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sekwencjonowanie transkryptomu

Zalety:

- metoda bezpośrednia – widzimy to co jest, a nie to o czym wiemy że jest

- metoda skalowalna – możemy dopasować do swoich potrzeb

- metoda adaptowalna – możliwe badanie różnych zjawisk poprzez odpowiednie 
przygotowanie biblioteki cDNA

Wady:

- wyższy koszt niż w przypadku mikromacierzy



profilowanie ekspresji genów



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq

Wang, Z et al. (2009) Nature Reviews Genetics 10:57-63



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
illumina Truseq

http://bitesizebio.com



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
illumina Truseq

Znaczenie dla analizy:

- możliwość występowania preferencji

w rozkładzie nukleotydów na początku

sekwencji (związane z losowymi starterami)

- metoda daje dobrą „losowość” 

fragmentacji - występowanie duplikatów

spowodowane jest z dużym prawdopodobieństwem reakcją PCR

- fragmentacja i selekcja odpowiedniej długości insertów powoduje prawie całkowity 

brak 3’ adaptorów

- utrata informacji o nici z której pochodzi transkrypt – podczas zliczania odczytów 

należy uwzględnić obie nici



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
illumina Truseq

Zalety:

- Minimalna ilość manipulacji próbką przed amplifikacją

- Wysoka dokładność w oznaczaniu poziomu ekspresji genów

- Wysoka jakość biblioteki

- Wysoka dokładność w identyfikacji SNP

Wady:

- Utrata informacji o nici z której pochodzą transkrypty

Zastosowanie:

- Badanie poziomu ekspresji GENÓW

- Badanie aktywności transkrypcyjnej genomu

- Badanie polimorfizmu nukleotydowego na poziomie transkryptomu



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
wprowadzenie adaptorów

Levin, JZ et al. (2010) Nat. Protcols 9:709

ligacja adaptorów do RNA SMART losowe primery z adaptorami



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
wprowadzenie adaptorów

Znaczenie dla analizy:

- Utrzymanie informacji o kierunku transkrypcji – przy zliczaniu można rozróżnić geny 

kodowane na przeciwnych niciach

- Trakty homonukleotydowe dodawane w metodzie SMART bywają trudne do 

rozróżnienia od naturalnych traktów homopolimerowych

- Możliwe do zaobserwowania preferencje sekwencyjne na obu końcach odczytów 

związane z preferencjami ligazy



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
wprowadzenie adaptorów

Zalety:

- Utrzymanie informacji o kierunku transkrypcji

- Możliwe uzyskanie wariantów splicingowych w skomplikowanych genomach

Wady:

- Zaburzenia odczytywanego poziomu transkryptów poprzez użycie adaptorów

- Stosunkowo niska reproduktywność wyników

- Utrudniona analiza sekwencji

Zastosowanie:

- Badanie poziomu ekspresji GENÓW i TRANSKRYPTÓW

- Badanie aktywności transkrypcyjnej genomu

- Badanie struktury genów

- Identyfikacja izoform splicingowych



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
dUTP

Levin, JZ et al. (2010) Nat. Protcols 9:709

usuwanie drugiej nici cDNA z zastosowaniem dUTP



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
dUTP

Zalety:

- Utrzymanie informacji o kierunku transkrypcji

- Możliwe uzyskanie wariantów splicingowych w skomplikowanych genomach

- Jakość biblioteki i powtarzalność wyników porównywalna z Truseq

Wady:

- Stosunkowo skomplikowana procedura

Zastosowanie:

- Badanie poziomu ekspresji GENÓW i TRANSKRYPTÓW

- Badanie aktywności transkrypcyjnej genomu

- Badanie struktury genów

- Identyfikacja izoform splicingowych

- Badanie polimorfizmu nukleotydowego na poziomie transkryptomu



profilowanie ekspresji genów - RNA-seq
dUTP

Levin, JZ et al. (2010) Nat. Protocols 9:709



dopasowanie z przerwami?

Tak! Dla RNA-Seq!



dopasowanie z przerwami



TopHat



HISAT



STAR



czas działania



dokładność



dokładność



weryfikacja wyników mapowania: RseQC



weryfikacja wyników mapowania: RseQC



składanie transkryptów



składanie transkryptów

sensitivity
(Scripture)

precision
(Cufflinks)



składanie transkryptów



składanie transkryptów



składanie transkryptomu de novo
Trinity



small RNA-seq

http://wikipedia.org



small RNA-seq

1. Izolacja małych RNA (18-30nt)

2. Brak fragmentacji

3. Sekwencjonowanie pojedynczego końca

4. Mapowanie bez uwzględnienia splicingu



small RNA-seq
mirDeep



small RNA-seq
mirDeep



small RNA-seq
poziom ekspresji a duplikaty



small RNA-seq
blockbuster



small RNA-seq
deepBlockAlign



small RNA-seq
FlaiMapper



zliczanie poziomu ekspresji

Zliczanie na podstawie adnotacji odczytów przypadających na:
- gen
- transkrypt
- egzon
- …

Programy:

HTSeq-count
- popularny
- bardzo wolny
- zwraca również geny nie ulegające ekspresji

FeatureCounts:
- szybki
- analiza wielu próbek jednocześnie
- duża kontrola nad sposobem zliczania



metody alignment-free

- Brak konieczności mapowania odczytów

- Dopasowanie odczytów na podstawie dystansu (np. częstotliwości k-merów)

- Dokładność niezależna od „mapowalności” odczytów

- Bardzo szybkie

- Wyniki problematyczne w interpretacji podczas testowania różnicowej 

ekspresji

- Kallisto

- Sailfish

- Salomon



metody alignment-free



metody alignment-free



metody alignment-free



RNA-seq różnicowa ekspresja

Założenia:

1. Większość genów ulega ekspresji na tym samym poziomie

2. Wariacje w obrębie replikatów technicznych nie występują

Zaburzenia pomiędzy próbkami:

• zróżnicowana ilość odczytów

• zróżnicowana długość genów

• zróżnicowana kompozycja odczytów



normalizacja poziomów ekspresji

RPKM: Reads Per Kilobase of transcript per Milion of mapped reads

Małe RNA (brak fragmentacji):         RPM: Reads Per Milion of mapped reads



wyznaczanie różnic ekspresji

log2FC = log2(RPKM1/RPKM2)



wyznaczanie różnic ekspresji



normalizacja poziomów ekspresji

RPKM:

- Bardzo często wykorzystywane

- Zrozumiałe

- Ale problematyczne:

1. Zmiany w genach ulegających wysokiej ekspresji powodują zmiany 

pozostałych genów

2. Odczyty wielokrotnie mapujące zaburzają zliczenia

3. Ta sama wartość zmiany RPKM pochodzi od:

• genu o niskim poziomie i dużej wariacji ekspresji

• genu o wysokim poziomie i małej wariacji eksprsesji



normalizacja poziomów ekspresji

Jakob J. http://slideshare.net 2014



Metody normalizacji

• R/FPKM 

• korekcja różnic w głębokości sekwencjonowania i długości transkryptu

• cel: porównanie poziomów pomiędzy próbkami i w obrębie próbki

• TMM

• korekcja różnic w kompozycji próbek spowodowanych pomiarami 

odstającymi

• cel: polepszenie precyzji porównań pomiędzy próbkami

• TPM

• korekcja różnic spowodowanych nieznanymi długościami transkryptów

• cel: polepszenie precyzji porównań pomiędzy próbkami

• Limma voom (logCPM)

• stabilizacja wariancji i uniezależnienie jej od średniego poziomu ekspresji



efekt normalizacji



efekt normalizacji



replikaty



korelacja próbek - Spearman



korelacja próbek – dystans Poisson



RNA-seq testowanie DE

Metody parametryczne:

• edgeR (negatywna dystrybucja dwumianowa)

• Deseq (negatywna dystrybucja dwumianowa)

• DEGseq (zakłada normalną dystrybucję dla MA)

• baySeq (klasyfikator Bayesa oparty o dystrybujcję NB lub 

Poisson)

Metody nieparametryczne:

• Test Fisher’a

• Cufdiff

• NOIseq (nie potrzebuje replikatów!)



RNA-seq testowanie DE

Parametry:

1. Współczynniki wielkości biblioteki 
• Obliczane na podstawie obserwowanych różnic w medianie ekspresji
• Brak transformacji odczytów

2. Dyspersja w obrębie replikatów
• Liczona dla każdego genu, bądź w binach i uśredniana
• zależna od poziomu ekspresji



RNA-seq testowanie DE

Jakob J. http://slideshare.net 2014



RNA-seq testowanie DE

Jakob J. http://slideshare.net 2014



RNA-seq testowanie DE

Jakob J. http://slideshare.net 2014



RNA-seq testowanie DE


