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- A transzkriptomikardl altalaban

- Az RNA-seq modszer rovid
Ismertetése

» Gyakorlat:

- Readek illesztese a genomra
(read mapping)

- Readek szamlalasa (counting)

- Differencialtan expresszalodo
genek keresése



* Transcriptome, Transzkriptom:

- eqy fa] (sejt, szovet, szerv, egyed,
populacid) dsszes transzkriptuma

- meghatarozott idoben és kdrnyezetben a
genomrol atirodd RNS-ek 0sszessége

* Transzkriptomika
- A génexpresszio vizsgalata
— A transzkripcids kuldnbségek feltarasa
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 Alapfelteves: az mRNS-szint jellemzi az adott gén expresszios
szintjét és az adott fehérje mennyiseget is

- Ez nem minden esetben igaz (poszttranszkripcids szabalyozas)
- Az RNS szinteket olcsobb és egyszeriibb mérni, mint a proteomot

 Osszehasonlithatjuk a kulonb6zd, kulonboz6 allapott vagy
kilonbdzo kezelest kapott sejtek, szovetek, egyedek, populaciok
genjeinek expresszios szintjét.

» EzekbOl azutan kdvetkeztethetiink a mogaottes biologiai
folyamatokra




» Genetika

- gének midkodése, annak szabalyozasa
» Genomika

- gének helyének pontos meghatarozasa
* Rendszerbiologia

- egyditt kifejez6do fehérjék halozatanak feltarasa
» Populaciogenetika

- kilénbozik-e ket populacié géenexpresszioja?
» Orvostudomany

— diagnosztika

- gyogykezelesi alapkutatas
» Gyogyszerfejlesztes




* Mit tudunk merni?
- RNS-ek szintje
- Fehérjek szintje
 Hogyan?
— Northen blot (1977)
- Reverse-transcription RT-PCR (1992)

- Reverse-transcription quantitative gRT-PCR

- High-throughput mddszerek

 RNS Microarray vagy CHIP (1999)
« Szekvenalas - RNA-Seq (2008)
» Protein-array (Fehérje-csippek)




RNS izolalas, rRNS deplacié vagy mRNS-ek izolalasa (oligo-dT)
Hokezelés — fragmentacio (94°C)

cDNS szintézis, RT-PCR amplifikacio random primerekkel
Fragmentacio

A 3' vegek adenilalasa

I O

. Adapter ligalas (+ barcoding)
— szalspecifikus szekvenalas

7. PCR amplifikacié
8. Tisztitas
9. Ujgeneracids szekvenalas

Tobb ,read” / transzkript




Sample Amplified cDNA

CACCCCGGGGATATATAGGAT

RNA cDNA fragments reads
S — S~ = = CCTTCNCACTTCGTTTCCCAC
reverse - = T _
~——— transcripton —=~= - = SEQUENcINg  TTTTTNCAGAGTTTTTTCTTG
+ PCR fragmentation _ == machine
—~—r WW = GAACANTCCAACGCTTGGTGA
—— ﬁ;‘“‘" _ = = = GGAAANAAGACCCTGTTGAGC
— Y = =
—— —_ == =‘;:=_- _ = CCCGGNGATCCGCTGGGACAA
— — - =
= = _ GCAGCATATTGATAGATAACT
— = - ‘-- = =
~— _ = =_ 4 = CTAGCTACGCGTACGCGATCG
—_— —_AaAT—e——— = .7 CATCTAGCATCGCGTTGCGTT
f""l-...-l""h"' — = —_
== S == =] CCCGCGCGCTTAGGCTACTCG
= =T TCACACATCTCTAGCTAGCAT
— - = : =7
P = _ T CATGCTAGCTATGCCTATCTA
= - = =



« JOIl reprodukalhato, robusztus

« Erzékeny
* Az (M)RNS szintek ,direkt” erzekelese
- Nincs ,telitddés”, mint a microarrynél
» Az atirodo RNS-ek szekvenciaja is rekonstrualhato
* Minden transzkript, még a tudomanyra ujak is mérhetok
* [zoformak és splicing helyek feltarasa
- genom annotacio javitasa
 Polimorfizmusok (SNP-k) feltarasa
— allél-specifikus expresszio vizsgalata , l

 Olyan fajoknal is alkalmazhato, melyeknek U
nincs megszekvenalva a genomja



« Dragabb ($300 - $1000 / minta), mint a microarray ($100
- $200 / minta)

- Nagyobb szamitasi kapacitasu szamitogépeket igenyel az
adatok feldolgozasa

 Nem detektalja a poszt-transzkripcios modosulasokat

* Sem a poszt-transzkripcidos szabalyozasokat:

- az mRNS mennyisége nem egyenesen aranyos a fehérje
mennyiségeével

- szabalyozas: miRNA ...

» Torzitasok: a read-konyvtar merete,
fragment hossz, GC arany...

- — normalizacio



0. RNS izolalas, szekvenalads — fastq file

1. MinOseégellendrzés, trimming (a rossz min0ségu readek,
vagy read részletek kiszurese)

2. Read mapping a referencia genomhoz vagy de novo
assembly

Mappelés utani minéségellentrzés
3. Read counting

4. Kvantitativ analizis: az expresszids szintek
dsszehasonlitasa — Differencial expressziéo szamitas

5. Funkcionalis feldusulas (Functional enrichment)
vizsgalat: GO, utvonalak, TF-ok...

12



* read-ek: single- vagy paired-end, szal
specifikus vagy nem

» aread-ek illesztése a genom szekvenciahoz

ATTCGATGCTAGGTCGGATGCGTAGATGCATAGGCATGATGCATGGCAT

ATTCGATGCT ATAGGCATGA

TTCGATCCTA ATAGGCATGA

CGATGCTAGG TAGGCATGAT
CGATCCTAGG GCATGATGCT

GATGCTAGGT

13



Exon 1 Exon 2

MRNA
Exon 1 Exon 2 Exon 3

14



» Referencia genom: FASTA
Szoftverek: GSNAP, STAR, TopHat2, Rsubread, etc.

- genom indexelés

- mapping — szamitasigényes lehet
» Readek sz(irése

- llleszkedett, nem illeszkedett

- Egy helyre vagy tobb helyre illeszkedett

- A parja is illeszkedett-e, és ugyanarra a kromoszomara
» Readek sorba rendezése (sorting)

- genomi koordinata vagy read nev alapjan
15
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« Hany read (par) illeszkedett egy-egy génhez?
— count tablazat
» Genom annotacio a read szamlalashoz: GFF, GTF
- az exonok, genek és egyeb transzkriptok helyéet tartalmazza

16



ENSG00000127720
ENSG00000242018
ENSG00000224440
ENSG00000214453
ENSG000002377877

Fl
14
24
0
0
1

ENSGO0000051596 220

F2 F3
14 23
loe 11
0 0
0 0
0 0

F4
16
19
0
0
0

M1
32
21
0
0
0

M2
35
272
0
0
0
325 450 585 475 294 224

M3
10
13
0
0
1

711
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* Normalizalas: az esetlegesen
kilonb0z06 lefedettséggel
megszekvenalt transzkriptom
mintak “60sszehasonlithato
szintre hozasa”

- Ha az egyik csoport
expresszigjat 2x olyan
lefedettseggel (alapossaggal)

mertek, mint a masik csoportét
— ez normalizalas nélkdl
befolyasolna a végeredményt

18



« Két csoport:

- Kerdés: Mely gének (izoformak, exonok...) expresszidja
kllonbozik szignifikdnsan a két csoport kozott? — p-értek

- Azok expresszioja melyik irdnyban valtozott? — Fold change
— paros (pairwise) DE analysis

Kezelés A Kezelés B
O O

e - o
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» Génenkent megvizsgaljuk, hogy a replikatok altal kirajzolt 2 eloszlas
varhato ertéke azonos-e (HO)

- p-érték: Mekkora az eselye, hogy HO helyes?

- a p-értek egy valdszinlség: annak a valészinldsége, hogy a HO fennallasa
esetén a puszta véletlen folytan a HO-nak legalabb annyira ellentmondé mintéat
kapunk, mint a ténylegesen megfigyelt minta.

» Feltételek:

- normalis eloszlasu valtozok
- a szorasok ismeretlenek, és nem feltétlentl egyenlok

1
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* Take sampl
* Sequence

© Mark Robhinson

A

[ N

A adiditd

=2}
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Y. ~ Bionomialis(M, A)

-Y, areadek megfigyelt szama i gen esetén

-M areadek 6sszege a mintaban (konyvtar méret)
-\ azigen readjeinek relativ ardnya

22
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Technical replication versus biological

Independent DNA populations from
\ same experimental condition

replication

Sample 1

Sample 2

© Mark Robhinson



Variance

Te+4

1et+02

1e+00

Technical replicates

Biological replicates

1e+D6

Te-02

1 10 100 1000 10000

Mean

Data from Marioni et al. Genome Research 2008

Mean

mean=variance

Data from Parikh et al. (Poisson assumption)
Genome Biology 2010
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e A read countok eloszlasa nem normal

* Nagyobb a szorasuk, mint az atlaguk
* A Poisson eloszlasnal az atlag = variancia

* A negativ binomialis eloszlasnal a variancia
lehet nagyobb, mint az atlag

- A Poisson- és a negativ binomialis eloszlast akkor
hasznaljuk, ha a kérdés ,hany. . . ?”, .hanyszor. .. ?”,
de nem eloOre rogzitett szamu n megfigyeléshol.

25



* Nagysagrendi valtozas (nem
statisztika):

Egyik csoport countjainak dtlaga )

log 2 Madsik csoport countjainak dtlaga

- +2 v -2 (4*-es expresszios kulonbséq)
mar nagy logFC-nek minosul

26



* A p-érték korrekcioja a tbbbszords tesztelés
miatt (multiple testing correction):

- ugyanazt a mérest végezzik szimultan minden
genen - melyek egymastol nem fliggetlenek

- Bonferroni, Benjamini-Hochberg

e Ha a korrigalt p-érték alacsonyabb, mint 0.05
(5% valoszinlséggel fogadjuk el a helytelen
hipotézist) — az adott gen expresszidja
szignifikansan kulonbozik a kezelések kozott

27



Bioconductor

QOPEN 5OURCE SOFTWARE FOR BIOINFORMATICS

* Ingyenes, nyilt forraskodu és nyiltan fejlesztheto
orojekt

» http://bioconductor.org/

* TObb, mint 1000 R csomag:

- OMICS és mol. biol kutatasi adatok feldolgozasahoz. pl:

e genom annotaciok
e microarray, RNA-seq
» enrichment analizis


http://bioconductor.org/

e http://www.rna-segblog.com/

e http://rnaseq.uoregon.edu/

* Huber W et al. (2015) Orchestrating high-throughput genomic analysis
with Bioconductor. Nat Meth 12: 115

* De Wit P, et al. (2012) The simple fool’s guide to population genomics
via RNA-Seq: an introduction to high-throughput sequencing data
analysis. Mol Ecol Resour 12: 1058

» Malone JH & Oliver B (2011) Microarrays, deep sequencing and the
true measure of the transcriptome. BMC Biol 9: 34

e Oshlack A et al. (2010) From RNA-seq reads to differential expression
results. Genome Biol 11: 220

* Anders S et al. (2013) Count-based differential expression analysis of
RNA sequencing data using R and Bioconductor. Nat Protoc 8: 1765
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 Poikilotherm allatoknal er0sen eltérhet a gének kifejezodése
hideg és meleg kdrnyezetben

» Ezt génplaszticitasnak hivjak.
* A jelenseget Drosophila simulans populaciokon vizsgaltak
» 3-3 bioldgiai replikat populacio (rl r2 r3) génexpressziojat
merték le 15°C és 23°C-on
» A kérdés az volt, hogy mely genek expresszioja valtozik a
klls6 hdomérseklet hatasara és hogyan?
- szignifikans kulonbsegek
- up és down regulalt gének

« Szekvenalas: pooled, szal specifikus, paired-end, lllumina, a

readek hossza: 100
30
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Toy Example
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