N\GIS 4 zor
GEIVE D e

Fy

P(; ‘?‘OA kﬁb &
ayotGaole
O ST GRS

BSOS R

Y
NCERC
i GIQ-"EQ'TE

Nagy ateresztokepességu
(high-throughput) modszerek

Ari Eszter

ELTE, Genetikal Tsz.
arieszter@gmail.com
genetics.elte.hu
username: genetika2017
password: genetika2017


mailto:arieszter@gmail.com

« Genomika

- Genomok, projektek
- Felhasznalasi tertiletek

— Genom szekvenalas

e de novo szekvenalas
* Ujraszekvenalas

* Transzkriptomika

- Felhasznalasi teruletek
- A microarray technologia

- RNA-Seq adatok el6allitasa es
elemzese

- Expresszios kilbénbségek vizsgalata




» Genom: Egy szervezet teljes 6rokitd informacioja
- DNS kodolja (egyes virusokban RNS)
- gének és a nem kodolo szekvenciak
» A genommal foglalkoz6 tudomanyag a genomika,
- eltér a genetikatol, hiszen az utébbi altalaban egy adott gén funkcioit vizsgalja.
* A genomika
- a genomot,
- a genek es a nem kodolo6 régiok kdlcsbnhatasait,
- a genomok szerkezetét,
- a genek elhelyezkedését es
— az egyes elolények genomja kozotti ktlonbsegeket vizsgald multidiszciplinaris
tudomany.
» Az élolenyek genomjaban rejl6 informacidkat a bioinformatika
segitségevel dolgozza fel.
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« GOLD, Genomes online database: https://gold.jgi.doe.gov/

Complete Genome Projects
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» Genetika

- pl: gének helye, kérnyezete, szabalyozasa; rekombinacids hot-spotok feltarasa
» Populaciogenetika

- pl: a populacié multjanak feltatsa SNP-k segitségével
 Evoluciogenetika

- pl: szelekcio alatt allé genomrészek felterképezése; filogenetika
» Paleantologia
» Orvostudmany

- diagnosztika

- egyénre szabott terapia, pl: génterapia
» Gyogyaszat:

- pl. rakkutatas
» Gyogyszerfejlesztés
» Mez6gazdasag (GMO)
» Kdrnyezetvédelem

« Elelmiszeripar
* Kriminalisztika, igazsagugy






* A genomok szekvenaldsahoz tbbbféle
stratégia hasznalhato:

— a mult:

 Klon alapu, hierarchikus szekvenalas (BAC
konyvtarakkal)

« Whole genom shutgun (“genom-robbantas”) alapu
szekvenalas

- a jelen:
 Massively paralell Next Generation Sequencing (NGS)



1) DNS kivonas

2) Konyvtar készités:
1) Fragmentalas
2) Amplifikalas

3) Fragmentek egyik vagy mindkét vegenek
szekvenalasa, parhuzamosan — readek

4) Bioinfo...
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 Nagymértékben parhuzamositott, sok mintat szekvenalnak egyszerre,
nagy ateresztéképességii madszerek, ,,high throughput” - gyors, olcso

* Whole genome shoutgun, a darabok elejének (single end sequencing), vagy
az elejének és végenek (paired end seq.) nt sorrendjét olvassak le.

 Parhuzamosan akar 1 milliot DNS darab szekvenalasa!
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Multiple Copies of a Genome

High Coverage Low Coverage

Consensus Sequence
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 Lehet szal-specifikus (forward, reverse)

 Eljarasok (nem a Sanger-féle szekvenalason alapulnak):

- lllumina (Solexa) sequencing
- SOLID sequencing

- lon Torrent sequencing

- Pyrosequencing (454)

- PacBio

— Oxford nanopore ...

» a readek hossza: 50-700 nt (egyféle eljarasban egyféle hossz) -
révidebb, mint a Sanger

* egy nap alatt milliés nagysagrendi read olvashato le
- koltség: ~1 % - 5 cent/ 1.000.000 nt

» A szekvenalas gyors (human genom egy nap alatt), de az assembly
bonyolult €és nagyon szamitasigenyes .



Cost per Raw Megabase of DNA Sequence
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lllumina HiSeq MinlON
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Video
https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E
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https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E

1. MinOség ellenorzes

2. Trimming: a rossz mindsegl readek, vagy read
részletek kiszurése

3.a) Uj genom: de novo assembly
3.b) Ismert genom: mapping

4. A genetikal valtozatossag feltarasa: statisztikal
elemzés

17



1. MinOség ellenorzes

2. Trimming: a rossz mindsegl readek, vagy read
részletek kiszurése

3.a) Uj genom: de novo assembly
3.b) Ismert genom: mapping

4. A genetikal valtozatossag feltarasa: statisztikal
elemzeés
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» a szekvenalas eredmenye: pl. fastQ file
- min0seg ellendrzés - quality checking (pl: FastQC)
- trimming: a rossz min6ségu readek, vagy read

részletek kisz(irése

@HWUSI-EAS1789_0001:3:2:1708:130540/1 name
CCTTCNCACTTCGTTTCCCACTTAGCGATAATTTG <o
+HWUSI-EAS1789_0001:3:2:1708: 1305#0/1 sequence read
VWULVBVYVYZZXZZ\ee[arb  [a\a[\\aAAA\ < qu alities

@HWUSI-EAS1789_0001:3:2:20062:1304#0/1
TTTTTNCAGAGTTTTTTCTTGAACTGGAAATTTTT
+HWUSI-EAS1789_0001:3:2:2062:1304#0/1 .

a__[\Bbbb  edecefd cc'b]bffff FFFFff paired-end reads
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1. Min0ség ellendrzeés

2. Trimming: a rossz mindsegl readek, vagy read
reszletek kiszUurése

3.a) Uj genom: de novo assembly
3.b) Ismert genom: mapping

4. A genetikal valtozatossag feltarasa: statisztikal
elemzeés
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» A read-ek alapjan az egész genom dsszedllitasa

— az eukariotak kozil eloszor a muslica genomijat fejtették meg kizarolag ezzel a
modszerrel

- Human genom: 2-3 milliard(!) read (100X-os lefedettséq)
« A moho (gready) algoritmus:

1. Minden lehetséges read paronkénti illesztése - szekvencia egyezés alapjan
2. A 2 legjobban atfeds readek kivalasztasa és dsszevonasa (merge)
3. A 2. Iépes ismetlese, amig a readek el nem fogynak

» Assembler szoftverek: ABySS, Celera WGA, Edna, Euler, MIRA, Newbler,
SOAPdenovo, ...

* Probléma: egy Ujonnan megszekvenalt genomnal nem tudjuk ellendrizni,
hogy helyes-e az assemly

- okok lehetnek:

» ismétl6do szakaszokat tartalmazd régiok - az innen szarmazo readek kizarasa

* rossz helyre és/vagy orinentacioban beillesztett readek .



ATTGTGCTAGTCGTAGCTAGCT

NENERRARENREREN
TAGTCGTAGCTAGCTGTCAA

TGATGATGCTCTAAGATCTCAT
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Consensus:

Read O:

Read 1:

Read 2:

Read 3:

Read 4:

10 11 12 13 14 15 1& 17 18 189

A _ A G C A A & c G

A _ A

A _ & G C

A A & GG C A & A& c G
A A c G
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* Biologiai informacio rendelése a genom szekvenciahoz
- Geének, egyeb funkcioval bird helyek megtalalasa a genomban
e Strukturalis annotacio:

- ORF-ek beazonositasa

- gén struktura (UTF, exon, intron...)

- promoter szakaszok megtalalasa: k6zds motivumok alapjan
* Funkcionalis annotacio:

- bioldgiai funkcio, pl: BLAST keresés

- expresszios adatok

- regulacios halozatok ...
» Annotacios projektek:

- ENCyclopedia Of DNA Elements (ENCODE), Entrez Gene, Ensembl, GENCODE,
Gene Ontology Consortium, GeneRIF, Uniprot, Vertebrate and Genome
Annotation Project (Vega)
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1. Min0ség ellendrzeés

2. Trimming: a rossz mindsegl readek, vagy read
reszletek kiszUurése

3.a) Uj genom: de novo assembly
3.b) Ismert genom: mapping

4. A genetikal valtozatossag feltarasa: statisztikal
elemzeés
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Genoma of individual re-sequenced

by aligning short reads agains! the : . : -
reference genome | ACCTTAGATCACCACAGART — — TGCAGCTGCTAGCTGTTAGACA

reference genome sequence
ATACCGOGGOGAC CT TAGATCACTACAGARTARAATATTATTAGACCCAGTAGC TGCAGCTGCTAGCTGT TAGACA

Individual is Individual is
homozygous T al this heterozygous at this
AT polymorphism. GiA polymorphism.

27



o LetezO referencia-genomhoz illesztjik a readeket

- kisebb - de még mindig jelent0s - szamitasigény
* genom variabilitas

- viszont néhany variacio rejtve maradhat (pl.
kromoszoma atrendezodesek)

- az illesztéeshez hasznalt genom szekvenciaban is
lehetnek hibak, hianyossagok

 Cel lehet pl. a genetikail valtozatossag feltarasa

o [lleszto (mapping) szoftverek: BWA (Burrow's Wheeler
Transform Algorithm), Bowtie, GSNAP, SOAP2, ...

28



1. Min0ség ellendrzeés

2. Trimming: a rossz mindsegl readek, vagy read
reszletek kiszUurése

3.a) Uj genom: de novo assembly
3.b) Ismert genom: mapping

4. A genetikal valtozatossag feltarasa: statisztikal
elemzés
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» 2 egyed genomja sokfélekeppen kilonb6zhet: SNPK,
iIn/del-ek, kopia szam kildnbségek, kromoszéma
atrendezo6dések

- ezek kozul barmelyek feleldések lehetnek egy adott fenotipus
vagy betegseég kialakulasaért

« SNP analizis / GWAS: genome-wide association
study / Genetikus asszociacio kutatas

- kapcsolat keresese egy tulajdonsag (trait) és az egyedek
genom-variabilitasa kdzott

- tobbnyire SNP kllonbségeken alapszik — allélfrekvenciak
feltarasa

- a tulajdonsag lehet egy betegség vagy pl. az egyedek

meérete, hoturése, szemszine, etc. 0



* A genetikal
valtozatossag
feltarasa

« SNP analizis

« GWAS: genome-
wide association
study,

Genetikus
asszociacio kutatas

Cases Controls

Register study

'

Collect saliva and blood for
DNA extraction

'

GWAS and sequencing



* Ahhoz, hogy statisztikai tesztelést
vegezziunk megfeleld mennyisegu
mintara van szuksegunk

- replikatok: azonos “kezelést” kapott mintak

- vizsgalattol fliggoen 2-3-100 replikat / kezelés
szukseges

32



* Transzkriptom:

- a genomrol atirodé RNS-ek dsszessége

- (Egyik) kulcs a DNS - fenotipus kapcsolatanak megfejteseben
* RNS tipusok:

- MRNS, rRNS, tRNS

- Poszt traszkripciés modositas: small nuclear snRNS, small nucleolar
SNoRNS, ...

- RNS regulalas: micro miRNS, piwi-interacting piRNS, small
Interfering siRNS

* Transzkriptomika
- A génexpresszio vizsgalata

— A transzkripcios kllonbségek feltarasa
33



 Alapfelteves: az mRNS-szint jellemzi az adott gén expresszios
szintjét és az adott feherje mennyiseget is

A sejt, szOvet, egyed vagy populacio kilonboz6 allapotaiban (pl.
sejtciklus kilonbozo fazisai, ill. mas-mas kezelés) vehetiink mRNS-
mintat és megmeérhetjik az egyes gének expresszios szintjet.

« Osszehasonlithatjuk a kulonb6z6 sejtek, szovetek, egyedek,
populaciok genexpressziojat.

» EzekbOl kdvetkeztethetliink a mogottes bioldgiai folyamatokra

34




» Genetika
- gének midkodése, annak szabalyozasa
» Genomika
- gének helyenek pontos meghatarozasa
* Rendszerbiologia
- egyditt kifejez6d6 fehérjék halozatanak feltarasa
» Populaciogenetika

- kilonbozik-e két populacidé génexpresszioja?
 Orvostudomany

- diagnosztika

- gyogykezelési alapkutatas
» Gyogyszerfejlesztés




* Mit tudunk merni?
- RNS-ek szintje
- Feheérjék szintje
 Hogyan?
- Northen blot (1977)
- reverse-transcription RT-PCR (1992)
- Real-Time quantitative gRT-PCR

- high-throughput modszerek

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

36
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* Mennyiségi informaciot
ad a ,teljes”
transzkriptomrol egy
1x1 cm-s lemezen

- Egészséges vs. beteg
- Kezelt vs. kezeletlen

* Mely genek
expresszios szintje
ktlonbozik
szignifikansan?

Cancer Cells

MNormal Cells

RNA Isolation l
¥
“mRNA TmRNA
Reverse
Transcriptase
Labeling
v
| _cDNA_|

"Red Flourescent" Probes

"Green Fluorescent” Probes

Combine Targets ‘

Hybridize to
Microarray




» Oligo tipusu:

— 20-60 bp hosszu DNS
darabka a chipen

- Affimetrix - 1 minta, 1
szin

- Agilent - 2 minta, 2
szin

 tObb probe / DNS
szakasz — probe set

* tObb probeset /
MRNS

e mismatch control

labelled target (sample)
fixed probes

& 5
?

Ny
N W
N W
2

\ U

|
I

\/

different features

(e.g. bind different genes)

Fully complementary Partially complementary
strands bind strongly strands bind weakly
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Probe set = 11db reprezentacids
oligonukleotid /transzkriptum




e Bioinformatika

- Hattérkorrekcio

 Kivonni a zajt az adatokbol

» Segitenek a negativ kontrol probe-ok (nincsenek a
genomban)

- Normalas
* Probe-okat egymashoz viszonyitani
- Aggregalas

» A probe-okon mért szinteket dsszegezni probe
setekre, majd mMRNS szintekre

41



» Beteg vs. egészséges allapot
0sszehaonlitasa

» Hipotézismentes kutatas
* Fold change
o -teszt: P-érték

42



» Nagysagrendi expresszios szint valtozast lehet
merni vele

eqyik dllapot expr . szint dtlaga |
madsik dllapot expr. szint dtlaga

log, FC=log,

ea + - 2 (4x-es valtozas) mar nagynak szamit

* De itt csak az atlagokat hasonlitjuk 6ssze! Nem
statisztikal teszt.
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» 2 mintas t-préba

- HO: a két eloszlas varhato6
ertéke azonos
I
e —» honnan vannak eloszlasaink? | |
I
I

e — replikatok (t6bb mintank van
mindkét allapotbol)

- P-érték: annak a

s a control treatment
valoszinlsége, hogy a HO

group group
fennallasa esetén a véletlen mean mean

jatéka a HO-nak legalabb

annyira ellentmondd mintat

produkal, mint a ténylegesen

megfigyelt minta. 44




Sample Amplified cDNA

CACCCCGGGGATATATAGGAT

RNA cDNA fragments reads
— S~~~ v = CCTTCNCACTTCGTTTCCCAC
reverse - = T _
~——— transcripton —=~—= - = SEqQuUENCINg  TTTTTNCAGAGTTTTTTCTTG
+ PCR fragmentation _ == machine
——r ”W“—’W = GAACANTCCAACGCTTGGTGA
T w _ 2 = = GGAAANAAGACC CTGTTGAGC
— o~ - - =
—_ —_ X e = _ = CCCGGNGATCCGCTGGGACAA
— — - =R~
= = _ GCAGCATATTGATAGATAACT
— = - ‘-- = =
~— _ = =_ 4 = CTAGCTACGCGTACGCGATCG
—_— AT = .7 = CATCTAGCATCGCGTTGCGTT
f“'l-..-l""h"' — == :=
== S == =] CCCGCGCGCTTAGGCTACTCG
R =7 TCACACATCTCTAGCTAGCAT
— - = : =7
== = _ T CATGCTAGCTATGCCTATCTA
= - = =



 robusztussag, jol reprodukalhato

» érzekenyseg
» az MRNS-ek szintjének ,direkt” meérése (?)

» az atirodo RNS szekvenciakat is rekonstrualhatjuk
* minden transzkript mérese - meg az addig ismeretlenekeé is

o transzkripcids izoformak, transzkript variansok, szplicing
helyek megismerése

« SNP-k feltarasa

* olyan fajoknal is alkalmazhato, ahol még nem all
rendelkezésre genom szekvencia



* Az RNA-seq dragabb, mint a microarray

— Tobb bioinformatika és erosebb szamitdgépek kellenek az
adatfeldolgozashoz

» Ahhoz, hogy az ,6sszes” gén mukodesét lemérjuk nagy
lefedettség kell — dragabb vizsgalat

 Nem mutathatok ki a poszt-transzkripcidos modosulasok
* Sem a poszt-transzkripcios regulacido hatasai:

- Az mMRNS expresszié meg nem jelenti azt, hogy lesz belble
feherje

- A transzlacio szabalyozasa az mRNS atirédasa utan (pl: miRNS
gatlas)

* bizonyos RNA-Seq technikakkal a miRNS-ek is mérhetok
47



1. Szekvenalas — fastq file

2. Min0seg ellendrzeés, trimming: a rossz minoségu
readek, vagy read részletek kiszUrése

3a. De-novo transzkriptom assembly
3b. lllesztés a genom szekvenciahoz

4. EXpresszios szint szamolas (count): egy génhez
hany read(-par) illeszkedett?

5. DE analizis: normalizalas, statisztikal
dsszehasonlitas, az eredmenyek feldolgozasa
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1. Szekvenalas — fastq file

2. Min6ség ellendrzeés, trimming: a rossz mindségq
readek, vagy read részletek kiszUrése

3a. De-novo transzkriptom assembly
3b. lllesztés a genom szekvenciahoz

4. EXpresszios szint szamolas (count): egy génhez
hany read(-par) illeszkedett?

5. DE analizis: normalizalas, statisztikal
dsszehasonlitas, az eredmenyek feldolgozasa
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Exon 1 Exon 2 Exon 3
MRNA

genome
TopHat, GSNAP 50



1. Szekvenalas — fastq file

2. Min6ség ellendrzeés, trimming: a rossz mindségq
readek, vagy read részletek kiszUrése

3a. De-novo transzkriptom assembly
3b. lllesztés a genom szekvenciahoz

4. Expresszios szint szamolas (count): egy genhez
hany read(-par) illeszkedett?

5. DE analizis: normalizalas, statisztikal
dsszehasonlitas, az eredmenyek feldolgozasa
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Sample 1

Sample 2




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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1. Szekvenalas — fastq file

2. Min6ség ellendrzeés, trimming: a rossz mindségq
readek, vagy read részletek kiszUrése

3a. De-novo transzkriptom assembly
3b. lllesztés a genom szekvenciahoz

4. EXpresszios szint szamolas (count): egy génhez
hany read(-par) illeszkedett?

5. DE analizis: normalizalas, statisztikal
dsszehasonlitas, az eredmenyek feldolgozasa
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» Két csoport:

- Kérdés: Mely genek (izoformak, exonok...) expresszioja
kllonbozik szignifikAnsan a két csoport kdzott? — p-erték

- Azok expresszidja melyik iranyban valtozott? — Fold change
- pairwise DE analysis

Kezelés A Kezelés B

® - o
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* rengetegszer vegezzuk el ugyanazt a tesztet -
az 0sszes génre vagy a chip minden probe setjére

* ha p=0.05-nél hizzuk meg a hatart az azt jelenti,
hogy 5% eséllyel elfogadunk szignifikdnsan
klonb6zonek nem kulonbdz0 expressziot is (a ket
kezeles kdzott)

 —» False discovery rate (FDR) korrekcio az 0sszes
p-érték alapjan. - pl: Bonferroni vagy Benjamini-
Hochberg korrekcio
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* Gene Ontology - GO: hiip://geneontology.org

[ cellular_component | [ biological_process | [ molecular_function |

.
-
-l--l.--.---.-.--..--.--q. -
b L LT,
LT

et

..........

o
s
o
-

pigment metabolic process pigmentation during ‘ negative regulation of positive regulation of biological i
during pigmentation development : biological process process :
e g Y * :

&

[ pigment metabolic process ]

regulation of pigmentation
during development

during developmental

pigmentation

eye pigment precursor
transporn

]
tesssssssa="

_________
-------
g
-
-
-

-

negative rvegulatlnn of positive regulation of
pigmentation during pigmentation during
development development

_o—a. o

[nagatlva regulation of cuticle ] [ negative regulation of eye ] [pnsltlv& regulation of cuticle ] [ positive regulation of eye ]

pigmentation pigmentation pigmentation pigmentation
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http://geneontology.org/

www.biocomicals.com
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