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Roteiro de analise

1. DESeq2 (normalizacao e calculo da expressao diferencial)
a) tratamento vs. controle

2. Obter os resultados:
a) PCA
b) Distancia entre amostras
c) Dispersao
d) Histograma de p valor
e) Genes significativamente DE
f) Tabelas de genes significativamente DE



Normalizacao

* Descobrir como os genes se expressam diferencialmente em
diferentes condicoes ou tecidos.

* Numero de reads é correlacionado com o nivel de expressao do gene

* RNA-Seq oferece uma aproximacao quantitativa da abundancia dos
transcritos na forma de contagens.

* Contagens precisam ser normalizadas
 Comprimento das diferentes moléculas de RNAs
* Profundidade do sequenciamento de diferentes bibliotecas



Normalizacao

* Exemplo:
* Biblioteca 1l =2 12 milhdes de reads mapeados
 Biblioteca 2 =2 16 milhdes de reads mapeados

Tamanho loco (pb) | Nro. Reads Nro. Reads
Biblioteca 1 Biblioteca 2
24 38

GeneA

E possivel afirmar que temos maior expressdo do GeneA na Biblioteca 2 quando comparada a Biblioteca 1 ???




Normalizacao

Profundidade do sequenciamento:
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* No exemplo, cada gene parece ter dobrado a
expressao na Amostra A em relacao a Amostra B,
no entanto, isso é uma consequéncia da Amostra A
ter o dobro da profundidade de sequenciamento.



Normalizacao

Comprimento do gene:
* No exemplo, Gene X e Gene Y tém niveis

semelhantes de expressdao, mas o numero de
leituras mapeadas para Gene X seria muito maior

Sample A Reads
O numero mapeado para Gene

do que
:‘.'.._._.:;;;;;;'_._'!'_:.'_‘_' — Y porque Gene X é mais longo.
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Normalizacao

Composicao de RNA:

Sample A Reads Sample B Reads

* No exemplo, se fosse para dividir cada uma das
amostras pelo numero total de contagens para
normalizacao, as contagens seriam muito
enviesadas pelo Gene DE (ocupa a maior parte das
contagens para uma das amostras).
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DESeqg2 — Mediana das razdes

* O DESeg2 executa uma normalizacao onde a média geométrica é calculada para cada gene em todas as
amostras. A contagem de um gene em cada amostra é entao dividida por essa média. A mediana dessas
proporcdes em uma amostra é o fator de tamanho dessa amostra. Este procedimento corrige o tamanho da
biblioteca e o viés da composicao do RNA, que pode surgir, por exemplo, quando apenas um pequeno
numero de genes sao altamente expressos em uma condicdao de experimento, mas nao na outra.

Exemplo de aplicacao

amostraA amostraB referéncia amostraA/referéncia amostraB/referéncia normalizadoA normalizadoB FC log2FC
geneA 2800 1000 1673,32 1,67 0,60 3429,29 816,50 0,24 -2,07
geneB 30 15 21,21 1,41 0,71 36,74 12,25 0,33 -1,58
geneC 500 750 612,37 0,82 1,22 612,37 612,37 1,00 0,00
geneD 40 80 56,57 0,71 1,41 48,99 65,32 1,33 0,42
geneE 500 1200 774,60 0,65 1,55 612,37 979,80 1,60 0,68

Mediana 0,82 1,22




Renomear arquivos Gene counts no Galaxy
(saida do software StringTie)

= Galaxy x + - X

& C @ usegalaxy.org/datasets/edit o Q Y B .

Analyze Data Worlkflow Shared Data > Help ~

Tools w Edit dataset attributes History S

stringtie search datasets
g e = Attributes 2 ° N @0

| Oh Il RNA STAR...; Oh Ill RNA STAR...; 3h Il RNA

Edit attnbutes

) Auto-detect | [B) Save
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DESeq2 — Via Galaxy

T Galaxy x

@ usegalaxy.org

deseq2 [ ]
X Upload Data

@ Show Sections

StringTie merge transcripts

DESeq2 Determines differentially
expressed features from count tables
Annotate DESeq2/DEXSeq output
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differential expression tool cutputs
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-Seq peak data

edgeR Perform differential expression of
count data

StringTie transcript assembly and
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in RNA-Seq experiments from SAM or
BAM files.
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DESeq2 Determines differentially expressed features from count tables (Galaxy Version 2.11.40.6+galaxy1)

how

Select datasets per level

Factor
1: Factor
Specify a factor name, e.g. effects_drug_x or cancer_markers

effects_drug_uda

. Nome do experimento

Only letters, numbers and unders
Factor level

1: Factor level

Specify a factor level, typical values could be "tumor’, 'normal’, "treated’ or control’
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DESeq2 — Via Galaxy (cont.)
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DESeq2 — Via Galaxy (cont.)
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Exemplo de Resultado DESeq2 (PCA)
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Exemplo de Resultado DESeq2 (Distancia entre amostras)

Sample-to—-sample distances
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Exemplo de Resultado DESeq2 (Dispersao)
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Exemplo de Resultado DESeq2 (Histograma de p valor)

Histogram of p—values for effects_drug_uda: 3h vs Oh

frequency
1500 2000 2500
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Exemplo de Resultado DESeq2 (DEG)

log fold change

MA-plot for effects_drug_uda: 3h vs Oh

1e-01

1e+01 1e+03

1e+05




Exemplo de Resultado DESeq2 (Tabelas DEG)

e 12h vs Oh
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* 3h vs Oh
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Exemplo de Resultado DESeq2 (Tabelas DEG)
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Sobre as colunas da tabela de resultados DESeq2

Coluna | Descrigao

1
2

N o o b

geneid = Identificador do gene
baseMean = média das contagens normalizadas tomadas em todas as amostras

log2FoldChange = mudanca log2 vezes entre os grupos. Por exemplo, valor 2 significa que a
expressao aumentou 4 vezes

IfcSE = erro padrao da estimativa log2FoldChange
stat = estatistica de Wald
pvalue = valor p do teste de Wald

padj = valor p ajustado de Benjamini-Hochberg (Taxa de Falsas Descobertas - FDR)
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