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Part I



Die klassische Pipeline – “Das 10 Schritte Programme”
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Die klassische Pipeline – But wait… there is more!
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• Mit RNA-Seq Daten kann man aber viel mehr
als nur differentielle Genexpressionsanalyse
untersuchen.

• Ausgehend vom fertigen Read Mapping 
(Schritt 7) bzw. eventuellen Mapping Post-
Processing (Schritt 8), lassen sich eine Menge
weiterer Analysen durchführen, bspw.:
• Gene prediction/annotation
• SNP und GWAS Analysen
• Alternative Splicing + Isoform Analysen
• Promotor Activity
• Chromatin profiling
• Conditional profiling
• . . . 

• Am Ende der klassischen Pipeline erhalten wir eine Liste mit potentiell differentiell expremierten genomischen Features. 
→ Hier beginnt dann die eigentlich spannende biologische Analyse- und Interpretationsarbeit.



Schritt 1 – Experiment Design
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• Wichtige Fragen die genau geklärt sein sollten, bevor auch nur die erste Probe zum Sequenzieren gewonnen wird:

• Was genau wollen wir untersuchen? Was wollen wir sequenzieren? (polyA-Seq, total RNA-Seq, small RNA-Seq, Clip-Seq, …)
• Wie genau wollen wir sequenzieren? (short Read oder long Read? single-end oder paired-end? single cell oder pooled?)
• Wieviel genau wollen wir sequenzieren? (mind.(!) 5 biologische Samples pro Condition, sonst kann man es gleich sein lassen)

Dear 
Bioinformatician,

I have a sample 
size of n=3. 
Please analyze 
my data.

Kind Regards
Your biologist

Bioinformatician

Bioinformatician
Bioinformatician

Sequencing
Money
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• Wichtige Fragen die genau geklärt sein sollten, bevor auch nur die erste Probe zum Sequenzieren gewonnen wird:

• Was genau wollen wir untersuchen? Was wollen wir sequenzieren? (polyA-Seq, total RNA-Seq, small RNA-Seq, Clip-Seq, …)
• Wie genau wollen wir sequenzieren? (short Read oder long Read? single-end oder paired-end? single cell oder pooled?)
• Wieviel genau wollen wir sequenzieren? (mind.(!) 5 biologische Samples pro Condition, sonst kann man es gleich sein lassen)

• Weitere wichtige Fragen:

• Wieviel soll das Ganze kosten?

• Wie tief wollen wir sequenzieren? (Coverage)

• Gibt es ein (gutes!) Referenzgenom und –
annotation für unsere Spezies?



Schritt 2 – Probenentnahme + Library Preparation
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• Dies hier ist nur eine gaaaaanz grobe Darstellung, genaueres möge man in der Primärliteratur nachlesen.

0. Probenentnahme (z. B. Gewebeproben, Zellkultur, etc.), anschließend Zellen lysieren und RNA Moleküle isolieren.
1. RNA Moleküle eventuell filtern (rRNAs abreichern oder nur mRNAs am poly(A) rausziehen oder nur small RNAs rausholen).
2. RNA Moleküle in cDNA umschreiben.

3. cDNA in kleinere Fragmente spalten (z. B. mittels
Enzyme oder per Ultraschall).

4. Adapter-Ligation (und eventuell Barcoding) an die 5’-
und 3’-Enden aller cDNA Fragmente.

5. Amplifizierung der cDNA Fragmente.

6. Sequenzierung.

https://scholar.google.com/scholar?hl=de&as_sdt=0%2C5&q=rna-seq+library+preparation&btnG=


Schritt 3 – Sequenzierung
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Siehe vorangegangene Vorlesungsstunden.



Schritt 4 – Raw Reads
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• Erster Check: Entspricht die Anzahl der sequenzierten Reads den Erwartungen? (Entspricht der Durchsatz den 
Erwartungen? → #Reads * Readlänge)

• Das Fastq-Format:
• Reiner ASCII-Text, wobei jeder Read aus 4 Zeilen besteht: Beispiel:



Schritt 4 – Raw Reads
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• Phrad Quality Score Q: 
• Q verhält sich logarithmisch zur Sequenzierfehlerwahrscheinlichkeit P einer einzelnen Base.

• Wichtige Formel.

• Phrad ist eigentlich ein Base-Caller, d. h. eine Software, 
welche die Lichtsignale (fluorescence intensity peaks) die 
beim Sequenzieren der cDNA Fragmente aufgenommen 
werden, interpretiert und jeweils einer von 5 Basen 
zuordnet (ACGTN).

• Nach den Werten bestimmter Parameter  (wie Form des 
Peaks, Peakauflösung, Peak-Überlappung, etc.) wird 
jeder sequenzierten Base ein Phred Score Q zugewiesen, 
mithilfe dessen sich dann die 
Sequenzierfehlerwahrscheinlichkeit P für diese Base 
berechnen lässt. 

• (Für modernere Sequenzierverfahren gibt es mittlerweile andere Scores.)



Schritt 5 – Read Quality Check
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• Beliebtes Tool: FASTQC
• Analysiert eine zufällige Teilmenge an Reads eines Fastq-Files und erstellt aus deren Sequenzen und Quality-

Scores verschiedene statistische Metriken die einem helfen die Gesamtsequenzierqualität des Fastq-Files 
abzuschätzen.

• Wurde eigentlich für Whole-Genome Sequenzierprojekte geschrieben, deswegen sind ein paar der Metriken für 
RNA-Seq Daten irrelevant und können ignoriert werden.

Hausaufgabe nicht vergessen!



Schritt 5 – Read Quality Check – FASTQC Beispiele
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Schritt 5 – Read Quality Check – FASTQC Beispiele
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Schritt 5 – Read Quality Check – FASTQC Beispiele
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Schritt 5 – Read Quality Check – FASTQC Beispiele

14

Illumina Sequencing Bias!

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2896536/


Schritt 5 – Read Quality Check – FASTQC Beispiele
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