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Przygotowanie materiatu biologicznego

Izolacja i oczyszczanie RNA

Elektroforeza RNA

Kontrola jakosci RNA

Celem ¢wiczenia byto przeprowadzenia izolacji RNA z przygotowanego materialu biologicznego.
Wszystkie czynnosci wykonano zgodnie z protokotem.

Zmierzono ODggg po okolo 2 godzinach od zatozenia hodowli logarytmicznej. Bakterie w fazie loga-
rytmicznej sa preferencyjnie wykorzystywane, poniewaz komorki w tej fazie najbardziej sie dziela,
maja zwiekszong ekspresje roznych bialek i najbardziej podatne na dziatanie réznych srodkow ( np.
antybiotykow, ktore wptywaja na synteze bialek itd). Hodowle logarytmiczne zaindukowano chlor-
kiem kadmu poprzez dodanie tego zwigzku do hodowli. Do kontroli jakosci RNA uzyto zestaw RNA
6000 Pico kit, w tym przypadku probki RNA rozcieiiczono do 1 ng, do analizy uzyto 2 ul probki
RNA. Zmierzone wartosci RIN zamieszczono w kolejnym sprawozdaniu.

Izolacja i oczyszczanie RN A

Na ¢wiczeniach uzyto szczepdéw S. aureus:

e RN4220 (WT) pCN51-0 — szczep dziki / wild type (AWT?2)
e RN4220 AAsaoBC pCN51-0 — mutant I (BBC2)
e RN4220 AAsaoBC pCN51-saoC — mutant II (CBC2)

Na koniec tego etapu zmierzono stezenia RNA aparatem DenNovix (podczas pomiaru przechowy-
wano RNA na lodzie).

Uzyskane preparaty RNA cechuja sie stosunkowo wysoka czystoscia, bo stosunek A260/A280 = 2,0,
czyli nie sg zanieczyszczone biatkiem, a otrzymany stosunek A260/A230 = 2,2 $wiadczy o braku
kontaminacji jonami tiocyjanowymi, fenolanowymi oraz zwiazkami organicznymi.



Tabela 1: Dane z NanoDrop 1000.

Szczep  Stezenie [ng/ul]  A260/A280 A260/A230

AWT? 36 2,08 2,22
BBC?2 62 2,03 2,29
CBC2 12 2,05 2,27

Elektroforetyczny rozdzial RNA w warunkach denaturujacych

Uzyskane na zelu prazki po rozdziale RNA (Rys. 1) sa zgodne z oczekiwaniami, poréwnujac z
markerem z pierwszej studzienki, natomiast w 3 kolumnie zauwazono kontaminacje genomowym
DNA, co moze wynikaé z maltej objetosci zastosowanej DNAzy lub nieodpowiedniego czasu inkubacji
po jej dodaniu.

23S rRNA
168 rRNA

¢55 rRNA

Rysunek 1: Zel po elektroforezie.
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e Kontrola ilosci RNA

e Deplecja rRNA

Cwiczenie wykonano zgodnie z protokotem.

Celem ¢wiczenia jest zadbanie o wysoka jakosé i ilos¢ RNA w celu przygotowania bibliotek, poniewaz
powodzenie eksperymentu zaczyna sie od wysokiej jakosci catkowitego RNA.

Do precyzyjnego pomiaru stezenia RNA zastosowano metode fluorymetryczna, poniewaz fluorymetr
wykorzystuje barwniki specyficzne dla danych czasteczek (mozna odrozni¢ RNA od DNA, poniewaz
barwniki fluorescencyjne emituja Swiatto tylko po zwigzaniu z czasteczkami docelowymi).



W wyniku tego,ze rybosomalny rRNA stanowi 90 % prokariotycznego RNA, zastosowano deplecje
rRNA. Ta metoda stosuje potgczenia zmodyfikowanego oliginukleotydu komplementarnego do réz-
nych region6w rRNA i kulek magnetycznych streptawidyny w celu wyeliminowania rRNA z probek.

W pierwszej kolejnosci przygotowano probki do pomiaru fluorymetrycznego za pomoca Qbit.

CRNA — 824 ng/ul (1)

Na podstawie otrzymanego wyniku stezenia obliczono objetos$¢ jaka nalezato doda¢ do mieszaniny
do hybrydyzacji aby uzyskaé¢ catkowita mase RNA w prébce m =2.5 pg

2500 ng
— ~ 2
824 ng SH )

Ostateczny sklad mieszaniny hybrydyzacyjnej:

50 ul 2x Hybridisation Buffer

3 ul RNA

44 ul HoO wolnej od nukleaz

3 ul RiboMinus Pan-Prokaryote Probe Mix

Nastepnie dokonano deplecji RNA celem uzyskania frakcji mRNA. Przed i po deplecji zmierzono
stezenie mRNA przy pomocy urzadzen Qbit i Nanodrop oraz wykonano elektroforeze kapilarng przy
pomocy urzadzenia Bioanalyzer. Wyniki przedstawiono ponizej.

Tabela 2: Wyniki dla RNA przed deplecja.

Probka RIN (RNA Integrity Number)

CBC2 7.9
BBC2 9.0
AWT2 8.6

Tabela 3: Wyniki dla RNA po deplecji (oczyszczonego mRNA).

Probka cgrna [pg/ul]  wzgledne zanieczyszcezenie probki [%)

CBC2 465 0,0
BBC2 922 1,2
AWT2 716 0,6

24.11.22

e Przygotowanie bibliotek cDNA z wczesniej otrzymanego mRNA:



e precyzyjny pomiar stezenia RNA (fluorymetria, Qubit) i wyréwnanie stezenia RNA we wszyst-
kich prébkach

e synteza 1, 2 nici cDNA

e Oczyszczenie cDNA z uzyciem kulek magnetycznych

Celem ¢wiczenia byto przygotowanie bibliotek ¢cDNA z wcezeéniej otrzymanego mRNA. Przeprowa-
dzono odwrotna transkrypcje, gdzie dodanie aktynomycyny D do mieszaniny zapobiega falszywej,
zaleznej od DNA syntezie, jednoczesnie umozliwiajac synteze zalezna od RNA i poprawiajac spe-
cyficznosé nici. Nastepnie nié jest usuwana i syntetyzowana jest nié¢ zastepcza; wlaczenie dUTP
wygasza nam druga ni¢ podczas amplifikacji; nastepnie kulki magnetyczne oddzielajg ds cDNA od
mieszaniny reakcyjnej. Rezultatem jest cDNA z tepymi koncami.

Wszystkie czynnos$ci wykonano zgodnie z protokotem.

Na poczatku wykonano precyzyjny fluorymetryczny pomiar stezenia mRNA za pomoca Qubit. Ste-
zenie mRNA zmierzone na poprzednich ¢wiczeniach wynosito 12,7 ng/ul. Stezenie na poczatku tych
¢wiczen, wyniosto 8,74 ng/ul. Wida¢ wiec degradacje ok. 30% mRNA na przestrzeni tygodnia. Wy-
rownano stezenia mRNA do 30 ng w 5 pl wody w probéwce do PRC, na podstawie ponizszych
obliczen.

30 ng x 1 ul
V=—"--—" 3
8,74 ng (3)
V =3,43 ul probki mRNA i dopemi¢ do 5 ul (czyli doda¢ 1,57 ul) woda. Nastepnie wszystkie proce-
dury, do korica, wykonywano zgodnie z instrukcja. Probki zostaty zamrozone w -20°C do nastepnych
zajed.

01.12.22

e Adenylacja 3’ koncow
e Ligacja adapterow

e Oczyszczenie cDNA z uzyciem kulek magnetycznych

Wszystkie czynnos$ci wykonano zgodnie z protokotem.

Jeden nukleotyd A jest dodawany do koncéw 3’ fragmentu aby zapobiec ich wzajemnej ligacji pod-
czas ligacji adaptera. Jeden nukleotyd na konicu 3’ bedzie zapewnial nam komplementarna konicéwke
do ligacji adaptera z fragmentem (to zapewnia niski wspotczynnik tworzenia si¢ chimer). Nastepnie
zachodzi ligacja wielu adapteréow z koricami fragmentéw ds cDNA co przygotowuje je do hybrydy-
zacji w komorze przeptywowej (flowcell). Ten krok umozliwia regulowanie taczenia wielu bibliotek
cDNA w koricowym etapie. Konieczne jest zatem sprawdzenie kompatybilnosci indekséw aby zse-
kwencjonowacé je w jednej reakcji.



08.12.22

e Wzbogacanie fragmentow cDNA (amplifikacja PCR)
e Oczyszczenie cDNA z uzyciem kulek magnetycznych

e Sprawdzenie stezenia bibliotek cDNA oraz ocena jakosci z zastosowaniem elektroforezy kapi-
larnej

e Rozciericzenie i denaturacja bibliotek cDNA na potrzeby reakcji sekwencjonowania

Wszystkie czynnos$ci wykonano zgodnie z protokotem.

Podczas wzbogacenia fragmentow DNA w celu przygotowania bibliotek starano sie zminimalizowaé
liczbe cykli PCR aby uniknaé¢ znieksztalcenia reprezentacji bibliotek finalnej probki. Na koniec
amplifikacji PCR uzyskano biblioteki LS z finalnym indeksem.

Kulki Ampure XP stosowano do oddzielenia ds cDNA od mieszaniny reakcyjnej drugiej nici, nad-
miaru soli, enzyméw, starterow i nukleotydéw. Ten system wykorzystuje technologie odwracalne;j
immobilizacji z kulkami paramagnetycznymi do przepystowego oczyszczania DNA. W celu osiagnie-
cia najwyzszej jakosci na platformach Illumina stoworzono optymalng gestos¢ na klastrach flowcell,
dlatego zmierzono stezenia DNA utworzonych bibliotek i oceniono jako$é za pomoca elektrofore-
zy kapilarnej. Zindeksowane biblioteki musimy znormalizowaé i potaczy¢ w réwnych objetosciach.
Nalezy zrobié¢ pomiary na $wiezo i nie przechowywaé¢ probki w postaci puli.

Analiza danych

Obliczenia prowadzono na serwerze mol058.mol.uj.edu.pl z wykorzystaniem pakietow dostep-
nych w srodowisku ngs, zapewnionym przez prowadzacego w postaci pliku yml.

Analiza liczby odczytow

W celu wyznaczenia liczby odczytow kazdej z replik zsumowano (DataFrame.sum()) tabele NumReads
wygenerowang przez program salmon. Wyniki przedstawiono w tab. 4.

Tabela 4: Poréwnanie liczby odczytéw w kazdej z replik.

Nazwa repliki  liczba odczytéow

wtdle 1 1707680
wtble 2 1464820
wtdle 3 1361432
mtble 1 1772327
mtble 2 2149890
mtHle 3 1327580




Analiza jakosci odczytow

Analize jakosci odczytéw wykonano przy pomocy FastQC. Ponizej przedstawiono wyniki analizy
dla rn_mt5le_1g_3_R2.

W przypadku usrednionego Q) score analiza nie wykazala istotnych spadkéow jakosci dla zadnej z
replik. Jest to spodziewany wynik, gdyz platforma Illumina, z ktorej korzystano generuje odczyty
o niskiej dtugosci. Degradacja moze wystepowaé gtéwnie w przypadku dlugich odczytéow co wynika
z samej istoty procesu sekwencjonowania. Na rys. 2 widaé, ze mediana Q score dla zadnej z pozycji
nie spada ponizej 34.
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Rysunek 2: Usredniony Q score wzgledem pozycji dla wszystkich odczytow.

Analiza czestosci wystepowania poszczegolnych zasad na kolejnych pozycjach odezytow (Rys. 3)
wykazalta wysokie odstepstwo od ,normalnej” biblioteki dla kazdej z badanych replik. Jest to jed-
nak spodziewany wynik dla bibliotek typu RNA-Seq. Biblioteki powstate w wyniku primingu przy
uzyciu losowych heksameréw (w tym prawie wszystkie biblioteki RNA-Seq) oraz te, ktore zostaly
pofragmentowane przy uzyciu transpozaz, maja sktonno$é do selekcji wybranych zasad w pozy-
cjach, od ktoérych rozpoczynaja sie odczyty. Nie jest to co$, co mozna skorygowaé przez przyciecie i
w wiekszosci przypadkéw nie wydaje sie mie¢ negatywnego wplywu na dalszg analize.

W przypadku analizy rozktadu czestosci par GC w odczytach wiekszosé replik nie wykazala zadne-
go odstepstwa od rozktadu normalnego (Rys 4a). Swiadczy to o prawdziwej losowosci biblioteki. W
przypadku replik rn_mt51e_1g_1_R2 oraz rn_mt5le_1g_2_R1 analiza wykazata jednak nieznaczne
odstepstwo rozkladu od normalnosci (odpowiednio rys. 4b i 4¢). Ostrzezenia w tym module analizy
zwykle wskazuja na problem z biblioteka. Ostre piki sa zwykle wynikiem specyficznego zanieczysz-
czenia (Rys. 4c), ktore moze byé¢ wychwycone dalej przez analize nadreprezentowanych sekwencji.
Na rys. 4b widoczne jest nieznaczne poszerzenie krzywej rozktadu, co moze wskazywaé na zanie-
czyszczenie sekwencjami pochodzacymi z innego gatunku.



Sequence content across all bases
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Rysunek 3: Usredniona czesto$é wystepowania poszczegdlnych zasad na kolejnych pozycjach odczy-
tow.
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Rysunek 4: Rozklad czestosci par GC w odczytach dla replik (a) rn_mt5le_1g_3_R2 (b)
rn_mt5le_1g_1 R2 (c) rn_mt5le_1g_2_RI.



W przypadku analizy rozkladu dlugosci odezytow (Rys. 5) odstepstwa od normalnosci wystapity
w kazdej z replik, jest to jednak zwigzane z platforma jaka zostala uzyta do sekwencjonowania. W
naszym przypadku platforma Illumina produkuje odczyty o dtugosci ok. 75 pz, co jest caltkowicie
normalne i powtarza sie dla kazdej z replik. Ostrzezenia wystepujace w tym module analizy mozna

zignorowad.
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Rysunek 5: Rozklad dtugosci odczytow.

Analiza rozrzutu replik

Na rys. 6 przedstawiono wynik analizy rozrzutu replik po zredukowaniu liczby wymiaréw metoda
PCA. Analizy dokonano w oparciu o ich wartosci TPM (transcripts per million). Widoczna jest
wyrazna separacja pomiedzy punktami pochodzacymi z probki wtble a tymi z mt5le. W przypadku
probki mt5le jeden punkt istotnie rézni sie od pozostatych.

Coverage

Rysunek 6:
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Analiza rozrzutu replik metoda PCA w oparciu o wartosci TPM.



Analiza DGE

Na rys. 7a caly zakres wartosci TPM uklada sie dobrze na dopasowanej prostej, co wskazuje na
brak lub niewielkie réznice w ekspresji gendéw miedzy wtble a mtble. Kolorem czerwonym zazna-
czono punkty istotnie rézniace si¢ miedzy tymi probkami (|log, FC| > 1 A p < 0.05). To poréwnanie
jest generalnie wizualizowane za pomocs wykresé6w punktowych, gdzie kazdy punkt reprezentuje
pojedynczy gen, a jego umiejscowienie wskazuje na jego $redni poziom ekspresji odpowiednio u
wtble oraz mt5le. Poniewaz osie reprezentuja poziomy ekspresji dla odpowiedniej probki, punkty
danych uktadajace sie wzdtuz przekatnej wskazuja na podobne poziomy ekspresji w obu probkach.
Punkty danych powyzej lub ponizej przekatnej oznaczatyby odpowiednio wyzsze lub nizsze poziomy
ekspresji w wtble wzgledem mtble.

Wykres zaleznosci logarytmicznej krotnosci zmiany od skorygowanej wartosci p (Rys. 7b), nazy-
wany réwniez ,yvolcano plot”, ze wzgledu na podobienistwo do wybuchajacego wulkanu, pokazuje
statystycznag, istotnos¢ roéznicy w stosunku do wielkosci réznicy dla kazdego pojedynczego genu. Im
wyzej na osi Y znajduje sie punkt danych, tym mniejsza jest jego skorygowana wartos¢ p (punkty
istotnie rézne miedzy probkami zaznaczono kolorem czerwonym). O$ X pokazuje réznice w warto-
$ciach krotnosci zmiany ekspresji. Punkty blizsze 0 reprezentuja geny, ktére maja podobne poziomy
ekspresji. Punkty rozrzucone daleko od 0 reprezentuja geny, ktore réznicuja miedzy probkami pod
wzgledem ekspresji. Na tym wykresie bardziej wyraznie widaé, ze miedzy probkami wystepuja roz-
nice w ekspresji niektorych genéw. Niektore z nich wykazuja wyzsza ekspresje w mtble wzgledem
wtble (log, FC > 1), a inne nizsza (log, FC < —1).
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Rysunek 7: Wyniki analizy DGE. (a) wykres punktowy TPM vs TPM (b) volcano plot.

Ponizej zamieszczono tabele zawierajacg informacje o wszystkich réznicujacych odczytach. Mozna
z niej m.in. odczytaé, ze 35 odczytéow to odezyty tzw. up-regulated, a wiec takie, ktoérych ekspresja
jest wieksza w mtble wzgledem wtHle oraz 19 odczytéw to odezyty down-regulated, czyli takie,
ktorych ekspresja spada w mtble wzgledem wtble. W tabeli znajduja sie takze informacje odnosnie
srednich wartosci TPM, wartosci FDR (padj), typie sekwencji (type), produkcie (product) oraz
ontologii (onts), ktorej analiza zostanie przyblizona w kolejnym podrozdziale.
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Analiza Ontologii

Ontologia odczytow (genoéw) moéwi o tym w jaki sposob dany odezyt jest potaczony w rzeczywi-
stosci z otaczajacym go $wiatem oraz w jaki sposob funkcjonuje. Méwi nam ona wiec o funkeji
danych odczytéw. Przypisano ontologie do locus poprzez dopasowanie danych znajdujacych sie w
tabeli rn_meta.tsv. Ponizszy wykres kotowy ilustruje jakie funkcje petnia geny réznicujace miedzy
prébkami pod wzgledem ekspresji. Widaé, ze najwieksza grupa genéw réznicujacych zwigzana jest z
transportem oraz metabolizmem aminokwaséw. Wyrdznia sie takze grupa zwiazana z transportem
i metabolizmem nukleotydéw. Widaé, ze pozostate geny roéznicujace maja rézne funkcje w komorce
S. aureus: wirulencja, biogeneza $ciany komorkowej, btony oraz otoczki, transport i metabolizm
koenzyméw itd. Sposrod wszystkich genéw roznicujacych funkcje 5 z nich pozostaja nieznane.

Virulence

Energy production and conversion Unknown

Inorganic ion transport and metabolism )
Carbohydrate transport and metabolism
Cell wall, membrane, envelope biogenesis

Coenzyme transport and metabolism

Posttranslational modification, protein turnover, chaperones

Nucleotide transport and metabolism ***

Amino acid transport and metabolism ***

Rysunek 8: Wykres kotowy przedstawiajacy wyniki analizy ontologii.
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