RNA i transkrypcja

1. Przypomnienie podstawowej wiedzy
2. Metody badan
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DNA

Nukleotyd sktada sie z
ufosforylowanej deoksyrybozy
potgczonej z zasadg azotowg
wigzaniem N-glikozydowym.

Nukleozyd skfada sie z monocukru
deoksyrybozy, potaczonej przy
weglu 1' wigzaniem N-
glikozydowym z zasadg azotowa
(guaning, adening, cytozyna lub
tyming).
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Nukleotydy

nucleoside: deoxycytidine deoxythymidine
1 1
cytosine (DNA) thymine (DNA)
H\ /H
N (0]

sugar: deoxyribose deoxyribose
| | | |
nucleotide: deoxycytidine-5'-phosphate deoxythymidine-5'-phosphate




Nukleotydy

nucleoside: deoxyadenosine deoxyguanosine
1 f
purine base: adenine (DNA) guanine (DNA)
H H
N4
N
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N
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sugar: deoxyribose deoxyribose

nucleotide: deoxyadenosine-5'-phosphate deoxyguanosine-5'-phosphate



Kod IUPAC

Nucleic acid code Common display Meaning Mnemonic
A A A Adenine
C C C Cytosine
G G G Guanine
T (or U) T T (or V) Thymine (or Uracil)
R A/G AorG Purine
Y c/T CorT(orU) Pyrimidines
K G/T GorT(orV) Bases which are ketones
M A/C AorC Bases with amino groups
S C/G CorG Strong interaction
W AT AorT(orVU) Weak interaction
B C/G/T Not A (i.e.C,G, TorU) B comes after A
D A/G/T Not C (i.e. A, G, Tor U) D comes after C
H A/C/T Not G (i.e. A, C, Tor U) H comes after G
" A/C/G gfg?erTnorU (ie.A C V comes after U
N A/C/G/T AorCorGorT (orU) Nucleic acid
or- } Gap of indeterminate
length

https://www.cottongen.org/help/nomenclature/IUPAC nt




Czym jest RNA?

Czym jest transkrypt?

Czym jest transkryptomika?
Czym jest transkryptom?
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Czym |

Czym |
Czym |

Czym |

jiest RNA?

est transkrypt?
est transkryptom?
est transkryptomika?



Centralny dogmat biologii molekularne;

Zaproponowany w 1956 roku przez Francisa Cricka.
Czy nadal sie sprawdza? Jak nalezy go zmodyfikowac?

Transcription Translation
Duplication @NA — RNA  ——  Protein.



Ekspresja genow

* Ekspresja gendw to proces, w ktdorym kod genetyczny genu jest wykorzystywany
do utworzenia funkcjonalnego produktu, takiego jak biatko czy czgsteczka
niekodujgcego RNA.

 Sktada sie z dwodch gtdwnych etapow: transkrypcja i translacja

* W przypadku gendw, ktére nie kodujg biatka, translacja nie ma oczywiscie
miejsca. Dotyczy to m.in. dtugich niekodujgcych RNA, miRNA, tRNA, snRNA,
snoRNA i rRNA.



Czym wtasciwie jest gen?

Dyskusja:

1.

© N Uk wN

Jakieﬂlgryteria muszg zostac spetnione by zaklasyfikowac ,,cos” jako
»8en”:

Czy gen musi ulegac transkrypcji?
Czy gen musi petnic funkcje?

Czy istnieje jedna definicja genu?
Czym sg geny w bazach danych?
Gen a transkrypt

Gen a locus

Czy istnieje jedna definicja genu, obowigzujgca dla wszystkich
organizmow?



Czym wtasciwie jest gen?

UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly
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Czym wtasciwie jest gen?

Statystyki gene type z Ensembl (cztowiek, wybrane pozycje):
1 rRNA 71

2 rRNA_pseudogene 513

3 scaRNA 51

4 TEC 1115

5. Mt_tRNA 22

6 Mt_rRNA 2

7 protein_coding 22791

8 IncRNA 17959

9 snRNA 2072

10. miRNA 1926

11. processed_pseudogene 10824
12.  snoRNA 1010

Wszystkie geny: 67130



Transkrypty kodujace biatko i niekodujace

lcplluy

<
ulalclg u\e{’\ov w:don

Kodujace

biatko

Protein

Niekodujgce

SRP RNA

mikroRNA

IncRNA

snoRNA

rRNA

SiRNAs

tRNA
snRNA




Geny kodujace biatko

Start
transkrypcji Kodon Stop

Kodon Start l
Promotor ‘l'
»—31—00 I
Enhancery
silencery

Egzon Intron

. Region kodujacy

. UTR



Biologia RNA.
Transkrypcja.



Funkcje RNA (wybrane pozycje)

* mRNA: matryca do syntezy biatka

* tRNA: adaptor miedzy kodonami w mRNA a aminokwasami
* rRNA: funkcje strukturalne

* miRNA, IncRNA: funkcje regulatorowe

* Modyfikacje chemiczne innych RNA, np. snoRNA

* Enzymy (rybozymy), np. snRNA

Struktura przestrzenna RNA jest scisle zwigzana z petnionymi przez nie funkcjami.



Fatdowanie RNA

hairpin

single internal
strands

Jakie rodzaje struktur tutaj wyrézniamy?
Dlaczego RNA sie fatduje?
Przyktady czgsteczek RNA o charakterystycznej strukturze drugorzedowe;.



Przyktadowe struktura RNA

tRNA i

Acceptor
stem

Anticodon loop

https://doi.org/10.3389/fmolb.2020.610617




Przyktadowe struktura RNA:
modyfikacje nukleotydow
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Zhang M, Lu Z. tRNA modifications: greasing the wheels of translation and beyond. RNA Biol. 2025 Dec;22(1):1-25. doi: 10.1080/15476286.2024.2442856.
Epub 2024 Dec 26. PMID: 39723662. Figure caption: Schematic representation of human cytoplasmic tRNA modifications and their writer enzymes.



Fatdowanie RNA — G:U (wobble)




Fatdowanie RNA: pseudowezty
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Staple DW, Butcher SE (2005) Pseudoknots: RNA Structures with Diverse Functions. PLOS Biology 3(6): e213.
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0030213
https://journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.0030213




Poznawanie struktury RNA

Gag cag translation
terminates

3
GAC UAG GGA
stop ~90%-95%

/‘ L pseudoknot equilibrium

translation
continues

B

GAC UAG GGA
Sl ~5%-10%

BOX5-1 FIGURE 1 An equilibrium between two pseudoknot conformations controls translation through a stop codon.
Ribosomes translating MLV RNA encounter a stop codon (UAG) just downstream from the Gag open reading frame. When the pseudoknot
is in the inactive conformation (top), translation terminates at the stop codon, resulting in the synthesis of Gag protein. When, however,
the pseudoknot is in the active conformation (bottom), the ribosome is able to read through the stop codon, resulting in the synthesis of
the Gag-Pol fusion protein. The equilibrium between the two conformations dictates the ratios of Gag and Gag—Pol. The adenine in the
unprotonated and protonated forms are shown in red and green, respectively. (Figure kindly provided by V. D’Souza.)




Poznawanie struktury RNA
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Poznawanie struktury RNA

From: RNA structure probing uncovers RNA structure-dependent biological functions

icSHAPE"® =
[] Enzymatic-based method LASER-seq/MaP

E’::Zg:q, [C] Small-molecule modification method hiCLIP#

18 25 e 30
[] Crosslinking and proximity ligation method RPL Structure-seq2 ‘ | Proximity RNA-seq |

2019

2014 2016 2017

Structure-seq'? MARIO?! RIPPLIT? RIC-seq®
DMS-seq' SPLASH?* COMRADES?

SHAPE-MaP'® PARIS® Lead-seq:j
Mod-seq'” LIGR-seq®* Keth-seq

PIP-seq'® DMS-MaPseq'®



Poznawanie struktury RNA

Crosslinking and proximity ligation-based method

Crosslinking

? NN

[ES

Chimeric reads 5" adapter 3" adapter

Target RNA enrichment
and RNase treatment
R —

Reverse crosslinking
library preparation
—

Proximity ligation



Poznawanie struktury RNA: metody
bioinformatyczne

Target Sequence
GGGAUCUGUCACC
CCAUUGAUCGCCU
UCGGGCUGAUCUG
GCUGGCUAGGCGG
Guccc

Comparative modeling

Fragment assembly

De novo modeling

/4

Sequence alignment

Target sequence
GGGAU-ACCCCCGGGC+GCUGGGUCCC
Template sequence
GGGAU--ACGCC-CGCGC:GCAGG:-GUCCC

Template structure

Restraints

Sequence

Atomic coordinates

Target sequence
GGGAU~CUUCGG+UUGAGGCGGGUCCC

SNy

Pairwise interaction

- Paired/buried state

Structural fragments

RNA modules
Force-filed based
conformational search

Modeled structure

https://doi.org/10.3389/fgene.2020.574485




Przyktadowe funkcje RNA w kontekscie ich
struktur przestrzennych

https://www.nature.com/articles/s41589-021-00805-7




Przyktadowe funkcje RNA w kontekscie ich
struktur przestrzennych

https://www.nature.com/articles/s41589-021-00805-7




RNA jako enzymy

Rybozymy posiadajg klasyczne wtasciwosci enzymow, jak miejsce aktywne czy
miejsce wigzania substratu

Jednym z pierwszych poznanych rybozymow jest Rnaza P, endorybonukleaza
zaangazowana w dojrzewanie czgsteczek tRNA z czgsteczek prekursorowych

RNaza P odcina sekwencje liderowg (leader segment) z korica 5’ prekursora

Rnaza P sktada sie z RNA i biatka, ale tylko komponent RNA posiada wtasciwosci
katalityczne



RNA jako enzymy

RNaza P odcina fragment
RNA z konca 5’
prekursora czgsteczki
tRNA

pre-tRNA

mature-tRNA

N

5' precursor



Rybozym hammerhead

Jest rybonukleazg obecng w wiroidach (czynniki patogenne ztozone z RNA,
atakujace rosliny)

* Kiedy wiroid sie namnaza, powstajg jego liczne kopie w postaci pojedynczej nici
RNA

* Ciecie tego prekursora wymaga obecnosci rybozymu hammerhead

* Nie jest to prawdziwy enzym, poniewaz tnie samego siebie, zas klasyczny enzym
powinien katalizowac reakcje dla wielu czgsteczek. Niemniej jednak da sie
podzieli¢ czgsteczke na cze$¢ substratowg oraz czesc petnigca funkcje
enzymatyczne; ta druga zachowuje sie wowczas jak enzym



Inne funkcje RNA omowimy na
dalszych wyktadach



SELEX: otrzymywanie czgsteczek RNA
0 zgdanych wtasciwosciach

RNA with
randomized
sequence
» SELEX: systematic evolution of ligands by exponential enrichment 2
* Z mieszaniny czgsteczek, selekcjonowane s3 te posiadajace / \
okreslone wtasciwosci, na przyktad powinowactwo do wybranych f  —
. selection of amplification
czasteczek RNA lub biatek RNAs that by PCR and
« Zrdinicowanie czasteczek osiggane jest przez mutageneze bind ligand mutagenesis
posredniczong przez polimeraze DNA \ /
recovery of
RNAs with

desired affinity




Podstawowe techniki
molekularne badan nad RNA

W jaki sposdb wykrywamy czgsteczki RNA?
Jak okreslamy poziom ekspres;ji transkryptow?
W jaki sposob sekwencjonujemy transkryptomy?



Northern Blot

tworza dupleks RNA-DNA.

rozmiaru (dtugosci)

Badane czgsteczki RNA sg wykrywane poprzez hybrydyzacje ze specyficzng sondg DNA, z ktorg
W trakcie Northern Blot, czgsteczki RNA s3 rozdzielane na zelu (elektroforeza) pod wzgledem ich

Sondy s3 znakowane, np. radioaktywnie lub chemoluminescencyjnie

Northern Blot pozwala okresli¢ ilos¢ badanego RNA; moze tez stuzyé do pordwnania pozioméw

ekspresji pomiedzy badanymi préobkami

150 =
100
70

40
30

Pre-tRNA
} ArgTCT 4-1
I tRNA
ArgTCT 4-1

} ArgTCT 4-1
5'-derived tRF

150 =

100

5S rRNA https://doi.org/10.1073/pnas.1821120116




Mikromacierze

* Mikromacierze sg koncepcyjnie podobne do
Northern/Southern Blot, iednak
przeniesione do innej skali

* Odwrdcenie znaczenia termindw: tutaj
sondy (probes) sg unieruchomione (np. na
szklanej ptytce, stanowig znane sekwencje),
natomiast badany materiat (cDNA) stanowi
tzw. target

* Kiedy badane czgsteczki cDNA hybrydyzujg
do sond, ich ilos¢ jest proporcjonalna do
intensywnosci Swiecenia, ktére jest
sczytywane w eksperymencie
mikromacierzowym, informujgc
eksperymentatora o poziomie ekspresji
genow




Mikromacierze

An end to end workflow for differential gene expression using
Affymetrix microarrays

Clustering heatmap for the calibrated samples

-log10(P-value)

\_deviation

log2_expression
Py °

i H T T T
gg 2 - 0 1 2 3
H
3

Log2 Fold Change

https://bioconductor.org/packages/release/workflows/vignettes/maEndToEnd/inst/doc/MA-Workflow.html
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Biblioteki czgsteczek cDNA
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random hexamers
and DNA polymerase
and dNTPs
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ligate into plasmid DNA
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cDNA library



EST - definicja

ang. Expressed Sequence Tags —
sekwencyjne znaczniki ekspresji
Krétkie sekwencje nt o dtugosci od
100 do 800 pz

Otrzymywane przez analize i
sekwencjonowanie
komplementarnego DNA (cDNA)
wytwarzanego na matrycy mRNA
5’EST — zazwyczaj rejon kodujacy
biatko, duzy stopien konserwacji
miedzy gatunkami

3’EST — mogg wchodzi¢ w zakres np.
UTR, mniejsza konserwacja

mRNA
iﬂeverse Transcriptase

:|- cDNA

Ribonuclease degredation of RNA
Synthesis of Second Strand of DNA

Double
Stranded DNA

Forward Sequencing Reverse Sequencing

Primer Primer
5'EST 3 EST

Ryc. Powstawanie ESTow
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/est.html



EST - wykorzystanie

» Tworzenie bibliotek (komdrka, tkanka, organizm)

» Zestaw EST-0w pozwala zrekonstruowac cate czgsteczki cDNA
przy uzyciu regiondw naktadajgcych sie (ang. regions of
overlap) by przewidzieé, ktére sekwencje powinny do siebie
pasowac

» Sekwencjonowanie transkryptéw
» Bezposrednia analiza ekspresji genow
* Mapowanie do genomow

Uwaga! mRNA a wiec i EST-y nie zawierajg introndw,
rejondw miedzygenowych itp.



sktadanie sekwencji

EST




EST - etapy analizy

Identyfikacja i usuniecie zanieczyszczen w
sekwencjach (wektory, sekwencje o niskiej jakosci)
. Grupowanie EST-0w na zasadzie podobienstwa
(tworzenie klastrow dla danego transkryptu)

. Sktadanie sekwencji wewnatrz grup

Mapowanie do genomu — analiza transkryptow

. Adnotacja na podstawie podobienstwa do
istniejgcych biatek



Lanieczyszczenia - wektory

Ampicillin peracycline  « WEKTOR — czasteczka DNA zdolna do
Resistance esistance . , .
Bam HI replikacji w komorce danego gospodarza i przez
to nadajgca sie do namnazania innych
Sall fragmentow DNA
* klonowanie i namnazanie DNA — takze EST

* pozostaja fragmenty wektorow - bledy w

skladaniu
Origin of
Replication A
P sequence [+~ AGGGACAGACCG ) )+~ TCGTATTACAATTCACT -
CLV — CLV
<< GAGGGA«—— Shotgun Insert TICACT e
vector (5 ,.}{‘
S ’3333 S ~] 1_\'3
—— ::2:.)-:)¢J_'13 )levll‘wii-,_
Splice site trimming
\
— D\scatd
GAGGOGA -——— Vec art —DTI—CACTC‘(-
vector ﬁ_’,& — o )’n
)
’ ’iVDV DOLISS -, oIV WL le\f"’"""_’ig’/

Contaminant removal



EST - wazne pojecia

- KLLASTER (ang. cluster) — grupa podobnych, blisko
spokrewnionych sekwencji

- KONTIG (ang. contig) - grupa sklonowanych
fragmentow DNA, ktore maja zachodzace na siebie
regiony i moga by¢ zlozone w ukladzie liniowym

- SINGLETONY (ang. singlets) — sekwencje, ktore zostaly
odrzucone podczas procesu sktadania (np. z powodu
niskiej jakosSci sekwencji, zbyt malego podobienstwa do
pozostalych sekwencji, za malego podobienstwa rejonu
nakladajacego sie, za dlugiego rejonu niedopasowanego
na koncach-> kryteria programow!)

- KONSENSUS (ang. consensus) — najlepsza sekwencja
ustalona w wyniku przyréwnania wielu sekwencji




Narzedzia bioinformatyczne

CBI

VecScreen

Entrez Qmin Taxonomy Structure

» Screen a Sequence Using VecScreen

Home | Contact Us | about Us h
\{:vlng the cotton research communi

CMD ESeisely Markef Database; ~n n N

Cap3 Server

Use the Advanced CAP3 Tool

-
<> NCBI

Al Databases

SQJ@ED W

[ Online [

<
oy
By
=

UniGene

PubMed Mucleotide ote Genome Structure

Weco i cier]




PCR —reakcja tancuchowa polimerazy
(ang. polymerase chain reaction)

* Technika umozliwiajgca powielenie (amplifikacje) wybranego
fragmentu czgsteczki DNA

* Polega na wydtuzaniu dwdch oligonukleotydowych starteréw
(ang. primer), komplementarnych do sekwencji lezgcych na
koricach interesujgcego nas odcinka DNA

* Wielokrotne powtdrzenia trzech podstawowych etapéw



ok wnNE

Matryca DNA
Startery
Bufor

Jony Mg?*
Polimeraza
dNTP

SKtADNIKI REAKCII

PCR ingredienis

Primers .
k| 1]H]

DNA template H

Thermostable DNA polymerase



ETAPY REAKCII

1. DENATURACJA - matryca DNA pod wptywem
temperatury ok. 94° C przechodzi w forme jednoniciowg

2. HYBRYDYZACJA (przytaczanie, annealing) — startery
przytaczajg sie do homologicznych sekwencji DNA matrycy,
rozpoczecie reakcji polimeryzacji w temperaturze ok. 55° C

3. SYNTEZA (extension, elongation) — w temperaturze ok.72°
C polimeraza DNA dobudowuje do 3’ korica starteréw nowa
nic DNA, komplementarng do matrycy, korzystajac z
nukleotydéw dodanych do reakc;ji



PCR : Polymerase Chain Reaction

30 -

¢ m«ﬁvwwm .

3 1L Ty i
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AN

40 cycles of 3 steps :

Step 1 : denaturatioa

1 minut 94 °C

Step 2 : annealing ]
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Step 3 : extension ]

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vierstrasie 1999)




PCR... i co dalej?

 Elektroforeza (PAA lub agaroza)
* Elucja z zelu i dalsze analizy

Verification of PCR product on
agarose or scparide gel

3kb

1857 g

—— 1058 j—
1kb g 21 -
500
— 383
300

ladder PCR fragments



Z/ASTOSOWANIA PCR

Identyfikacja okreslonych sekwencji DNA, np. danego genu
Analiza transkrypcji — RT-PCR — identyfikacja RNA w materiale
genetycznym

Analiza polimorfizmu — pula produktow charakterystycznych
dla genomu

Mutageneza — wprowadzenie mutacji do amplifikowanego
fragmentu

Identyfikacja mutacji — zmiana wielkosci produktéw PCR
(indel), dalsze testy (mutacje punktowe)

Mapowanie, sekwencjonowanie DNA, filogenetyka
molekularna

Medycyna sgdowa, diagnostyka kliniczna



STARTERY (ang. primers)

Jednoniciowe oligonukleotydy
Dtugosé: kilkanascie — kilkadziesiat zasad

Wiaz3 sie z sekwencjg komplementarng (matryca)
Miejsce startu syntezy nowej nici DNA

FORWARD (sense) REVERSE (antisense)
Reverse Primer
3 A GGLA-——- 5
Tewplate: Flu=s Strand e}
' ————e AT G ——— e S S S S S e e CCTT-———————————
1 Target 1
3" ————— TAGC—— e e S E S S S S S S S e e GEhA————————————
T Minus Strand
5' ——ATCG-——————— ]
Forward Primer




Projektowanie starterow — narzedzia
bioinformatyczne

Prim er 3 Plu S Primer3Manager Help

pick primers from a DNA sequence About Sowrce Code

Tasks Doscon B Sz det e g tawias cawn oy s g raserom
Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalty Weights Sequence Quality

Secuence Id:

FPaste source sequence below Or upload sequence file: [ Przegladaj... ] [ Upload File ]

<, PrimerBLAST

»NCEI/ Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template {(using Primer3 and BLAST). more...  Tips for finding specific primers

FCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Range

Clear

From Ta
. .
Forward primer | Clear

Reverse primer

Or, upload FASTA file Przegladai.




Sekwencjonowanie

[, I, Il generacja



Sekwencjonowanie | generacji

Primer

e e e e e i

3:lllllllllllllllllls,

Template
ddNTPs

ddTTP -@
ddCTP —@
ddATP —@
ddGTP —@

Primer elongation
and chain termination
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Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

&

Capillary gel

Detector

-

Chromatograph

GG TCATAGCTG TTTCCT

Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis




Jesli nie wskazano inaczej, cze$¢ ilustracji pochodzi z:

Molecular Biology of the Gene, 7th edition

James D. Watson, Tania A. Baker, Stephen P. Bell, Alexander Gann,
Michael Levine, Richard Losick

Pearson 2013



RNA i transkrypcja

1. Przypomnienie podstawowej wiedzy
2. Metody badan



RNA jako enzymy

Rybozymy posiadajg klasyczne wtasciwosci enzymow, jak miejsce aktywne czy
miejsce wigzania substratu

Jednym z pierwszych poznanych rybozymow byta Rnaza P, endorybonukleaza
zaangazowana w dojrzewanie czgsteczek tRNA z czgsteczek prekursorowych

RNaza P odcina sekwencje liderowg (leader segment) z korica 5’ prekursora

Rnaza P sktada sie z RNA i biatka, ale tylko komponent RNA posiada wtasciwosci
katalityczne



RNA jako enzymy

RNaza P odcina fragment
RNA z konca 5’
prekursora czgsteczki
tRNA

RNaza P bierze udziat w dojrzewaniu korica 5’ tRNA u
bakterii, archeonéw czy Eukariota. In vivo wystepuje w
postaci holoenzymu (katalize wspomaga kofaktor). U
bakterii kofaktor sktada sie z jednej czasteczki biatka, w
archeonéw z  czterech, za$ u  organizméw
eukariotycznych z dziewieciu lub dziecieciu. In vitro
prezentuje swoje wiasciwosci nawet bez udziatu czesci
biatkowej. Aktywnos¢ enzymatyczng warunkuje RNA M1,
rozpoznajgc wifasciwe miejsca na nici pierwotnego
transkryptu.

5'precursor




Rybozym hammerhead

Jest rybonukleazg obecng w wiroidach (czynniki patogenne ztozone z RNA,
atakujgce rosliny)

Kiedy wiroid sie namnaza, powstajg jego liczne kopie w postaci pojedynczej nici
RNA

Ciecie tego prekursora wymaga obecnosci rybozymu hammerhead

Nie jest to prawdziwy enzym, poniewaz tnie samego siebie, zas klasyczny enzym
powinien katalizowac reakcje dla wielu czgsteczek. Niemniej jednak da sie
podzieli¢ czgsteczke na czesé substratowg oraz czes¢ petnigca funkcje
enzymatyczne; ta druga zachowuje sie wéwczas jak enzym



Inne rybozymy - przykfady

* Introny grupy | (np. Tetrahymena thermophila rRNA)
* Introny grupy Il (np. introny mitochondrialne u drozdzy)

Rdznig sie one rodzajem czgsteczki, ktéra dokonuje ataku na miejsce splicingowe 5. W intronach grupy | jest nig
kofaktor guanozynowy, zas grupy Il — grupa 2’-hydroksylowa reszty adenylanowej intronu.

. Rybolsom (czesciowo rybozym) — 28S rRNA (eukariota) katalizuje tworzenie wigzan peptydowych podczas
translacji

* Rybozymy typu hairpin/spinka sg rybozymami matymi i katalizujg jeden obrdt reakcji. Biorg udziat m. in. w
replikacji wirusa mozaiki tytoniowej.

Przyktadowe zastosowanie rybozymow:

* Terapeutyczne cigcie RNA (gene silencing): rybozymy hammerhead i hairpin mogg by¢ zaprojektowane tak,
aby specyficznie przecinaty RNA patogenow (np. wiruséw HIV, HCV). Wykorzystuje sie je w genoterapii
chordb wirusowych, blokuje sie w ten sposéb namnazanie wirusa brodawczaka ludzkiego (human papilloma
virus — HPV) czy czynnika prowadzacego do transformacji nowotworowej, w wyniku ktorej dochodzi do
powstania raka skory, sromu i ust (to wszystko wcigz w fazie ekspervmentalneiy

* Wykorzystywane do precyzyjnego ciecia RNA w eksperymentach in vitro.




Rybozymy — podsumowanie

wiasciwosci katalityczne rybozymow wynikajg ze zmian konformacyjnymi w
ich strukturze trzeciorzedowej. Rybozymy mogg przeprowadzac reakcje
transestryfikacji (hairpin), transferu nukleotydu (Fi)ntrony), hydrolizy (RNA
RNazy P) czy s?/nteze; wigzania peptydowego (rybosom). Sg waznymi pod
wzgledem biologicznym czgsteczkami, wcigz prowadzone sg badania nad ich
aktywnoscig, poniewaz:

* rybozymy biorg udziat w waznych reakcjach, ktérych zbadanie jest
niezbedne do poznania metabolizmu komorki

* majg one prostszg budowe niz enzymy

* selektywnos¢ ich dziatania moze by¢ wykorzystywana w terapii celowanej
w RNA, choc¢ do tego niezbedne jest poznanie stabilno$ci chemicznej
oligonukleotyddéw w srodowisku komérkowym, transportu do
wyznaczonych miejsc w komérce czy fatdowania do konformacji aktywnej



Inne funkcje RNA omowimy
na dalszych wyktadach



Podstawowe techniki
molekularne badan nad RNA

W jaki sposdb wykrywamy czgsteczki RNA?
Jak okreslamy poziom ekspres;ji transkryptow?
W jaki sposob sekwencjonujemy transkryptomy?



Northern Blot

tworza dupleks RNA-DNA.

rozmiaru (dtugosci)

Badane czgsteczki RNA sg wykrywane poprzez hybrydyzacje ze specyficzng sondg DNA, z ktorg
W trakcie Northern Blot, czgsteczki RNA s3 rozdzielane na zelu (elektroforeza) pod wzgledem ich

Sondy s3 znakowane, np. radioaktywnie lub chemoluminescencyjnie

Northern Blot pozwala okresli¢ ilos¢ badanego RNA; moze tez stuzyé do pordwnania pozioméw

ekspresji pomiedzy badanymi préobkami

150 =
100
70

40
30

Pre-tRNA
} ArgTCT 4-1
I tRNA
ArgTCT 4-1

} ArgTCT 4-1
5'-derived tRF

150 =

100

5S rRNA https://doi.org/10.1073/pnas.1821120116




Mikromacierze

* Mikromacierze sg koncepcyjnie podobne do
Northern/Southern Blot, iednak
przeniesione do innej skali

* Odwrdcenie znaczenia termindw: tutaj
sondy (probes) sg unieruchomione (np. na
szklanej ptytce, stanowig znane sekwencje),
natomiast badany materiat (cDNA) stanowi
tzw. target

* Kiedy badane czgsteczki cDNA hybrydyzujg
do sond, ich ilos¢ jest proporcjonalna do
intensywnosci Swiecenia, ktére jest
sczytywane w eksperymencie
mikromacierzowym, informujgc o poziomie
ekspresji genow

Mikromacierz poréwnujaca wzorce ekspresji genéw w dwdch
typach tkanek (miesniach i neuronach) u Caenorhabditis
elegans.

Kazde kétko zawiera krétki fragment DNA pochodzacy z
regionu kodujgcego pojedynczego genu w genomie C.
elegans. RNA zostato wyizolowane z miesni oraz neurondw, a
nastepnie oznaczone fluorescencyjnymi barwnikami
(odpowiednio czerwonym i zielonym).

Czerwone kotka wskazujg geny ulegajgce ekspresji w
miesniach, natomiast zielone - w neuronach. Zétte kétka
oznaczaja geny ulegajace ekspresji w obu typach komérek.



Mikromacierze

Etapy eksperymentu mikromacierzowego

* [zolacja RNA z komorek lub tkanek.

* Synteza cDNA lub cRNA w reakcji odwrotnej transkrypciji.

» Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi (np. Cy3 i Cy5).

* Hybrydyzacja znakowanego materiatu do sond na mikromacierzy.
» Skanowanie mikromacierzy laserem i detekcja emisji fluorescenc;ji.

* Analiza danych — porodwnanie poziomow ekspresji gendw miedzy
probkami.



Mikromacierze cDNA

Mikromacierze cDNA budowane sg z dtugich sond (500-5000 nukleotyddw),

ktore uzyskuje sie poprzez amplifikacje wybranych fragmentéw gendéw

metodg RT-PCR.

* Po oczyszczeniu sondy nanoszone sg na ptytke metoda kontaktowg (np. za
pomocgy igiet) lub niekontaktowg (np. piezoelektryczng).

* W typowym eksperymencie poréwnuje sie dwie probki — na przyktad
tkanke zdrowg i nowotworowa.
* Jedna prébka jest znakowana barwnikiem zielonym (np. Cy3), druga
czerwonym (np. Cy5). Po hybrydyzacji i skanowaniu:
* zielony sygnat oznacza ekspresje genu w probce kontrolnej,
* czerwony —w prébce badanej,
» 76tty — ekspresje w obu prébach.



Mikromacierze oligonukleotydowe

* W mikromacierzach oligonukleotydowych sondy (zwykle 25-70
nukleotyddw) sg syntetyzowane bezposrednio na ptytce metoda

fotolitografii.

* Dzieki temu uzyskuje sie bardzo duzg gestos$¢ druku oraz wysoka
powtarzalnosc¢ i specyficznos¢ sond.

* W tych mikromacierzach kazda prébka jest analizowana osobno
(jedna ptytka = jedna probka).

» Znakowany materiat (zazwyczaj biotynylowany cRNA) po hybrydyzacji
wykrywany jest przy uzyciu kompleksu streptawidyna—fikoerytryna.



Mikromacierze

Cecha

Mikromacierze cDNA

Mikromacierze oligonukleotydowe

Rodzaj sond

Dtugie fragmenty cDNA (500-5000
nt)

Krotkie oligonukleotydy (25-70 nt)
syntetyzowane in situ

Sposéb wytwarzania sond

IAmplifikacja RT-PCR i nanoszenie
mechaniczne

Synteza fotolitograficzna bezposrednio na
plytce

Liczba analizowanych préb

Dwie jednoczes$nie (barwniki Cy3 i
Cy5)

Jedna prébka na ptytke

Rodzaj znakowanego materiatu

cDNA znakowane fluoroforami

CRNA znakowany biotyna, wykrywany przez
streptawidyne—fikoerytryne

Sposdb odczytu

Poréwnawczy (stosunek sygnatéw
dwdch barwnikéw)

Bezwzgledny (intensywnosé fluorescencji jednej
probki)

Specyficznos¢ hybrydyzacji

Nizsza — ryzyko nieswoistych wigzan

Wysoka — krotkie sondy i doktadna lokalizacja

Powtarzalnosc i standaryzacja

Ograniczona

Bardzo wysoka

Koszt i ztozonos¢

Niska cena, prosta konstrukcja

Wysoka cena, skomplikowana technologia

Zastosowanie

[Analiza ekspresji gendw w uktadach

poréwnawczych

Analiza ekspresji, genotypowanie, badanie SNP




Mikromacierze

An end to end workflow for differential gene expression using
Affymetrix microarrays

Clustering heatmap for the calibrated samples

-log10(P-value)

\_deviation

log2_expression
Py °

i H T T T
gg 2 - 0 1 2 3
H
3

Log2 Fold Change

https://bioconductor.org/packages/release/workflows/vignettes/maEndToEnd/inst/doc/MA-Workflow.html
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EST - definicja
ang. Expressed Sequence Tags — Wﬁ;ﬁ:&“
sekwencyjne znaczniki ekspres;ji J,
Krotkie sekwencje nt o dfugosci RNA
od 100 do 800 pz H E H H
Otrzymywane przez analize i .
sekwencjonowanie ]_GDNA

kom ple me nta rnego D NA (CD NA) Ribonuclease degredation of RNA
Synthesis of Second Strand of DNA

wytwarzanego na matrycy \l‘

mRNA

5’EST — zazwyczaj rejon Doubls .

kodujacy biatko, duzy stopien
konserwacji miedzy gatunkami

. Forward Sequencin Reverse Sequencin
3’EST — mogg wchodzié¢ w zakres \L Primor \Lpﬁ‘r’n.r caueneing
np. UTR, mniejsza konserwacja ) (—

5'EST 3'EST

Ryc. Powstawanie ESTow
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/est.html



EST - wykorzystanie

» Tworzenie bibliotek (komdrka, tkanka, organizm)

» Zestaw EST-0w pozwala zrekonstruowac cate czgsteczki cDNA
przy uzyciu regiondw naktadajgcych sie (ang. regions of
overlap) by przewidzieé, ktére sekwencje powinny do siebie
pasowac

» Sekwencjonowanie transkryptéw
» Bezposrednia analiza ekspresji genow
* Mapowanie do genomow

Uwaga! mRNA, a wiec i EST-y, nie zawierajg introndw,
rejondw miedzygenowych itp.



sktadanie sekwencji

EST




EST - etapy analizy

Identyfikacja i usuniecie zanieczyszczen w
sekwencjach (wektory, sekwencje o niskiej jakosci)
. Grupowanie EST-0w na zasadzie podobienstwa
(tworzenie klastrow dla danego transkryptu)

. Sktadanie sekwencji wewnatrz grup

Mapowanie do genomu — analiza transkryptow

. Adnotacja na podstawie podobienstwa do
istniejgcych biatek



Lanieczyszczenia - wektory

Ampicillin peracycline  « WEKTOR — czasteczka DNA zdolna do
Resistance esistance . , .
Bam HI replikacji w komorce danego gospodarza i przez
to nadajgca sie do namnazania innych
Sall fragmentow DNA
* klonowanie i namnazanie DNA — takze EST

* pozostaja fragmenty wektorow - bledy w

skladaniu
Origin of
Replication A
P sequence [+~ AGGGACAGACCG ) )+~ TCGTATTACAATTCACT -
CLV — CLV
<< GAGGGA«—— Shotgun Insert TICACT e
vector (5 ,.}{‘
S ’3333 S ~] 1_\'3
—— ::2:.)-:)¢J_'13 )levll‘wii-,_
Splice site trimming
\
— D\scatd
GAGGOGA -——— Vec art —DTI—CACTC‘(-
vector ﬁ_’,& — o )’n
)
’ ’iVDV DOLISS -, oIV WL le\f"’"""_’ig’/

Contaminant removal



EST - wazne pojecia

KLASTER (ang. cluster) — grupa podobnych, blisko
spokrewnionych sekwencji

KONTIG (ang. contig) - grupa sklonowanych fragmentow DNA,
ktdre majg zachodzace na siebie regiony i moga by¢ ztozone w
uktadzie liniowym

SINGLETONY (ang. singlets) — sekwencje, ktore zostaty
odrzucone podczas procesu sktadania (np. z powodu niskiej
jakosci sekwencji, zbyt matego podobienstwa do pozostatych
sekwencji, za matego podobienistwa rejonu naktadajgcego sie,
za dtugiego rejonu niedopasowanego na koricach = kryteria
programow!)

KONSENSUS (ang. consensus) — najlepsza sekwencja ustalona
w wyniku przyrownania wielu sekwencji




Narzedzia bioinformatyczne

CBI VecScreen

Entrez Qmin Taxonomy Structure

» Screen a Sequence Using VecScreen

Home | Contact Us | About Us search @
= {ving the cotton research communil

Cap3 Server

Use the Advanced CAP3 Tool

SQJ@ED W

[ Online [

<
< —~
- NCBI

Al Databases PubMed Nucleotide ote Genome Structure
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PCR —reakcja tancuchowa polimerazy
(ang. polymerase chain reaction)

* Technika umozliwiajgca powielenie (amplifikacje) wybranego
fragmentu czgsteczki DNA

* Polega na wydtuzaniu dwdch oligonukleotydowych starteréw
(ang. primer), komplementarnych do sekwencji lezgcych na
koricach interesujgcego nas odcinka DNA

* Wielokrotne powtdrzenia trzech podstawowych etapéw



ETAPY REAKCII

1. DENATURACJA - matryca DNA pod wptywem
temperatury ok. 94° C przechodzi w forme jednoniciowg

2. HYBRYDYZACJA (przytaczanie, annealing) — startery
przytaczajg sie do homologicznych sekwencji DNA matrycy,
rozpoczecie reakcji polimeryzacji w temperaturze ok. 55° C

3. SYNTEZA (extension, elongation) — w temperaturze
ok.72° C polimeraza DNA dobudowuje do 3’ konca
starterow nowg ni¢ DNA, komplementarng do matrycy,
korzystajgc z nukleotydow dodanych do reakcji



PCR : Polymerase Chain Reaction
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40 cycles of 3 steps :

Step 1 : denaturatioa

1 minut 94 °C

Step 2 : annealing ]
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Step 3 : extension ]

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vierstrasie 1999)




ok wnNE

Matryca DNA
Startery
Bufor

Jony Mg?*
Polimeraza
dNTP

SKtADNIKI REAKCII

PCR ingredienis

Primers .
k| 1]H]

DNA template H

Thermostable DNA polymerase



PCR... i co dalej?

 Elektroforeza (PAA lub agaroza)
* Elucja z zelu i dalsze analizy

Verification of PCR product on
agarose or scparide gel

3kb

1857 g

—— 1058 j—
1kb g 21 -
500
— 383
300

ladder PCR fragments



Z/ASTOSOWANIA PCR

Identyfikacja okreslonych sekwencji DNA, np. danego genu
Analiza transkrypcji — RT-PCR — identyfikacja RNA w materiale
genetycznym

Analiza polimorfizmu — pula produktow charakterystycznych
dla genomu

Mutageneza — wprowadzenie mutacji do amplifikowanego
fragmentu

Identyfikacja mutacji — zmiana wielkosci produktéw PCR
(indel), dalsze testy (mutacje punktowe)

Mapowanie, sekwencjonowanie DNA, filogenetyka
molekularna

Medycyna sgdowa, diagnostyka kliniczna



STARTERY (ang. primers)

Jednoniciowe oligonukleotydy
Dtugosé: kilkanascie — kilkadziesiat zasad

Wiaz3 sie z sekwencjg komplementarng (matryca)
Miejsce startu syntezy nowej nici DNA

FORWARD (sense) REVERSE (antisense)
Reverse Primer
3 A GGLA-——- 5
Tewplate: Flu=s Strand e}
' ————e AT G ——— e S S S S S e e CCTT-———————————
1 Target 1
3" ————— TAGC—— e e S E S S S S S S S e e GEhA————————————
T Minus Strand
5' ——ATCG-——————— ]
Forward Primer




Projektowanie starterow — narzedzia
bioinformatyczne

Prim er 3 Plu S Primer3Manager Help

pick primers from a DNA sequence About Sowrce Code

Tasks Doscon B Sz det e g tawias cawn oy s g raserom
Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalty Weights Sequence Quality

Secuence Id:

FPaste source sequence below Or upload sequence file: [ Przegladaj... ] [ Upload File ]

<, PrimerBLAST

»NCEI/ Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template {(using Primer3 and BLAST). more...  Tips for finding specific primers

FCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Range

Clear

From Ta
. .
Forward primer | Clear

Reverse primer

Or, upload FASTA file Przegladai.




Sekwencjonowanie

[, I, Il generacja



Sekwencjonowanie | generacji
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Template
ddNTPs

ddTTP -@
ddCTP —@
ddATP —@
ddGTP —@

Primer elongation
and chain termination
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Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

&

Capillary gel

Detector

-

Chromatograph

GG TCATAGCTG TTTCCT

Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis




Sekwencjonowanie | generacji

2'-deoxy ATP 2'-,3'-dideoxy ATP

5' 5
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3 2 3 2

OH H H H



Sekwencjonowanie | generacji
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Sekwencjonowanie
| generacji

Primer

Template

ddNTPs

ddTTP @
ddCTP -@
ddATP -9
ddGTP -
Primer elongation
and chain termination

Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

Capillary gel

Laser Detector

-

Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis

“HOPO=HAOOOQO-H=-=H00P0=-000REEED0=HD



Sekwencjonowanie typu shotgun

* Jako pierwszy genom zywego organizmu zsekwencjonowano bakterie
Haempophilus influenzae (niewielki genom, ok. 1.8 Mb)

* Genom zostat pofragmentowany na niewielkie fragmenty, ok. 1 kb

* Te fragmenty wklonowano do plazmidéw, tworzac biblioteke DNA, a nastepnie
zsekwencjonowano metodg Sangera

* Aby miec pewnos$é, ze zsekwencjonowany zostanie caty genom,
sekwencjonowaniu poddano ok. 30-40 tys. klondw. Poniewaz zsekwencjonowane
fragmenty miaty przecietng dtugosc 600 nt, dato to srednie pokrycie genomu 10x

* Alternatywne podejscie, ktére rozwazano, to pofragmentowanie genomu
enzymami restrykcyjnymi, a nastepnie zsekwencjonowanie tak uzyskanych
fragmentow DNA. Jednak to podejscie sie nie sprawdzito, poniewaz uzyskane
fragmenty czesto sg o wiele wieksze niz dtugosc produktu reakcji
sekwencjonowania



Sekwencjonowanie typu shotgun

* Przecietny chromosom cztowieka ma dtugosc¢ 150 Mb. A zatem wynik
sekwencjonowania o dtugosci 600 nt stanowi zaledwie 0.0004% jego dtugosci. W
konsekwencji, poznawanie duzych genomow eukariotycznych niesie ze sobg
koniecznos¢ sekwencjonowania gigantycznej liczby fragmentdw.

* Zazwyczaj fragmenty genomu dzieli sie na osobne pule, w zaleznosci od ich
dtugosci, np. 1, 5 czy 100 kb

* W przypadku cztowieka potrzebne jest ok. 2 mIn fragmentéw, aby
zsekwencjonowad typowy chromosom z pokryciem 10x

* Krotkie fragmenty DNA sg fgczone w kontigi, zwykle o dtugosci 50 000 — 200 000
nt. To juz dane przydatne biologicznie, bo na przyktad u Drosophi/aﬂ'eden gen
przypada srednio na 10 kb, a wiec takie fragmenty miescityby juz kilka gendw.
Jednak w Brzypadku genomow mniej upakowanych w geny, jak genom cztowieka,
to wciagz zbyt niska wartosc (jeden gen na 100 000 nt)

* Z tego powodu konti%i sg tgczone w dtuzsze fragmenty, zwane skafoldami, o
dtugosci okoto 1-2 M



Sekwencjonowanie genomow:
sparowane fragmenty

Gtéwnym ograniczeniem w uzyskiwaniu wystarczajgco dtugich kontigdw, skafoldoéw czy catych
chromosomow jest wystepowanie elementdw powtarzalnych: fragmenty, ktére zawierajg
naktadajgce sie sekwencje zawierajgce elementy powtarzalne mogg zostac ze sobg potaczone,
mimo ze nie wystepujg obok siebie w genomie

Czesciowym rozwigzaniem tego problemu jest sekwencjonowanie fragmentéw z obu koncéw, co
prowadzi do uzyskiwania sparowanych fragmentoéw (tzw. paired-end sequencing). W tym celu
typowo sekwencjonuje sie fragmenty o réznej dtugosci, np. 1 kb i 100 kb.

Poniewaz wigkszos¢ elementow powtarzalnych ma dtugos¢ ponizej 2-3 kb, sekwencjonowanie
frejlfgm_erlltow o dtugosci 5 kb okazuje sie bardzo efektywnym podejsciem w przypadku genomu
cztowieka

Jedli chcemy potaczy€ kontigi w skafoldy, to musimy zsekwencjonowac korice jeszcze dtuzszych
fragmentow, o dquos'ci okoto 100 kb; s3 one wklonowywane np. do tzw. BAC (bacterial artificial
chromosome). Zsekwencjonowane korice takich fragmentéw sg nastepnie mapowane do
kontigdw, zeby sie dowiedzieé, ktére kontigi mozna ze sobg potaczy¢ w skafoldy



Sekwencjonowanie
genomow: sparowane

fragmenty

create library
5-kb inserts
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Sekwencjonowanie typu shotgun

human genome (15 X 10° plasmids)
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Mikromacierze pokrywajgce genom (tiling arrays)
jako metoda poznawania transkryptomu

* Tiling arrays zawierajg immobilizowane genomowe sDNA, typowo o dtugosci okoto 50 nt
* 1 min takich 50-meréw wystarcza by pokry¢ caty genom Drosophila co 100-150 nt

* sDNA w tak skonstruowanych chipach hybrydyzuje nastepnie ze znakowanymi fluorescencyjnie
czasteczkami RNA lub cDNA. Ten materiat moze pochodzi¢ z konkretnej linii komdrkowej, tkanki
czy organu

* Sczytawszy sygnat wyzwalany w trakcie hybrydyzacji dowiadujemy sie ktore regiony genomu
ulegajq ekspresji. Uzyskujemy takze informacje na temat struktury intronowo-egzonowej genéw

* To podejscie nadaje sie nie tylko do badan nad genami kodujgcymi biatko, ale takze niekodujgcymi

* Dzieki tiling arrays dowiedzielismy sie, ze do 30% genomu cztowieka ulega transkrypcji, cho¢ tylko
5% z tej puli dotyczy rejonédw kodujgcych biatko

» Oczywistg wspodtczesng alternatywa jest wysokoprzepustowe sekwencjoowanie cDNA/RNA



Mikromacierze pokrywajgce genom (tiling arrays)
jako metoda poznawania transkryptomu




Inne techniki omowimy w dalszej czesci
wyktadow




Transkrypcja vs replikacja

* Transkrypcja i replikacja: oba procesy prowadzg do powstania
komplementarnej nici kwasu nukleinowego na matrycy DNA

* Podstawowe rdznice na poziomie molekularnym to:

Transkrypcja prowadzi do powstania RNA, a replikacja: DNA

Polimeraza RNA nie wymaga starteréw do reakcji syntezy RNA

Produkt transkrypcji jest uwalniany (nie pozostaje zwigzany z nicig macierzystg)
Mozliwa jest jednoczesna transkrypcja tego samego genu przez wiele polimeraz

Transkrypcja jest znacznie mniej doktadna niz replikacja (1/10 tys., w poréwnaniu z 1
/ 10 mIn) = dlaczego?

Transkrypcja dziata na wybrane fragmenty genomu, zas replikacja prowadzi do
skopiowania catej informacji genetycznej



Transkrypcja

DNA duplex

template strand



Polimerazy RNA

* Od bakterii po cztowieka, polimerazy RNA majg dos¢ zakonserwowane domeny
odpowiedzialne za samg transkrypcje; niemnieijednak, polimerazy RNA skfadaja
sie z wielu podjednostek, petnigcych rézne funkcje (wyjatek: niektore fagowe i
organellarne polimerazy RNA, ztozone z pojedynczych podjednostek)

* U bakterii wyrdzniamy tylko jedng polimeraze RNA
* U Eukaryota mamy Polimeraze RNA I, 11 lll

* Polimeraza RNA | (Pol I) syntetyzuje pre-rRNA 45S, z ktdrego powstajg 28S, 18S i
5.8S rRNA.

* Polimeraza RNA Il (Pol Il) transkrybuje geny kodujgce biatko, tworzgc pre-mRNA.
Syntezuje tez wiekszo$¢ snRNA i mate jgderkowe RNA.

* Polimeraza RNA Il (Pol ll) syntetyzuje tRNA, 5S rRNA.

* Polimeraza RNA IV i V: obecne tylko u roslin, uczestniczg w transkrypcji matych
regulatorowych RNA



Polimerazy RNA

TABLE 13-1 The Subunits of RNA Polymerases

Prokaryotic Eukaryotic

Bacterial Archaeal RNAP | RNAP II RNAP Il

Core Core (Pol 1) (Pol 1) (Pol 1lI)
B’ A /A" RPA1 RPB1 RPC1
B B RPA2 RPB2 RPC2
o D RPC5 RPB3 RPC5
o L RPC9 RPB11 RPC9
® K RPB6 RPB6 RPB6

[+six others] [+ nine others] [-+seven others] [-+11 others]

The subunits in each column are listed in order of decreasing molecular weight. (Adapted, with permission, from
Ebright R.H. 2000. /. Mol. Biol. 304: 687—-698, Fig. 1, p. 688. © Elsevier.)



Transkrypcja: inicjacja, elongacja, terminacja

Transkrypcja to proces syntezy réoznych rodzajow RNA. Sktada sie z
czterech procesow:

* Inicjacja: nastepuje rozplgtanie helisy DNA, przez co polimeraza RNA moze
przytagczyc sie do promotora wtasciwej nici DNA

* Elongacja: polimeraza RNA przesuwa sie wzdtuz matrycowej nici DNA a w
efekcie tego procesu wydfuzana zostaje czgsteczka powstajgcego RNA.

* Terminacja: zakonczenie procesu transkrypcji, powigzane z procesem
poliadenylacji, czyli dodaniem tzw. ogona poliA na koricu 3’ czgsteczki RNA
(dotyczy tylko transkryptow kodujacych biatko)

* Obrdébka RNA: w trakcie transkrypcji, a czeSciowo po niej, czgsteczki RNA
stajg sie przedmiotem alternatywnego splicingu, a niekiedy dodatkowe;
obrobki (np. edytowanie RNA)



Transkrypcja u bakterii

* Promotor zawiera dwie zakonserwowane sekwencje o dlugosci 6 nt,
rozdzielone odcinkiem 19-19 nt

 Te zakonserwowane sekwencje wystepuja 10 oraz 35 nt powyzej miejsca
startu transkrypcji, dlatego sg nazywane -35 oraz -10.

* Niektore silne promotory zawierajg dodatkowe sekwencje, np. geny rRNA,
ktore zawierajg tzw. element UP

* Niektore silne promotory nie posiadajg sekwencji -35, ale za to majg
dtuzszy fragment -10 w kierunku upstream (np. geny gal u E. coli, ktdrych
produkty sg odpowiedzialne za metabolizm galaktozy)

* Oproécz tego istniejg promotory posiadajgce element -10 wydtuzony w
kierunku downstream (,,dyskryminator”)



Transkrypcja u bakterii
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Transkrypcja u bakterii: terminacja przez
sygnaty wewnatrz czgsteczki RNA

dyad
4 symmetry ——p

DNA 5/ |CCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAACAAAA)
3 /EGGTCCGEGEGCEGCATTACTCCGCCCGAAAAAAAACTTGTTTT)/

RNA 5 CCCAGCCCGCCUAAUGAGCGGGCUUUUUUUU 3

transcript folded to form A
termination hairpin K( \m
v 6|
g
C\—G~

AU = |G- C|

A =« [CHG — A

U - |C-G— AUC
c-G|— AU
G

c.
5 CCcCcA’ “Yuuuuuuu 3




Transkrypcja u bakterii: terminacja przez
sygnaty wewng




Jesli nie wskazano inaczej, cze$¢ ilustracji pochodzi z:

Molecular Biology of the Gene, 7th edition

James D. Watson, Tania A. Baker, Stephen P. Bell, Alexander Gann,
Michael Levine, Richard Losick

Pearson 2013



RNA i transkrypcja

1. Przypomnienie podstawowej wiedzy
2. Metody badan



Transkrypcja vs replikacja

* Transkrypcja i replikacja: oba procesy prowadzg do powstania
komplementarnej nici kwasu nukleinowego na matrycy DNA

* Podstawowe rdznice na poziomie molekularnym to:

Transkrypcja prowadzi do powstania RNA, a replikacja: DNA

Polimeraza RNA nie wymaga starteréw do reakcji syntezy RNA

Produkt transkrypcji jest uwalniany (nie pozostaje zwigzany z nicig macierzystg)
Mozliwa jest jednoczesna transkrypcja tego samego genu przez wiele polimeraz

Transkrypcja jest znacznie mniej doktadna niz replikacja (1/10 tys., w poréwnaniu z 1
/ 10 mIn) = dlaczego?

Transkrypcja dziata na wybrane fragmenty genomu, zas replikacja prowadzi do
skopiowania catej informacji genetycznej



Transkrypcja

DNA duplex

template strand



Polimerazy RNA

* Od bakterii po cztowieka, polimerazy RNA majg dos¢ zakonserwowane domeny odpowiedzialne za
samg transkrypcj? niemniej jednak, polimerazy RNA sk’radajl? sie z wielu podjednostek,
u

petnigcych rézne

nkcje (wx/thek: niektére fagowe i organellarne polimerazy RNA, ztozone z

pojedynczych podjednostek
* U bakterii wyrdzniamy tylko jedng polimeraze RNA
* U Eukaryota mamy Polimeraze RNA |, Il lll

Polimeraza RNA | (Pol I) syntetyzuje pre-rRNA 45S, z ktérego powstajg 28S, 185 i 5.8S rRNA.

Polimeraza RNA Il (Pol ) transkrybuje geny kodujgce biatko, tworzgc pre-mRNA. Syntezuje tez wiekszos¢

snRNA i mate jaderkowe RNA.
Polimeraza RNA llI (Pol Ill) syntetyzuje tRNA, 5S rRNA.

Polimeraza RNA IV i V: obecne tylko u roslin, uczestniczg w transkrypcji matych regulatorowych RNA



Polimerazy RNA

Polimeraza RNA IV (Pol 1V)

* Syntetyzuje jednoniciowe prekursorowe RNA (dtugosci ok. 30-40 nukleotyddw)

Te transkrypty stuzg jako matryca dla RNA-zaleznej polimerazy RNA (RDR2)

RDR2 przeksztatca je w dwuniciowe RNA (dsRNA)

Dicer-like 3 (DCL3) tnie dsRNA na 24-nukleotydowe siRNA

Transkrybuje gtdwnie sekwencje powtarzalne, transpozony i regiony heterochromatyny

Polimeraza RNA V (Pol V)

* Wytwarza dtugie niekodujgce transkrypty (tzw. scaffold RNA); nie produkuje stabilnych
transkryptéw - jej RNA petni role "rusztowania molekularnego,,

» Te transkrypty rekrutujg kompleks wyciszajgcy AGO4-siRNA do okreslonych miejsc w genomie
* Pozwala zrekrutowac metylotransferaze DRM2, co prowadzi do metylacji DNA



Polimerazy RNA

TABLE 13-1 The Subunits of RNA Polymerases

Prokaryotic Eukaryotic

Bacterial Archaeal RNAP | RNAP II RNAP Il

Core Core (Pol 1) (Pol 1) (Pol 1lI)
B’ A /A" RPA1 RPB1 RPC1
B B RPA2 RPB2 RPC2
o D RPC5 RPB3 RPC5
o L RPC9 RPB11 RPC9
® K RPB6 RPB6 RPB6

[+six others] [+ nine others] [-+seven others] [-+11 others]

The subunits in each column are listed in order of decreasing molecular weight. (Adapted, with permission, from
Ebright R.H. 2000. /. Mol. Biol. 304: 687—-698, Fig. 1, p. 688. © Elsevier.)



Transkrypcja: inicjacja, elongacja, terminacja

Transkrypcja to proces syntezy réoznych rodzajow RNA. Sktada sie z
czterech procesow:

* Inicjacja: nastepuje rozplgtanie helisy DNA, przez co polimeraza RNA moze
przytgczyé sie do promotora wiasciwej nici DNA

* Elongacja: polimeraza RNA przesuwa sie wzdtuz matrycowej nici DNA a w efekcie
tego procesu wydtuzana zostaje czgsteczka powstajgcego RNA.

* Terminacja: zakonczenie procesu transkrypcji, powigzane z procesem
poliadenylacji, czyli dodaniem tzw. ogona poliA na koncu 3’ czasteczki RNA
(dotyczy tylko transkryptow kodujgcych biatko)

* Obraobka RNA: w trakcie transkrypcji, a czesciowo po niej, czasteczki RNA stajg sie
przedmiotem alternatywnego splicingu, a niekiedy dodatkowej obrdbki (np.
edytowanie RNA)



Transkrypcja u bakterii

* Promotor zawiera dwie zakonserwowane sekwencje o dlugosci 6 nt,
rozdzielone odcinkiem 17-19 nt

 Te zakonserwowane sekwencje wystepuja 10 oraz 35 nt powyzej miejsca
startu transkrypcji, dlatego sg nazywane -35 oraz -10.

* Niektore silne promotory zawierajg dodatkowe sekwencje, np. geny rRNA,
ktore zawierajg tzw. element UP

* Niektore silne promotory nie posiadajg sekwencji -35, ale za to majg
dtuzszy fragment -10 w kierunku upstream (np. geny gal u E. coli, ktdrych
produkty sg odpowiedzialne za metabolizm galaktozy)

* Oproécz tego istniejg promotory posiadajgce element -10 wydtuzony w
kierunku downstream (,,dyskryminator”)



Transkrypcja u bakterii
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|dentyfikacja promotorow bakteryjnych -
metody bioinformatyczne

89
1. i i ji ych 4, Bazy danych i narzedzia
Dedykowane bazy:
. Szukamy charakterystycznych motywow: *  RegulonDB (E. coli)
* cdbprom
*  Box-10 (Pribnow box): TATAAT (konsensus 670) «  PPD-Prokaryotic Promoter Database (potwierdzone eksperymentalnie)
Programy:

¢ Box-35:TTGACA e.g. BacPP (Bacterial Promoter Prediction), 70ProPred

. Odlegtos¢ miedzy nimi: ~17 nukleotydéw Machine Learning:
* Modele trenowane na eksperymentalnie zwalidowanych promotorach

*  Uwazgledniajg dodatkowe cechy: struktura DNA, stabilnos¢ termodynamiczna
* Random Forest, SVM, sieci neuronowe

+ Pozycja: przed (+1) miejscem startu transkrypcji

. Dopuszczenie 1-2 mismatchy (promotory naturalne rzadko sa idealne)

Genomika poréwnawcza:
« Identyfikacja zakonserwowanych motywdw w regionach miedzygenowych
*  Zaktadamy, ze funkcjonalne promotory sg zakonserwowane ewolucyjnie

2. Macierze PWM (Position Weight Matrix)

. ie profilu d ien na podstawie znanych promotorow

Integracja z danymi eksperymentalnymi

. Uwzglednia czesto$¢ wystepowania kazdej zasady w kazdej pozycji
Ble € vstep ) v ) pozye] *  RNA-seq -> okreslenie poziomu ekspresji i TSS

«  Bardziej elastyczne niz sztywne sekwencje konsensusowe *  ChiP-seq - wigzanie polimerazy RNA lub czynnikéw o
+  Obliczanie wyniku (score) dla kandydujacych sekwencji = MULTIPly
m=miPromoter 2|
Algorytmy: iPro70-FMWin
70ProPred
. MEME (Multiple EM for Motif Elicitation); odkrywa nowe
(huttp ) odkey CNNProm

. FIMO (Find Individual Motif Occurrences); identyfikuje znane motywy

Cassiano MHA, Silva-Rocha R. Benchmarking Bacterial Promoter Prediction Tools: Potentialities and
Limitations. mSystems. 2020 Aug 25;5(4):e00439-20. doi: 10.1128/mSystems.00439-20. PMID:

. Przeszukiwanie 150-300 pz przed genem kodujgcym 32843538; PMCID: PMC7449607.

3. Analiza region6w upstream

. W operonach: tylko przed pierwszym genem



Transkrypcja u bakterii: terminacja przez
sygnaty wewnatrz czgsteczki RNA

dyad
4 symmetry ————p
DNA 5/ ICCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAACAAAR)
3| /EGEGTCGEGGCEGATTACTCGCCCGAAAAAAAACTTGTTTT/

RNA 5 CCCAGCCCGCCUAAUGAGCGGGCUUUUUUUU 3

transcript folded to form
termination hairpin




Transkrypcja u bakterii: terminacja przez
sygnaty wewnatrz czgsteczki RNA




ldentyfikacja terminatorow transkrypcji u
bakterii

Terminatory rho-niezalezne (intrinsic)

* Struktura hairpin z regionem bogatym w GC

* Po spince: cigg poli-U (5-8 reszt uracylu)

* Stabilna struktura drugorzedowa (AG < -10 kcal/mol)

Narzedzia bioinformatyczne:

* TransTermHP (najczesciej uzywane)

* Przewiduje pozycje, strukture i stabilnos¢ spinki

* Wymaga genomu + adnotacji genéw

* OQutput: pozycja, energia swobodna, pewnos$¢ (confidence score)



ldentyfikacja terminatorow transkrypcji u
bakterii

Terminatory rho-zaleine

* Brak jednoznacznej sekwencji konsensusowej
Region bogaty w C i ubogi w G (~70 nt)

Brak silnych struktur drugorzedowych

Miejsce wigzania Rho (rut site - rho utilization site)
Niesparowane regiony bogate w cytozyne

Narzedzia:
* jTerm-PseKNC
¢ RhoTermPredict



Transkrypcja u Eukaryota

Promotor ma dtugos¢ zwykle w zakresie 40-60 nt

Typowo, promotor posiada kombinacje takich elementéw, jak BRE, TATA, Inr, DPE,
DCE czy MTE.

Oprocz samego promotora, mozna wyrozni¢ dodatkowe sekwencje, ktore poprzez
oddziatywanie z odeW|edn|m| czynnikami biatkowymi wptywajg na wydajnosc
transkrypcji, np. wzmacniacze i wyciszacze (enhancers, silencers)

Na promotorze, polimeraza Il RNA razem z czynnikami biatkowymi tworzy tzw.
kompleks preinicjacyjny

TFIB  TBP TFID TFID TFID TFID
3|? 32 31 26 2 | +f. 6 m 18 e 428 +30+32 +34
" TATA // ] Ir | JDCE, ) | DCE, | DPE JDCE
&¢., TCC CTTe cTeT AA . AGC
ppANApp cCpCCTC



Transkrypcja u Eukaryota

* Tylko ~10-20% gendw u ssakdw ma klasyczng sekwencje TATA. Wiekszos¢
ma promotory CpG-island (bogate w GC). TATA-less promotors czesto majg
rozmyte TSS (wiele miejsc startu). Implikacja dla nas: Proste wyszukiwanie
TATA-box znajdzie tylko niewielkg czes¢ promotoréw!

* Pol Il czesto sie zatrzymuje ~20-60 nt za TSS. Potrzebuje P-TEFb (kinaza) aby
kontynuowac¢ elongacje. To gtéwny punkt regulacji (nie sama inicjacja!).
Widoczne w ChIP-seq jako "peak" tuz za promotorem. U Drosophila: ~30%
genow, u ssakow: ~50-70% genow

* Transkrypcja nie odbywa sie réwnomiernie w jadrze. Pol Il tworzy "fabryki"
- ogniska transkrypcyjne (kilkaset czgsteczek Pol Il). DNA jest "wciggane" do
fabryki (nie polimeraza porusza sie po DNA!)



Transkrypcja u Eukaryota

Oproécz samego promotora, polimerazy || RNA oraz
podstawowyc czynnikow transkrypcyjnych
otrzebne s3g jeszcze dodatkowe biatka, dzieki
torym Pol wchodzi w interakcje m.in. z
kompleksami modyfikujagcymi chromatY<ne. Jednym
z takich ,tgcznikdow” jest biatkowy kompleks o
nazwie Mediator, ktéry jest tgcznikiem miedzy
olimerazg a biatkowymi czynnikami
Faktywatorami) przytgczonymi do czgsteczki DNA.

activator-




Transkrypcja u Eukaryota

Na etapie elongacji nastepuja przetasowania w kompleksie
transkrypcyjnym, m.in. opuszcza go wiekszos¢ czynnikdw zwigzanych
typowo z inicjacjg transkrypcji, a zastepujg je czynniki elongacyjne, jak i
enzymy uczestniczgce w obrobce RNA.

a

| OB ; )

h ’ s , 1/
o U/ D %;)
/

capping

enzyme

/

components qf polyadenylation
splicing machinery and cleavage
factors



Transkrypcja u Eukaryota

* Eukariotyczne RNA s3 przedmiotem wielowgtkowej obrobki: dodanie
czapeczki na koncu 5’, poliadenylacja na koricu 3’ czy tez splicing;
dopiero tak , przetworzona” czgsteczka moze zosta¢ eksportowana do
cytoplazmy, gdzie staje sie matrycg w procesie translacji

* Te procesy sg Scisle powigzane z elongacjg i terminacjg transkrypcji:
wiele czynnikéw biatkowych jest wspdlnych dla tych procesow,
prawdopodobnie dla wydajniejszej ich koordynac;ji

* Pierwszg w kolejnosci modyfikacjg jest dodanie czapeczki (ang. cap),
stanowigcg modyfikowany (metylowany) nukleotyd guaninowy



Transkrypcja u Eukaryota

e CTD (C-terminal domain) Pol Il = kod fosforylacyjny
» CTD zawiera 52 powtodrzenia sekwencji YSPTSPS (u cztowieka)
* Rdzne wzorce fosforylacji = rdzne etapy transkrypcji:

* Ser5-P - inicjacja, capping

* Ser2-P - elongacja, splicing

* Tyrl-P - terminacja



Transkrypcja u Eukaryota

Capping nastepuje po 20-30 nukleotydach. Cap (7-metylguanozyna) dodawany
podczas elongacji. RNA bez cap jest natychmiast degradowane (quality control)

Splicing zaczyna sie PRZED zakorniczeniem transkrypcji. Pierwsze introny mogg by¢
wycinane, gdy ostatnie egzony s3 jeszcze transkrybowane. Kinetyka transkrypcji
wptywa na alternatywny splicing:

* Wolna Pol Il = wiecej czasu na rozpoznanie stabych splice sites
* Szybka Pol Il - pominiecie stabych exonéw
To tzw. "kinetic coupling model"



Transkrypcja u Eukaryota

* Divergent transcription - od tego samego promotora w obie strony.
~20% promotorow pokazuje dwukierunkowg transkrypcje. Upstream
RNA zwykle krétkie i niestabilne (cryptic unstable transcripts)

* Gene loops: koniec 3' genu czasami fizycznie kontaktuje sie z
promotorem (ChlA-PET, Hi-C). Utatwia to reinicjacje transkrypcji.
Mediowane przez czynniki terminacji i inicjacji rownoczesnie. U
drozdzy bardzo wyrazne, u ssakdéw subtelniejsze

* Mitochondria uzywajg Pol mt / POLRMT - zupetnie innej polimerazy.
Single-subunit polimeraza (jak u fagdéw T7). Jedna polimeraza dla
catego genomu mitochondrialnego. Transkrypty policistronowe, jak u
bakterii



Transkrypcja u Eukaryota

Gdy polimeraza siega konca genu, napotyka
specjalng sekwencje (sygnat poliadenylacji),
ktory bedac przepisany na RNA przyciagga
czynniki biatkowe uczestniczgce w procesie
Skutkuje to nastepujgcymi

poliadenylacji.
zdarzeniami:

* ciecie czgsteczki RNA
* dodanie wielu A do korica 3’;
* Degradacja fragmentu RNA wciaz zwigzanego

z polimeraza

* Terminacja transkrypcji

poly-A signal
sequence in DNA

L
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Pol | RNA

* Enzym ten odpowiada za ekspresje zaledwie jednego genu, kodujgcego
prekursor rRNA (wytwarza prekursor 47S (45S) rRNA, ktory jest nastepnie
ciety do 18S, 5.8S i 28S rRNA rybosomu). rRNA wystepuje w komdrce w wielu
kopiach, stad zapotrzebowanie na te wyspecjalizowang polimeraze RNA.

* Promotor Pol | sktada sie z czesci gtdwnej oraz elementu UCE (ang.
Upstream control element)

o)

. ucE ) core promoter

-150 —-100 —45 +1 +20

) i




Pol [l RNA

» Zdecydowana wiekszos¢ promotorow tej polimerazy jest zlokalizowana w ciele genu, a wiec
downstream

* Promotor gendw tRNA, transkrybowanych przez te polimeraze, sktadajg sie z dwdch czesci: Box A i
Box B. Promotory innych genéw (np. 5S rRNA) posiadajg natomiast Box A i Box C

* Tak jak w przypadku Pol I i Pol I, wymagane sg tutaj czynniki transkrypcyjne, np. TFIIIB czy TFIIIC.

a




Bazy danych powigzane
tematycznie

Promotory, czynniki transkrypcyjne



EPD: baza danych promotorow u Eukaryota
https://epd.epfl.ch/

&3 2ie

Computational Cancer Genomics | EXPASY | EPFL

Access EPDnew

H. sapiens

Check out our short survey x i A5 IT@IS]

in [H. sapiens SEARCH

hsEPDnew, the Homo sapiens (human) curated promoter database

H. sapiens non-coding
M. mulatta

M. musculus

M. musculus non-cading

R norvegicus _
Version 006

C. familiaris
[COTEREIN 29598 promoters | 16455 genes

G. galus
Genome assembly H. sapiens (Dec 2013 GRCh38/hg38)
Gene annotation  Gencode (v28)

D. melanogaster

A. mellifera
. Based on data from Riken/ENCODE CAGE data downloaded from UCSC
D. rerio FANTOMS data
C. elegans Rampage data
EPD (old)
A. thaliana
Documentation & Viewer(s) Promoter assembly pipeline description
Z.mays EPD viewer - hg38 (track content)
IS Cerevisae EPD viewer - hg19 (track content)
GM12878 viewer (hg19)
S. pombe FANTOMS/ZENBU (hg38)
P. faleiparum DBTSS/KERO (hg38)
refTSS (hg38)
Select / Download SwissRegulon (hg19)

Promoter analysis tools

FTP site

Promoters shown above: EMC8 and COX411.




EPD: baza danych promotorow u Eukaryota
https://epd.epfl.ch/
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EPD: baza danych promotorow u Eukaryota
https://epd.epfl.ch/

» wiarygodne pozycje TSS i granice promotordw oparte na danych
eksperymentalnych (m.in. CAGE/5’-end) i literaturze.

 Zakres: cztowiek, mysz i wiele organizmdéw modelowych (m.in.
Drosophila, ryz, Arabidopsis, drozdze).

e Jakosc¢: zestawy niezduplikowanych promotoréw z oceng wsparcia
dowodami.

* Funkcje: m.in. wyszukiwanie po genie/transkrypcie, linki do
UCSC/Ensembl

* Pobieranie: eksport BED/FASTA/GFF dla pojedynczych promotoréw
lub catych gatunkdw.




JASPAR: baza danych czynnikow transkrypcyjnych
https://jaspar.genereg.net

8 JASPAR?022
A Home
© About
Q search
/& Browse JASPAR CORE
A Unvalidated Profiles
/& Browse Collections
# Tools
¥ RESTful API
X Download Data
A Matrix Clusters
@ Genome Tracks

# Enrichment Analysis [[Z7)

h -] CarP JASPAR Blog

Search JASPAR database...

Examples: SPI1, P17676, ChIP-seq, Homo sapiens

Q Browse JASPAR CORE for 6 different taxonomic groups

Nematoda
Plantae Urochordata Vertebrata
© About JASPAR CORE & Info about other collections

The JASPAR CORE database contains a curated, non-redundant set of profiles, derived from published
collections of experimentally defined transcription factor binding sites for eukaryotes. The prime
difference to similar resources (TRANSFAC, etc.) consist of the open data access, non-redundancy and
quality.

When should it be used? When seeking models for specific factors or structural classes, or if
experimental evidence is paramount

Advanced Options

The high-quality.transcription factor
binding profile database

Read moreabout JASPAR

PAR interactive tour

[’ Citing JASPAR 2022 ®PubMed | 4 NAR

Castl dragon JA, Ri PuigR, iciute |, Berhanu Lemma R, Turchi L, Blanc-Mathieu R,
Lucas J, Boddie P, Khan A, Manosalva Pérez N, Fornes O, Leung TY, Aguirre A, Hammal F, Schmelter D,
Baranasic D, Ballester B, Sandelin A, Lenhard B, Vandepoele K, Wasserman WW, Parcy F, and Mathelier A
JASPAR 2022: the 9th release of the open-access database of transcription factor binding profiles
Nucleic Acids Res. 2022 Jan 7;50(D1):D165-D173.; doi: 10.1093/nar/gkab1113




JASPAR: baza danych czynnikow transkrypcyjnych
https://jaspar.genereg.net

8 JASPAR2022
A Home
© About
Q search
15 Browse JASPAR CORE
A unvalidated Profiles
f& Browse Collections
#Tools
¥ RESTful API
& Download Data
B Matrix Clusters
@ Genome Tracks

# Enrichment Analysis [

Detailed information of matrix profile MA0001.2

. CarP JASPAR Blog

A Home

Matrix > MAO001.2

Profile summary
Name:
Matrix ID:
Class:
Family:
Collection:
Taxon:
Species:
Data Type:
Validation:
Uniprot ID:
Source:

Comment:

AGL3

MA0001.2

MADS box factors
MIKC

CORE

Plants

Arabidopsis thaliana
SELEX

8597661

P29383

Sequence logo

ownload SVG

g
Frequency matrix

A[ 22 16 25 27 0 0 82 40 56 35 65 25 64 0 33 5 45 21 ]

L 29 9 8 6 92 79 1 4 0 0 1 4 0 o 15 23 24 ]

G[ 34 20 4 13 0 0 2 3 1 0 4 3 28 9 15 7 1326 1

Tl 10 4 58 39 3 16 10 48 38 60 25 63 3 3 33 31 14 24 ]

Binding sites information

External links



JASPAR: baza danych czynnikow transkrypcyjnych
https://jaspar.genereg.net/

JASPAR is a regularly maintained open-access database storing manually curated transcription factors (TF) binding profiles as position frequency matrices (PFMs). PFMs summarize occurrences of each nucleotide at
each position in a set of observed TF-DNA interactions. PFMs can be transformed to probabilistic or energistic models to construct position weight matrices (PWMs) or position-specific scoring matrices (PSSMs), which
can be used to scan any DNA sequence to predict TF binding sites (TFBSs). The JASPAR database provides TFBSs predicted using the profiles in the CORE collection.

The motifs in JASPAR are collected in two ways:

+ Internally: de novo generated motifs, by analyzing ChiP-seq/-exo sequences using a custom motif discovery pipeline (check the code at our repository).
« Externally: motifs taken directly from other publications and/or resources.

In both cases, the selected motifs are manually curated. Specifically, our curators assess the quality of the motif and search for an orthogonal publication providing support to the motif as the bona fide motif
recognized by the TF of interest (e.g., a motif found in ChIP-seq peaks looks similar to one found by SELEX-seq). The Pubmed ID associated with the orthogonal support is provided in the TF profile metadata.

JASPAR is the only database with this scope where the data can be used with no restrictions (open source). For a comprehensive review of models and how they can be used, please see the following reviews

» Modeling the specificity of protein-DNA interactions Quant Biol. 2013 Jun;1(2):115-130
» Applied bioinformatics for the identification of regulatory elements Nat Rev Genet. 2004 Apr;5(4):276-87

JASPAR CORE

The JASPAR CORE database contains a curated, non-redundant set of profiles, derived from
published collections of experimentally defined transcription factor binding sites for eukaryotes.
The prime difference to similar resources (TRANSFAC, etc.) consist of the open data access, non-
redundancy and quality.

When should it be used? When seeking models for specific factors or structural classes, or if
experimental evidence is paramount




JASPAR: baza danych czynnikow transkrypcyjnych
https://jaspar.genereg.net/

JASPAR CORE data growth

Taxon

Vertebrates

JASPAR CORE

Plants

1500

The JASPAR CORE database contains a curated, non-redundant set of profiles, derived from
published collections of experimentally defined transcription factor binding sites for eukaryotes.
The prime difference to similar resources (TRANSFAC, etc.) consist of the open data access, non- 1000
redundancy and quality.
When should it be used? When seeking models for specific factors or structural classes, or if 500
experimental evidence is paramount l
—— .

Fungi

Insects

Urochordata

# Profiles
" E " B EN

Nematodes

o &b O X o DO A
Q" O° LO° N AN NP N o9°
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Year of release




JASPAR: baza danych czynnikow transkrypcyjnych
https://jaspar.genereg.net/

ogolnodostepna, curated baza profili wigzania TF (motywoéw).

Zawartosc: profile PFM/PWM/PCM + loga motywow; stabilne ID w formacie
MAXxxxx.x (wersjonowanie).

Pochodzenie danych: eksperymenty typu ChIP-seq, SELEX itd. + literatura; zbior
CORE (wysoka jakos¢, nieredundantne)

Zakres t?ksonomiczny: liczne klady (m.in. kregowce, rosliny, grzyby, owady,
nicienie).

Funkcje: wyszukiwanie po TF/gene/family, filtrowanie po gatunku/tkance/zrodle,
skanowanie sekwencji pod TFBS.

Eksport/API: pobieranie w formatach JASPAR, MEME, TRANSFAC, FASTA; REST API,
pakiety TFBSTools (R) i pyjaspar (Python).

Zastosowania: predykcja miejsc wigzania TF, analiza wzbogacenia motywow,
adnotacja promotoréw/enhancerdw.



AnimalTFDB: baza danych czynnikow transkrypcyjnych
http://bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB4/#/




AnimalTFDB: baza danych czynnikdw transkrypcyjnych
http://bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB4/#/

Input

The family assignment rules and thresholds determined by established
methods (see details) are used to identify transcription factors from the
input protein sequences.

Input the protein sequences in FASTA format (less than 10000 protein
sequences)

5072591

MASSETE IRWAEPGL GKGPQRRRWAWAEDKRDVDRS SSQSWEEERL FPNATSPELLE
DFR

LAQQHL PPLEWDPHPQPDGHQDS ESGE TSGEEAEAEDVDSPAS SHEPLAWLPQQGRQ
LDM

TEEEPDGTLGSLEVEEAGESSSRLGYEAGLSLEGHGNTSPMAL GHGQARGWVASGEQ
ASG

DKLSEHSEVNPSVELSPARSWSSGTVSLDHPSDSLDS TWEGETDGPQPTALAE TLPE
GPS

HHL LSPDGRTGGSVARATPMEFQDSSAPPAQSPQHATDRWRRE TTRF FCPQPKEHTW
KQr

KTSPKPLPSRFIGSISPLNPQPRPTRQGRPLPRQGAT LAGRSSSNAPKYGRGQLNYP
LPD
FSKVGPRVRFPKDESYRPPKSRSHNRKPQAPARPLIFKSPAELVQEVLLSSGEAALA
Kot

Reset Submit

N

Result

P23769

P15976

P15336

P18846

Q8WY36

Family

GATA

GATA

TF_bZIP

TF_bZIP

HMG_box

Full sequence e-value

5.9000000000000005e-33

9.800000000000001&-33

1.8e-23

1.2¢-17

1.4e-20

Best domain e-value

3.8e-18

5.6e-18

3.3e-23

2.5¢-17

4.9¢-20

Domain number

)

o



AnimalTFDB: baza danych czynnikdw transkrypcyjnych

http://bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB4/#/

Iranscription Factor Binding Site Prediction

Input Result
Prediction of potential transcription factor binding sites on target genes by
inputting the sequence of the target gene (recommended promoter T
sequences for input genes) (sell details)
Input the sequence in FASTA format
CcUx2
>Example
ATCGATCGACTAGCTAGCTAGCTACGATCGATCGATCAGCTGACTGACTAGCTACGT
cG
CUX2
TFAP4
TFAP4
TFAP4

Source

CISBP

CISBP

hTFtarget

hTFtarget

hTFtarget

Query

Example

Example

Example

Example

Example

Start

35

35

35

Stop

39

44

44

44

Strand

Score

14.8976

15.3853

15.0306

14.6327

14.9796

P value

2.5¢-06

4.32e-06

5.33e-06

5.33e-06

6.24e-06

Q value

0.00024

0.000207

0.000312

0.000312

0.000312

Matched Seque

nee

CTGATCGATC
GA

TCGATCGATC
AG

GTCAGCTGA
T

ATCAGCTGA
&

ATCAGCTGA
C



Techniki eksperymentalne



ChIP: badanie oddziatywan biatko:DNA

Lysns

Cells _@) — % yg,gq%

Cross-linking

l Antibody binding

Cross"nk f"waSh — S\xg\ ‘lmmunoprecnputatlon i{} ‘
reversal

/“AI’ /W’
Py % Y% — DNA and protein analysis

DNA purification and
quantitative PCR

https://www.sigmaaldrich.com




ChIP-on-chip

= matrix
“m  genomic DNA -~ . - m o K antibody
00— 11—

cross-link # ) P

and shear
-
J purify,

ChIP-on-chip wet-lab portion of the workflow Q ampiify.
and label
hybridization

<00

Pme

fluorescence tag

Qugst
S0

DNA microarray

https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-on-chip#/media/File:ChIP-on-chip wet-lab.png




ChIP-Seq - chromatin immunoprecipitation sequencing

Sekwencjonowanie fragmentéw genomowego DNA, ktére
ulegajg precypitacji wraz z okreslonym, badanym biatkiem
wigzacym owe fragmenty DNA

V=T — S=— 8
|Library construction| |Sequencing|

T. TC ‘ Ctl SER::.‘%‘
|Analysis and visualization|

Liu et al. 2010



ChIP-Seq - chromatin immunoprecipitation sequencing

Podobne metody bazujgce na ChIP — Seq:

* Sono-Seq - identical to ChIP-Seq but skipping the immunoprecipitation step
* RIP-Chip - same goal and first steps, but does not use cross linking
methods and uses microarray instead of sequencing
* Competition-ChIP - to measure relative replacement dynamics on DNA
* ChiRP-Seq - to measure RNA-bound DNA and proteins
* ChIP-exo uses exonuclease treatment to achieve up to single
base-pair resolution

http://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing




ChlIP-Seq: co mozemy badac?

v/ Czynniki transkrypcyjne
v Polimeraza Il RNA
v Modyfikacje histonéw (np. H3K4me3)



Modyfikacje histonow

Histone modification Function Location
H3K4me1l: mono- .
H3Kdmel Activation Enhancers
methylation at the 4th
H B H3K4me3 Activation Promoters, bivalent
lysine residue of the e
histone H3 protein
H3K3éme3 Activation Gene bodies
H3K79me?2 Activation Gene bodies
H3K?AC Activation Enhancers, promoters
H3K27 Ac Activation Enhancers, promoters
H4K18AC Activation Repetitive sequences
H3K27me3 Repression Promoters in gene-rich
regions,

developmental
ragulators, bivalent
domains

H3Ksme3 Repression satellite repeats,
telormeres,
pericentromeres

Gamma H2ZAX DNA damage DA double-strand
breaks

H3510P DMA replication Mitotic chromosomes

https://www.abcam.com/epigenetics/histone-modifications




ChIP-Seq: czynniki transkrypcyjne

&4 wm CTCF motif
Watson (+) reads
Mk () o el
reads (RPM) 1 ‘T’V C
-5.3766 _

8.3653 _|

Total reads
(RPM)
0.0586 _. e _

Position (bp) I-50bp

Zrédto: Pepke
et al., 2009



Protein or

' : nucleosome
. ! : of interest
ChIP-Seq - chromatin e g
. . . . . 3 ¥ ! Negative strand 5
Immunoprecipitation sequencing s =———
fragments are
sequenced 3 §
| |
| ———
L ——
R —
— i
0 ]
e —
| ¥
Shor:i::; i i
are al I 1
= s— ==
—— @ — | ——
Distribution of tags ) i Reference genome
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Profile is generated from i :
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Watson (+) reads 54 locationis e;.e?d?d ———— fod Nenear
minus Crick (—) 0ik— i :sltlmaatﬁ;?ze: & e — on either profile
reads (RPM) i ‘v'"* = ————
-5.3766 _
8.3653 _|
Total reads
(RPM)
0.0586 _| —— e
Position (bp) I-s0bp-

Nature Reviews | Genetics

doi.org/10.1038/nrg2641



ChIP-Seq: Polimeraza || RNA

RNA polymerase Il
10.63 _
Watson (+) reads ‘
I Crick (-
ponsie ( ) - i, A AR b b han s e b .h P U -
readS(RPM) "" v v L 4o ] v R A | W'Y v W* wv
-7.24
16.9 _
Tota reads
(RPM)
0_L Ahg..“
Position (bp) }-500 bp—|

ZFP36 w5 e RefSeq
genes

Zrédto: Pepke et al., 2009



ChIP-Seq: Modyfikacje histonow

0.752 |_ H3K36me3
Total reads
(RPM) it M
0 um bl s b i ol i Lk M
0752 | H3K27me3
Total reads
(RPM)
0 _uuu.um.MMWL i
Position (bp) |- 100,0000p —
RefSeq ™ ’ OLIG2}
genes - = oLIG1) i

Zrédto: Pepke et al., 2009



ChlP-Seq: Problem tta

ChIP-Se%opiera sie na wzbogaceniu puli DNA we fragmenty
wigzace biatko, a nie na ich oczyszczaniu

* 60-99% odczytow stanowig sekwencje niespecyficzne (tto)

* Rozktad odczytow tta wzdtuz genomu zalezy od wielu
czynnikdw — rozmiaru genomu, jego skfadu oraz artefaktow
sekwencjonowania (ang. sequencing bias)

Jak poradzi¢ sobie z istnieniem tta?

* Whioskowanie rozktadu tta z samych danych ChlIP-Seq
(problematyczne i podatne na btedy)

* Uzycie eksperymentalnej kontroli — chromatyny wigzanej
przez niespecyficzne przeciwciato (np. anty-IgG) lub nie
poddanej immunoprecypitacji (input DNA)

I S peak region

Enrichment relative
to background

Tag count

Position (bp)



Bazy danych: ChlP Atlas
https://chip-atlas.org/

hiP-Atlas

Peak Browser Target Genes Colocalization Enrichment Analysis Publications

Advanced

A ChlIP-Atlas

An integrative, comprehensive database to explore public Epigenetic dataset, including ChIP-Seq, DNase-Seq, ATAC-Seq,
and Bisulfite-Seq data: ChIP-Atlas covers almost all public data archived in Sequence Read Archive of NCBI, EBI, and
DDBJ with over 224,000 experiments.

Watch movie introduction

What's new

« New publication on the NAR web server issue! hitps://doi.org/10.1093/nar/gkac199 (2022/03/24)

« Minor bug fix: Peak Browser / Enrichment Analysis Ul updates the number of experiments by selecting experiment type (2022/03/01)

« Updated the order of the genome assembly tabs, now GRCh38 is default. And some minor fixes came together! (2022/02/08)

« Added ATAC-Seq and Bisulfite-Seq , together with Ul improvement including ‘peak’ icon! (2021/10/04)

« Updated site design: (2021/01/04)
Dataset search is available as a standalone function
ID search at the top right corner now accepts GEO Sample ID (e.g. 3) along with SRA E: il ID (e.g. SRX018625)
New information layout for individual experiment list

* Added new genome assemblies: hg38, mm10, dm6, ce11. Happy holidays! (2020/12/01)




Bazy danych: ChlP Atlas
https://chip-atlas.org/

tlas Peak Browser Target Genes Colocalizat Enrichment Analysis Pul

Q Advanced

A ChlIP-Atlas: Peak Browser

Visualizes protein binding on given genomic loci with |GV genome browser

Tutorial movies ~

H.sapiens (hg38) H. sapiens (hg19) M. musculus (mm10) M. musculus (mm9) R. norvegicus (m6)

C. elegans (ce11) C. elegans (ce10)

1. Experiment type

S. cerevisiae (sacCer3)

2. Cell type Class

D. melanogaster (dm6) D. melanogaster (dm3)

3. Threshold for Significance ©

ChIP: Histone (16612) Al cell types (2099) 50

ChIP: RNA polymerase (2099) Adipocyte (6) 100
ChIP: TFs and others (15155) 200
ChIP: Input control (8078) Bone (62) 500

ATAC-Seq (27318)
DNase-seq (1642)
Bisulfite-Seq (15000)

ChIP Antigen (optional)

type to search

Breast (255)
Cardiovascular (49)
Digestive tract (239)
Epidermis (71)

Cell type (optional)

type to search

w on IGV

Error connecting to IGV?

= - BED file
GTF3C1 (1) Acute myeloid leukemia (2)

POLR2A (7) B cells (1)

POLR2B (39) B-CLL cells (12)



Bazy danych: Cistrome
http://cistrome.org/db/#/

ome Data Browser

€ Tips
® Check what factors regulate your gene of interest, what factors bind in your interval or have a significant binding overlap with your peak set. Have a try at CistromeDB Toolkit.
e If you have a Transcription Factor ChIP-seq (and TF perturbed expression) data, Cistrome-GO help you predict the function of this TF.
® Please help us curate the samples which has incorrect meta-data annotation by clicking the button on the inspector page. Thank you!

Species Biological Sources « Factors
Homo sapiens 1-cell pronuclei AATF
Mus musculus 1015¢ ABCC9
10326 ACSS2
1064Sk ACTB
106A ADNP
Results
Batch Species Biological Source Factor Publication Quality Control
[m] Homo sapiens HeLa; Epithelium; Cervix BTAF1 Johannes F, et al. Bioinformatics 2010 . . . . .
O Homo sapiens HeLa; Epithelium; Cervix GAPDH Johannes F, et al. Bioinformatics 2010 . . ' . .

] Homo sapiens ~ K562; Erythroblast; Bone Marrow EGR1 Tang C, et al. Electrophoresis 2010 900000



Bazy danych: NIH Roadmap Epigenomics

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/roadmap/epigenomics/

=
<3 NCBI

Gene Expression Omnib

GEO Publications FAQ MIAME Email GEl
NCBI » GEO » NIH Roadmap Epigenomics Lo
NIH Roadmap Epig s Project Data Listings
This page summarizes Roadmap Epigenomics project data that are available through the GEO repository. Additional data will be added as it N N - .
becomes available. More information and resources are available:
« Roadmap Epigenomics Homepage
For data usage terms and conditions, please refer to 0 EIREE IS (i
Epigenomics Data Access Policies FTP download
How to use this page
Samples Studies Matrix
(Search] 3256 results (View tracks) (Export) page[1of 66 (3] (53] page size (50 v)
GEO Accession ~ Sample 4 Experiment 4 Track [] Center ¢ Download (3) Embargo end date ¢
GSM409307 H1 cell line H3K4me1 0 ucsp sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM409308 H1 cell line H3K4me3 [ ucsp sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM409312 H1 cell line H3K36me3 [  ucsp sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM410807 H1 cell line H3K9ac O  ucsF-usC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM410808 H1 cell line H3K4me3 [ ucsF-uBC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428286 H1 cell line MRE-Seq [ ucsF-uBC sra bam,bed,wig 2010-10-07
GSM428289 H1 cell line ChIP-Seq input [0  ucsF-usC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428291 H1 cell line H3K9me3 o UCSF-UBC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428295 H1 cell line H3K27me3 [0  ucsF-usc sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428296 H1 cell line H3K36me3 [m] UCSF-UBC sra bam,bed,wig 2010-05-03



Bazy danych: ENCODE Project
https://www.encodeproject.org/

E Data Encyclopedia  Materials&Methods  Help ¥

Reference Epigenome Matrix ) REERENCE

Project data from human tissue, cell line, primary cell, and in vitro differentiated cell biosamples

organized as ref following guidelines set out by IHEC.
@ Al O Roadmap O Non-Roadmap
Showing 179 resuits.
A, Homo sapiens | 8, Mus musculus
© Clear all body map selections
) ASSAY >
Filter results by body w
diagram a
. i
] g Y g
@ 2 £ £ £
g g ¥
! 2gi§i . I - . 93 2 8 - 3
5&s232§ H g UBETTEY Y EEL YR LERSSBEYSTSy.,E
2222z 4%¢ d S8 e EGEEERE 5888580808882 0E8¢8¢%%
x = @ 0, 2L E8&E8 8FBIToNNSsITREESEI IEEXEXR 38 8 B 88
< Z =99 8 7 R R R E R R R E R R R R R R EE R E R E R
E R R R EEEEREEEEEE R R R FRQIFTFTISFEEES
3 £ 2 e baawu2IrXrTITITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIIXI
mngEnqgn:p- T

heart left ventricle
heart right ventricle
stomach
sigmoid colon
spleen
adrenal gland
upper lobe of left lung
transverse colon
esonhasus muscularis mucosa Help




ChlP-Seq: narzedzia

* MACS / MACS2
* FindPeaks

* PeakSeq

* SISSRS

* QUEST

* GEM

 SICER

* CCAT

* HOMER



Jesli nie wskazano inaczej, cze$¢ ilustracji pochodzi z:

Molecular Biology of the Gene, 7th edition

James D. Watson, Tania A. Baker, Stephen P. Bell, Alexander Gann,
Michael Levine, Richard Losick

Pearson 2013



Techniki eksperymentalne c.d.
Bazy danych c.d.



Bazy danych: ChlP Atlas
https://chip-atlas.org/

& 63 PeakBrowser 2 Enrichment Analysis & Diff Analys} @ TargetGenes 3% Colo B Publications () Docs SRX018625 Q Search

A ChIP-Atlas

A d \g suite for exploring by fully integrating 433,000 ChIP-seq, ATAG-seq and Bisulfite-seq experiments.
Peak Browser ' Enrichment Diff Analysis
o [ inc Y e sy Analysis JAY oo [ incY e
[one J arac [ oisurie

@ Target Genes " Colocalization Dataset Search

[cre ) [cre] [cue J arac Y sisure ]

What's new

Al functions will be i ilable due to the backend server maintenance: November 3rd 9am - 7th 10pm (GMT+8)
« New publication on the NAR web server issue! oil.org/10.1093/nar/gkae358 (2024/05/16)
« Added Annotation tracks to Peak Browser, bgether with Ul improvement (2023/10/25)
« Launched Diff Analysis tool enabling to detect differential peaks or differentially methylated regions (2023/10/25)
. 3 0199 (2022/03/24)
« Added ATAC-Seq and Bisulfite-Seq , together with Ul improvement including ‘peak’ icon! (2021/10/04)




Bazy danych: ChlP Atlas
https://chip-atlas.org/

tlas Peak Browser Target Genes Colocalizat Enrichment Analysis Pul

Q Advanced

A ChlIP-Atlas: Peak Browser

Visualizes protein binding on given genomic loci with |GV genome browser

Tutorial movies ~

H.sapiens (hg38) H. sapiens (hg19) M. musculus (mm10) M. musculus (mm9) R. norvegicus (m6)

C. elegans (ce11) C. elegans (ce10)

1. Experiment type

S. cerevisiae (sacCer3)

2. Cell type Class

D. melanogaster (dm6) D. melanogaster (dm3)

3. Threshold for Significance ©

ChIP: Histone (16612) Al cell types (2099) 50

ChIP: RNA polymerase (2099) Adipocyte (6) 100
ChIP: TFs and others (15155) 200
ChIP: Input control (8078) Bone (62) 500

ATAC-Seq (27318)
DNase-seq (1642)
Bisulfite-Seq (15000)

ChIP Antigen (optional)

type to search

Breast (255)
Cardiovascular (49)
Digestive tract (239)
Epidermis (71)

Cell type (optional)

type to search

w on IGV

Error connecting to IGV?

= - BED file
GTF3C1 (1) Acute myeloid leukemia (2)

POLR2A (7) B cells (1)

POLR2B (39) B-CLL cells (12)



Bazy danych: ChlP Atlas
https://chip-atlas.org/

* Peak Browser — wizualizacja wigzan czynnikow transkrypcyjnych i
modyfikacji histondw w wybranym regionie genomu

* Enrichment Analysis — analiza wzbogacenia dla wielu gendw lub regionow
genomowych

* Diff Analysis — rédznicowa metylacja DNA

» Target Genes - identyfikacja genéw bedacych pod kontrolg wybranych
czynnikdw transkrypcyjnych

* Colocalization — identyfikacja potencjalnych partnerow biatkowych dla
czynnikdw transkrypcyjnych

Gatunki: cztowiek, mysz, szczur, muszka owocowa, C. elegans, S. cerevisiae



Bazy danych: Cistrome
http://cistrome.org/db/#/

ome Data Browser

€ Tips
® Check what factors regulate your gene of interest, what factors bind in your interval or have a significant binding overlap with your peak set. Have a try at CistromeDB Toolkit.
e If you have a Transcription Factor ChIP-seq (and TF perturbed expression) data, Cistrome-GO help you predict the function of this TF.
® Please help us curate the samples which has incorrect meta-data annotation by clicking the button on the inspector page. Thank you!

Species Biological Sources « Factors
Homo sapiens 1-cell pronuclei AATF
Mus musculus 1015¢ ABCC9
10326 ACSS2
1064Sk ACTB
106A ADNP
Results
Batch Species Biological Source Factor Publication Quality Control
[m] Homo sapiens HeLa; Epithelium; Cervix BTAF1 Johannes F, et al. Bioinformatics 2010 . . . . .
O Homo sapiens HeLa; Epithelium; Cervix GAPDH Johannes F, et al. Bioinformatics 2010 . . ' . .

] Homo sapiens ~ K562; Erythroblast; Bone Marrow EGR1 Tang C, et al. Electrophoresis 2010 900000



azy danych: Cistrome
ttp://cistrome.org/db/#/

Cistrome Data Browser Samples statistics

Species Homo sapiens
Factors 13976
Histone Marks and Variants 13006
Chromatin Accessibility 3469
Total 30451

I Homo sapiens
BN Mus musculus

30000

25000

20000

15000

ive

= 10000

5000

Mus musculus

10089

12394

3530

26013

Total

24065

25400

6999,

56464



Bazy danych: NIH Roadmap Epigenomics

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/roadmap/epigenomics/

=
<3 NCBI

Gene Expression Omnib

GEO Publications FAQ MIAME Email GEl
NCBI » GEO » NIH Roadmap Epigenomics Lo
NIH Roadmap Epig s Project Data Listings
This page summarizes Roadmap Epigenomics project data that are available through the GEO repository. Additional data will be added as it N N - .
becomes available. More information and resources are available:
« Roadmap Epigenomics Homepage
For data usage terms and conditions, please refer to 0 EIREE IS (i
Epigenomics Data Access Policies FTP download
How to use this page
Samples Studies Matrix
(Search] 3256 results (View tracks) (Export) page[1of 66 (3] (53] page size (50 v)
GEO Accession ~ Sample 4 Experiment 4 Track [] Center ¢ Download (3) Embargo end date ¢
GSM409307 H1 cell line H3K4me1 0 ucsp sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM409308 H1 cell line H3K4me3 [ ucsp sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM409312 H1 cell line H3K36me3 [  ucsp sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM410807 H1 cell line H3K9ac O  ucsF-usC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM410808 H1 cell line H3K4me3 [ ucsF-uBC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428286 H1 cell line MRE-Seq [ ucsF-uBC sra bam,bed,wig 2010-10-07
GSM428289 H1 cell line ChIP-Seq input [0  ucsF-usC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428291 H1 cell line H3K9me3 o UCSF-UBC sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428295 H1 cell line H3K27me3 [0  ucsF-usc sra bam,bed,wig 2010-05-03
GSM428296 H1 cell line H3K36me3 [m] UCSF-UBC sra bam,bed,wig 2010-05-03



Bazy danych: NIH Roadmap Epigenomics
Dodatkowy link: https://egg2.wustl.edu/roadmap/web portal/

e —
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Open in a new page (deactivate pop-up blockers)

111 2




Bazy danych: ENCODE Project
https://www.encodeproject.org/

E Data Encyclopedia  Materials&Methods  Help ¥

Reference Epigenome Matrix ) REERENCE

Project data from human tissue, cell line, primary cell, and in vitro differentiated cell biosamples

organized as ref following guidelines set out by IHEC.
@ Al O Roadmap O Non-Roadmap
Showing 179 resuits.
A, Homo sapiens | 8, Mus musculus
© Clear all body map selections
) ASSAY >
Filter results by body w
diagram a
. i
] g Y g
@ 2 £ £ £
g g ¥
! 2gi§i . I - . 93 2 8 - 3
5&s232§ H g UBETTEY Y EEL YR LERSSBEYSTSy.,E
2222z 4%¢ d S8 e EGEEERE 5888580808882 0E8¢8¢%%
x = @ 0, 2L E8&E8 8FBIToNNSsITREESEI IEEXEXR 38 8 B 88
< Z =99 8 7 R R R E R R R E R R R R R R EE R E R E R
E R R R EEEEREEEEEE R R R FRQIFTFTISFEEES
3 £ 2 e baawu2IrXrTITITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIIXI
mngEnqgn:p- T

heart left ventricle
heart right ventricle
stomach
sigmoid colon
spleen
adrenal gland
upper lobe of left lung
transverse colon
esonhasus muscularis mucosa Help




ChlP-Seq: narzedzia

* MACS / MACS2
* FindPeaks

* PeakSeq

* SISSRS

* QUEST

* GEM

 SICER

* CCAT

* HOMER



e Zestaw programow stuzgcych do:
* Analizy danych z technologii ChIP-Seq, DNase-Seq, MNase-Seq, GRO-Seq, TSS-
Seq i HiC
* Wyszukiwania i analizy motywoéw sekwencyjnych

* Adnotowania rejonéw genomowych (np. rejonéw wigzania biatek
lub modyfikacji histondw)

* Analizy nadreprezentacji terminéw Gene Ontology

http://homer.ucsd.edu/homer/




HOMER

| L) Homer de novo Motif Results 1+

Homer de novo Motif Results

Known Motif Enrichment Results

Gene Ontology Enrichment Results

If Homer is having trouble matching a motif to a known motif, try copy/pasting the matrix file into STAMP
More information on motif finding results: HOMER | Description of Results | Tips

Total target sequences = 37301

Total background sequences = 35962

* - possible false positive

log % of  |% of STD(Bg Motif
Rank Motif 2
ank Mot [P-value P-pvalue  [Targets D) Best Match/Details File
Foxa2(Forkhead)/Liver- motif
1 A A-IC-A 1e-12661]2.915¢+04(10.91%(15.19%  [(0->0p |[Foxa2-ChIP-Seq/Homer ;)
A T<T (65.1bp) More Information | Similar (% -
== Motifs Found
C NF1-halfsite(CTF)/LNCaP- | motif
54.0bp [NF1-ChIP-Seq/Homer
2 —.—IT ccAé 1e-578  |-1.332e+0327.14%|16.52% 65 ion | Similar %&mm
- - Motifs Found
Unknown/Homeobox
TTT ATT C 53.95p /Limb-p300-ChIP- motif
3 >4 le-384  |-8.860e+02/17.77%|10.53% ; Seq/Homer file
=1 T i == (62-159) 1o Information | Similar |(matr
Motifs Found

PH0048.1_Hoxal3
4 gCT$ TAAAI le-164 |-3.783e+02[3.17% [1.28% (56252;)'?"‘ More Information | Similar
- _— [ m LI = *’|Motifs Found

NF-E2(bZIP)/K562-

50.2bp [NFE2-ChIP-Seq/Homer
5 AT ACTCA le-151 |-3.485e+02(3.38% |1.47% (65.4bp)|More Information | Similar

Motifs Found

CTCF(Z{)/CD4+-CTCF-

T I 56.3p |ChIP-Seq/Homer
3 ACCé CCI A CT Lo o107 fassseodizin oasw el 0 o Similar

Motifs Found

55.1 MA0029.1_Evil
7 A ATAA ATC le-72  |-1.671e+02[2.10% [1.02% [ oq g{’n‘ Maore Information | Similar
e =1 ’|Motifs Found




Badanie dostepnosci genomu (= stanu chromatyny)

a DNase-seq b FAIRE-seq ¢ MNase-seq d ATAC-seq

_‘ Crosslinking Crosslinking
and Cell Lysis and Cell Lysis

Chromatin

l a;e l Sheared by
Digestiol Sonication
R 32
DNA Isolation and
Gel Extraction 1 Accessible
DNA Isolation
LAl —
- | | (’ ‘. ‘% l Isolation
= l ] =i Protected DNA e
- = 3 Isolated oo
42
l | re // ¥ ) l
Library Library le ry Library
Preparation Prepamlon st

@.ﬂ

doi: 10.1007/s10577-019-09619-9

@ Micrococcal Nushm i Formaldehyde
(MNss cH0)
%é Chvomatsindig petl




Nascent RNA-Seq

Global Run-On sequencing (GRO-seq)
. Nuclear N
Nuclel Run-On Br-UTP NRO-RNA rRNA ==
isolation Buffer RN RN RN o _— =
isolation harvested
Br-UTP —
Cells with stopping Nuclear Run-On . )
transcription cell nucleus (NRO) RNA immunoprecipitation Library&sequencing
Ib Labeled
SLAM-seq . .
©) ) Y ¢ Thiol TS Labeled 110 C
@ E TSIy \s'u—-s";}\_;,\r Library ¢ —6. ¢~ PCR _g-— conversion
@@ Unlabeled > TSU—SY o —— O ra—
@ @ At . _ Quant-seq —E= ]
U g o —VTe_YT Adapter 4 U= e |
~v v Acrylonitrile Se——uN L adding ‘0..-\)-\1—/ -~ —1 EETE
u” AMUC-seq & = Unlabeled
Cells with culturing  Total RNA transcription Modification RT-PCR Deep sequencing
DOI: 10.1186/s13045-020-00945-8




Splicing



Splicing

* Geny Eukaryota posiadajg od zera do kilkuset intronow. Na przyktad
titin u cztowieka: 363 introny

* Ogolnie, liczba introndw rosnie wraz ze wzrostem ztozonosci
organizmu

* Rowniez dtugoscig introny bardzo sie roznig: od okoto 20 nt do blisko
1 min nukleotydow

* Dtugosc pre-mRNA ludzkiej dystrofiny: 2400 kb
 Alternatywny splicing



Titin

190.83 kb jard strand g
228.20Mb 228.22Mb 228.24Mb 228.26Mb 228.28Mb 228.30Mb 228 32Mb 228.34Nb 228.36Mb 228.38Mb

Genes (C: hensi Fm e — B L S e S e e LR e L e L e L LA L L — it — —H— —

gg‘f,:mé’?ﬁ;;gi;? (OBSCN-228 - ENSTO0DDDB0B50 >

protein coding

(OBSCN-209 - ENSTO0DDDS70156 >

protein coding
¥ b L e — | & arie S S e 8|18 S e 1) i ) — 1 e () f S8 e 1818 — g ]
OBSCN-201 - ENSTO0000284548 > ‘OBSCN-214 - ENSTO

protein coding protein coding CDS n

‘OBSCN-204 - ENSTUDOUU422127 >
protein codin

‘OBSCN-212 - ENST00000636476 >

protein coding

I R I I i IR
Q8SClk2L7 - ENSTO0000662438

protein codin
m o M
'OBSCN-202 - ENSTDDGUUBSS'.’N = OBSCN-226 - ENSTUDEDDSEBE&S = ENSTD0000661074 > 'OBSCN-215 - ENSTO0000660606 >
protein coding non stop deca IncRNA retained intron
MAW — n M0 m
‘OBSCN-224 - ENSTO0000668066 > 'OBSCN-218 - ENSTO0000663720 > OBSCN 208 - ENSTO0000494839 > ‘OBSCN-222 - ENSTDO000664957 > ‘OBSCN-219 - ENSTO000
protein coding retained intron ned intron nonsense mediated decay nonsense mediated dec:
HO ] ] Ht———— 01 HI
(OBSCN-207 - ENSTO0000493977 > OBSCN-213 - ENSTO0000659732 > OESCN-le ENSTUDOUUSOZE!Z > ‘OBSCN-220 - ENSTUDUDDSSASSl > OBSCN~ZZ7 ENSTDDOU
protein coding protein coding CDS not defined retained in nonsense mediated dec retained in

TR i k‘\kﬂ
'OBSCN-203 - ENST00000366706 > 'OBSCN-216 - ENSTO0000660857 > ‘OBSCN-205 - ENSTD0000474237 =
protein coding protein coding nonsense mediated decay
[ o | ] Firrm
‘OBSCN-206 - ENST00000483530 > OBSCN-223 - ENST0000
protein coding nonsense mediated dec
i Crm
(OBSCN-225 - ENSTDDGUUSﬁEEZE > OBSCN 221 ENSTD
nonsense mediated dec ained in

=
(@B CN-210 - ENSTD0000G0Z68S >
retained inf

Contigs

— — —-A [}
Genes (Comprehensive
< OBSCN-AS1-205 - ENSTO0D00657820 < ENST0000664490 < ENSTO0DO0602778 < ENST0000D653257
1. fom GENCODE 42) IncRNA incRNA IncRNA IRcRNA IncRNA
— He—
< OBSCN-AS1-201 - ENST00000295012 < ENST00000602529
ICRNA IncRNA
o0 o
< DBSCN-AS1-207 - ENSTO0000660656 < ENST00000652943
IncRNA IncRNA
M -1
< OBSCN-AS1-204 - ENST00000656820 < ENST00000602947
IncRNA IncRNA
N - —
< OBSCN-ASL-203 - ENSTOD000472613 < ENST00000602517
IncRNA IneRNA

~——
< OBSCN-AS1-202 - ENST00000337335
IncRNA

]
< OBSCN-AS1-206 - ENSTODD00658152
IncRNA
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DSCAM (Down syndrome cell adhesion molecule)

C—
< Dscam1-RCD - FBr0334801 < cos-RB - FBL0336916
protein coding protein coding

< Dscam1-RA) - FBEr0111058
protein coding

< Dscam1-RBV - FBtr0306786
protein coding

cam1-RAY - FELT0111068
protein coding

< Dscam1-RET - FBEr0306784
protein coding

scam1-RAR - FBLrO111101
protein coding

i - e 7
= Dscam1-RAT - FBLIOL11066

protein coding

< Dscam1-RCB - FBLr0306771
protein coding

e e e e |y e ——— ——— s e — —
< Dscam1-RBZ - FBLI0306769

protein coding

< Dscam1-RC - FBLO0BO018
protein coding

I S e e e e e e e s e e e e ———1|
< Dscam1-RAM - FBEr0111061

protein coding

scam 1-RAL - FBtrOL11060
protein coding

e e e e e e e ———r|
< Dscam1-RD - FBr 0089019

protein coding

< Dscam1-RBL - FBLI0306776
protein coding

A —-—— s O
< Dscam1-RBY - FEr0306768

protein coding

e e SIS SR ¥ EE——————— A -
< Dscam1-RBS - FBEr0306783

protein coding

< Dscam1-RY- FBErOL11089

protein coding

S g e e g e e s e e e g g g e e
scam 1-RAQ - FBEr0111064

protein coding

< Dscam1-RED - FBE0111076

protein coding

e e e e e e e e e —— —|
cam1-RAE - FBEr0111053

protein coding

scam 1-RAD - FEEr01L1052
protein coding



Splicing

* Granice pomiedzy egzonami a intronami wyznaczajg terminalne
dinukleotydy na koncu 5’ intronu (GT) oraz na jego koncu 3’ (AG); niemniej
jednak niektore introny posiadajg inne sekwencje w miejsce GT-AG

* Dodatkowo, introny posiadajg tzw. miejsce rozgatezienia (ang. branchpoint
site), zazwyczaj zlokalizowane blisko korica 3’, po ktérym wystepuje trakt
polipirymidynowy (ang. Py tract)

5 exon intron 3' exon

I
r A ....... LN N ] '
SEGUGAGU YNYURAY Y11NCAGm3
I

5’ splice site branch site 3’ splice site




Introny: przyktad

a ) exon 1

RNF113B Human  gaaG
RNF113B Chimp GAAG
RNF113B Orangutan caac
RNF113B Rhesus  gaaG
RNF113B Marmoset gaaa
RNF113AHuman  gaaG
RNF113A Mouse GCAG

RNF113A Cattle GAAG
RNF113A Dog GAAG
]

polypyrimidine

(62 bp) tract zong
GGGGGC ... TT|CTCAC ATTTAAA--TAAA TTTTTTTGTTCTTTT -—— GA-—
GGGGGC ... TT|CTCAC ATTTAAA--TAAA TTTTTTTGTTCTTTT--- GA--
GGGGGC TT| CTCAC ACTTAAAAATAAA TGTTGTTGTTCTTTT+-~- GA-~-
GGGAGC ... TT|CTCAC ATTTAAAAATAAA TTGTGGTGTTCTTTT+---AA GA--
GGGGAA ... TT|CTCAC ACTTAAAAATACA CTTTGTTGTT—TTTT-—--GA——
AG GGTGGT ... TT CTTAA ATTTAAAAAATAA ACGTTTTGTTCTTTT----GG AAAA
AG GGTGGT ... TT CTCAG —-TCTCAAA-ATAA ATGTTTITGTTGTTTC----TT AAAA
GA GGTGGT ... TT CTCAA ATCTCAAA-ATAA ACGTTTTGTTTTGGAAATTTT AAAA
AG GGTGGT ... TT CTCAC ACCTCAAA-ATA- AATCTTTGTTTGGAA-ATCTT AATT

Intron terminal dinucleotides  [T] branch site [] Polypyrimidine tract

https://doi.org/10.1093/molbev/msq260




Splicing

5'exon intron 3' exon

S'IMﬁ"osieU Ws'
R .

Y. ey Vol B ] pGpG K
intron lariat spliced exons




Splicing
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Spliceosom

Reakcje transestryfikacji sg posredniczone przez
molekularng ,,maszyne” nazwang spliceosomem,
sktadajacg sie z okoto 150 biatek i pieciu czasteczek RNA

Wiekszos$¢ funkcji splicieosomu petnig czasteczki snRNA
(U1, U2, U4, U5, and U6): to one rozpoznajg granice egzon-
intron i katalizujg sam splicing

snRNA majg dtugos¢ w zakresie 100-300 nt i wchodzg w
interakcje z biatkami, tworzac tzw. snRNPs (,,snurps”, ang.
small nuclear ribonuclear proteins)

Jednym z gtéwnych czynnikéw biatkowych, niewchodzgacym
w sktad snRNPs, jest U2AF, rozpoznajacy trakt
polipirymidynowy, a takze BBP: branchpoint binding protein

W procesie splicingu, spliceosom zuzywa energie (ATP)

Structure of the human spliceosome
prior to exon ligation Aquarius

U6 snRNA

* Exon junction
complex

DOI:https://doi.org/10.1016/j.cell.2017.04.033




Spliceosom: U12

latge! highly conserved terminal intronic nucleotides at 5' or 3' end.
atgc branch site.
#1

gene: AT1G@275@, transcript: AT1Ge275@.1
Orthologs: GLYMA19G40150 GLYMA@3G3753@ LOC_0s05g28980 GRMZM5G840013

ATCATAGAGATGTCTTG ttgtttcttt tttcaagtcaaatt tataatgaatgtgatttatttgasattec

#2
gene: AT1G@413@Q, transcript: AT1Ge4130.1
Orthologs: GLYMA13G18998 GLYMA18G@4668 LOC_0s03g53910 PP1S301_8V6 \VvB7s0005g04590 GRMZM2G146000

taattttadAGTGAGCAGAAGGAAATGTC

TTGCAACTCATCTTGATATGaatCetttkgccagtttcctttegtttcttattcttgeatcteatttcg ... cgtctatagactgttcaatgcgcttta

#3
gene: AT1G1@417, transcript: AT1G1e417.1
Orthologs: LOC_0s10g27180 GRMZM2G390432

ttagegetetaaBEATGTTTTCAGAGGACAGCCC

ATCAACATCAAGTCGAAGAGaEatCEttatcagaacttgeatgtcttactgeattt tagtgggagatcatttctcacgtatatgtttac

#4
gene: AT1G24@5@, transcript: AT1G24050.1
Orthologs: LOC_0s82g50830 PP1S38_297V6 SELMODRAFT_270872 GRMZM2G503738

ttAECTTCAGAAMACTTTGCAGGT

CCCCAACTTCGTCTTTTTTGakatcetkaatttctttaattgtttgtttcatcaaaatttgagatttagg ... caatgtcttgacctgaattg

ttggttattach AMAACCTAGA

#5
gene: AT1G2617@, transcript: AT1G2617@.1
Orthologs: GLYMA®2G14280 PP1555_322V6 GRMZM2G457415

TCTCTTTGGGATTGCGT! catgtcattgatttgtta

ttgtttattga ... atgagtgttttccctttttttgget

taacctactgttBETTAGCTGCGGTACTGTTAAA




Spliceosom: U12
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Spliceosom: U2
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Splicing

TABLE 14-1 Three Classes of RNA Splicing

Class Abundance Mechanism Catalytic Machinery
Nuclear pre-mRNA Very common; used for Two transesterification Major and minor

most eukaryotic genes reactions; branch site A spliceosomes
Group Il introns Rare; some eukaryotic genes Same as pre-mRNA RNA enzyme

from organelles and prokaryotes encoded by intron (ribozyme)
Group | introns Rare; nuclear rRNA in some Two transesterification Same as group I

eukaryotes, organelle
genes, and a few
prokaryotic genes

reactions; branch site G




Alternatywny splicing
Exon skipping (ES)

Intron retention (IR)

Alternative 5' and 3'
splice site (A5S, A3S)

Mutually exclusive exons (MXE)

Alternative first exon (AFE)
Alternative last exon (ALE)

https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02313




Alternatywny splicing

a cell type 1 cell type 2
splicing site +
repressor site
primary RNA /
transcript 5 3 5 3
O
splicing repressor
machinery /
primary RNA ,
transcript 5 3 5 3
spliced mRNA 5' I 3 5 3" unspliced
splicing splicing
b site\ fenhancer
5" T 5 3
ctivator

—

5
5' T 3 5 -:I:L 3

unspliced 5" T ——— 3 5' 3’ spliced RNA



Splicing: btedy

a exon skipping

exon 1

pre-
mRNA

“incorrect”
mRNA

2

|

SEEENTTTTTT T . 3

5' — 3

b pseudo splice-site selection

exon 1 2

p
v

5 3’

T

“pseudo”
splice site

5' — 3’



Splicing: btedy

* Ocena sie, ze 15% mutacji punktowych wywotujgcych choroby u cztowieka tak
naprawde wptywa na splicing. Klasycznym przyktadem jest beta-talasemia,
charakteryzujgca sie defektywng produkcjg beta-globiny, podjednostki
hemoglobiny. Jedna z form tej choroby wywotana jest przez mutacje punktowa w
pierwszym intronie genu beta-globiny, ktora zmienia sekwencjg TTGGT na TTAGT.
Wskutek tego powstaje fatszywe miejsce splicingowe 3’

* Réwniez familial isolated growth hormone deficiency type Il jest chorobg
wywotang przez defektywny splicing, tym razem w genie kodujgcym hormon
wzrostu

* Frasier syndrome: zaburzony splicing pre-mRNA genu uczestniczgcego w rozwoju
nerek i gonad.

* Retinis pi%mentosa (degeneracja siatkdwki, Slepota): mutacje w genach, ktdrych
biatka wchodzg w sktad spliceosomu

* Nowotwory (np. mutacje w genie p73: squamous cell carcinoma)



Narzedzia



rMATS: Robust and flexible detection of differential
alternative splicing from replicate RNA-Seq data

Junction Count

Ljc=r-2a+1+min(e,;r = 2a+1)
ls—je=r—-2a+1

Junction & Exon Count
l—jcec = l—jc + max(0,e = r + 1)
ls—jeec = ls-jc

-

Lijc=r—2a+1+min(e,r—2a+1) b-jeee = li-jc + max(0,e —r +1)

A3SS lijc =7r—2a+1+min(e,r —2a+1) li—jcec = l—jc + max(0,e —r +1)
lsje=r—2a+1 ls—jeec = ls—jc
li-jc=r—2a+1+min(el,r —2a+1) li-jcec = l—jc + max(0,el —r +1)

MXE ls—jc=r—2a+1+min(e2,r —2a+1) ls—jeec = ls—jc + max(0,e2 -7 + 1)

Rl li-jc =r—2a+1+min(e,r —2a+1) li—jcec = li-jc + max(0,e —r + 1)

lsje=r—2a+1 ls—jegc = ls-yc

[

[ jc: effective length of inclusion isoform calculated by junction reads
I effective length of skipping isoform calculated by junction reads
I jcec: effective length of inclusion isoform calculated by junction & exon reads
I5_jcpc: effective length of skipping isoform calculated by junction & exon reads
a: anchor length r:read length e, e;ey: exon length

junction reads of inclusion isoform
exon reads of inclusion isoform
junction reads of skipping isoform
exon reads of skipping isoform

https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1419161111




spliceR: an R package for classification of alternative splicing
and prediction of coding potential from RNA-seq data

Event type No. of events
Exon skipping/inclusion 1,619
ol (ES))
/\ /\ /\ Mult. exon skipping/inclusion 190
Y T mm (MEsy
S asaiE Intron skipping/inclusion 256
S I s
S Alternative 5’ splice site 755
— —

<y

. ?I;emative 3 splice site 733
Alternative transcription start site 1,381
- TS

N\, Alternative transcription termination 1,125
[ | W O Wsite
N
//\\\ Mutually exclusive exons 22
1 i MEE
S
All events 6,121
ber of individual alternative splicing events identified. A schematic structure of each

alternative splicing type, along with the associated name, abbreviation and the number of classified
events in Usp49 KD RNA seq data.

https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2105-15-81




ASTool: An Easy-to-Use Tool to Accurately Identify Alternative
Splicing Events from Plant RNA-Seq Data

A Read mapping B Read classification
Sikitiiad diia Real data (Based on reference annotation)
— S —
| Reference genome | | Arabidopsis RNA-Seq | — L — —  —
Gff file m Intron m
: : —_— - - - — . —
Flux Simulator(v1.2.1) FRATOOlkIt(VZQ-O) —_ .- — — — - e

v
B Reads mapping to intron (1)

Simulated FASTQ file Raw FASTQ file s Reads mapping to E1_| junction
I Reads mapping to |_E2 junction
lSTAR(VZJ.Qa) lVrimmomatic(wsg — gf::rsr;ad‘;p'"g e e

Calculation of PSI
RIAB e (New+ Niez) / 2

SAM file (mapped reads) Trimmed FASTQ file

PSI =
(Ne1s + Nie2) / 2 + Net g2

SAM fil d read
e (inapped mada) " N normalized read counts of junction

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9031537/




Bioconductor: splicing

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ASpli.html|
Integrative pipeline for the analysis of alternative splicing using RNAseq.

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/BANDITS.html

BANDITS is a Bayesian hierarchical model for detecting differential splicing of
genes and transcripts, via differential transcript usage (DTU), between two or
more conditions. The method uses a Bayesian hierarchical framework, which
allows for sample specific proportions in a Dirichlet-Multinomial model, and
samples the allocation of fragments to the transcripts. Parameters are
inferred via Markov chain Monte Carlo (MCMC) techniques and a DTU test is
performed via a multivariate Wald test on the posterior densities for the
average relative abundance of transcripts.




Bioconductor: splicing

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/GeneStructureTools.h
tml

GeneStructureTools can be used to create in silico alternative splicing events,
and analyse potential effects this has on functional gene products.

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/IsoformSwitchAnalyze
R.html

Analysis of alternative splicing and isoform switches with predicted
functional consequences (e.g. gain/loss of protein domains etc.) from
guantification of all types of RNASeq by tools such as Kallisto, Salmon,
StringTie, Cufflinks/Cuffdiff etc.




Bioconductor: splicing

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/regsplice.html

Statistical methods for detection of differential splicing (differential
exon usage) in RNA-seq and exon microarray data, using L1-
regularization (lasso) to improve power.

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/SPLINTER.html

Provides tools to analyze alternative splicing sites, interpret outcomes
based on sequence information, select and design primers for site
validiation and give visual representation of the event to guide
downstream experiments.




Jesli nie wskazano inaczej, cze$¢ ilustracji pochodzi z:

Molecular Biology of the Gene, 7th edition

James D. Watson, Tania A. Baker, Stephen P. Bell, Alexander Gann,
Michael Levine, Richard Losick

Pearson 2013
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Edytowanie RNA

* Dwa rodzaje: deaminacja cytozyn lub
adenin oraz insercje/delecje urydyn

* Deaminowana cytozyna jest
konwertowana do urydyny — proces ten
zachodzi rzadko, w ograniczonyej puli
tkanek. Przyktad: Apolipoprotein B

* Proces przeprowadzany jest przez
enzymy APOBEC (C>U)

H=
°e

cytidine
deaminase

o
o



Edytowanie RNA

codon 2153
within exon 26
[
pre-mRNA I N | I ICAANSSS Baas Beas e k3
mRNA - caa ki

. transport to intestine
transport;:gﬂlil ver (site-specific deamination)
(mo ng) CAA —» UAA
A\ Y
. CAA _Ekj . UAA k3
translation translation
A\
glutamine
N ' C N C

4563-aa protein 2153-aa protein



Edytowanie RNA

* Drugi rodzaj edytowania to deaminacja adenozyny do inozyny (A>l), przeprowadzana przez
enzymy ADAR. Inozyna paruje sie z cytozyng, a wiec inozyna traktowana jest jak guanina

* Ten rodzaj edytowania wykrywany jest w wiekszosci pre-mRNA cztowieka

* Wiekszos¢ zdarzen edytowania A>| zdarza sie w elementach powtarzalnych Alu, zwfaszcza w
regionach 5" UTR, 3’UTR oraz w intronach

* Enzymy ADAR rozpoznajg sparowane odcinki RNA (dsRNA)
» Zjawisko powigzano z licznymi chorobami u cztowieka; zmiany nie tyle jakosSciowe, co ilo$ciowe
* Edytowanie a zmiany somatyczne

b NH,

&0 =10

N



Edytowanie RNA: mechanizmy molekularne
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Edytowanie RNA: mechanizmy molekularne
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Edytowanie RNA: mechanizmy molekularne

Transcription
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Transport mRNA

* Po petnej obrébce, mRNA jest transportowane do cytoplazmy,
gdzie jest matrycg w procesie translacji

* Jest to proces regulowany: transkrypty poddane btednej obrébce
(np. z intronami) lub nieposiadajgce ogona poliA pozostajg w
jadrze

 Udziat licznych biatek, m.in. SR



RNA



Translacja

™

* W czasie translacji czgsteczka dojrzatego rfggg;g;,de + snine acid
RNA stuzy jako matryca do syntezy a0
tarcucha polipeptydowego. Odbywa sie w A
cytoplazmie na rybosomach. Transiaton A <o

* Rybosomy skfadajg sie z dwdch d%gﬁ ) -
podjednostek (duzej i matej), kazda T

zawierajgca rRNA, jak i biatka
rybosomalne.

Ribosome

Image adapted from: Nationa | Human Genome Research Institute,



Translacja

5NNNNGGAGGNNNNNNNAUGNNZ

stop RBS start
RBS start stop RBS start - ] oF
P PP . u m ' =
LI
3-9 bases l l
OOC0000000C0C0 COO000COCHO0000 esesctecereessnl

b

SNNﬁNNAUGGNNE

5 _H_slan # W AAAAA, 3
5 p 1

00000008000000000R AR AAEHOERCO000C0000CCD



Translacja

Cztery etapy translacji:

* Inicjacja: mata podjednostka rybosomu wigze sie z koicem 5’ czgsteczki
mMRNA i przesuwa w kierunku konca 3’, az napotka kodon start (AUG).
Wodwczas tworzy kompleks z duzg podjednostka i inicjacyjng czasteczka
tRNA

* Elongacja: Poszczegdlne kodony w czgsteczce mRNA determinuja ktéra
czgsteczka tRNA przytaczy sie do mRNA, a zatem okresla kolejnosé
aminokwasow w wydfuzanym fancuchu polipeptydowym.

* Terminacja: Translacja jest zakonczona gdy kompleks rybosomowy dotrze
do kodonu stop (UAA, UAG lub UGA)

* Potranslacyjna obrdbka biatka, dojrzewanie biatka



Odczytywanie informacji genetycznej: kod
genetyczny

Second letter

[+ A G
UUU phenyi- ucu UAU . uGU : u
uuc alai?:e UoC o UAC Tyrosine UGC Cysteine c
rine
UUA | e Hga Stop codon | [TIF Stop codon | A
uuG Stop codon | UGG Tryptophan | G
cuu ccu CAU \jistidine | CGU Y
cuc . cce . CAC CGC . . c
3 [+ CUA Leucine CCA Proline CAA Stutami CGA Arginine A :-r'
- —
s CUuG CCG cag Glutamine | CGG G 3
= | AUU AAU | aGU . U o
7]
& | AUC Isoleucine :gg AAC Asparagine | g Serine c E
LAl aua Aca Threonine AAA AGA X -
muethionine: ACG AAG Lysine AGG Arginine
start codon G
GUU Geu GAU Aspartic | GGU :
G GUC Valine GCC Alanine acld GGC Glycine i
GAG ,cid G

https://readbiology.com/genetic-code/




Kody genetyczne

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?chapter=tgencodes#SG1

Compiled by Andrzej (Anjay) Elzanowski and Jim Ostell at National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, Maryland, US A.

Last update of the Genetic Codes: Jan. 7, 2019

NCBI takes great care to ensure that the translation for cach coding sequence (CDS) present in GenBank records is correct, Central to this effort is careful checking on the taxonomy of each record and assignment of the correct genetic code (shown as a /trans]_table qualifier on the CDS in the
work.

flat files) for each organism and record. This page summarizes and references this

The synopsis presented below is based primarily on the reviews by Osawa et al. (1992) and Jukes and Osawa (1993). Listed in square brackets [] (under Systematic Range) are tentative assignments of a particular code based on homology and/or
The print-form ASN.1 version of this document, which includes all the genetic codes outlined below, is also available here. Detailed information on codon usage can be found at the Codon Usage Database.

GenBek format by Hisercal ctesin fslays RN sqnces g he DN spher Tha, e he
(Met, M). Th codons are marked as'M in the second (‘Starts) row of the translation tables.

Currently, genetic codes can be set for nucleus,

The following genetic codes are described here:

[(Genetic Code in Taxonomy Tree

1. The Standard Code
2. The Vertebrate Mitochondrial Code
3. The Yeast Mitochondrial Code

plastids

4. The Mold, Protozoan, and Coelenterate Code and the

d

Code

The Genetic Codes

1 d: the genetic code tables shown here use T instead of U. The initiator codon - whether it is AUG, CTG, TTG or something else, - is by

The current settings for each of these on the taxonomic tree can be viewed by the four buttons directly undemeath the following code list.

5. The Invertebrate Mitochondrial Code

6_The Ciliate, Dasycladacean and Hexamita Nuclear Code

9._The Echinoderm and Flatworm Mitochondrial Code

10. The Euplotid Nuclear Code

11. The Bacterial, Archaeal and Plant Plastid Code

12 The Alternative Yeast Nuclear Code

13. The Ascidian Mitochondrial Code

14. The Alternative Flatworm Mitochondrial Code

16. Chlorophycean Mitochondrial Code

Zl Trematode Mitochondrial Code

obliquus Code

23 Thraustochytrium Mitochondrial Code

24. Rhabdopleuridae Mitochondrial Code
5_Candidate Division SR1 and Gracilibacteria Code

26. Pachysolen tannophilus Nuclear Code

27. Karyorelict Nuclear Code

28. Condylostoma Nuclear Code

29. Mesodinium Nuclear Code

30_Peritrich Nuclear Code

31. Blastocrithidia Nuclear Code

3. C UAA-Tyr Code

Mitochondrial Genetic Code in Taxonomy Tree |

Plastid Genetic Code in Taxonomy Tree

Hydrogenosome Code in Taxonomy Tree |



Odczytywanie informacji genetycznej:
cechy kodu genetycznego

* Trojkowy
Trzy lezace obok siebie nukleotydy tworzg kodon = triplet. Kodon to podstawowa jednostka kodujgca aminokwas.
Np. kodon UUU oznacza Phe - fenyloalanine, a kodon GCA oznacza Ala - alanine.

¢ Zdegenerowany
64 kodony koduja tylko 20 aminokwasdéw: jeden aminokwas moze by¢ kodowany przez kilka kodonéw. Nie oznacza
to, ze dany kodon moze kodowac wiecej niz jeden aminokwas — zobacz ponizej

¢ Jednoznaczny
Kod genetyczny jest jednoznaczny, czyli jedna tréjka moze kodowad tylko jeden aminokwas.

¢ Bezprzecinkowy
Pomiedzy kodonami mRNA nie wystepuja zadne przerwy w zapisie. Rybosom nie pomija zadnego kodonu
odczytujac mRNA w translacji. Oznacza to réwniez, ze nie istnieje kodon oznaczajgcy przerwe w kodzie.

¢ Niezachodzacy
Rybosom nie cofa sie do poprzedniego nukleotydu odczytujac kodony mRNA. Informacja zakodowana jest w
kolejnych tréjkach nukleotyddw i nie wystepuja sytuacja, w ktorej jeden z nukleotydow jest czescig dwdch
sgsiednich kodondw.

¢ Uniwersalny
Budowa kodu genetycznego u wszystkich organizmdw jest oparta na tych samych zasadach. Kodony w wiekszosci
oznaczajg te same aminokwasy.

e Kolinearny
Kolejnosé¢ utozenia danych aminokwaséw w biatku jest wiernym odzwierciedleniem utozenia odpowiednich
kodonéw na mRNA (matrycowym RNA).



Nonsense-mediated mRNA Decay (NMD)

a normal
exon junction complexes
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Regulacja ekspresji genow



Regulacja ekspresji genow

Regulacja ekspresji gendw to ogdt proceséw ktoére decydujg o tym, jaki jest poziom ekspresiji
poszczegdlnych transkryptow i biatek w komérce. S3 to ztozone mechanizmy, w ktérych udziat biorg
wszystkie czgsteczki biologiczne i struktury komérkowe

Niektore geny ulegajg ekspresji w sposdb ciggty i wystepujg we wszystkich typach komdrek — sg one
zwigzane z podstawowymi procesami, takimi jak oddychanie komorkowe.

Wiele gendw ulega ekspresji tylko w niektérych tkankach, organach czy tez tylko na pewnych etapach
rozwoju osobniczego (réznica moze by¢ nie tylko jakoSciowa, ale tez iloSciowa, tzn. polegac na
zréznicowanym poziomie ekspresji genu).

Istnieje wiele mechanizmow regulacji ekspresji gendéw. Mozna do nich zaliczy¢:
* Regulacja transkrypcji (najbardziej ekonomiczna)
* Regulacja obrobki czgsteczek RNA, np. alternatywny splicing
* Regulacja stabilnosci czgsteczek RNA (np. miRNA)
* Regulacja translacji
* Obrébka i dojrzewanie biatek



Regulacja transkrypcji




Regulacja transkrypcji: metylacja DNA
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Regulacja transkrypcji: metylacja DNA
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Badanie metylacji DNA
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metylowanego DNA

(MeDIP sequencing)

_/

NH, \
H,C

SN

Lo

H

Match Normmal Cancer
Blood Calls Calls
iy =5
DMNA Extraction
Sonication
o ;) m [= &}
FAV AN AN L L WAN FAVAN FAVAN
FaVa L Vo IS @
FAYANVAWLN "f FAVANAWAN
5

|

Smi i
e

o
PAVAE A
FaV, N N

High-throughoutput l

Sequencing

L e o

Mathylation
Leval

'

o Momd

Cancer|




Badanie metylacji DNA
BS-seq (bisulfite sequencing)
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Badanie metylacji DNA
BS-seq (bisulfite sequencing)

5'— GAGTCACCGTTCGTTAA —
l Bisulfite treat
§'— GAGTUAUUGTTEGTTAA —
lPCFI amplity, clone, sequence

5 GAGTTATTGTTCGTTAA —

s me-cylosine

Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS)

http://alphabiolab.com/




mate regulatorowe RNA

siRNA miRNA piRNA
endo-siRNA: exo-siRNA pachytenowe pre-pachytenowe
+ casiRNA
+ tasiRNA
+ natsiRNA
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RNA Length

Small RNA VERNA
<200 nt tRNA
even |
tiRNA
rasiRNA - Rh tRF
endo-siRNA

DR svRNA snoRNA
!\. I hc-siRNA

sdRNA

TSS-miRNA

casiRNA

exo-siRNA  natsiRNA  crasiRNA  sbRNA  tel-sRNA  piRNA

ASR TASR  srRNA

diRNA QiRNA

tasiRNA  usRNA

Zrédto: Vickers KC, Roteta LA, Hucheson—Dilks H, Han L, Guo Y. Mining diverse small RNA species in the deep transcriptome.

Trends Biochem Sci. 2015 Jan;40(1):4-7.

TiBS



SRNA pochodzgce z dtugich, niekodujgcych prekursoréw

|Abbreviation [Name Class  [Size (nt) |[Function Database (website)
miRNA microRNA miRNA [19-22 |Post-transcriptional gene repression miRBase.org
ITSS-miRNA  [Transcriptional start-site{miRNA [20-30 [Post-transcriptional gene regulation N/A

mMiRNA
moRNA miRNA-offset RNAs miRNA [19-22 [N/A N/A
usRNA Unusually small RNA miRNA [15-17 |Post-transcriptional gene regulation N/A
lendo-siRNA |[Endogenous small SiRNA |21 Somatic inhibitor of retrotransposition, post-transcriptional gene N/A

interfering RNA repression
lexo-siRNA Exogeneous small SiRNA |21 Gene-targeted silencing, anti-viral N/A

interfering RNA
natsiRNA Natural antisense siRNA [siRNA  [21-24  [Pathogen resistence, post-transcriptional gene regulation bis.zju.edu.cn/pnatdb
casiRNA Cis-acting siRNA SiRNA |24 Transposon methylation, chromatin modification N/A
tasiRNA Trans-acting siRNA SiRNA |21 Post-transcriptional gene repression bioinfo.jit.edu.cn
rasiRNA Repeat-associated siRNA|siRNA  [26-31 |Transposon methylation, chromatin modification deepbase.sysu.edu.cn
hc-siRNA Heterochromaticsmall [siRNA  [24 Genome maintenance, DNA methylation N/A

interfering RNA
3’ U tRF tRNA-derived fragment [tDR 20 Post-transcriptional gene repression genome.ucsc.edu
5’ tRF tRNA-derived fragment [tDR 20 Post-transcriptional gene repression, translational repression genome.ucsc.edu
3'CCA tRF tRNA-derived fragment [tDR 23 Post-transcriptional gene repression, RNA metabolism genome.ucsc.edu
tRH tRNA-derived half tDR 30-35 |Protein synthesis repression, post-transcriptional gene repression genome.ucsc.edu

Zrédto: Vickers KC, Roteta LA, Hucheson-Dilks H, Han L, Guo Y. Mining diverse small RNA species in the deep transcriptome. Trends Biochem Sci.
2015 Jan;40(1):4-7.




SRNA pochodzgce z dtugich, niekodujgcych prekursoréw

RNAs

|Abbreviation [Name Class  [Size (nt) Function Database (website)
PiIRNA Piwi-interacting RNA pPiRNA  |25-33 Germline post-transcription gene repression, transposon pirnabank.ibab.ac.in
regulation, chromatin modification
crasiRNA Centromere repeat- ChRNA |34-42 Cell cycle, centromere formation N/A
associated small RNA
tel-sRNAs Telomere-specific small  |chrRNA |24 Epigenetic regulation N/A
RNA
PASR Promoter-associated CAsRNA|20-200 Transcriptional regulation of mRNAs, epigenetic deepbase.sysu.edu.
small RNA regulation cn
tiRNA Transcription initiation CAsRNA|18 Transcriptional regulation of mRNAs, epigenetic N/A
SmRNA regulation
TSSaRNA Transcription start site- CAsRNA|20-90 Transcriptional regulation of mRNAs, epigenetic N/A
associated RNAs regulation
spliRNA Splice site-associated CAsSRNA|17-18 N/A N/A
small RNA
H/ACA sdRNA|H/ACA snoRNA-derived  [snRNA [20-24 Post-transcriptional gene repression, alternative splicinglensembl.org
RNA
C/D sdRNA  |C/D snoRNA-derived RNA |snRNA |17-19,30 |Post-transcriptional gene repression, alternative splicing|lensembl.org
SVRNA Small vault RNAs VRNA [22-37 Post-transcriptional gene repression ensembl.org
SrRNA smRNAs-derived from rRNA (24 Post-transcriptional gene regulation ensembl.org
rRNA
yDR Y RNA-derived small RNAs [Y RNA [24-25,30 |N/A ensembl.org
SsbRNA Stem-bulge RNA Y RNA [67-133 RNA quality control, chromosomal replication N/A
diRNA Double-strand break- DSB 21 DNA double-strand break repair N/A
induced small RNAs
iRNA QDE-2-interacting small  |DSB 20-21 DNA double-strand break repair, protein translation N/A

Zrédto: Vickers KC, Roteta LA, Hucheson-Dilks H, Han L, Guo Y. Mining diverse small RNA species in the deep transcriptome. Trends Biochem Sci.

2015 Jan;40(1

):4-17.
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MIRNA

pre-miRNA in coding region

poly-A
(AAUAAA)

5 cap = . T AAAA,

start stop

codon codon
5'cap = AAAAn
pre-miRNA in a noncoding region
5'cap s AAAA
pre-miRNA in intron of a protein-coding pre-mRNA ele
S5cap m == m = om omom omom omomomom T T m o — AAAA"

pre-miRNA in intron of noncoding RNA S

5'cap— — — — —AAAAn



mikroRNA uczestniczg w:

* morfogenezie

* procesach rozwoju

* odpowiedzi na stres

* szlakach przekazywania
sygnatow

* apoptozie

* jwielu innych procesach...

mMiRNA powigzano z licznymi chorobami u cztowieka
(miR2Disease):

* 349 miRNA

163 choroby «"\RQZD isease

Base



Ewolucja miRNA

v'miRNA niezaleznie wyksztatcity sie u roslin i zwierzat

v'wtérna utrata miRNA (Placozoa)

v'mata liczba miRNA u prostych
zwierzat (Cnidaria, Porifera)

v'powstawanie genéw miRNA de novo

v'duplikacja genéw miRNA




SiRNA u ro$

casiRNA

Wywodz3 sie z transpozondw, elementdw powtarzalnych i powtdrzen tandemowych.
Majg zwykle dtugos¢ 24 nt.

Sg metylowane przez HEN1.

Powstajg z udziatem Pol IV.

Funkcja: metylacja DNA i modyfikacja histonéw

N

tasiRNA

W procesie biogenezy wymagane jest ciecie transkryptu przez miRNA lub inne siRNA.
Maja dtugos¢ 21 nt, wycinane sa w fazie.

S metylowane przez HEN1.

nat-siRNA 5 NS

Powstajg w odpowiedzi na stres. \Y) ’, Va

Maja dtugo$é 21 lub 24 nt. - v \:

Powstajg z udziatem Pol IV. Q
\g

IsiRNA o 4

Powstajg w odpowiedzi na stres
Maja dtugos¢ 30-40 nt.
Powstajg z udziatem Pol IV.



SIRNA u zwierzat

Powstajg z transpozondw (np. retrotranspozon L1 u ssakdw), regionow

miedzygenowych, dfugich czasteczek RNA, wliczajagc mRNA.

L1 posiada moze ulegac transkrypcji dwukierunkowo, co generuje dwa naktadajgce sie

transkrypty, z ktérych mogg powstac siRNA.
Zazwyczaj majg dtugosc 21 nt.

W przeciwienistwie do miRNA i piRNA, nie obserwuje sie tendencji, by sekwencja

zaczynafa sie od uracylu.



SiRNA u zwierzat: biogeneza

Structured loci e P

Convergent transcription —
Read-through transcription )
of transposons in inverted Transposon Transposon — e
orientation

Bidirectional transcription —_—

™ w
Trans-interaction Founder gene Fleudoghr‘e —_— wafkannnn;

Duplicated and inverted

pseudogene copies Pseudogene Rgglrl‘fc:gesgﬂgcene

Small silencing RNAs: an expanding universe. Ghildiyal and Zamore, Nature Reviews.



0iRNA

Powstaja w linii zarodkowej (spermatocyty). Zapewniajg stabilnos¢ linii zarodkowej przez
wyciszanie transpozondw, takich jak L1.

U ssakéw wyrdzniamy piRNA pachytenowe i pre-pachytenowe.

Pre-pachytenowe: wyciszajg transpozony poprzez promowanie ich metylacji.

Pachytenowe: funkcja nieznana.

Pachyten to faza mejozy, podczas ktérej chromosomy homologiczne wymieniajg materiat

genetyczny w procesie crossing over.

piRNA s3 duzo bardziej zréznicowane niz miRNA, np. u muszki owocowej wykryto ich 1,5

miliona. Po zmapowaniu do genomu tworza one kilkaset klastrow.



MIRNA a nowotwory

a low expression BCL-2
RAS
mxzo miR-15a and miR-16 PR T T O
: Let-7a oncogene mRNA
tumor suppressor
miRNAs

b high expression

miR-17-92 miR-155
T ) PTEN
RB2
m:() "'n'n'n-o oLl
O tumor suppressor MRNA
: miR-21 :

oncogenic miRNAs




Bazy danych matych RNA



Bazy danych sekwencji miRNA

miRBase

PMRD

microPC

miROrtho

Vir-Mir db

miRNAMap

GrapeMiRNA

miRNEST

zwierzeta, rosliny, wirusy
(223)

rosliny (123)

rosliny (125)

zwierzeta (46)

wirusy (1491)

zwierzeta (13)

winoros|

zwierzeta, rosliny, wirusy
(544)

opublikowane miRNA,
referencyjne zrédto
adnotacji miRNA
przewidziane in silico miRNA,
ich ekspresja i mRNA
docelowe

przewidziane in silico miRNA

przewidziane in silico miRNA

przewidziane in silico miRNA

potwierdzone
eksperymentalnie miRNA i
ich mRNA docelowe
przewidziane in silico miRNA

miRNA przewidziane in silico
i/lub potwierdzone
eksperymentalnie, mRNA
docelowe, polimorfizm i
regulacja ekspresji miRNA

literatura, dane od
uzytkownikow, program
RNAfold

literatura, eksperymenty
mikromacierzowe

algorytm do identyfikacji
miRNA w sekwencjach EST
programy: R-COFFEE,
RNAplfold, RNAalifold
program Srnaloop, baza
danych NCBI

programy: miRanda,
RNAhybrid, TargetScan,
eksperymenty qPCR
program FindMiRNA

literatura, algorytm do
identyfikacji miRNA w
sekwencjach EST, 13 baz
danych miRNA (patrz:
podrozdziat miRNEST), GEO,
NCBI

20205188

19808935

19660144

18927110

17702763

16381831

19563653

22135287



Bazy danych sekwencji docelowych

Nazwa bazy | Gatunki (liczba) Rodzaj danych Metody i Zrédta danych “
danych

miRWalk cztowiek, mysz, szczur przewidziane oraz bazy danych: GenBank, Ensembl, miRBase, programy: DIANA- 21605702

(dawniej: potwierdzone mRNA docelowe  microT, miRanda, miRDB, PicTar, PITA, RNA22,

Argonaute) TargetScan/TargetScanS, miRWalk

HOCTAR cztowiek mRNA docelowe programy: miRanda, TargetScan, PicTar. 21435384

RepTar cztowiek, mysz przewidziane in silico mRNA nowy algorytm oparty na zatozeniu, ze miRNA moze posiadaé wiecej 21149264
docelowe niz jedno miejsce wigzania do pojedynczej sekwencji UTR

miRTarBase zwierzeta, rosliny, mRNA docelowe literatura 21071411

wirusy (14)

miRGator cztowiek, mysz mRNA docelowe miRNA i ich bazy danych: PhenomiR, GEO, ArrayExpress, programy: targetScan, 21062822
ekspresja, powigzania miRNAz  PITA, miRanda, miRbridge
chorobami

starBase cztowiek, mysz, C. mRNA docelowe eksperymenty CLIP-Seq i Degradome-Seq 21037263

elegans, rzodkiewnik
pospolity, ryz, winoros|
miRSel cztowiek, mysz, szczur mRNA docelowe bazy danych: HGNC, MGD, Entrez Gene, Swiss-Prot Protein 20233441
Database, miRGen, miRBase
miRecords zwierzeta (9) mRNA docelowe literatura, programy: DIANAmicroT, Microlnspector, miRanda, 18996891
miTarget, MirTarget2, NbmirTar, PicTar, PITA, RNA 22, RNA Hybrid,
TargetScan/TargetScanS
TarBase zwierzeta (6) mRNA docelowe (tylko literatura 18957447
eksperymentalne)

miRDB cztowiek, mysz, szczur, mRNA docelowe oraz baza danych miRBase, nowy algorytm do szukania mRNA 18426918
pies, kura adnotacja funkcjonalna miRNA  docelowych

MicroRNA.org cztowiek, mysz, szczur, mRNA docelowe i ekspresja literatura, program miRanda, bazy danych: miRBase, UCSC 18158296
muszka owocowa, C. MiRNA
elegans

MiRonTop cztowiek, mysz, szczur mMRNA docelowe bazy danych: miRBase, NCBI, programy: Targetscan, MicroCosm 20959382

Targets, Miranda, PicTar



Bazy danych ekspresji miRNA (1
(SIS S G AL EAR—

CIRCUITSdb cztowiek, mysz regulacja ekspresji miRNA literatura, bazy danych:
przez czynniki transkrypcyjne TransmiR , TarBase, Myc

Target Gene 20731828
mESAdb cztowiek, mysz, danio ekspresja miRNA i ich mRNA bazy danych: Ensembl, 21177657
pregowany docelowych miRBase, microCosm, HUGE,
KEGG, GO
miRNeye mysz ekspresja miRNA w oku myszy ~ Eksperyment: hybrydyzacja 21171988
RNA in situ z wykorzystaniem
modyfikowanych nukleotydéw
LNA
dbDEMC cztowiek ekspresja miRNA w tkankach literatura 21143814
nowotworowych
miReg cztowiek regulacja ekspresji gendw literatura 20693604
miRNA
PuTmiR cztowiek regulacja ekspresji gendw bazy danych: miRBase, UCSC 20398296
miRNA przez czynniki
transkrypcyjne
S-MED cztowiek ekspresja miRNA w sarkomie eksperymenty z 20212452
wykorzystaniem systemu
BeadArrays
PhenomiR cztowiek ekspresja miRNA w chorobach literatura, bazy danych: OMIM 20089154
i réznych procesach Morbid Map, Gene Ontology,
biologicznych BRENDA Tissue Ontology
miRGen zwierzeta (11) regulacja ekspresji miRNA, literatura, program mathTM 19850714

polimorfizm, mRNA docelowe tool (szukanie TFBS), bazy
danych: mammalian miRNA
expression atlas, UCSC, dbSNP
TransmiR zwierzeta regulacja ekspresji miRNA literatura, baza danych UCbase 19786497
przez czynniki transkrypcyjne & miRfunc



Bazy danych ekspresji miRNA (2)

Nazwa bazy danych | Gatunki (liczba) | Rodzaj danych Metody i zrédta danych m

miR2Disease
GenomeTraFaC

miSolRNA

MirZ (dawniej: mammalian
miRNA expression atlas)

mireX

mimiRNA

mirConnX

cztowiek

cztowiek, mysz
pomidor, rzodkiewnik
pospolity

cztowiek, mysz, szczur

rzodkiewnik pospolity

cztowiek

cztowiek, mysz

ekspresja miRNA w chorobach
regulacja ekspresji miRNA przez
czynniki transkrypcyjne
ekspresja miRNA oraz ich funkcje
w szlakach metabolicznych
ekspresja miRNA

ekspresja miRNA

ekspresja miRNA

regulacja ekspresji miRNA

literatura, baza danych TarBase

bazy danych: Homologene, NCBI,
MGI, miRBase
literatura

eksperymenty sekwencjonowania
w technologii NGS

eksperymenty real-time PCR

literatura, programy: TargetScan,
RNA22, PicTar, algorytm ExParser,
bazy danych: Hypertext cell line
database, mammalian miRNA
expression atlas, GEO

bazy danych: TarBase, miRBase,
DBTSS, UCSC, The Eukaryotic
Promoter Database, programy:
CoreBoost_HM, PITA, miRANDA,
TargetScan, RNAhybrid, Pictar

18927107

17178752

21059227

17604727

22013167

19933167

21558324



Polimorfizm

Nazwa bazy danych Gatunki (liczba) Rodzaj danych Metody i zrédta danych _

miRvar cztowiek polimorfizm i jego literatura, bazy danych: 21618345
funkcjonalne konsekwencje SNPdb, UCSC Genome
Browser, miRBase,
programy: PHDcleav,

RISCbinder
Patrocles zwierzeta (7) polimorfizm miRNA i mRNA literatura, bazy danych: 19906729
docelowych miRBase, Ensembl, program
RNAfold
PolymiRTS cztowiek, mysz polimorfizm w mRNA bazy danych: dbSNP, 17099235
docelowych miRBase
dPORE-miRNA cztowiek polimorfizm i regulacja bazy danych: UCSC, 21326606
ekspresji miRNA PhenomiR, Tarbase, KEGG,
program BIOBASE MATCH
dbSMR cztowiek polimorfizm miRNA bazy danych: miRBase, 19371411

Ensembl, programy:
miRanda, RNAHybrid,
TargetScan



Funkcje miRNA

Nazwa bazy danych Gatunki (liczba) Rodzaj danych Metody i zZrédta danych m

UCbase & miRfunc

miRNApath

miRo

miREnvironment

miTALOS

cztowiek, mysz, szczur

cztowiek, mysz, szczur, kura

cztowiek

zwierzeta, rosliny (17)

cztowiek, mysz

funkcje miRNA; konserwacja
sekwencji miRNA

udziat miRNA w $ciezkach
metabolicznych

powigzania miRNA-fenotyp

powigzania miRNA - fenotyp

udziat miRNA w szlakach
sygnalizacyjnych

bazy danych: miRBase, UCSC,
NCBI

bazy danych: miRBase, miRGen,
miRGen, KEGG

bazy danych: miRBase,
mammalian miRNA expression
atlas, miRecords, NCBI, GO,
Genetic Association Database,
programy: TargetScan, PicTar,
miRanda

literatura

programy: TargetScan,
TargetScan, PicTar, Pita, RNA22,
bazy danych: KEGG, NCBI

18945703

18058708

20157481

21984757

21441347



Inne bazy danych
i G

IntmiR cztowiek, mysz intronowe miRNA, ich mRNA  brak danych 21423893
docelowe i deregulacja w
chorobach
CoGemiR zwierzgta (36) genomika i konserwacja bazy danych: miRBase, 18837977
sekwencji miRNA Ensembl, SymAtlas,
CoGemiR, program
miRNAminer
AntagomirBase cztowiek antagomiry (czasteczki programy: Sfold, mfold 21904438

stuzace do wyciszania
ekspresji genéw miRNA)
HNOCDB cztowiek miRNA powiazane z literatura 22024348
nowotworami gtowy i szyi
oraz nowotworem szczeki

EpimiR cztowiek, mysz i 5 innych miRNA i regulacja na literatura 24682734
gatunkéw poziomie epigenetycznym

OncomiR cztowiek onkogenne i supresorowe literatura 24651967
miRNA

OncomiRdbB cztowiek miRNA w nowotworze Program: miRanda, 24428888
piersi zewnetrzne bazy danych

miR-SynthDB cztowiek projektowanie nowy algorytm 24627222
syntetycznych miRNA

PASmIR rosliny(33) miRNA w stresach literatura 23448274
abiotycznych

miRCancer cztowiek miRNA w nowotworach literatura 23325619



miRBase
http://mirbase.org/

Help Downloads

Search  Browse

Stem-loop cfa-mir-33a

Accession MI0007988
Canis familiaris cfa-mir-33a precursor miRNA

Description

Sequence

L

Copy Sequence
GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCauguucuggcgguacccgugeaauguuuccacagugeauca
£323333333333+:3:3333333))-«

[CCCCCCCATN (&

Structure
- A W uucu ¢
GUGCAUUGU G GCAUUGCaug g g
R
uacgugaca ¢ uguaacgugc  cc u
cu

ac
Do you think this miRNA is real?

Annotation confidence (Not enough data

chr10: 23456613-23456673 [-]

Genome context




miRBase

Base

Search Browse Help Downloads

Stem-loop hsa-mir-15a

Accession MI0000069

Description Homo sapiens hsa-mir-15a precursor miRNA mir-15

Literature

search ek 482 open access papers mention hsa-mir-15a
(1792 sentences)

Sequence

565656 reads, 2055 reads per million, 143 experiments

Copy Sequence

Symbol HGNC: MIR15A
Gene @ RFO0455; mir-15
family
400k 4

]

o
200k 3

ccuuggaguaaagUAGCAGCACAUAAUGGUUUGUGgauuuugaaaaggugCAGGCCAUAUUGUGCUGCCUCAaaaauacaagg
(R E R (C(C (PR CCCCCCCCCCRERRRTTRRRED ) )>3)00 0D RNDIPDDD D REDERRRRRES D)D)




Inne bazy sRNA

piRNABank: http://pirnabank.ibab.ac.in/index.shtml

piRNA cluster database
https://www.smallrnagroup.uni-mainz.de/piRNAclusterDB/

PlantNATsDB
http://bis.zju.edu.cn/pnatdb/

ta-siRNA Database
http://bioinfo.jit.edu.cn/tasiRNADatabase/

The MIT/ICBP siRNA Database
http://web.mit.edu/sirna/




Analiza sekwencji
docelowych



Sekwencje docelowe

i. U rodlin identyfikacja sekwencji docelowych jest tatwiejszym zadaniem niz

u zwierzat, gdyz wystepuje wyzszy stopienn komplementarnosci miedzy miRNA a mRNA
ii. U zwierzat miRNA oddziatujg najczesciej z 3’UTR, ale sg znane liczne odstepstwa.

iii.  Wyrézniamy podejscia komputerowe (in silico) oraz eksperymentalne stuzgce do identyfikacji
miejsc docelowych.
iv. Popularne ostatnio sg techniki CLIP-Seq i Degradome-seq, pozwalajgce identyfikowad

sekwencje docelowe w sposdb wielkoskalowy, a jednoczesnie dajgce duzo bardziej wiarygodne

wyniki niz podejscie in silico.



Pytania

Vi.

Vii.

Jakie geny sg pod kontrolg danego miRNA?

Jakie miRNA regulujg dany gen i w jakich pozycjach sie przytaczajg?
Jaki jest mechanizm dziatania miRNA?

Jaka jest ekspresja miRNA?

Czy istnieje korelacja miedzy ekspresjg miRNA i mRNA?

Czy mozna wykazaé oddziatywanie miRNA i mRNA?

Jaki jest efekt fenotypowy?



ldentyfikacja sekwencji docelowych in silico

oraz bazy danych

Narzedzia:

psRNATarget
PAREsnip
TargetScan
Miranda
RNAhybrid
PITA

+wiele innych

Bazy danych:

starBase
DIANA mirPath
miRTarBase

miRNEST



psRNATarget

https://www.zhaolab.org/psRNATarget/analysis

psRNATarget: A Plant Small RNA Target Analysi rver (2017 Update)

Analysis [Switch 10 Legacy mode]

Submit small RNAs Submit target candidates Submit small RNAs and targets

Upload sRNA file: | Przegladaj... | Nie wybrano pliku. [Load Demo Data]

or paste sequences:

- Upload limit: 25MiB, FASTA format or sequence only

Choose cDNA library: Alium cepa (Onion), unigene, DFGI Gene Index (ONGI), version 2 released on 2008_07_17

- Contact us to add more libraries

Scoring Schema

Schema V1 (2011 release) | Schema V2 (2017 release) | User-customized Schema
#0f top targets: 200 Expectation: 5
Penalty for G:U pair: 05 Penalty for other mismatches: 1
Extra weight in seed region: 15 Seed region:
#0of mismalches allowed in seed region: 2 HSP size: 19

Allow bulge(gap)




pPsRNATarget

psRNATarget

Analysis result

Download: &

W«
miRNA Acc.

ath-miR398a

ath-miR398b

ath-miR398c

ath-miR156a

ath-miR156a

ath-miR156a

all RNA Target Analysis Server (2017 Update)

Target Acc.

AT5G14550.1

AT5G14550.1

AT5G14550.1

AT2G33810.1

AT3G57920.1
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miRNA 21 UUCCCCACUGGACUCUUGUGU 1

Target 1651 CAGGGGUGACCUGAGAACACA 1671

miRNA 21 GUCCCCACUGGACUCUUGUGU 1

Target 1651 CAGGGGUGACCUGAGAACACA 1671

miRNA 21 GUCCCCACUGGACUCUUGUGU 1

Target 1651 CAGGGGUGACCUGAGAACACA 1671

miRNA 20 CACGAGUGAGAGAAGACAGU 1

Target 787 UUGCUUACUCUCUUCUGUCA 806

miRNA 20 CACGAGUGAGAGAAGACAGU 1

Target 845 GUGCUCUCUCUCUUCUGUCA 864

miRNA 20 CACGAGUGAGAGAAGACAGU 1

Target 1213 GUGCUCUCUCUCUUCUGUCA 1232
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Target Description

| Symbols: | Gore-2/I-branching beta-1,6N-

protein | chr5:4691006-4694055 REVERSE LENGTH=1772

| Symbols: | Gore-2/I-branching beta-1,6N-

protein | chr5:4691006-4694055 REVERSE LENGTH=1772

| Symbols: | Gore-2/I-branching beta-1,6N-

protein | chr5:4691006-4694055 REVERSE LENGTH=1772

| Symbols: SPL3 | squamosa promoter binding protein-like 3|
chr2:14305001-14306072 FORWARD LENGTH=981

| Symbols: SPL15 | squamosa promoter binding protein-like 15 |
©hr3:21444321-21446035 REVERSE LENGTH=1377

| Symbols: SPL11 | squamosa promoter-like 11 | chri:9501077-9503869 FORWARD

LENGTH=1464
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TargetScan
http://www.targetscan.org/

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 6.2: June 2012

Search for predicted microRNA targets in mammals [Go to TargetScanMouse]
[Go to TargetScanWorm]
[Go to TargetScanFly]
[Go to TargetScanFish]

1.Selectaspecies [Human  v|

AND

2.Enter ahuman Entrez Gene symbol (e.g. "LIN28A™)[ |
ANDIOR

3. Do one of the following:

» Select a broadly conserved® microRMA family | Broadly conserved microRiNA families

* Select a conserved® microRMNA fam\\y| Conserved microRNA families

» Select a poorly conserved microRMNA famny\ Poorly consenved microRMNA families v \ Mote that these families also include small RMNAS that

« Enter a microRNA name (e .g. "mmu-miR-1")
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DIANA mirPath

http://62.217.122.229:3838/app/miRPathv4

miRPath v4.0

Home.

miRNA-centric analysis  Term-centric analysis ~ CRISPRanalysis ~ Upload dashboard  Help

‘\/‘

Welcome to DIANA-miRPath v4.0, the server for target-based analysis of miRNA functions!

DIANA-miRPath v4.0 webserver offers numerous analysis options for the target-based functional analysis of MRNAS.

Expert mIRNA interaction resources lend their power to miRPath, allowing users to perform overrepresentation term analyses in condition-free schemes, using either
experimentally supported targets — DIANA-TarBase vB.0, DIANA-LncBase v3.0 and miRTarBase vB.0 - or sets of predicted miRNA targets - DIANA-microT-CDS and
TargetScan. For the first time, miRPath users can also perform tissue-/cell-type-specific investigations in human and mouse, by selecting among 41 high-confidence
mIRNA-target sets derived from in-house analysis of AGO2-CLIP-Seq datasets with the avant-garde super-learing framework microCLIP (Nat. Comms 2018,

Each interaction resource may be filtered according to user-selected ria. Targets supported by direct experimental methods can be retained in TarBase. miRTarBase
“strong” interactions can also be discerned. Customizable prediction score levers are available for entries derived from microT, TargetScan and microCLIP,
accommodating more stringent or flexible schemes.

miRPath v4 0 integrates term annotation sources from the Gene Ontology consortium, Reactome Pathway Database, KEGG pathways, expertly curated gene sets from
MSigDB and protein domains from Pfam.

Targets Union Targets Intersection Pathways Union




ENCORI / starBase

https://rnasysu.com/encori/

Gromadzi informacje o sekwencjach docelowych otrzymanych m.in.. z eksperymentéw
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Diteren

ReP motis

RGP RNA

Pathwiay Accompany with gene expression data of 32 types of

cancers, ENCORI allows researchers performing Pan-Cancer
analysis on RNA-RNA and RBP-RNA interactions. ENCORI
also provides platforms to perform the survival and

How to cite:

differential expression analysis of miRNAs, IncRNAs,
pseudogenes and mRNAs.

« Zhou KR, Huang JH, Liu S, Zheng WJ, Liu SR, et al. An Encyclopedic Regulatory and Functional Atlas of RNA Interactomes. (Manuscript submitted)
« Li JH, et al.starBase v2.0: decoding miRNA-ceRNA, miRNA-ncRNA and protein-RNA interaction networks from large-scale CLIP-Seq data (7', Nucleic Acids Res.

2014 Jan;42:092-7.

Copyright © 2024-2025 Qu Lab & Yan

ENCORI/starBase Citations (2015-2024) Cite Our Paper
22,000 Citations in Google Scholar (starBase, the pilot version)

5,000
4,000
3,000
2,000

1,000

0
2015 2017 2019 2021 2023

« Average Daily Usage: ~5000 visits from ~500 unique researchers
« Average Annual Usage: >1,000,000 visits from >100 countries

Statistics of ENCORI (last update: 10/18/2024)
« Species: 23 Species
» CLIP-seq data: 2,725 datasets
« Degradome-seq: 100 datasets
« RNA-RNA interactome: 59 datasets
« RNA-seq data: >10,800 samples from 32 cancer types
+ miRNA-seq data: >10,500 samples from 32 cancer types
« Disease data: >1,800,000 mutations from 531 disease types
* MiIRNA-ncRNA(CLIP): 460,000 interactions
« miRNA-mRNA(CLIP): >1,200,000 interactions
+ RBP-mRNA: =1 290,000 interactions
= RBP-ncRNA: >1,600,000 interactions
« RNA-RNA: >3700,000 interactions
= miRNA (deg! ): >32,000
+ miRNA-mRNA(degradome): 459,000 interactions
« ceRNA: 2,900,000 pairs
« function annoation: >34,000 functional terms from 21 categories
« Pan-Cancer: Differential Expression, Survival Analysis, COExpression




miRTarBase
https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2025/php/browse.php

Baza ta gromadzi dane o potwierdzonych eksperymentalnie sekwencjach docelowych.
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miRTarBase

SEARCH BROWSE HELP DOWNLOAD CONTACT US
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Filter for miRNA and target

Validation methods

Strong evidence Less strong evidence %
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Dk Species (MiRNA) Species (Target) miRNA Target = G2 E |z 4 |8 |T
MIRT000012 Home sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p CYP7A1 v v v 3 1
MIRT000364 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p IGFIR v v v v 4 3]
MIRT000365 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p SRF v v v 4 1
MIRT000663 Home sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p RAC1 v v v v 5 2
MIRT000717 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p RHOA v v 2 2
MIRT003006 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p CCNGT v 7 5
MIRT003079 Home sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p GTF2B v v 2 1
MIRT003080 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p GYS1 v v v v 4 2
MIRT003081 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p ANK2 v v 3] 1
MIRT003082 Home sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p NFATC2IP v v v 3 1
MIRT003083 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-122-5p ENTPD4 v v v v 4 2



Jesli nie wskazano inaczej, cze$¢ ilustracji pochodzi z:

Molecular Biology of the Gene, 7th edition

James D. Watson, Tania A. Baker, Stephen P. Bell, Alexander Gann,
Michael Levine, Richard Losick

Pearson 2013
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Dtugie niekodujgce RNA

* Dtugosé: co najmniej 200 nt

* Nie koduja biatka

* Lokalizacja jadrowa lub cytoplazmatyczna

* Sg bardzo liczne (ok. 60 000 w ENSEMBL)

* Petnig réznego rodzaju funkcje (w cis lub w trans)



Funkcje IncRNA

RNA-mediated chromatin modulation Transcription-mediated chromatin modulation
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doi: 10.1038/nrm3679




circRNA

(=
Rel
=
©
£
L
<
P
o«
o
Intron circRNA (@)
Exon-intron circRNA
// Exon circRNA\\
Ribosome —> / / \
=
elF4G2 —> 3
=
METTL3/14 —> i_’
=
%
Protein translation MicroRNA sponging Protein binding &

https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00428




Funkcje IncRNA

IncRNA IncRNA ADAR

pre-mRNA

RNA EDITING
SPLICING CONTROL

miRNA

mMRNA IncRNA

S e
STAUFEN MEDIATED DECAY NO miRNA-MEDIATED EFFECT



Brief Bioinform. 2016 Mar 4. pii: bbw015. [Epub ahead of prinf]

A comprehensive overview of IncRNA annotation resources.
Xu J, Baid, Zhang X, LvY, Gong ¥, Liu L, Zhao H, Yu F, Ping ¥, Zhang G, Lan ¥, Xiao Y, Li X.

Abstract

Long noncoding RNAs (IncRNAs) are emerging as a class of important regulators participating in various biological functions and disease processes.
With the widespread application of next-generation sequencing technologies, large numbers of IncRNAs have been identified, producing plenty of
IncRMNA annotation resources in different contexts. However, at present, we lack a comprehensive overview of these IncRNA annotation resources. In
this study, we reviewed 24 currently available IncRNA annotation resources referring to =205 000 IncRNAs in over 50 tissues and cell lines. We
characterized these annotation resources from different aspects, including exon structure, expression, histone modification and function. We found
many distinct properties among these annotation resources. Especially, these resources showed diverse chromatin signatures, remarkable tissue
and cell type dependence and functional specificity. Our results suggested the incompleteness and complementarity of current IncRNA annotations
and the necessity of integration of multiple resources to comprehensively characterize IncRMAs. Finally, we developed 'LNCat’ (IncRNA atlas, freely
available at http://biocc.hrbmu.edu.cn/LNCat/), a user-friendly database that provides a genome browser of IncRNA structures, visualization of different
resources from multiple angles and download of different combinations of IncRMNA annotations, and supports rapid exploration, comparison and
integration of IncRNA annotation resources. Overall, our study provides a comprehensive comparison of numerous IncRNA annotations, and can
facilitate understanding of IncRNAs in human disease.

© The Author 2016. Published by Oxford University Press. For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com.

KEYWORDS: annotation resource; database; integration; IncRMNA

Selection of different annotation strategies can also contribute to the variations. CABILI
and KELLEY, for example, applied different strategies to the same RNA-seq data (more
than three reads, PhyloCSF<100 and without a Pfam hit for CABILI; FPKM1,2 exons and
PhyloCSF<100 for KELLEY), but obtained distinct IncRNA annotations. CABILI contained 14
281 IncRNA transcripts, while KELLEY contained 21 244 IncRNA transcripts. There were
only 4337 common transcripts shared by both resources.



ldentyfikacja INcRNA

Table 1. Summary of 24 IncRNA annotation resources reviewed in this study

Source Data Tissue/cell SamplesIincRNA ResearchMethod Read Exon Length Expression Coding Epigenetic Ref.
type genes  scope type number potential signals
CABILI RNA-seq 24 tissues and cell types 24 8195  lincRNA ab initio assemblyPaired end >2 >200bp>3reads PhyloCSF<100, 2]
and single perbase  withouthitin Pfam
KELLEY  RNA-seq 28 tissues and cell lines 70 9164  lincRNA ab initio assemblyPaired end >2 >200bp>1FPKM  PhyloCSF<100 (17]
and single
KRETZ RNA-seq keratinocytes 3 654 lincRNA ab initio assemblyPaired end  >2 >200bp>5 RPKM [15]
DING RNA-seq Breast cancer tissues 25 344 lincRNA ab initio assemblyPaired end >10 read [29]
KHALIL ChlP-seq 6 cell lines 12 2510  lincRNA ab initio assemblySingle >5Kb H3K4me3 [25]
and H3K36me3
WHITE RNA-seq Lung cancer tissues 728 4067  lincRNA de novo assembly Paired end >200bp GenelD [16]
HE RNA-seq Prefrontal cortex 38 1888  lincRNA de novo assembly Single >2 >200bp>1read  PhyloCSF < 100, ORF < 100, [20]
without hit in Pfam
HANGAUERRNA-seq 23 tissues 127 3968  lincRNA denovo assembly Paired end >2 >200bp>1RPKM  ORF < 100 (18]
IYER RNA-seq 18 organs 7256 52238 IncRNA ab initio assemblyPaired end >200bp Pfam/CPAT El]
and single
TRIMARCHIRNA-seq T-ALLcell lines and primary 14 1984  IncRNA ab initio assemblyPaired end >2 >200bp>3reads PhyloCSF < 100 H3K4me3, H3K4me1[14]
and ChIP-seq leukemia samples and H3K27ac
MORAN  RNA-seq and Islets and beta-cells 15 1128  IncRNA ab initio assemblyPaired end >200bp>0.5 RPKM ORF < 130, H3K4me3 [13]
ChIP-seq without hit in Pfam
SIGOVA1 RNA-seq hESC 3 3983  IncRNA ab initio assemblyPaired end >100bp>0.07 FPKMCPC < 0 H3K4me3 [26]
and ChIP-seq
SIGOVA2 RNA-seq and Human endoderm cell 3 3544  IncRNA ab initio assemblyPaired end >100bp>0.07 FPKMCPC < 0 H3K4me3 [26]
ChIP-seq
BELL RNA-seq Coronary artery smooth 3 31 IncRNA ab initio assemblySingle >2 >200bp>0.7 RPKM PhyloCSF < 100, [27]
muscle cell without hit in Pfam
YANG RNA-seq Failing LV samples 16 113 IncRNA ab initio assemblyPaired end  >2 >0.5 RPKM [21)
NE RNA-seq Monocytes 8 2523  IncRNA ab initio assemblyPaired end >2 >200bp [23]
PARALKAR RNA-seq Erythroblasts 15 594 IncRNA ab initio assemblyPaired end >2 >200bp>3read  BlastX, HMMER, [19]
PhyloCSF, GetORF
SOWALSKY RNA-seq Castration-resistant prostate8 2965  IncRNA ab initio assemblyPaired end >2 >200bp [24]
cancer (CRPC) tissues
YAN RNA-Seq Preimplantation embryos 124 2121  IncRNA denovo assembly Single >2 >1kb >1read CPC<0 (28]
and hESCs
NECSULEAIRNA-Seq 8 organs 185 14677 IncRNA denovo assembly Single >2 >200bp>10 reads [22]
NECSULEA2RNA-Seq 2 organs 53 12667 IncRNA denovo assembly Single >2 >200bp>10 reads [22)
GENCODE Manually collected 13869 IncRNA 1]
LNCipedia Intergrative database 17385 IncRNA [10]
NONCODE Intergrative database 54818 IncRNA [11]

Xu J, Bai J, Zhang X, Lv Yet al. A comprehensive overview of IncRNA annotation resources. Brief Bioinform. 2016 Mar 4. pii: bbw015.
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A comprehensive overview of IncRNA annotation resources.
XuJ BaiJ Zhang X, LvY, Gong ¥, Liu L, Zhao H, Yu F, Ping ¥, Zhang G, Lan Y, Xiao ¥, Li X.

Abstract

Long noncoding RNAs (IncRMNAs) are emerging as a class of important regulators participating in various biological functions and disease processes.
With the widespread application of next-generation sequencing technologies, large numbers of IncRNAs have been identified, producing plenty of
IncRMNA annotation resources in different contexts. However, at present, we lack a comprehensive overview of these IncRNA annotation resources. In
this study, we reviewed 24 currently available IncRNA annotation resources referring to =205 000 IncRNAs in over 50 tissues and cell lines. We
characterized these annotation resources from different aspects, including exon structure, expression, histone modification and function. We found
many distinct properties among these annotation resources. Especially, these resources showed diverse chromatin signatures, remarkable tissue
and cell type dependence and functional specificity. Our results suggested the incompleteness and complementarity of current IncRNA annotations
and the necessity of integration of multiple resources to comprehensively characterize IncRNAs. Finally, we developed 'LNCat’ (IncRNA atlas, freely
available at http://biocc.hrbmu.edu.cn/LNCat/), a user-friendly database that provides a genome browser of IncRNA structures, visualization of different
resources from multiple angles and download of different combinations of IncRNA annotations, and supports rapid exploration, comparison and
integration of IncRMA annotation resources. Overall, our study provides a comprehensive comparison of numerous IncRMNA annotations, and can
facilitate understanding of IncRNAs in human disease.

© The Author 2016. Published by Oxford University Press. For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com.

KEYWORDS: annotation resource; database; integration; IncRMNA

Selection of different annotation strategies can also contribute to the variations. CABILI
and KELLEY, for example, applied different strategies to the same RNA-seq data (more
than three reads, PhyloCSF<100 and without a Pfam hit for CABILI; FPKM1,2 exons and
PhyloCSF<100 for KELLEY), but obtained distinct IncRNA annotations. CABILI contained 14
281 IncRNA transcripts, while KELLEY contained 21 244 IncRNA transcripts. There were
only 4337 common transcripts shared by both resources.
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A comprehensive overview of IncRNA annotation resources.
XuJ BaiJ Zhang X, LvY, Gong ¥, Liu L, Zhao H, Yu F, Ping ¥, Zhang G, Lan Y, Xiao ¥, Li X.

Abstract

Long noncoding RNAs (IncRMNAs) are emerging as a class of important regulators participating in various biological functions and disease processes.
With the widespread application of next-generation sequencing technologies, large numbers of IncRNAs have been identified, producing plenty of
IncRMA annotation resources in different contexts. However, at present, we lack a comprehensive overview of these IncRNA annotation resources. In
this study, we reviewed 24 currently available IncRNA annotation resources referring to =205 000 IncRNAs in over 50 tissues and cell lines. We
characterized these annotation resources from different aspects, including exon structure, expression, histone modification and function. We found
many distinct properties among these annotation resources. Especially, these resources showed diverse chromatin signatures, remarkable tissue
and cell type dependence and functional specificity. Our results suggested the incompleteness and complementarity of current IncRNA annotations
and the necessity of integration of multiple resources to comprehensively characterize IncRNAs. Finally, we developed 'LNCat’ (IncRNA atlas, freely
available at http://biocc.hrbmu.edu.cn/LNCat/), a user-friendly database that provides a genome browser of IncRNA structures, visualization of different
resources from multiple angles and download of different combinations of IncRNA annotations, and supports rapid exploration, comparison and
integration of IncRNA annotation resources. Overall, our study provides a comprehensive comparison of numerous IncRNA annotations, and can
facilitate understanding of IncRNAs in human disease.

© The Author 2016. Published by Oxford University Press. For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com.

KEYWORDS: annotation resource; database; integration; IncRMNA

Selection of different annotation strategies can also contribute to the variations. CABILI
and KELLEY, for example, applied different strategies to the same RNA-seq data (more
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281 IncRNA transcripts, while KELLEY contained 21 244 IncRNA transcripts. There were
only 4337 common transcripts shared by both resources.




ldentyfikacja IncRNA: w praktyce

1. Wysokiej jakosci transkryptom (dobrze ztozone transkrypty,
reprezentatywny zestaw transkryptow)

Identyfikacja transkryptow kodujgcych biatko

Filtr dotyczacy dfugosci transkryptow

Filtr dotyczgcy znanych czasteczek, ktdre nie sg IncRNA
Filtr dot. poziomu ekspresji

Filtr dot. splicingu

N o U s W

Dodatkowe narzedzia sprawdzajgce np. potencjat kodujgcy



|dentyfikacja INcCRNA: wybrane narzedzia

Tool

COME
CPAT

cpPC2
DeepLNC
FEEInc
IRSOM
iSeeRNA
IncADeep
LncFinder
LncRNAnet
IncRScan-SVM
IncScore
longdist
mRNN

RNAsamba

Model group (type)
RandomForest
logReg

SVM

DeepLearning (NN)
RandomForest

NN (SOM)

SVM

Deeplearning (DBN)
SVM

Deeplearning (CNN)
SVM

logReg

SVM

DeeplLearning (RNN)

DeeplLearning (RNN)

Input format
gtf

bed, fasta
fasta
fasta

gtf

fasta

gtf, bed
fasta
fasta
fasta

gtf, fasta
bed, fasta
fasta
fasta

fasta

Trained on/Retraining (yes/no)

Hgl9 /no

RefSeq, GENCODE / Yes

Hgl9 /yes

RefSeq, Lncipedia / yes

Hg38, GENCODE 25 [ yes

Ensemble 92, GENCODE / yes

Hg19 / yes (not recommended)

RefSeq 75, GENCODE 24 [ yes

GENCODE / yes

GENCODE 25, Ensembl 87 [ yes

Hg19, GENCODE 19 / yes (not recommended)
GENCODE 23 / yes

Hg19, GENCODE 19 / yes (not recommended)
GENCODE 25 [ yes

CPC2, FEEInc, mRNN / yes

https://doi.org/10.1093/bfgp/elab045

Installation

NA/3

2=BioPerlinstallation required;requires much space.

2=Featurer needs specific version of compiler

1=dependent software, preparation of config files

3

3

Running

2=only hgl9

2=0nly " fasta’ accepted for genome file name

2=only hg19

2=Does not accept ‘N’ as a nt

2=Many preparation steps, hgl9

0=Error: ‘linear model not converging’

2=Error in attribute list format needed to be fixed

Usability score  Reference

5 [24]
7 [21)
7 [22]
3 [39]
4 [40]
6 [25]
3 [41]
7 [26]
7 [23]
5 [42]
5 [43]
3 [44]
5 [

7 1]
7 [27]



Bazy danych IncRNA (przyktady

List of long non-coding RNA databases

From Wikipedia, the free encyclopedia

This is a list of long noncoding RNA databases, which provide information about IncRMAs. 112

Long non-coding RNA databases | edi]

Name + Description %+ | References =
deepBaser Identification, expression, evolution and function of long non-coding RNAs (LncRNAs), small RNAs and circular RNAs from deep-sequencing data 13
LNCipediar? A comprehensive compendium of human long non-coding RNAS. (411
IncRNAdb The Reference Database For Functional Long Noncoding RNAs. 18]
LncRNAWIKi i A wiki-based, publicly editable and open-content platform for community curation of human long non-coding RNAs (IncRNAs) m
LncBook A comprehensive collection of 270,044 human IncRNAs and systematic curation of IncRNAs' annotation by multi-omics data integration, function annotation and disease association 18]
MONOCLdb > The MOuse NOnCode Lung database provides the annotations and expression profiles of mouse long non-coding RNAS (IncRNAs) involved in influenza and SARS-CoV infections. 18
NONCODE An infegrated knowledge database dedicated to ncRMAs, especially InCRMNAs oy
IncRNome 2 A comprehensive searchable biologically oriented knowledgebase for long noncoding RNAs in Humans.

NRED 2 A database of long noncoding RNA expression. n
C-it-Loci A tool o explore and fo compare the expression profiles of conserved loci among various tissues in three organisms 112)
MiTranscriptome A catalog of human long poly-adenylated RNA transcripts derived from computational analysis of high-throughput RNA-Seq data from over 6,500 samples, spanning diverse cancer and tissue types | [13]
sincky Evolution Browser This site contains alignments and evolutionary metrics of conserved INCRNAS. 114)
Cancer LncRNA Census (CLC) 2 | Database of long-noncoding RNAs causally implicated in cancer through in vivo, in vitro and other evidence. 1s)
BIGTranscriptome i High-tonfidence of coding and noncoding transcriptomes assembled with hundreds of pseudo-stranded and stranded RNA-seq datasets. 1)
IncRNAKB A knowledgebase of fissue-specific functional annotation and trait association of long noncoding RNA 17

Zrédto: Wikipedia



Bazy danych IncRNA (przyktady

Tool/Database Name Description Link Citation
General IncRNA Databases

LNCipedia General IncRNA database, expertly curated https://Incipedia.org/ [18,19]

LNCBook General IncRNA database, some community curation http://bigdbigac.cn/Incbook/index [29]

Expression Databases

GTEx Comprehensive public resource to study tissue-specific gene expression and regulation. https://gtexportal.org/home/ [39.40]

TANRIC Database of non-coding RNAs in cancer www.tanric.org [42]

CANTATAdb Database of plant IncRNAs http://cantata.amu.edu.pl/ [48,49]

Protein Coding Potential

CPC Protein coding potential prediction http://cpc.gao-lab.org/ [55]

CPPred Protein coding potential prediction http:/ /www.rnabinding.com/CPPred/ [60]

CNIT Protein coding potential prediction http://cnitnoncode.org/CNIT/ [62]

Subcellular Localization

LncSLdb Database of IncRNA subcellular localization http://bioinformatics xidian.edu.cn/IncSLdb/ [72]

LncATLAS Database of IncRNA subcellular localization https://Incatlas.crg.eu/ [76]

LncLocator LncRNA subcellular localization prediction [77]
Structural Conformation

RMDB Database of RNA structures [94]

RNAfold RNA structure prediction [95]

DMfold RNA structure prediction with pseudoknots https://github.com /linyuwangPHD /RNA-Secondary-Structure-Database [96]

doi: 10.3390/ncrna6040049




© How to search

Search by gene, species, accession, or any keyword
Help Feedback @)

Examples: human HOTAIR, D. melanogaster, SSU RNA, LNCipedia, hsa-mir-126
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R
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Bazy danych IncRNA (przykfady
“RNA

€I Databases v Tools~ API~ hads
RNAcentral: The non-coding RNA sequence database
a comprehensive ncRNA sequence collection representing all ncRNA types from a broad range of organisms
More about RNAcentral —
SEES_E S LD R G e o]
Getting started
Q@ Genome browser
Explore RNAcentral sequences in your
favorite genome locations

— L L
Q Text search Sequence search
Search by gene, species, ncRNA type, Search for similar sequences -
accession, or any other keyword now with facets and 2D diagrams
Secondary structures

RNAcentral contains over 22 million secondary structures displayed using standard layouts, including
SSU and LSU rRNA, and over 2,600 Rfam families. Learn more —
Fly 18S rRBNA Plasmodium vivax SSU
rRNA
=

Pig 12S rRNA

Mouse SSU rRNA
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Data from 49 databases
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RNAcentral @RNAcentral - Nov 3

Replying to @RNAcentral

There are lots more fascinating findings in tt
which we thoroughly enjoyed reading! Cong
team & we look forward to some interesting
discussions!
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If you use RNAcentral, please cite our latest
paper:

RNAcentral 2021: secondary
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sequence search and new member
databases

The RNAcentral Consortium
Nucleic Acids Res. 2020 Pubmed &
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Regulacja ekspresji: uktady



Regulacja ekspresji: uktady
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Sprzezenie zwrotne



Stochastycznosc ekspresji genow




Kilka stow o0 RNA-Seq



Sekwencjonowanie | generacji

Primer
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|dea sekwencjonowania nowej generacji

Stworzenie zminiaturyzowanej technologii stuzacej do
sekwencjonowania, ktora obnizy koszty i zwiekszy
przepustowosc.

Odbywa sie to przez masowe rownolegte sekwen-
cjonowanie pofragmentowanej matrycy DNA



|dea sekwencjonowania nowej generacji

Skutek:

Wiekszos¢ stosowanych obecnie technik, w stosunku do
zautomatyzowanej metody Sangera, charakteryzuje sie
ogromng liczba krétkich odczytow.

Gwattowny rozwdj technologiczny wymusit takze rozwd;
nowych algorytméw oraz formatow plikow.



Sekwencjonowanie nowej generacji

Cost per Human Genome

Moore’s Law

http://www.genome.gov/sequencingcosts/



Sekwencjonowanie Sekwencjonowanie

genomow transkryptomow
\ / (RNA-Seq)
Interakcje Interakcje
biatko —RNA —— —— biatko — DNA
(CLIP-seq) (ChIP-seq)

Metagenomika
Badanie metylacji DNA



Sekwencjonowanie transkryptomow:
RNA-Seq

RNA-Seq reads
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RNA-Seq

Zalety:

 Szeroki wachlarz zastosowan, w tym wykrywanie nowych form
splicingowych czy gendow

* Lepiej mierzy ekspresje gendw niz mikromacierze

Wady:
 Skrzywienia (np. primer bias)
* Odwrotna transkryptaza wprowadza btedy



Cele eksperymentu RNA-seq

STRUKTURA

« Sktadanie transkryptomow

* Badanie, potwierdzanie struktury genéw

* Wykrywanie nowych gendw i transkryptow (izoform)

FUNKCIJA N

* Szacowanie poziomu ekspresji genow i transkryptow
* Ekspresja roznicowa
(np. kontrola vs. stres, kontrola vs. choroba, mutacja)



Sekwencjonowanie transkryptomow
RNA-Seq

v Kodujgce mRNA
v Niekodujgce RNA = miRNA, mate RNA, dtugie niekodujgce RNA
v’ Caty transkryptom

fINA -) Prepare ') Sequence -) Analysis

; Preparation Libraries
Set up the Isolate and purif Convert the RNA Sequence cDNAs Analyze the
experiment to % punty. to cDNA; add using a resulting
input RNA. ¢ 7
address your sequencing sequencing short-read
questions. adapters. platform. sequences.

http://rnaseq.uoregon.edu



Ogolny schemat dziatania
Podstawowa sciezka

Sekwencjonowanie
transkryptomu (RNA-seq)

Mapowanie do
genomu/transkryptomu

Szacowanie poziomu ekspres;ji
genow/transkryptéw

Badanie ekspresji roznicowej



Przygotowanie wynikow
sekwencjonowania



Biblioteki NGS

RNA Fragmentation
AAAAA AAAAA
TTTTT
mRNA Poly(A) selection
AAAAA AAAAA
TTTTT
mRNA Poly(A) selection

A schematic overview of RNA-Seq.

Zrédto: lllumina

Random priming

Fragmentation

mmiT —
JHHH i

T

— T

Oligo(T) priming

Fragmentation

Random hexamer

First- and second-
strand cDNA
synthesis

First- and second-
strand cDNA
synthesis

I
I
First- and second-

strand cDNA
synthesis

cDNA

cDNA

cDNA



Biblioteki NGS

Gtowne etapy przygotowywania bibliotek do sekwencjonowania:
* Kontrola jakosci RNA
* Fragmentacja i/lub selekcja wzgledem dtugosci

Selekcja poliA lub usuwanie rRNA

Odwrotna transkrypcja

Przytgczenie adapterow do obu koncow cDNA

Kontrola jakosci biblioteki

Metody fragmentacji:
* Fizyczna (np. sonikacja)
* Enzymatyczna (np. Dnaza l)
* Chemiczna fragmentacja (kationy metali + ciepto)



RNA-Seq: lllumina

* Przygotowanie biblioteki
https://emea.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits.html

e Generowanie klastrow

Sekwencjonowany materiat jest immobilizowany na ptytce (flow cell) > namnozenie
poprzez PCR (solid-phase amplification), ok. kilkuset kopii

e Sekwencjonowanie

SBS: sekwencjonowanie przez synteze

¢ Analiza danych

Surowe wyniki sg w formacie BCL (binary base call) > FASTQ. Oprogramowanie Illluminy
samo wykonuje te konwersje, a takze demultipleksowanie danych



Oprogramowanie do analizy i kontroli
jakosci danych NGS

FastQC — wizualna ocena jakosci
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

FASTX-Toolkit — filtrowanie i obrdbka pojedynczych odczytow
http://hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/

Trimmomatic — filtrowanie i obrébka pojedynczych i sparowanych odczytow
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic




Mapowanie krotkich odczytow

Kroki, ktore nalezy wykonac:

* Pobranie sekwencji i adnotacji genomu referencyjnego

* Mapowanie krotkich odczytéw do sekwencji
referencyjnych (genomu, transkryptomu)

* Dodatkowa obrébka zmapowanych odczytéw (plikow
BAM)



Podstawowe problemy
(1) Jak zmapowac krétkie odczyty z uwzglednieniem splicingu?
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http://genes.mit.edu/burgelab/miso/



Mapowanie do transkryptomu

Mapping to genome

Trapnell & Salzberg (2009)




Podstawowe problemy

RPKM
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(2) Jak przypisac¢ ekspresje w sytuacji, gdy dany odczyt mapuje sie do wielu
izoform / bliskich paralogéow?

http://genes.mit.edu/burgelab/miso/



Wielokrotne zmapowania odczytow

Uniform division - odczyt jest przypisywany réwnomiernie
do wszystkich loci, np. odczyt mapujacy sie do 10 loci

bedzie traktowany jako 0.1 odczytu mapujacego sie do
kazdego z nich
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Podstawowe problemy
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(3) Jak znormalizowac dane, uwzgledniajac m.in. liczbe odczytéw w danej
bibliotece?

http://genes.mit.edu/burgelab/miso/



Mapowanie
krotkich odczytow

* Mapowanie bez splicingu (moze by¢ wykorzystane do danych RNA-Seq u bakterii)
BWA
Bowtie

. Mapowanie z uwzglednieniem splicingu
STAR
HISAT



Przechowywanie zmapowanych odczytow

Krétkie odczyty zmapowane do sekwencji referencyjnych (genomu lub
transkryptomu) przechowywane sg w dwdch standardowych formatach:
SAM i BAM

Obydwa formaty plikdw przechowujg doktadnie takie same informacje, ale
format BAM jest bardziej wygodny

Przechowywane dane obejmujg lokalizacje zmapowanego odczytu oraz
dodatkowe informacje, takie jak jakos¢ zmapowania (ang. mapping
quality, MAPQ) oraz status zmapowania (concordant / discordant)



Formaty plikow

SAM (Sequence Alignment/Map)

* Tabularny plik tekstowy, czytelny dla cztowieka
* Duze rozmiary plikéw (np. dziesigtki GB)

* Zwany czasem TAM (Text SAM format)

BAM (Binary SAM format)
* Dane skompresowane algorytmem BGZF
* Znacznie mniejszy rozmiar pliku

* Oferuje dostep swobodny (mozemy tatwo otrzymaé zmapowane
odczyty np. z rejonu chrl:1,000,000-2,000,000)



Obrobka plikow BAM



Pliki BAM

Operacje na plikach BAM

Sortowanie pliku BAM
Tworzenie indeksu pliku BAM
Oznaczanie zduplikowanych odczytéw

Konwersja BAM = SAM i SAM - BAM

* Oprogramowanie
Samtools

http://www.htslib.org/

Bamtools
https://github.com/pezmaster31/bamtools
Picard
http://broadinstitute.github.io/picard/

Sambamba

http://lomereiter.github.io/sambamba/




Analiza ekspresiji



Normalizacja ekspres;ji

Liczba odczytéw mapujacych sie do kazdego locus jest proporcjonalna do wielkosci
biblioteki

Mimo nadziei, ze dane RNA-Seq nie beda wymagaty intensywnej normalizacji, okazato
sie, ze liczba odczytow zalezy m.in. od zawartosci par GC i dtugosci transkryptu

GC bias jest uwzgledniany w wiekszosci programoéw z uzyciem odpowiednich modeli
statystycznych

Powstata potrzeba nowych jednostek ekspresji gendw




Jednostki ekspres;ji

. RPKM (ang. reads per kilobase per million mapped reads)

. FPKM (ang. fragments per kilobase per million mapped reads) -
alternatywna nazwa, fragment oznacza 2 sparowane odczyty

liczba zmapowanych odczytow

dhugosé locus  kpz )* catkowitaliczba zmapowanychodczytéw ( min)

. TPM (ang. transcript per million) — ilos¢ transkryptow danego
rodzaju na milion transkryptow w danej prébce

. expected_count —ilo$¢ odczytow mapujaca sie do danego
transkryptu nie poddana normalizacji — jest to preferowana forma
danych dla wiekszosci programow do analizy ekspresji réznicowej



RSEM

* Program RSEM mapuje odczyty do transkryptomu lub genomu
uzywajgc programu Bowtie i na podstawie tych zmapowan szacuje,
ocenia i normalizuje ekspresje poszczegdlnych gendw i transkryptow.

* Mozna dostosowac algorytm i parametry mapowania w zaleznosci
od analizy, wykorzysta¢ wczesniejsze zmapowania.

* Domyslnie program zaktada, ze odczyty sg niesparowane (single-end)
z informacjg o jakosci (quality score)

* Nie wykrywa nowych izoform splicingowych

* Zawansowane algorytmy statystyczne (m.in. EM), wysoka korelacja
uzyskanych wynikéw z rzeczywistymi wartosciami ekspres;ji,
doktadnos¢

e Dziata stosunkowo wolno



RSEM Salmon

* Bardziej znany * Nowszy, mniej znany

*  Wolniejsze dziatanie ¢ Szybsze dziatanie

*  Wieksza doktadnos¢ (EM) *  Mniejsza doktadno$é, inny algorytm
* Konieczne petne mapowanie (BAM) * Quasi-mapowanie (k-mery)

* Geny itranskrypty * Geny i transkrypty

* TPM, FPKM, expected count ¢ TPM, NumReads

Jesli chcemy zliczy¢ liczbe odczytéw przypadajacych na konkretny egzon, transkrypt lub
gen — bez zawitych algorytméw — mozna uzy¢ BEDTools lub HTSeq.



Analiza ekspresji roznicowej

* Polega na identyfikacji gendw, ktorych ekspresja zmienia sie istotnie
statystycznie pomiedzy badanymi warunkami

* Powtdrzenia biologiczne
* Normalizacja danych
* Kontrola jakosci: wykresy diagnostyczne



Analiza ekspresji roznicowej

Da najpopularniejszych narzedzi mozna zaliczyc:
* DESeq2
* Limma

JENENES dex IG dex
IR cell untrt

W ENSG00000204941.13 [
ENSG00000129824.15
ENSG00000067048.16 1
ENSG00000269968. 1
ENSG00000106565.17 0 | |N052611

* edgeR

cell

| I ENSG00000123243.14 | NO61011
[ ] E B S e | ENSG00000175899.14 . |
1
| ENSG00000229807.11 | N080611
1 I |ENSG00000145390.11 . N61311
ENSG00000211445.11

| ENSG00000101347.9 I
ENSG00000135821.18 M -3
ENSG00000157514.16
ENSG00000196136.17
ENSG00000152583.12
ENSG00000120129.5
ENSG00000096060.14
ENSG00000189221.9
ENSG00000112936.18
ENSG00000115457.9

DOOOOOOnn
DVDVDDVDD
EEEEEEEE
0000000
WWWWWwWwww
O O O WO OO
gsgesgss
N=2O =N =0 =
- NoOowooowonNn



GSEA: gene set enrichment analysis

* Polega na identyfikacji terminéw (np. GO) czy Sciezek
metabolicznych/sygnalizacyjnych (np. KEGG) posréd gendw wykazujgcych
DE

* Wazna jest odpowiednia dobra adnotacja transkryptomoéw

* Podobnie jak w przypadku DE, tutaj rowniez uzywa sie gtdwnie narzedzi
Bioconductora, np. ClusterProfiler



GSEA: gene set enrichment analysis

* Polega na identyfikacji terminéw (np. GO) czy Sciezek
metabolicznych/sygnalizacyjnych (np. KEGG) posréd gendw wykazujgcych
DE

* Wazna jest odpowiednia dobra adnotacja transkryptomoéw

* Podobnie jak w przypadku DE, tutaj rowniez uzywa sie gtdwnie narzedzi
Bioconductora, np. ClusterProfiler



GSEA: gene set enrichment analysis
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GSEA: gene set enrichment analysis

Inne narzedzia:
* GOrilla (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/); tylko gene ontology

* PlantGSEA (http://structuralbiology.cau.edu.cn/PlantGSEA/); gene
ontology, pathways

* DAVID (https://david.ncifcrf.gov/); rézne analizy

* TopGO (R:
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/topGO.html)

* GSEAServer (plantgrn.noble.org/GSEAserver); non-model organisms
* KAAS (http://www.genome.jp/tools/kaas/); adnotacja transkryptomu




Przyktadowe narzedzia online: DAVID

DAVID Bioinformatics Resources

Laboratory of Human Retrovirology and Immunoinformatics (LHRI)

Home | Start Analysis ~Shortcut to DAVID Tools = Technical Center Downloads & APIs  Term of Service About DAVID ~ About LHRI
Overview Hot Links

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) provides a comprehensive set of functional
on tools for investi 0 the biological meaning behind large lists of genes. These tools are
powered by the comprehensive DAVID Knowledgebase built upon the DAVID Gene concept which puls together multiple

sources of functional annotations. For any given gene list, DAVID tools are able to:

M Multiple positions available in LHRI fi
The Laboratory of Human R logy and ics (LHRI) has collaborated with the National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (NIAID) and supported NIAID clinical trials for patients infected with HIV mutants resisting
anti-retroviral therapy. LHRI has isolated the multiple-class drug-resistant (MDR) variants from patients and characterized
each variant's drug sensitivity and infectivity. The study aims to define salvage therapy and develop novel therapy
(chemotherapy and apy). During the investigation, LHRI has characterized the emergence of novel mutations

@ Identify enriched biological themes, particularly GO terms

& Discover enriched functional-related gene groups
& Cluster recundant annotation terms on drug susceptibility and viral replication. LHRI is a pioneer in researching the anti-viral cytokine, Interleukin-27, DNA-
& Visualize genes on BioCarta & KEGG pathway maps repair protein (Ku70)-mediated innate immune response against HIV and other virus co-infection, and novel subsets of
& Display related many-gencs-to-manyterms on 2-D view, immune cells. LHRI maintains the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery ( DAVID ).

@ Search for other functionally related genes not in the list

@ Litinteracting proteins (1) Scientist | - Virology position available to perform the defective proviral study in our Basic Research Section.

& Explore gene names in batch (2) Scientist-Cytokines and HIV available in our Basic Research Section. We are looking for a cytokine immunologist
& tj"kh?e:f"’isf"’_“ia“':_“"’“"’zs R who is interested in virus (HIV/ HSV/KHSV) pathogenesis in myeloid immune cell types ( macrophages, dendritic
& Highlight protein functional domains and motifs -

& Redirect to related literatures el and! microgla cell)

@ Convert gene identifiers from one type to another. (3) Postdoctoral Fellow available in our Basic Research Section. This position is an excellent opportunity for a young
& Andmore Ph.D. who has no experience in virus research and seeks a career in a new research field. You will learn how to

handle infectious RNA viruses and investigate the mechanism of virus infection and the interaction of host cell
proteins using HIV (lentivirus) variants under an SOP following the NIAID guideline in the BSL2* laboratory. LHRI
does not consider virus experience in the past, instead seeks a highly motivated researcher. The knowledge leamned
in the lab can apply to future COIVD or other virus studies.

(4) Bioinformatics Analyst |1 available to perform bioinformatics analyses and develop bioinformatics analysis
pipelines in our Bioinformatics Section.

DAVID Forum
Forum for DAVID users to ask questions, suggest new functions and help other users by answering their questions.



Przyktadowe narzedzia online: ConsensusPathDB

Ma anck Institute
for Molecular Genetics

o ree

home

content information
search
. interactions of
molecules/pathways
« shortest interaction paths
gene set analysis
. overrepresentation
* analysis
ichment analysis

_induced network
modules

metabolite set analysis

download / data access

documentation

Consensus~athDE-human integrates interaction networks in Homo sapiens including binary and complex protein-protein, i i
regulatory and drug-target interactions, as well as biochemical pathways. Data originate from currently 31 public resources for interactions (listed below) and interactions
that we have curated from the literature. The interaction data are integrated in a complementary manner (avoiding redundancies), resulting in a seamless interaction

©ree
human yeast mouse

Release 35 (05.06.2021)

network containing different types of interactions.

nature

protocols

Literature

Herwig, R. et al.. Analyzing and interpreting genome data at the network level with ConsensusPathDB. (2016) Nature Protocols 11, 1889-1907

Kamburov, A. et al. (2013) The ConsensusPathDB interaction database: 2013 update. Nucleic Acids Res

Kamburov, A. et al. (2011) ConsensusPathDB: toward a more complete picture of cell biology. Nucleic Acids Res.

Kamburov, A. et al. (2009) ConsensusPathDB--a database for integrating human interaction networks. Nucleic Acids Res.

Pentchev, K. et al. (2010) Evidence mining and novelty assessment of protein-protein interactions with the ConsensusPathDB plugin for Cytoscape. Bicinformatics

gene

Current statistics:

unique physical entities: 200,499
unique interactions; 850,848
gene regulations: 18,912

protein interactions: 616,304
geneticinteractions 7,936
biochemical reactions: 25,046
drug-arget interactions: 191,650

pathways: 5,578
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ZPDB s v x x x x x ®

PDZBase v x » x » x »®

PID ® v » v » ® v

PIG v x » x » ® »

PiNdb v ® ® 3 ® x »

PharmGKE x x x x x v v

PhosphoPOINT v v ® x ® ® ®

PhosphoSitePlus ® v » 3 » ® »

Reactome v v v x ® 3 v

SMPDB ® x ® x ® ® v

Signalink x x » x » x v

SPIKE Spike v v x v x x x

QR euetE! Ty x x x x v x

Wikipathways ® v v x ® = v

©P@@ cConsensuspathDs v v v v v v v



Jakiego pokrycia potrzebujemy?

Category

Transcriptome Sequencing

Small RNA {microRNA)

Sequencing

Detection or Application

Differential expression profiling
Alternative splicing
Allele specific expression

De novo assembly

Differential Expression

Discovery

Recommended Coverage (x) or

Reads (millions)
10-25M
50-100M
50-100M

>100M

~1-2M

~5-8M

References

Liu Y. et al., 2014; ENCODE 2011 RNA-Seq
Liu Y. et al., 2013; ENCODE 2011 RNA-Seq
Liu Y. et al., 2013; ENCODE 2011 RNA-Seq

Liu Y. et al., 2013; ENCODE 2011 RNA-Seq

Metpally RPR et al., 2013; Campbell et al.,
2015

Metpally RPR et al., 2013; Campbell et al.,
2015



Dla porownania...

Recommended Coverage (x) or

Category Detection or Application Reads (millions) References
Whole genome sequencing Homozygous SNVs 15x% Bentley et al., 2008
Heterozygous SNVs J3x Bentley et al., 2008
INDELs 60x Feng et al., 2014
Genotype calls 35 Ajay et al., 2011
CNV 1-8x Xie et al., 2009; Medvedev at al., 2010
Whole exome sequencing Homozygous SNVs 100x (3x local depth) Clark et al., 2011; Meynert etal., 2013
Heterozygous SNVs 100x (13x local depth) Clark et al., 2011; Meynert etal., 2013

INDELs not recommended Feng et al., 2014



llu powtorzen biologicznych potrzebujemy?
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Zrédto: Liu Y, Zhou J, White KP. RNA-seq differential expression studies: more sequence or more
replication? Bioinformatics. 2014



Sktadanie transkryptomow
de novo



Trinity

https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki

Pakiet trzech odrebnych programow uruchamianych jeden po
drugim:

7
4

(1) Inchworm —tworzy wstepne kontigi z odczytow . ”f“"r“"?}\:
RNA-seq

23S0 s W %

QRN T &

v W Tn, =
TG

(2) Chrysalis — klasteryzuje powstate kontigi i tworzy grafy de
Bruijn’a dla kazdego klastra

(3) Butterfly — analizuje ponownie stworzone klastry biorgc pod
uwage, ze odczyty mogg pasowaé w wiele miejsc
(alternatywne formy splicingowe, paralogi itp.)



Trinity

Transcripts
+

Isoforms

~CTTCGCAA.. . TGATCGGAT...
~ATTCGCAA..TCATCGGAT...

Alternatywy dla Trinity:
* Velvet

* Qases

* Rnnotator

* Trans-ABySS

http://slideplayer.com/slide/8071095/



TransDecoder

https://transdecoder.github.io/

* Program, ktéry identyfikuje potencjalne rejony
kodujace

* Dziata dobrze dla transkryptow sktadanych de novo
* Umozliwia identyfikacje ORF,

* Umozliwia poszukiwanie sekwencji homologicznych,



Trinotate

Narzedzie do automatycznej adnotacji transkryptomow (w szczegdlnosci
ztozonych de novo)

Wykorzystuje szereg uznanych w srodowisku metod do adnotacji
funkcjonalnej transkryptéw, takich jak:

e BLAST+/SwissProt do wyszukiwania sekwencji homologicznych
¢ HMMER/PFAM do identyfikacji domen biatkowych

e tmHMM/signalP do identyfikacji biatek transbtonoych i peptydow
sygnatowych

* GO (Gene Ontology), KEGG



RNA-Seg

Aplikacje



RNA-Seq: zastosowanie

RNA-Seq znajduje szerokie zastosowanie w badaniach biomedycznych
i medycynie, m.in. w nastepujgcych dziedzinach:

1. Choroby zakazne

2. Nowotwory

3. Transplantologia

4. Medycyna prenatalna



RNA-Seq: zastosowanie

RNA-Seq pozwala badad szeroki zakres transkryptow, w tym:
* mRNA, w tym izoformy splicingowe

* Niekodujgce RNA

* RNA patogenéw

* Geny fuzyjne

W szczegdblnosci, mozemy:

* Wykrywac nieznane wczesniej transkrypty
Oblicza¢ poziom ekspresji transkryptow
Wykrywaé mutacje

Badac zjawisko edytowania RNA

Badaé pozakomdrkowe RNA



RNA-Seq vs mikromacierze

Przewaga RNA-Seq nad mikromacierzami:
» Wyzsza precyzja, zwiekszony zakres wykrywanych pozioméw ekspres;ji

* Mozliwos$é mierzenia i detekcji nowych izoform splicingowych, fuzji
genowych itd.
» Znajduje zastosowanie dla kazdego osobnika, kazdego gatunku

Wadg jest stosunkowo wieksza trudnos¢ w przygotowaniu

probki i samym procesie sekwencjonowania.



Ekspresja mRNA

Przyktad
W nowotworze piersi zaleca sie stosowanie markeréw prognostycznych w formie

MRNA wybranych gendéw, ktdre moga wspomac decyzje dot. leczenia, obok
danych biochemicznych i histopatologicznych. Przyktadem jest test OncotypeDx,
pozwalajgcy na mierzenie poziomow ekspresji mMRNA 21 gendw.



Ekspresja mRNA

* AlloMap jest nieinwazyjnym testem, polegajagcym na pomiarze
poziomu ekspresji 20 genow, w duzej mierze powigzanych z uktadem
odpornosciowym i Sciezkami sygnalizacyjnymi. Stosowany jest u
pacjentow po przeszczepie serca, by ocenic ryzyko odrzucenia
przeszczepu.

* W opracowaniu jest wiele innych testow, na przyktad pomiar ekspresiji
genow powigzanych z uktadem odpornosciowym i antygenow w
potgczeniu z Exome-Seq, co ma na celu badanie efektéw leczenia w
melanomie.



Fuzje genowe

A. Chromosomal Translocation

Derivative
Chromosome 1 Chromosome 2 Chromosome 2
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B. Interstitial Deletion C. Chromosomal Inversion
Derivative

Chromosome 4 Chromosome 4
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Derivative
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—
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Zrédto: https://en.wikipedia.org



Fuzje genowe

* Fuzje genowe powigzano z patogenezg szeregu nowotworow, a
niejednokrotnie sg charakterystyczne dla poszczegdlnych podtypdéw
nowotworéw (np. NSCLC). Na przyktad wedtug WHO diagnoza AML
(acute myeloid leukaemia) moze by¢ wykonana w oparciu o aberracje
genetyczne, wliczajac wtasnie fuzje gendw RUNX1-RUNX1T1.

* Fuzje genowe sg takze wykorzystywane jako markery prognostyczne
i wykorzystywane sg jako biomarkery pozwalajgce na szybki screening
w kierunku ryzyka zachorowania na dany rodzaj nowotworu, jak na
przyktad fuzja gendw TMPRSS2—-ERG w nowotworze prostaty.



Fuzje genowe

Niemniej jednak, poza nielicznymi przypadkami, aktualne wytyczne rzadko
rekomendujg wykrywanie fuzji genowych z wykorzystaniem RNA-Seq. Na
przyktad w NSCLC, fuzja EML4—-ALK jest zazwyczaj wykrywana z
wykorzystaniem techniki FISH (fluorescence in situ hybridization) i/lub

testami immunohistochemicznymi skierowanymi na biatko.



Alternatywny splicing

* Alternatywny splicing powigzano z licznymi chorobami, wliczajgc choroby
rozwojowe, neurodegeneracyjne czy nowotwory. Uwaza sie takze, ze obecnos¢
niektérych form splicingowych moze nies¢ wartosé diagnostyczng/terapeutyczng.
Na przyktad ekspresja jednego z wariantéw splicingowych genu AR-V7 (receptor
androgenowy) wykryto w komadrkach nowotworowych ok. 30% mezczyzn w
jednym z podtypow nowotworu prostaty i powigzana jest z obnizong
efektywnoscig terapii nacelowanych na receptory androgenowe. Z kolei jedna
izoforma genu EGFR (epidermal growth factor receptor) jest intensywnie
badanym celem terapeutycznym.

* Specyficzne alternatywne formy splicingowe genu BRCA1 odkryto u pacjentow, w
ktorych rodzinach wystepowaty wczesniej nowotwory piersi lub jajnika. Co
cieIC<aAv1ve, u ?KZh pacjentow nie wykryto klasycznych, znanych mutacji w genach
BR i BR .



Ekspresja allelospecyficzna

Ekspresja allelospecyficzna (z jednego allelu; ASE — allele-specific
expression) moze by¢ efektem dziatania wielu réznych czynnikéw,
wliczajgc imprinting, inaktywacje chromosomu X czy tez inne mechanizmy
epigenetyczne. Przyktadem moze by¢ syndrom Angelmana, choroba
neurodegeneracyjna, gdzie wyciszona jest ekspresja genu UBE3A

z chromosomu macierzystego w mézgu. Z mechanizmem tym powigzane

sg antysensowne IncRNA.



Pozakomorkowe RNA

* Badania nad exRNA to szybko rozwijajgca sie gatgz diagnostyki medycznej.
exRNA sg uwalniane z komoérek i sg chronione przed degradacjg przez to, ze
wystepujg w pecherzykach, ktére je transportuja, lub sg powigzane z RBP i
lipoproteinami.

* Mierzenie poziomow ekspresji exRNA jest obiecuj%cq, nieinwazyjng
strategia diagnostyczng. Przede wszystkim, biofluidy sg tatwiej osiggalne,
niz tkanki. Zawierajg tez mieszanke transkryptow réznych tkanek, na
przyktad w osoczu mozna wykrywacé transkrypty specyficzne dla mozgu.
Konsekwenga jest jednak obnizona specyficznos¢ tkankowa tego podejscia.
Niemniej jednak biofluidy rdznia sie pod tym wzgledem: na przyktad w
osoczu wystepujg szczegolnie duze ilosci transkryptéw pochodzgcych z
watroby i serca, z kolei slina bogata jest w transkrypty slinianek i przetyku.



Pozakomorkowe RNA

* Wykorzystanie exRNA w diagnostyce nowotworow jest analogiczne do
exDNA, z tg rdznicg, ze geny niosgce dang mutacje muszg ulegaé ekspres;ji.
Dodatkowo, exRNA pozwala na pomiar ekspresji, co daje wglad w poziom
zaawansowania choroby, czego nie mozna zrobi¢ z wykorzystaniem exDNA.

* exRNA to zaréwno szereg mRNA, jak i r6zne niekodujgce RNA.

* Firmy, takie jak Exosome Diagnostics, rozwijajg testy diagnostyczne
w oparciu o exRNA, ktdore majg pozwoli¢ wykrywacé w sposéb nieinwazyjny
z osocza krwi fuzje genowe (np. EML4-ALK) oraz mutacje (np. EGFR
T790M). Pierwszym takim testem jest ExoDk, mierzgcy poziom ekspresiji
transkryptow EML4—-ALK wyizolowanych z egzosomodw osocza pacjentow
z NSCLC.



Patogenne RNA w osoczu

Mate RNA produkowane przez patogeny i wykrywane w osoczu jako
exRNA stanowig obiecujacy kierunek badan. Na przyktad w
przypadku infekcji Neisseria meningitidis obserwuje sie szereg

matych RNA w osoczu, ktére moga stuzy¢ do diagnostyki tej infekcji.



Niekodujgce RNA: circRNA

circRNA s3 niezwykle interesujgcym obiektem badan

i znamy ich liczne funkcje regulatorowe, jednak jak dotad nieliczne s3
doniesienia wigzace je z patogenezg chordb. Niemniej jednak, niektore
circRNA wystepujg w duzych ilosciach w ptynach ciata i tkankach, a do tego
sg zwykle bardziej stabilne niz mRNA, co zwieksza zainteresowanie ich

zastosowaniem do testow diagnostycznych.



Wirusy

* Wirusy RNA, takie jak HIV, Ebola, dengi, wirusy zapalenia watroby (A,
D, E), SARS, MERS, COVID-19) zazwyczaj wykrywane s3 z
wykorzystaniem gRT-PCR. Ocenia sie, ze w przysztosci moze tutaj
szerzej by¢ wykorzystywana technika RNA-Seq.

* Pewien wariant RNA-Seq, nazwany metagenomicznym RNA-Seq,
moze by¢ wykorzystywany do wszechstronnej diagnostyki pod katem
wirusow.

* RNA-Seq byt z powodzeniem wykorzystany by badaé poczatki
epidemii i transmisje zakazen wirusem ebola w zachodniej Afryce w
2014 roku.



Diagnostyka COVID-19

each country’s respective authorizing agency.* A Research Use Only (RUO) version of this product is available for non-authorized countries.

I o The lllumina COVIDSeq Test is intended for detection of SARS-CoV-2 virus RNA in authorized countries (Canada, Japan, Philippines, South Africa, and U.S.) under

=

%- J
o e
Humina
COVIDSeq Test

lllumina COVIDSeq Test

This high-throughput, next-generation sequencing test detects SARS-CoV-2 in patients suspected
of COVID-19 and enables virus genome analysis in research use. Read More...

Key Features and Benefits

« Accurate: Detects 98 targets on SARS-CoV-2 for highly accurate detection

« Comprehensive: Detects SARS-CoV-2 virus RNA; reports consensus genome calling for virus
analysis under research use

» Quality Controlled: Built in quality control features in every reaction

» Flexible: Seamless end-to-end workflow. Temperature specification allows use of different
thermocyclers.

= Scalable: Available on NovaSeq 6000, NextSeq 2000, or NextSeq 500/550/550Dx (in RUO
mode) systems.



Wyzwania

Istniejg trzy gtdwne trudnosci od strony analityczne;j
(bioinformatycznej) na drodze ku rozpowszechnieniu wykorzystania
analizy danych RNA-Seq w diagnostyce medycznej:

* Brak standardéw

* Duza liczba oprogramowania do wyboru; wiele parametrow analizy

» Ztozone potoki analityczna sktadajg sie z narzedzi, ktére powstaty
niezaleznie: problemy ze spdjnoscig i licencjami



NGS w medycynie: ograniczenia

* Badania podstawowe nie zawsze idg w parze z realiami klinicznymi, jesli chodzi
o skutecznos¢ biomarkeréw

* Trudnosci z przej$ciem z badan podstawowych/rozwojowych na poziom
komercyjny

* Innym ograniczeniem jest brak regulacji lub niepetne regulacje ze strony
odpowiednich organdw, jak np. FDA (USA), Ministerstwo Zdrowia itp.

* Szybko zmieniajaca sie technologia i wiedza

* Zrédto materiatu (np. bloczki parafinowe — degradacja RNA; lepiej — mrozone w
ciektym azocie) = ograniczenia technologiczne

* Heterogennosc prébek

* Przygotowanie biblioteki, sekwencjonowanie i analiza danych (czesciowe
rozwigzanie: klaster obliczeniowy, GPU, chmura)

* Przechowywanie danych (rozmiar, bezpieczenstwo)

* Problemy natury etycznej (np. zsekwencjonowane komarki Hela — a rodzina; w
2013 r. wycofano wyniki sekw. z ENA)



Technologie: c.d.
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PacBio

Animacja: https://www.youtube.com/watch?v=_1D8JyAbwEo

Start with high-quality Circularized DNA
double stranded DNA is sequenced in
repeated passes

Prepare SMRTbell libraries ~ #""..,

The polymerase reads
are trimmed of adapters
to yield subreads

Consensus and
3 methylation status are
N called from subreads

Anneal primers and
bind DNA polymerase

£33

HiFi read
(99.9% accuracy)



PacBio

Pa c B i ‘ PRODUCTS FOCUS AREAS ENGAGE SUPPORT COMPANY

RNA SEQUENCING WITH THE ISO-SEQ METHOD

Reveal novel biology that other sequencing methods miss with full-length transcripts using the Iso-Seq~ method

Connect with a PacBio scientist

SEQUENCING METHODS Whole genome ~ Targeted  RNA  Epigenetics  Metagenomics

@ HUMAN TRANSCRIPTOME STUDIES PLANT + ANIMAL TRANSCRIPTOME % SINGLE-CELL TRANSCRIPTOME
e

STUDIES STUDIES
Explore how changes in isoform usages
contribute to the phenotypic differences Advance breeding programs and basic Visualize biology at an even higher
between health and disease. research with full-length cDNA sequencing resolution by capturing a comprehensive
that does not require a reference genome. and complete transcript sequence from

individual cells



PacBio

INTRODUCTION TO RNA SEQUENCING USING THE ISO-SEQ METHOD

» See alternative start and end sites « Detect fusion genes

With long and accurate HiFi reads, you can
« Predict full-length open read frames

characterize the full diversity of the transcriptome: « Characterize splicing events
« |dentify allele-specific isoforms e _.and more

» Profile expression at isoform resolution

HIFI READS

SHORT READS

Gene with

— several
- transcript
—

—
-

isoforms /. o~ -\'

Few reads - — -

spanning -— —-— Reads span

junctions all junctions
— —

HiFi reads cover the full length of individual transcripts,

Computational assembly of fragmented short reads
providing reliable isoform infermation — no assembly required

cannot resolve complex isoforms



Oxford Nanopore

JNANOPORE

Products - Applications ~ Resources Investors Careers News

RNA and gene expression analysis using
direct RNA and cDNA sequencing

Unlike traditional RNA-Seq techniques, long nanopore RNA sequencing reads allow for accurate
quantification and complete, full-length characterisation of native RNA or cDNA without fragmentation or

amplification — streamlining analysis and removing potential sources of bias. Direct RNA sequencing also

enables the identification of base modifications alongside nucleotide sequence.

Characterise and quantify full- Get faster access to results with
% length transcripts — up to single- @ real-time analysis and bespoke

cell resolution tools
Scale to your needs using
Flongle, MinION, GridiON or
PromethlON

Explore epigenetic modifications
through direct RNA sequencing

5
[

How will you use nanopore technology?

Quantify and study Identify fusion
differential gene transcripts
expression

Reduce bias with PCR-free
protocols

Characterise RNA
viruses and viral
epidemiology

About  Store mmunity Contact Login / Register

Detect base
modifications




Oxford Nanopore

Configuration

Number of flow cells per device

Maximum number of channels per

flow cell

Run time

Device TMOT

Maximum number of flow cells per

year*

MinlON  MinlON Mk1C  GridION

(@ﬁ > '%@

Platform

512

72 Hours

50 Gb

104

https://nanoporetech.com/products/specifications

MinlON and Flongle Flow Cell compatible

512

72 Hours

50 Gb

104

P2 Solo

PromethlON PromethlON

s
Techniques
5 2
512 2,675
72 Hours 72 Hours
250 Gb 580 Gb
520 208

Tech specifications

2,675

72 Hours

580 Gb

24

2,675

72 Hours

~7Tb

2,596

PromethlON Flow Cell compatible

48

2,675

72 Hours

~14 Tb

4,992

94



Oxford Nanopore

MinlON  MinlON Mk1C  GridlON P2 Solo PromethION PrumethION
> = 8 3 ' @ @
L {
MinION and Flongle Flow Cell compatible PromethlON Flow Cell compatible
Configuration Platform Techniques Tech specifications
Yes: Low t Yes: Low t Yes: Low t Yes: Highl Yes: Highl Yes: Highl Yes: Highl
WGS - small genomes es. ow to /es: Low to /es: Low to ‘es: Highly ‘es: Highly ‘es: Highly es: . ighly
medium plex medium plex medium plex multiplexed multiplexed multiplexed multiplexed
WGS - large genomes Low pass Low pass VYes Yes Yes Yes Yes
Targeted sequencing Yes: Low to medium plex, and adaptive sampling Yes: Highly multiplexed
Metagenomics Yes: Quantitative species ID Yes: Quantitative species ID

Yes: Isoform & expression from same experiment, including low

RNA sequencing Yes: Isoform & expression from same experiment .
abundance transcripts

Epigenetics Yes - when native DNA used Yes - when native DNA used

https://nanoporetech.com/products/specifications

95



scRNA-Seq i transkryptomiki
przestrzenna



Transkryptomika pojedynczych komorek
(sScCRNA-Seq)

 pojedyncze komorki sg najpierw fizycznie izolowane, a nastepnie ich
RNA jest przepisane na cDNA, amplifikowane i sekwencjonowane —w
efekcie dla kazdej komorki powstaje odrebna biblioteka cDNA i
osobny profil ekspresji genow.

Single cell
Barcoding
§ 5| ro00000000
= § NN Y
——— DNA extraction, CDNA
ingle-cell sequencing synthesis & library construction

Ali, Muhammad, Tianxia Yang, Hai He, and Yu Zhang. "Plant biotechnology research with single-cell transcriptome: recent advancements and prospects." Plant Cell Reports 43, no. 3 (2024): 1-18.



Transkryptomika pojedynczych komorek
(scRNA-Seq)

* Pod wzgledem zakresu sekwencjonowanego transkryptu metody te dzieli si¢ na
dwie gtowne grupy: techniki pozyskujace petnej dtugosci czgsteczki mRNA oraz
ge’chRilll('iAs)ekwencjonujace wytgcznie koniec transkryptu (np. fragment przy korcu

m :

* Przyktadami metod sekw. w petnym zakresie dtugosci sg m.in. Smart-seq2
(opracowana w 2013) czy MATQ-seq umozliwiajg one odczyt catych sekwencji
MRNA, co pozwala analizowac¢ alternatywne formy splicingowe oraz mutacje
(polimorfizmy) na poziomie pojedynczej komorki.

* Metody zliczajgce gtownie koniec 3’ transkryptu zapewniajg zwykle wyzsza
przepustowos¢ kosztem utraty informacji o petnej sekwencji. Do tej kategorii
nalezg m.in. platforma Chromium firmy 10x Genomics, system Fluidigm C1, a
takze Drop-seq i inDrop. Metody te charakteryzujg sie mozliwoscig rownolegtego
profilowania tysiecy a nawet dziesigtek tysiecy komorek w jednym
eksperymencie, przy relatywnie niskim koszcie w przeliczeniu na komérke. Wada
jest ograniczenie analizy do stosunkowo niewielkich fragmentow transkryptow.



Transkryptomika pojedynczych komorek

(scRNA-Seq)

1 O /1 GENOMICS Products Resources Support Hub Company

Chromium Single Cell

Chromium X

Superior reproducibility and time-saving automated single cell partitioning.

Request a quote >

Single day g
Highly
workflow, half the : Automated cell
2 reproducible S
time of manual partioning
results
methods

https://www.10xgenomics.com/instruments/chromium-x

Order Status Store Q Search

Chromium X




Transkryptomika pojedynczych komorek
SCRNA-Seq

UCI Genomics Research & Technology Hub

A AboutUs Instruments & Services ~ Seminars & Workshops ~ Publications ~ Research Support  Careers  Advisory Board Q

Fluidigm C1 Single-Cell Auto Prep
System

The first automated solution for single-cell genomics research, the C1
Single-Cell Auto Prep system employs innovative microfluidic technology
to rapidly and reliably isolate, process and prepare individual cells for
genome and transcriptome analysis. The C1 system isolates single cells
into individual reaction chambers in Fludigm'’s integrated fluidic circuit
(IFC). The optically clear IFC allows for automated staining of captured
cells and examination by microscopy for viability, surface markers or
reporter genes. After staining, cells are automatically lysed and template
is quickly prepared for qPCR or sequencing analysis. The applications for
this system include, gene expression and single-cell genomics.

More Information from the Manufacturer &

https://genomics.uci.edu/instrument/fluidigm-c1-single-cell-auto-prep-system/




Transkryptomika pojedynczych komorek
(scRNA-Seq)

* Waznym elementem protokotéw jest wprowadzanie do cDNA
specjalnych sekwencji znacznikow: kazda komadrka otrzymuje unikalny
kod kreskowy (cell barcode), co pozwala rozdzieli¢ odczyty
pochodzace z réznych komodrek, oraz dodawane sg unikalne
identyfikatory molekularne (UMI) do poszczegdlnych czasteczek
cDNA, co umozliwia odrdznienie unikatowych transkryptow od
zduplikowanych kopii powstatych podczas amplifikacji.



Bead surface -
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https://help.geneiousbiologics.com/hc/en-us/articles/4781289585300-Understanding-Single-Cell-
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Transkryptomika pojedynczych komorek
(sScCRNA-Seq)

Dostepnych jest wiele metod izolacji pojedynczych komdrek. Najprostsza
technika jest tzw. limiting dilution, czyli seryjne rozciericzanie zawiesiny
komareki rozktadanie na ptytki w nadziei, ze niektére dotki zawierajg tylko
jedrllq komadrke — metoda ta jest jednak mato wydajna i rzadko stosowana w
praktyce.

Bardziej zaawansowane podejscie to sortowanie pojedynczych komodrek za
pomocg cytometrii przefplywowej z detekcja fluorescencyinq (FACS). Komorki
opatrzone znacznikami fluorescencyjnymi (np. przeciwciatami na markery
powierzchniowe) sg indywidualnie wyodrebniane na drodze
elektrostatycznego sortowania kroplowego. FACS pozwala wyselekcjonowac
nawet rzadkie typy komarek z populacji, ale wymaga dysponowania znaczng
liczbg komarek wejsciowych (zwykle >10000) i jest czasochtonny.

W przypadku tkanek (np. skrawkéw) unikatowa mozliwosé daje laserowa

mikrodyssekcja (LCM) - pod mikroskopem wY(posaionym w laser mozna

wycig¢ pojedyncze komorki z preparatu tkankowego. LCM pozwala izolowa¢

komaorki z zachowaniem ich lokalizacji (przed wycieciem mozna ocenic¢ np.

typ komarki w oparciu o morfologie lub barwienie), jednak jest to metoda
0$¢ pracochtonna i niskoprzepustowa.

Naibardziej popularng obecnie klasg metod sg rozwigzania
mikroprzeptywowe, gdzie specjalne urzadzenia automatycznie rozdzielajg
setki lub tysigce komorek. Przyktadem jest system 10x Genomics Chromium
czy starszy mikrochip Fluidigm C1 — techniki te cechuja sie wysokg
wydajnoscia izolacji i kontrolg nad przeptywem roztworu,, a dzieki integracji
z automatycznym wykonaniem barcodingu i innych odczynnikéw znaczaco
redukujg btad ludzki.

Laser

Nozzle tip

Point of /
analysis x
Break off point —

Deflection
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https://www.abcam.com/en-us/knowledge-
center/flow-cytometry/fluorescence-activated-
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Transkryptomika pojedynczych komorek
(scRNA-Seq)

* Podstawowym wynikiem eksperymentu scRNA-seq jest macierz zliczen — tabela, w ktorej
wierszami sg gergl, kolumnami poszczegdlne komorki, a komaorki tabeli zawierajg liczby
odcthéw (lub zidentyfikowanych czgsteczek cDNA) dla danego genu w danej komorce.
Uzyskanie takiej macierzy wymaga przetworzenia surowych danych sekwencjonowania:
odczyty muszg zostac¢ przypisane do odpowiednich komorek (na podstawie dotgczonych
do sekwencji barcodéw) oraz zmapowane do gendéw.

* Po wstepnym zliczeniu ekspresji rozpoczyna sie wiasciwa analiza — najpierw
przeprowadza sie kontrole jakosci. Eliminowane sg komorki o bardzo matej liczbie
odczytéw (prawdopodobnie obumarte lub uszkodzone), a takze komaorki wykazujace
nienaturalne ?roporcje odczytéw, np. zbyt wysoki odsetek transkryﬁtéw
mitochondrialnych (co wskazuje na ekstrakcje RNA gtdwnie z mitochondridow z powodu
pekniecia komorki). Nastepnie dane poddawane sg normalizacji, aby skorygowaé rdznice
w gtebokosci sekwencjonowania i skfadzie odczytow miedzy komdrkami; jednym z
podejs¢ jest sprowadzenie liczby odczytow do wartosci na ustalon¥ poziom (np. 10
tysiecy na komérkeLi przeskalowanie, czesto z dodatkowymi transformacjami
(logarytmizacja), tak by poréwnania miedzy komérkami odzwierciedlaty wzgledne rdznice
w ekspresji genow.



Transkryptomika pojedynczych komorek
(scRNA-Seq)

* Kolejnym etapem jest redukcja wymiarowosci danych i klasteryzacja
komorek. Stosuje sie zatem adgorytmy takie jak analiza gtdwnych
sktadowych (PCA) do sprowadzenia danych do kilkunastu lub kilkudziesieciu
sktadowych uchwytujgcych wiekszos¢ zmiennosci w zbiorze. Nastepnie
czesto uzywane sg metody nieliniowej redukcji wymiaru i wizualizacji, jak t-
SNE czy UMAP, aby przedstawi¢ komorki w dwach lub trzech wymiarach w
sposdb odzwierciedlajacy ich podobienstwo. Rdwnolegle lub po tych
krokach wykonuje sie grupowanie komorek — np. klasteryzacje metodami
unsupervised, takimi jak algorytm k-means lub wyspecjalizowane
algorytmy dla danych scRNA-seq. Celem jest pogrupowanie komadrek o
podobnych profilach ekspresji w zbiory odpowiadajgce potencjalnie
odrebnym typom lub stanom komaorek. W praktyce popularne narzedzia
(np. pakiet Seurat w jezyku R) udostepniajg zautomatyzowane pipeline’y
wykonujgce powyzsze kroki i sugerujgce podziat na klastry.



Transkryptomika pojedynczych komorek
(scRNA-Seq)

* Gdy z danych wytonig sie grupy komorek, nastepuje faza interpretacji
biologicznej, czyli adnotacji klastrow. Na tym etapie badacz stara sie
przypisac zidentyfikowanym klastrom tozsamosc — np. rozpoznac, ze klaster
1 to komorki T, klaster 2 to makrofagi, klaster 3 to komorki nowotworowe
w stanie proliferacji itd. Standardowym podejsciem jest poszukiwanie w
kazdym klastrze gendw markerowych, tzn. gendw wykazujgcych istotnie
wyzszg ekspresje w danym klastrze niz w pozostatych (analiza réznicowe;j
ekspresji miedzy klastrami). Takie geny mozna nastepnie poréwnac z
istniejgcg wiedzg (publikacje, bazy danych markerdw typu PanglaoDB itp.),
aby zidentyfikowac typ komorki. Na przyktad, jesli klaster charakteryzuje
wysoka ekspresja gendw CD3E, CD3D, LCK, mozna go zinterpretowac jako
limfocyty T, zas inny klaster z genami MBP, PLP1 jako oligodendrocyty w
maozgu.
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Ograniczenia i wyzwania sSCRNA-seq

* Niska efektywnos¢ wychwytywania RNA: z ﬁojedynczej komorki udaje sie szkIe zaobserwowac tylko utamek faktycznie obecnych w niej czgsteczek
mMRNA. Wynika to z ograniczen technicznych - strat podczas preparatyki oraz limitowanej czutosci sekwencjonowania. W konsekwencji dane scRNA-seq
sg sparse — zawierajq wiele zer (tzw. drop-outy, %dx dany gen nie zostat wykryty w komérce, mimo ze potencjalnie byt w niej obecny). Na przyktad,
szacuje sie, ze typowa komdrka ssaka zawiera ~1075-10"6 czasteczek mRNA, ale w pojedynczym eksperymencie scRNA-seq udaje sie wykryc naraz
najwyzej kilkanascie tysiecy transkryptéw. Oznacza to, ze geny o bardzo niskiej ekspresji czesto umykajg detekji, co utrudnia analize petnego spektrum
réznic miedzy komorkami.

* Zmiennos$¢ biologiczna niezwigzana z typem komorki: komaérki moga rdéznié sie iloscig zebranych transkryptdw z powoddéw niezwigzanych z istotg
badanej heterogennosci - np. wieksze komérki lub komérki w fazie G2/M cyklu maja wiecej mRNA niz mniejsze lub bedace w fazie spoczynku. Te
réznice w wielkosci/aktywnosci metabolicznej przektadaja sie na globalne réznice w liczbie odczytéw i mogga zaburzac interpretacje wynikéw, jesli nie
zostang uwzglednione (np. komdrki w mitozie moga formowac osobny klaster gtéwnie z powodu wzmozonej ekspresji genow podziatowych, a nie
dlatego, ze nalezg do innego typu).

* Batch effects i reprodukowalnos¢: eksperymenty single-cell wymagajg wielu krokdw manualnych, co rodzi ryzyko wprowadzenia systematycznych
réznic miedzy powtdrzeniami technicznymi czy biologjcznymi (np. miedzy prébkami przygotowanymi w rézne dni lub przez réznych ludzi). Réznice te,
jak np. odmienna efektywnos¢ odwrotnej transkrypcji czy amplifikacji, mogg powodowac klastrowanie komérek wedtug przynaleznosci do partii
eksperymentalnej zamiast wedtug biologii. Konieczne jest stosowanie procedur kontrolnych (mieszanie komérek z réznych warunkéw w jednej partii,
dodawanie wewnetrznych standardéw kontroli jakosci, itp.) oraz odpowiednich metod normalizacji miedzy prébkami, aby zminimalizowac te artefakty.

* Artefakty zwigzane z przyiotowaniem prébki: sam Eroces izolacji pojedynczych komorek z tkanki moze zmieniac ich transkryptom. Enzymatyczna i
mechaniczna dysocjacja tkanki to stres dla komérek; badania wykazaty, ze ﬁrocedura ta moze indukowac ekspresje gendw zwigzanych ze stresem i
stanem zapalnym lub powodowac¢ utrate niektérych transkryptow. Na przykfad, trawienie proteolityczne uzywane do rozluznienia macierzy
pozakomorkowej potrafi aktywowac komérki (np. mikroglej w trakcie izolacji zaczyna wykazywac’dprofil |g;rozapalny in vitro, ktéry nie odzwierciedla
stanu in vivo). Takie zjawisko nazywane jest dissociation-induced gene expression i stanowi przedmiot badan: opracowano listy genéw, ktérych
ekspresja gwattownie zmienia sie podczas izolacji (nalezy je traktowac ostroznie przy interpretacji wynikéw). Jednym z pomystow na ograniczenie tego
problemu jest stosowanie tzw. zimnej dysocjacji (w niskiej temperaturze) lub bardzo szybkiej izolacji i utrwalenia RNA (np. metodg FIX-seq).

* Ztozono$¢ i koszty: scRNA-seq pozostaje technologia wymagajaca specjalistycznego sprzetu i wiedzy. Przygotowanie bibliotek z tysiecy komérek
wymaga precyzji i czesto drogiej aparatury. Analiza tych danych wymaga znacznej mocy obliczeniowej oraz umiejetnosci bioinformatycznych.



Transkryptomika przestrzenna

* Transkryptomika przestrzenna (spatial transcriptomics) to zbior
technik, ktore umozliwiajg pomiar ekspresji gendw bezposrednio w
wycinku tkanki, z zachowaniem informacji o przestrzennym utozeniu
komodrek. W przeciwienstwie do scRNA-seq, gdzie komarki sg fizycznie
rozdzielone i mieszane (co niszczy strukture tkanki), techniki
przestrzenne zachowujga in situ relacje miedzy komarkami.

* Obecnie dostepne techniki przestrzenne mozna podzieli¢ na dwie
gtowne kategorie: metody oparte na sekwencjonowaniu (NGS) oraz
metody oparte na obrazowaniu (in situ). Oba podejscia réznig sie
sposobem detekcji, ale s3 komplementarne i czesto uzywane
zamiennie w zaleznosci od potrzeb badania.



Transkryptomika przestrzenna: metody NGS

* Ich zasadg jest utrwalenie informacji o pofozeniu transkryptéw, a nastepnie wykorzystanie sekwencjonowania masowego do identyfikacji tych
transer{(ptow. Typowy protokét polega na potozeniu skrawka tkanki na szkietku mikroskopowym, ktore pokryte jest geﬁsta siatka son
oligonukleotydowych o znanych wspotrzednych. Kazda sonda zawiera unikalny barcode oraz sekwencje poli-T do wychwycenia ogona PoliA. Po
nafozeniu tkanki, mRNA dyfunduje z komdrek i wigze sie z najblizszymi sondami. Nastepnie wykonuje sie odwrotng transkrypcje: powstaje cDNA
zawierajgce sekwencje komplementarng do mRNA oraz dotgczony fragment kodu lokalizacji. Z prébki zbierane jest cate powstate cDNA, ktére poddaje
sie standardowej procedurze przygotowania bibliotek i sekwencjonuje na maszynie NGS. Odczyty z sekwenatora zawierajg informacje o genie
f(sekwencja cDNA) oraz o potozeniu (kod barcodu). W rezultacie otrzymujemy zestaw transkryptow przypisanych do konkretnych miejsc na siatce, z

toérych odczytano sygnat.

* Pierwsza tego typu technika byta oryginalna metoda nazwana po prostu Spatial Transcriptomics, opracowana w 2016 roku przez zespét ze Szwecji
LStahI et al., Science 2016), Obecnie jest ona skomercjalizowana jako platforma Visium firmy 10x Genomics, z ulepszong rozdzielczoscig i procedur
ompatybilng zaréwno ze $wiezymi mrozonymi skrawkami, jak i z utrwalonymi (FFPE). Platforma Visium szponUJe siatka ~5 tys. spots na powierzchni
6,5 x 6,5 mm. Rozdzielczo$¢ wynosi ok. 55 um — jest to Srednica kota, w obrebie ktérego zbierane sg transkrypty.

* Poniewaz typowa komoérka ssacza ma srednice ~10-20 um, jeden spot Visium obejmuje zwykle kilka do kilkunastu komdrek. Otrzymane dane
reprezentujg zatem potaczony transkryptom grupy komdrek znajdujgcych sie w danym miejscu tkanki, a nie pojedynczych komérek. Utrata
rozdzielczosci na ﬁoziomie pojedynczej komorki jest istotnym ograniczeniem — sygnat z réznych komérek sumuje sie, przez co trudniej wykry¢
obecnos¢ rzadkich typdw czy analizowacd interakcje poﬂedynczych komérek w gestych tkankach. Niemniej zaletg Visium jest mozliwosc badania catego
transkryptomu (ponad 15 tysiecy gendéw) naraz— profil ekspres;ji jest globalny, a nie ograniczony do wybranych markeréw.

* Aby poprawic rozdzielczo$¢ przestrzenna, intensywnie rozwijane sa nowe NGS-owe metody o wyzszej gestosci detekcji. Jedng z nich jest Slide-seq,
opracowana w 2019 roku (Rodriques et al., Science 2019). Slide-seq umozliwia mapowanie transkryptomu z prawie jednokomérkowagrecyzjq, choéw
praktyce nadal zdarza sie, ze jedna kulka rejestruje transkrypty z 2—3 matych komérek przylegajacych do siebie. Udoskonalona wersja Slide-seqV2

oprawita czuto$¢ detekcji RNA o rzad wielkosci w poréwnaniu do oryginatu, dzieki optymalizacjom chemicznym. Niezaleznie, grupa ze Szwecji
Vickovic et al., 2019) opracowata metode HDST (High Definition Spatial Transcriptomics), réwniez oparta na kulkach, ale jeszcze mniejszych —~2 um
srednicy . HDST osiggneto imponujaca rozdzielczos¢ subkomaérkows, ale kosztem bardzo skomplikowane{'r analizy (ofgromna liczba matych objetosci do
odczytu) i w?(skiego pola (badano mate kawatki tkanki). Kolejne innowacje, jak Seq-Scope, wykorzystujg fotolitografie do osadzenia matrycy sond
wprost na szkietku z gestoscia, ktéra daje rozdzielczosc rzedu 1-2 um. Dzigki temu Seq-Scope uzyskuje obraz rozmieszczenia transkryptow niemal na
poziomie pojed\{nczyc organelli. Trzeba jednak podkreslic, ze cho¢ metody te zblizajg sie do obserwacji pojedynczych komérek, to w praktyce pewna
agregacja sygnatu jest nieunikniona (np. nawet 2 um kulka moze ztapaé transkrypty z dwdch stykajgcych sie jader komoérkowych).
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Transkryptomika przestrzenna: metody
obrazowania in situ

* Druga rodzing technik transkryptomiki przestrzennej sg metody, ktore
bezposrednio wykrywajg czgsteczki RNA na preparacie za pomocg sond
fluorescencyjnych lub metod sekwencjonowania in situ. W odréznieniu od
NGS, tutaj nie izolujemy RNA z tkanki do sekwencjonowania — cata detekcja
odbywa sie na szkietku, zwykle przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego
o wysokiej rozdzielczosci. Najprostszym przyktadem jest klasyczna
hybrydyzacja in situ mRNA przy uzyciu sond DNA — wspodtczesna wersja to
np. technika RNAscope, w ktdrej do wykrycia pojedynczej czgsteczki mRNA
uzywa sie pary sond oligonukleotydowych i kaskady reakcji amplifikacji
sygnatu. RNAscope pozwala wizualizowa¢ wybrane transkrypty z
doktadnoscig do pojedynczych czgsteczek na tle obrazu tkanki. Metoda ta
jest jednak ograniczona do kilku genéw naraz (typowo 1-3 kolory
fluorescenciji).



RNAscope

RNAscope™ I|n Situ Hybridization Assay Workflow

Tissue sections or cells are fixed onto slides

and pretreated with RNAscope™

Pretreatment Kit to unmask target RNA and

permeabilize cells

-

https://acdbio.com/science/how-it-works




Each Target Z Probe
Contains Three Elements

The lower region of the Z is an 18-to 25-base region that is
complementary to the target RNA. This sequence is selected for
target specific hybridization and uniform hybridization properties.

A spacer sequence that links the two components of the probe.
The upper region of the Z is a 14-base tail sequence.

The two tails from a double Z probe pair forms a 28 base binding
site for the pre-amplifier.

14-base sequence

””71?7777’

Spacer

18- to 26-base sequence

Hybridization requires
double Z binding

https://acdbio.com/science/how-it-works

RNAscope™ Probe Design
and Signal Amplification
Strategy

In order to substantially improve the signal-to-noise ratio of RNA ISH,
RNAscope employs a probe design strategy much akin to fluorescence
resonance energy transfer (FRET), in which two independent probes
(double Z probes) have to hybridize to the target sequence in tandem
in order for signal amplification to occur. As it is highly unlikely that two
independent probes will hybridize to a non-specific target right next to
each other, this design concept ensures selective amplification of
target-specific signals.

For each target RNA species, ~20 double Z target probe pairs are
designed to specifically hybridize to the target molecule, but not to

non-targeted molecules.



Complementary
bases

Step 2. Pre-amplifiers
hybridize to the 28-base
binding site formed by each
double Z probe

Step 1. Double Z target probes hybridize to
the RNA target (~1kb)

Step 4: Labeled probes, containing a
fluorescent molecule or
chromogenic enzyme, bind to the
numerous binding sites on each
amplifier.

Step 3: Amplifiers are then binding to the multiple
binding sites on each preamplifier.

https://acdbio.com/science/how-it-works




,Konieci bomba;
Kto stuchat, ten trgba!”




