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• Przygotowanie materiału biologicznego

• Izolacja i oczyszczanie RNA

• Elektroforeza RNA

• Kontrola jakości RNA

Celem ćwiczenia było przeprowadzenia izolacji RNA z przygotowanego materiału biologicznego.

Wszystkie czynności wykonano zgodnie z protokołem.

Zmierzono OD600 po około 2 godzinach od założenia hodowli logarytmicznej. Bakterie w fazie loga-
rytmicznej są preferencyjnie wykorzystywane, ponieważ komórki w tej fazie najbardziej się dzielą,
mają zwiększoną ekspresję różnych białek i najbardziej podatne na działanie różnych środków ( np.
antybiotyków, które wpływają na syntezę białek itd). Hodowle logarytmiczne zaindukowano chlor-
kiem kadmu poprzez dodanie tego związku do hodowli. Do kontroli jakości RNA użyto zestaw RNA
6000 Pico kit, w tym przypadku próbki RNA rozcieńczono do 1 ng, do analizy użyto 2 µl próbki
RNA. Zmierzone wartości RIN zamieszczono w kolejnym sprawozdaniu.

Izolacja i oczyszczanie RNA

Na ćwiczeniach użyto szczepów S. aureus:

• RN4220 (WT) pCN51- /0 – szczep dziki / wild type (AWT2)

• RN4220 ∆∆saoBC pCN51- /0 – mutant I (BBC2)

• RN4220 ∆∆saoBC pCN51-saoC – mutant II (CBC2)

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

Uzyskane preparaty RNA cechują się stosunkowo wysoką czystością, bo stosunek A260/A280 ≈ 2,0,
czyli nie są zanieczyszczone białkiem, a otrzymany stosunek A260/A230 = 2,2 świadczy o braku
kontaminacji jonami tiocyjanowymi, fenolanowymi oraz związkami organicznymi.
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Tabela 1: Dane z NanoDrop 1000.

Szczep Stężenie [ng/µl] A260/A280 A260/A230
AWT2 86 2,08 2,22
BBC2 62 2,03 2,29
CBC2 12 2,05 2,27

Elektroforetyczny rozdział RNA w warunkach denaturujących

Uzyskane na żelu prążki po rozdziale RNA (Rys. 1) są zgodne z oczekiwaniami, porównując z
markerem z pierwszej studzienki, natomiast w 3 kolumnie zauważono kontaminację genomowym
DNA, co może wynikać z małej objętości zastosowanej DNAzy lub nieodpowiedniego czasu inkubacji
po jej dodaniu.

Rysunek 1: Żel po elektroforezie.

17.11.22

• Kontrola ilości RNA

• Deplecja rRNA

Ćwiczenie wykonano zgodnie z protokołem.

Celem ćwiczenia jest zadbanie o wysoką jakość i ilość RNA w celu przygotowania bibliotek, ponieważ
powodzenie eksperymentu zaczyna się od wysokiej jakości całkowitego RNA.

Do precyzyjnego pomiaru stężenia RNA zastosowano metodę fluorymetryczną, ponieważ fluorymetr
wykorzystuje barwniki specyficzne dla danych cząsteczek (można odróżnić RNA od DNA, ponieważ
barwniki fluorescencyjne emitują światło tylko po związaniu z cząsteczkami docelowymi).
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W wyniku tego,że rybosomalny rRNA stanowi 90 % prokariotycznego RNA, zastosowano deplecję
rRNA. Ta metoda stosuje połączenia zmodyfikowanego oliginukleotydu komplementarnego do róż-
nych regionów rRNA i kulek magnetycznych streptawidyny w celu wyeliminowania rRNA z próbek.

W pierwszej kolejności przygotowano próbki do pomiaru fluorymetrycznego za pomocą Qbit.

cRNA = 824 ng/µl (1)

Na podstawie otrzymanego wyniku stężenia obliczono objętość jaką należało dodać do mieszaniny
do hybrydyzacji aby uzyskać całkowitą masę RNA w próbce m = 2.5 µg

V =
2500 ng
824 ng

≈ 3 µl (2)

Ostateczny skład mieszaniny hybrydyzacyjnej:

• 50 µl 2x Hybridisation Buffer

• 3 µl RNA

• 44 µl H2O wolnej od nukleaz

• 3 µl RiboMinus Pan-Prokaryote Probe Mix

Następnie dokonano deplecji RNA celem uzyskania frakcji mRNA. Przed i po deplecji zmierzono
stężenie mRNA przy pomocy urządzeń Qbit i Nanodrop oraz wykonano elektroforezę kapilarną przy
pomocy urządzenia Bioanalyzer. Wyniki przedstawiono poniżej.

Tabela 2: Wyniki dla RNA przed deplecją.

Próbka RIN (RNA Integrity Number)
CBC2 7.9
BBC2 9.0
AWT2 8.6

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

Próbka cRNA [pg/µl] względne zanieczyszczenie próbki [%]
CBC2 465 0,0
BBC2 922 1,2
AWT2 716 0,6

24.11.22

• Przygotowanie bibliotek cDNA z wcześniej otrzymanego mRNA:
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• precyzyjny pomiar stężenia RNA (fluorymetria, Qubit) i wyrównanie stężenia RNA we wszyst-
kich próbkach

• synteza 1, 2 nici cDNA

• Oczyszczenie cDNA z użyciem kulek magnetycznych

Celem ćwiczenia było przygotowanie bibliotek cDNA z wcześniej otrzymanego mRNA. Przeprowa-
dzono odwrotną transkrypcję, gdzie dodanie aktynomycyny D do mieszaniny zapobiega fałszywej,
zależnej od DNA syntezie, jednocześnie umożliwiając syntezę zależną od RNA i poprawiając spe-
cyficzność nici. Następnie nić jest usuwana i syntetyzowana jest nić zastępcza; włączenie dUTP
wygasza nam drugą nić podczas amplifikacji; następnie kulki magnetyczne oddzielają ds cDNA od
mieszaniny reakcyjnej. Rezultatem jest cDNA z tępymi końcami.

Wszystkie czynności wykonano zgodnie z protokołem.

Na początku wykonano precyzyjny fluorymetryczny pomiar stężenia mRNA za pomocą Qubit. Stę-
żenie mRNA zmierzone na poprzednich ćwiczeniach wynosiło 12,7 ng/µl. Stężenie na początku tych
ćwiczeń, wyniosło 8,74 ng/µl. Widać więc degradację ok. 30% mRNA na przestrzeni tygodnia. Wy-
równano stężenia mRNA do 30 ng w 5 µl wody w probówcę do PRC, na podstawie poniższych
obliczeń.

V =
30 ng×1 µl

8,74 ng
(3)

V = 3,43 µl próbki mRNA i dopełnić do 5 µl (czyli dodać 1,57 µl) wodą. Następnie wszystkie proce-
dury, do końca, wykonywano zgodnie z instrukcją. Próbki zostały zamrożone w -20°C do następnych
zajęć.

01.12.22

• Adenylacja 3’ końców

• Ligacja adapterów

• Oczyszczenie cDNA z użyciem kulek magnetycznych

Wszystkie czynności wykonano zgodnie z protokołem.

Jeden nukleotyd A jest dodawany do końców 3’ fragmentu aby zapobiec ich wzajemnej ligacji pod-
czas ligacji adaptera. Jeden nukleotyd na końcu 3’ będzie zapewniał nam komplementarną końcówkę
do ligacji adaptera z fragmentem (to zapewnia niski współczynnik tworzenia się chimer). Następnie
zachodzi ligacja wielu adapterów z końcami fragmentów ds cDNA co przygotowuje je do hybrydy-
zacji w komorze przepływowej (flowcell). Ten krok umożliwia regulowanie łączenia wielu bibliotek
cDNA w końcowym etapie. Konieczne jest zatem sprawdzenie kompatybilności indeksów aby zse-
kwencjonować je w jednej reakcji.
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08.12.22

• Wzbogacanie fragmentów cDNA (amplifikacja PCR)

• Oczyszczenie cDNA z użyciem kulek magnetycznych

• Sprawdzenie stężenia bibliotek cDNA oraz ocena jakości z zastosowaniem elektroforezy kapi-
larnej

• Rozcieńczenie i denaturacja bibliotek cDNA na potrzeby reakcji sekwencjonowania

Wszystkie czynności wykonano zgodnie z protokołem.

Podczas wzbogacenia fragmentów DNA w celu przygotowania bibliotek starano się zminimalizować
liczbę cykli PCR aby uniknąć zniekształcenia reprezentacji bibliotek finalnej próbki. 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, enzymów, starterów i nukleotydów. Ten system wykorzystuje technologię odwracalnej
immobilizacji z kulkami paramagnetycznymi do przepystowego oczyszczania DNA. W celu osiągnię-
cia najwyższej jakości na platformach Illumina stoworzono optymalną gęstość na klastrach flowcell,
dlatego zmierzono stężenia DNA utworzonych bibliotek i oceniono jakość za pomocą elektrofore-
zy kapilarnej. Zindeksowane biblioteki musimy znormalizować i połączyć w równych objętosciach.
Należy zrobić pomiary na świeżo i nie przechowywać próbki w postaci puli.

Analiza danych

Obliczenia prowadzono na serwerze mol058.mol.uj.edu.pl z wykorzystaniem pakietów dostęp-
nych w środowisku ngs, zapewnionym przez prowadzącego w postaci pliku yml.

Analiza liczby odczytów

W celu wyznaczenia liczby odczytów każdej z replik zsumowano (DataFrame.sum()) tabelę NumReads
wygenerowaną przez program salmon. Wyniki przedstawiono w tab. 4.

Tabela 4: Porównanie liczby odczytów w każdej z replik.

Nazwa repliki liczba odczytów
wt51e_1 1707680
wt51e_2 1464820
wt51e_3 1361432
mt51e_1 1772327
mt51e_2 2149890
mt51e_3 1327580
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Analiza jakości odczytów

Analizę jakości odczytów wykonano przy pomocy FastQC. Poniżej przedstawiono wyniki analizy
dla rn_mt51e_lg_3_R2.

W przypadku uśrednionego Q score analiza nie wykazała istotnych spadków jakości dla żadnej z
replik. Jest to spodziewany wynik, gdyż platforma Illumina, z której korzystano generuje odczyty
o niskiej długości. Degradacja może występować głównie w przypadku długich odczytów co wynika
z samej istoty procesu sekwencjonowania. Na rys. 2 widać, że mediana Q score dla żadnej z pozycji
nie spada poniżej 34.

Rysunek 2: Uśredniony Q score względem pozycji dla wszystkich odczytów.

Analiza częstości występowania poszczególnych zasad na kolejnych pozycjach odczytów (Rys. 3)
wykazała wysokie odstępstwo od „normalnej” biblioteki dla każdej z badanych replik. Jest to jed-
nak spodziewany wynik dla bibliotek typu RNA-Seq. Biblioteki powstałe w wyniku primingu przy
użyciu losowych heksamerów (w tym prawie wszystkie biblioteki RNA-Seq) oraz te, które zostały
pofragmentowane przy użyciu transpozaz, mają skłonność do selekcji wybranych zasad w pozy-
cjach, od których rozpoczynają się odczyty. Nie jest to coś, co można skorygować przez przycięcie i
w większości przypadków nie wydaje się mieć negatywnego wpływu na dalszą analizę.

W przypadku analizy rozkładu częstości par GC w odczytach większość replik nie wykazała żadne-
go odstępstwa od rozkładu normalnego (Rys 4a). Świadczy to o prawdziwej losowości biblioteki. W
przypadku replik rn_mt51e_lg_1_R2 oraz rn_mt51e_lg_2_R1 analiza wykazała jednak nieznaczne
odstępstwo rozkładu od normalności (odpowiednio rys. 4b i 4c). Ostrzeżenia w tym module analizy
zwykle wskazują na problem z biblioteką. Ostre piki są zwykle wynikiem specyficznego zanieczysz-
czenia (Rys. 4c), które może być wychwycone dalej przez analizę nadreprezentowanych sekwencji.
Na rys. 4b widoczne jest nieznaczne poszerzenie krzywej rozkładu, co może wskazywać na zanie-
czyszczenie sekwencjami pochodzącymi z innego gatunku.
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Rysunek 3: Uśredniona częstość występowania poszczególnych zasad na kolejnych pozycjach odczy-
tów.

(a)

(b) (c)

Rysunek 4: Rozkład częstości par GC w odczytach dla replik (a) rn_mt51e_lg_3_R2 (b)
rn_mt51e_lg_1_R2 (c) rn_mt51e_lg_2_R1.
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W przypadku analizy rozkładu długości odczytów (Rys. 5) odstępstwa od normalności wystąpiły
w każdej z replik, jest to jednak związane z platformą jaka została użyta do sekwencjonowania. W
naszym przypadku platforma Illumina produkuje odczyty o długości ok. 75 pz, co jest całkowicie
normalne i powtarza się dla każdej z replik. Ostrzeżenia występujące w tym module analizy można
zignorować.

Rysunek 5: Rozkład długości odczytów.

Analiza rozrzutu replik

Na rys. 6 przedstawiono wynik analizy rozrzutu replik po zredukowaniu liczby wymiarów metodą
PCA. Analizy dokonano w oparciu o ich wartości TPM (transcripts per million). Widoczna jest
wyraźna separacja pomiędzy punktami pochodzącymi z próbki wt51e a tymi z mt51e. W przypadku
próbki mt51e jeden punkt istotnie różni się od pozostałych.

Rysunek 6: Analiza rozrzutu replik metodą PCA w oparciu o wartości TPM.
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Analiza DGE

Na rys. 7a cały zakres wartości TPM układa się dobrze na dopasowanej prostej, co wskazuje na
brak lub niewielkie różnice w ekspresji genów między wt51e a mt51e. Kolorem czerwonym zazna-
czono punkty istotnie różniące się między tymi próbkami (| log2 FC|> 1∧ p < 0.05). To porównanie
jest generalnie wizualizowane za pomocą wykresów punktowych, gdzie każdy punkt reprezentuje
pojedynczy gen, a jego umiejscowienie wskazuje na jego średni poziom ekspresji odpowiednio u
wt51e oraz mt51e. Ponieważ osie reprezentują poziomy ekspresji dla odpowiedniej próbki, punkty
danych układające się wzdłuż przekątnej wskazują na podobne poziomy ekspresji w obu próbkach.
Punkty danych powyżej lub poniżej przekątnej oznaczałyby odpowiednio wyższe lub niższe poziomy
ekspresji w wt51e względem mt51e.

Wykres zależności logarytmicznej krotności zmiany od skorygowanej wartości p (Rys. 7b), nazy-
wany również „volcano plot”, ze względu na podobieństwo do wybuchającego wulkanu, pokazuje
statystyczną istotność różnicy w stosunku do wielkości różnicy dla każdego pojedynczego genu. Im
wyżej na osi Y znajduje się punkt danych, tym mniejsza jest jego skorygowana wartość p (punkty
istotnie różne między próbkami zaznaczono kolorem czerwonym). Oś X pokazuje różnice w warto-
ściach krotności zmiany ekspresji. Punkty bliższe 0 reprezentują geny, które mają podobne poziomy
ekspresji. Punkty rozrzucone daleko od 0 reprezentują geny, które różnicują między próbkami pod
względem ekspresji. Na tym wykresie bardziej wyraźnie widać, że między próbkami występują róż-
nice w ekspresji niektórych genów. Niektóre z nich wykazują wyższą ekspresję w mt51e względem
wt51e (log2 FC > 1), a inne niższą (log2 FC <−1).

(a) (b)

Rysunek 7: Wyniki analizy DGE. (a) wykres punktowy TPM vs TPM (b) volcano plot.

Poniżej zamieszczono tabelę zawierającą informacje o wszystkich różnicujących odczytach. Można
z niej m.in. odczytać, że 35 odczytów to odczyty tzw. up-regulated, a więc takie, których ekspresja
jest większa w mt51e względem wt51e oraz 19 odczytów to odczyty down-regulated, czyli takie,
których ekspresja spada w mt51e względem wt51e. W tabeli znajdują się także informacje odnośnie
średnich wartości TPM, wartości FDR (padj), typie sekwencji (type), produkcie (product) oraz
ontologii (onts), której analiza zostanie przybliżona w kolejnym podrozdziale.
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Tabela 5: Informacje o wszystkich różnicujących wynikach.
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Analiza Ontologii

Ontologia odczytów (genów) mówi o tym w jaki sposób dany odczyt jest połączony w rzeczywi-
stości z otaczającym go światem oraz w jaki sposób funkcjonuje. Mówi nam ona więc o funkcji
danych odczytów. Przypisano ontologie do locus poprzez dopasowanie danych znajdujących się w
tabeli rn_meta.tsv. Poniższy wykres kołowy ilustruje jakie funkcje pełnią geny różnicujące między
próbkami pod względem ekspresji. Widać, że największa grupa genów różnicujących związana jest z
transportem oraz metabolizmem aminokwasów. Wyróżnia się także grupa związana z transportem
i metabolizmem nukleotydów. Widać, że pozostałe geny różnicujące mają różne funkcje w komórce
S. aureus: wirulencja, biogeneza ściany komórkowej, błony oraz otoczki, transport i metabolizm
koenzymów itd. Spośród wszystkich genów różnicujących funkcje 5 z nich pozostają nieznane.

Rysunek 8: Wykres kołowy przedstawiający wyniki analizy ontologii.
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