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Die klassische Pipeline — But wait... there is more!

* 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.

* 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 durchfihren, bspw.:

* Gene prediction/annotation

* SNP und GWAS Analysen

» Alternative Splicing + Isoform Analysen
* Promotor Activity

e Chromatin profiling

e Conditional profiling




Schritt 1 — Experiment Design

* Wichtige Fragen die genau geklart 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)

Bioinformatician, °

I have a sample
size of n=3.

Please analyze
my data.

Kind Regards
Your biologist



Schritt 1 — Experiment Design
* Wichtige Fragen die genau geklart 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 fur unsere Spezies?




Schritt 2 — Probenentnahme + Library Preparation

* Dies hier ist nur eine gaaaaanz grobe Darstellung, genaueres moge man in der Primarliteratur nachlesen.

0. Probenentnahme (z. B. Gewebeproben, Zellkultur, etc.), anschlielSend Zellen lysieren und RNA Molekiile isolieren.

1. RNA Molekile eventuell filtern (rRNAs abreichern oder nur mRNAs am poly(A) rausziehen oder nur small RNAs rausholen).
2. RNA Molekiile 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

Siehe vorangegangene Vorlesungsstunden.



Schritt 4 — Raw Reads

* Erster Check: Entspricht die Anzahl der sequenzierten Reads den Erwartungen? (Entspricht der Durchsatz den
Erwartungen? - #Reads * Readldnge)

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

@HISEQ2500:386:C65KIACKX:6:1101:1547:2249 1:N:0:TGACCA
CGGGTGT TTGAGAAAGAAGAGGAAGATGAGGA TGAAGACGAGGAGGAGGA

+

? ? ?D=ADDDHHHF DGGE >EGHGGHG ; GCGGEF IEI IGFGGGGI@FHFGA;
@HISEQ2500:386:C65KIACKX:6:1101:2459:2246 1:N:0:TGACCA
CACCNTTCCGCAGTGAACTGCCACATGACAGTCCTTCTCTTCCACTAACC

+

gjae (ﬁgéﬁg
'P/* e *7/45[// "TMYL vwg| dg Ao Cead

L T : Loz 1% @; @D#2ABF=CAFBF EAHHHGT I IGCGGGI I I IGGGIDHGGGIGGG<AEF
~ ! ~¥é“+ i @IISEQ2500:386:C65KIACKX:6:1101:2764:2249 1:N:@: TGACCA
- % Y7 | prtivalea [ tj'[) CTAGCCCTTTCCCTAGGCCTGAAGTTAGAAGGGGAGGC TGAGGACAAAGA
“/“ T \“'Al ‘~, ; +
y ! / i ¥ g @@F AEDDFDDHHIGBF FHBHF : CFEA? EEEEGHGEHGCAH==F? 1 =C38
F o (S Buhstabancade ) ACGT A a8
¢ @HISEQ2500:386:C65KIACXX:6:1101:3833:2245 1:N:0:TGACCA
7 TCTANACTCCTCTACCCAGCCCACCTACCCTACCCTGCCCTGCCCATCTG

+
CCCF#2ADHHHHHIJ333333333331333331GI11333333333333A
@HISEQ2500:386:C65KIACKX:6:1101:4752:2249 1:N:0:TGACCA
CTGCATTGGCCCCAGGAGTCCCCACAGCT TTAGAGGTCATAAGTGCTGCT

+
o 20 CCCFFFFFGFHHHIJIHIGIJJ111ITI13J]113JJIGHIIIIITI13IIH




Schritt 4 — Raw Reads

* Phrad Quality Score Q:
e Qverhalt 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, Peakauflésung, Peak-Uberlappung, etc.) wird
jeder sequenzierten Base ein Phred Score Q zugewiesen,
mithilfe dessen sich dann die
Sequenzierfehlerwahrscheinlichkeit P fir diese Base
berechnen lasst.

(Fur modernere Sequenzierverfahren gibt es mittlerweile andere Scores.) 9



Schritt 5 — Read Quality Check

* Beliebtes Tool: FASTQC

* Analysiert eine zufallige Teilmenge an Reads eines Fastg-Files und erstellt aus deren Sequenzen und Quality-

Scores verschiedene statistische Metriken die einem helfen die Gesamtsequenzierqualitat des Fastg-Files
abzuschatzen.

* Wurde eigentlich fir Whole-Genome Sequenzierprojekte geschrieben, deswegen sind ein paar der Metriken fir
RNA-Seq Daten irrelevant und kdnnen ignoriert werden.

Hausaufgabe nicht vergesse

10



Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@FastQC Report

Summary @Basm Statistics
a Basic Statistics Filename 15_248214_1HS_AGTCAA_LAGE_R1_#01.fastq
@ Per baze sequence qualit',t_ File type Conventional base calls
Encoding Sanger / I1lumina 1.9
(“1 ]
. /Pertile sequence quality S — saeseaas
@Per sequence quality scores Sequences flagged as poor guality @
Sequence length 51
@ Per base sequence content
%GC 48

@ Per sequence GC content

@ Per base N content

@muence Length Distribution @ .
Per base sequence quality
@mauence Duplication Levels
Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.8 enceding}

@Dverrepresentecﬁ sequences i H[lﬂl‘”‘" | ” ” I H:I

@ W

@ Kmer Confent :
34

@ acapter content . MTTHMMMMIH_

3z
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

1234356789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 353 37 39 41
Position in read (bpl

43 43 47 49 35l
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

Per tile sequence quality

Quality per tile

2314
2311
2308
2305
2302
2215
2212
2208
2206
2203
2116
2113
2110
21407
2104
2140l
1314
1311
1308
1305
1302
1215
1212
1208
1206
1203
1116
1113
1110
1147
1104
1141

123456789 11 13 15 17 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 4% 51
Position in read (bp)

12



Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Per sequence quality scores

Quality score distribution over all seguences

2.5E7 Average Quality per read
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Per base sequence content
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Sequence content across all bases

Illumina Sequencing Bias!
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2896536/

Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Per sequence GC content
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Per base N content
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70
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M content across all bases
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Sequence Length Distribution
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Distribution of sequence lengths over all sequences
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Sequence Length {bp)
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Sequence Duplication Levels

Percent of segs remaining if deduplicated 48.76%
100

% Deduplicated sequences

% Total sequences
an
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70
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Sequence Duplication Level




Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@FastQC Report

Summary @Basm Statistics
@ Basic Statistics Filename Pool2_Index9_GATCAG_LB@6_R1_881_prinseq_good_KXWS.fastq
. File type Conventional base calls
Per base sequence quality
Encoding Sanger / Illumina 1.9
@%esequence quality Totsl Seguences 13104463
@persequence quam}, SCOres Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 15-58
@ Per base sequence content
%aC 53

@ Per sequence GC content

@ Per base N content

'Sequence Length Distribution

aPer base sequence quality
@Seauence Duplication Levels

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)

@Overrenresented sequences a0

@@pter Content 38

36
@ Kmer Content

34

32

30

28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

(=TS I - ]

123456789 11 13 15 17 1% 21 23 25 27 286 31 33 35 37 3% 41 43 45 47 48
Paosition in read (bp)



Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

ePer base sequence content

100

a0

g0

il
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0

Sequence content across all bases
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Position in read (bp)
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Sequence Length Distribution

Distribution of sequence lengths over all sequences

A Sequence Length
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Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

@Overrepresented sequences

I N T R Ooverrepresented sequences

TACCCTATAGAACCOAATATGT 169634 1.2944745257876933 No Hit

TACCCTGTAGAACCGAATTTGTTGGAATTCTCOOGTGCCAAGGAACTCCA 524116 .4482164232198875 R Primer, Index 1 (18@% over 28bp)
TACCCTGTAGAACCGAATTTGLG 123943 ©0.9458871857629017 Mo Hit

TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACGATCAGATCTCGTATGC 235155 1.5471184354804521  RNA PCR Primer, Index 9 (168% over S5@bp)
TACCCTATAGAACCOAATTTGE 94925 B8.7243712682449791 Mo Hit

TACCCTGTAGAACCGAATOTOTTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCA 164281 1.09888226465572244 RNA PCR Primer, Index 1 (1@0% over 28bp)

GGCAATACCGGGGTTGTAGGACTA 91598  ©.6989219249495668 Mo Hit
TACCCTGTAGAACCGAATTTGCGTGEAATTCTCGGETGCCAAGEAACTCC 119653 8.7872101589868057 RNA PCR Primer, Index 1 (190% over 27bp)
GCAATACCGGGGTTGTAGGACTACA 88869  ©.6171181337345399 Mo Hit
TACCCTGTAGAACCGAATTTGCTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCA 91454 B.681858572784354 RMNA PCR Primer, Index 1 (190% over 28bp)
GTTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTA 51617  ©.3938885577841357 Mo Hit
GGCAATACCGGGGTTGTAGGACTATGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTC 98833 8.59760802384267224 RMNA PCR Primer, Index 1 (199% over 26bp)
TTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTA 58489  ©.33467932778887635 MNo Hit
GCAATACCGOGGETTGTAGGACTACATGGAATTCTCGGGTGC CAAGGAACT 78755 8.5181377489156641 RMA PCR Primer, Index 1 (199% over 25bp)
ACCCTGTAGAACCGAATTTGLG 41319  ©.3153846731847489 Mo Hit
. GTTACGGCAATACCGGEAT TATAGGACTATGGAATTCTCGGGTGCCAAGE 49939 @,.32855413679257633 Illumina Small RNA Adapter 2 [169% over 21bpj
GTTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTAC 36158  £.2759211591839826 Mo Hit
i TTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTATGGAATTCTCGGGTGCCAAGGA 48749 8.32872499678618517 RNA PCR Primer, Index 1 (190% over Zpr)
TTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTAC 31168 8.2377814955937166 Mo Hit
. ACCCTGTAGAACCGAATTTGCGTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCA 39871 B.26231566487228084 RMNA PCR Primer, Index 1 (199% over 28bp)
GAMGAGTCGTTCGAGACCAGGACGTTGATAGGCTGGGTG 31060  0.23791839788418984 MNo Hit
. GTTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTACTGGAATTCTCGGGTGCCAAG 351490 @.23124911899736272 No Hit
GGCAATACCGGGGTTGTAGGACTAC 39505  @.23278328035578783 Mo Hit
. GECAATACCGOEGTTATAGGACTACTGRAATTCTCGGETGCCAAGGAACT 308368 ©.19974175680375295 RNA PCR Primer, Index 1 (190% over 25bp)
CAATACCGGGGTTGTAGGACTACA 39040  0.22923479228611188 Mo Hit
_ _ . TTACGGCAATACCGRGGTTGTAGGACTACTGGRATTCTCGGGTGCCAAGG 308159 8.1984193558446767 Illumina Small RNA Adapter 2 [169% over 21bpj
ACCGGGETTGTAGGACTACA 29758  ©.227P8285448981855 Mo Hit
_ . CAATACCGGGGTTGTAGGACTACATGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTC 29877 B.1965640478354205 RMA PCR Primer, Index 1 (199% over 26bp)
GCAATACCGGGGTTGTAGGACTA 27892  0.1746885198193633 Mo Hit
_ _ . ACCEEEETTGTAGGACTACATGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGT 28387 8.186761174255208866 RMNA PCR Primer, Index 1 (199% over 3@bp)
ACCGEGGETTGTAGGACTAC 22338 ©.1793998971953688 Mo Hit
_ _ _ . GAAGAGTCGTTCGAGACCAGGACGTTGATAGGCTGGETGTGGAATGGAAT 24543 8.1614710783815319 No Hit
TAAGTGCTAACTGTTGGGGTAG 21785  ©.16563853151832153 Mo Hit
- TAAGTGCTAACTGTTGGGGTAGTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGRAACTCCA 21286 @.148842919477@93765 RNA PCR Pri , Ind 1 (1ee% y 28b
TGTTACGGCAATACCRGGETTGTAGGACTA 20622 B.15736617465127162 No Hit 5 rimer, Index 1 ( over 28bp)
10} Al . 3 i 3 y 3
ACCCTGTAGAACCGAATTTGTGT J9aa9 8.15268838978737726 Mo Hit ACCGEGGTTETAGGACTACTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTC 21148 8.139@8236952672387 RNA PCR Primer, Index 1 (199% over 1bp)
ACCGGGGTTGTAGGACTA 19548 8. 1491784966550564 Mo Hit GCAATACCGOGGTTGTAGGACTATGEAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCC 28358 8.13388487321990686 RNA PCR Primer, Index 1 (199% over 27bp)
TTACGGCAATACCGEGGTTGTAGGACTACA 18821 8.14362277084932394 No Hit TGTTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTATGGAATTCTCGGGTGCCAAG 28855 ©.13194493599141188 Mo Hit
CCCGTGTGAAAGTAGGACATCGTCAGGET 18679 B.1425391706@5959667 Mo Hit ACCCTGTAGAACCGAATTTGTGTTGGAATTCTCGGETGCCAAGGAACTCC 19356 8.1273452386262662 RNA PCR Primer, Index 1 (190% over 27bp)
ACCCTGTAGAACCGAATTTGTG 18475 B.14998244964999723 No Hit ACCGEGOTTETAGGACTATGGAATTCTCGGGTEGCCAAGGAACTCCAGTCA 18412 ©.121134553495@8231 RMNA PCR Primer, Index 1 (190% over 32bp)
GTTACGECAATACCGEGETTGTAGGACTACA 17558 8.1339848363168959 Mo Hit TTACGGCAATACCGGGGTTGTAGGACTACATGGAATTCTCGGGTGCCAAG 18364 2.120842481569617568 No Hit

CCCaTGTGAAAGTAGGACATCOTCAGGCTTGGAATTCTCGOGTGCCAAGG 18897 9.11926214808160464 Illumina Small RMNA Adapter 2 (180% over 21bp)

ACTTGAAGGGETTTGATCCTGECTCAGAACGAACGTTGGCGGCATGEATTG 16194 12357617264584872 Mo Hit

(=]

TATTGCACTTGTCCCAGCETAT 15869 ©.1195G008547848927 No Hit GTAAACGGCGGCCTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACGATC 18065  ©.1188516085856323  RNA PCR Primer, Index 9 (100% over 37bp)
ACCCTGTAGAACCGAATTTGT 15626 £.11924177311127776 Mo Hit ACCCTGTAGAACCGAATTTGTGTGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCA 17881  ©.11764105248379136 RNA PCR Primer, Index 1 (100% over 28bp)
GCAATACCGEEGTTGTAGGACTAL 15502 B.1182955300593644 Mo Hit GTTACGGCAATACCGGGETTGTAGGACTACATGGAATTCTCGEGTGCCAA 17066  ©.112279078445745597 No Hit

GCGEETGTAGCTCAGTTGETTAGAGTECC 15206  0.11672354382057231 Mo Hit AGTAAACGGCGGCCTGGAATTCTCGGGTGCCAMGGAACTCCAGTCACGAT 16837  ©.11877246242769394 RNA PCR Primer, Index 9 (100% over 36bp)
TACGGCAATACCGGGETTGTAGGACTA 15171  ©.11576967489256337 Mo Hit ACTTGAAGGGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGTTGGCGGCGTGEATTG 16379  @.16775923@3915899  No Hit

TACCCTGTAGATCCGGATTTGT 14487  8.1899396822791616 Mo Hit

ACCGGGETTETAGGACT 14183 .19823026161764064 MNo Hit

(=]



Schritt 5 — Read Quality Check — FASTQC Beispiele

eAdapter Content

100
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70

&0

20

40

20

20

10

% Adapter

Nurnina Universal Adapter
Numina Small RMA Adapter
Mextera Transposase Sequence
SOLID Small RMNA Adapter

1 23 45 6 7 8 910 12 14 1 13 20 22 24 26 28 30 3z 34 35 38
Position in read (bp)

23



