25 15

C ({1 kpz) 5 8 15
0

Standardowo dzielimy przez milion, ale w narzym
przyktadzie ponownie podzielimy przez 10



Normalizacja TPM — krok 2

normalizacja wzgledem wielkosci
biblioteki

A (2 kpz) 3,33 2,96 3,33
B (4kpz) 3,33 3,09 3,33
C (1 kpz) 3,33 3,95 3,33

D (10kpz) 0,00 0,00 0,02



RPKM vs TPM
Gen  Pow1RPKM Pow 2RPKM Pow 3 RPKM

RPKM A (2 kpz) 1,43 1,33 1,42
B (4kpz) 1,43 1,39 1,42
C (1 kpz) 1,43 1,78 1,42
D (10kpz) 0,00 0,00 0,01

TPM A (2 kpz) 3,33 2,96 3,33
B (4kpz) 3,33 3,09 3,33
C (1kpz) 3,33 3,95 3,33

D (10kpz) 0,00 0,00 0,02



RPKM vs TPM

A (2 kpz) 1,43 1,33 1,42
B (4kpz) 1,43 1,39 1,42
€ (1 kpz) 1,43 1,78 1,42
D (10kpz) 0,00 0,00 0,01

A (2 kp2) 3,33 2,96 3,33
B (4kpz) 3,33 3,09 3,33
C (1 kpz) 3,33 3,95 3,33
D (10kpz) 0,00 0,00 0,02



RPKM vs TPM

Pow 1TPM Pow 2 TPM Pow 3TPM

WA R2kpe) BE{dkpz) BC{lkpz] BD{10&pz) BAZkpz] WE({dkpz) BC{1kpz] BD{10%pz) WA kpe) BE{dkpz) BCY1kpe) BD{10kpz)

0% 0% 0%

C (1 kpz) 3,33 3,85 3,33

D [10kpz) 0,00 0,00 0,02




RPKM vs TPM

A (2 kpz) 1,43 1,33 1,42

B [4kpz) 1,43 1,32 1,42

C (1 kpz) 1,43 1,78 1,42

W przypadku RPKM B (10kpz) 0,00 0,00 0,01
trudniej jest okresli¢
proporcje wszystkich

odczytéw poniewaz dla
kazdej prébki suma
odczytéw jest inna
1,43 okresla inng
proporcje w kazdej
probce (bo suma
odczytow w kazdej
probce jest inna)

Powl



TPM

* TPS jest wykorzystywane poniewaz pozwala na
tatwe okreslenie jaka proporcja wszystkich
odczytow mapuje sie do konkretnego genu (w
kazdej probce)

* Poniewaz RNAseq opiera sie ha porownaniu
wzglednej poporcji odczytow, ta miara wydaje
sie by¢ najbardziej odpowiednia



