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26 out - Regulacdo da expressao génica na era 6mica Eduardo Reis

2 nov - feriado; ndo havera aula

9 nov - analise de transcritomas- RNAseq (tutorial) Eduardo Reis
16 nov - analise de células Unicas (tutorial) Eduardo Reis
23 nov - bancos de dados gendmicos (tutorial) Eduardo Reis
30 nov - andlise de enriguecimento de categorias génicas (tutorial) Eduardo Reis
7 dez — estrutura de RNAs (tutorial) Eduardo Reis
14 dez - microRNASs e redes regulatdrias da expressao génica Eduardo Reis
(tutorial)

21 dez - andlise global de elementos regulatérios da expressao Eduardo Reis

génica (tutorial)

22 dez — prazo de entrega dos exercicios do prof. Eduardo — 23h,
hora de SP




Relembrando conceitos basicos sobre expressao génica

Tecnologias NGS e aplicacOes no estudo global da regulacao da
expressao génica em células e tecidos.

Analise de transcritomas, Geracao, analise de dados e
aplicacoes

Tutorial de analise de dados de RNAseq utilizando a ferramenta
Galaxy (proxima aula)



Qual é a arquitetura e os componentes de um
gene?

Estrutura de gene eucaridtico

regiao codificadora
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O gue se entende por genes eucarioticos serem interrompidos?

RNAs precursores (pre-mRNAs) contem trechos codificadores e UTRs (“exons”) intercalados por
trechos n&o-codificadores (“introns”).

Introns séo removidos apds a transcricao (“splicing”) durante o processamento do RNA

Implica em que o alinhamento de sequencias de RNA e cDNA no genoma deve considerar interrupcoes
(“gaps”) devido a auséncia de introns nessas moléculas.

Deve tambem ser considerado a existencia de variantes de splicing alternativo

Intron Intron Intron Intron Intron Intron
DNA 0 0 ' 7 Exon 4 | Exo
Transcrigao
Intron Intron Intron Intron Intron Intron
Pre-mRNA 0 3 3 Exon 4 0
Splicing alternativo




Ligacao de fatores de transcricao (FT) a elementos
regulatorios no DNA recrutam a RNA Polimerase e ativam
a transcricao
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http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture19.htmi



Regulacao da transcricao envolve ligacao de fatores
ativadores e mudancas na cromatina
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A maior parte do genomas eucariotos €
transcrita em RNAs que nao codificam proteinas

Projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements, 2003 - 2012)

(ENCC

(mammalian conservation)

Protein-coding

W

Kellis M et al. PNAS 2014;111:6131-6138



RNAs
naocodificadores
desempenham
papéis centrais na
regulacao pos-
transcricional da
expressao génica

ncRNAs curtos
< 50-200 nt.
ex. microRNAs, piRNAs

ncRNAs longos (IncRNAs) W\ -
> 200 nt, até milhares de bases de foorssderanscrgho

Mascaramento de sitios de Ll b
ligagao de microRNAs

Citoplasma

ex. lincRNAs, antisense RNAs,
IncRNAs intronicos

Ayupe e Reis, 2015. Biotecnologia Aplicada a W Q@ = poimerase 5—\ Pecteina naseerd
Saﬂde, O . : mmr MicroRNA
Cap. 5 “RNAs ndocodificadores longos: s i

A H H A H XA Competigao pela ligagao
GenOmica, Biogénese, Mecanismos e Fungao do microRNAS \{?’5 RNAn0 codiicadorlongo I Fibosomo
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Regulacao da
expressao géenica €
dinamica e possui
multiplos niveis de
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Como estudar alteracOes na expressao génica
em escala global?

O surgimento de tecnologias de
sequenciamento de DNA de alta-capacidade foi
um desenvolvimento essencial



Sequenciamento de Sanger (dideoxi) vs NGS
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IHlumina - sequenciamento por polinizacao

DNA gendmico ou cDNA

N
Fragmentagdo v

= = Selecédo de fragmentos com 200 a 300 bases

e geracao de biblioteca /

—_— ¢ Geracao de “clusters”
————— por PCR em fase sélida

Amplificagdo
Clonal

Wi ("bridge
amplification")

sequencing by synthesis with reversible terminators

| Sequenciamento
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Analise estatistica das fluorescéncias emitidas em cada
ciclo permite determinar a sequencia do DNA presente
no “cluster”

N° ciclo
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Bilhoes de "clusters” em cada corrida



Estado da arte na acuracia e capacidade de
sequenciamento NGS

Alta-capacidade e acuracia, custo

descrescente
lumina
E MiniSeq Seq | NextSeq HiSeq | HiSeq X - MNovaSeq
126b 756b 15 Gb 120 Gb 15Tb 1.8 Tb 6 Tb
4 Mi 25 Mi 25 Mi 400Mi 5 Bi 20 Bi 20 Bi

, . ~ 20 X ~250 X ~1500 X

Numero de bases de DNA sequenciadas em uma corrida:
Numero de reads geradas em uma corrida:

Cobertura do genoma humano (diploide, 6 Gb)



Next Generation Sequencing (NGS) amplamente aplicado para analise
de regioes génicas e genomas completos
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Limitacoes do NGS baseado em bibliotecas de
fragmentos de DNA/cDNA

Tecnologias NGS geram sequencias curtas
(max 300 nt)

Ambiguidades no mapeamento/reconstrugdo devido a
sequencias de baixa complexidade e sequencias repetidas no
genoma

Informacgdo descontinua (fragmentagdo do RNA) dificulta
identificar variantes de genes expressos

Ndo detectam alteragdes na sequencia de bases do DNA/RNA
(marcas epigenéticas)

Necessidade de tecnologias que permitam a leitura de
cromossomos, genes e e RNAs completos



Nanopore sequencing "™ — Oxford Nanopore
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* Permite detectar modificagoes dentro do canal

guimicas nas bases: metilacdo de DNA, edicdo de RNAs

Desvantagem: menor capacidade




NGS na plataforma Oxford Nanopore

Nao requer equipamento caro.
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Dados omicos gerados a partir de NGS

RNA-seq: NGS do conjunto de moléculas de RNA de uma
amostra

@ Isolar RNA das amostras Fragmentar RNA em Converter fragmentos
pequenos trechos de RNA em cDNA
(até 500-1000 nt) (transcriptase reversa)
et L

Ligagao de adaptadores e
amplificagao

Mapear reads no

@ sequenciamento NGS transcriptoma/genoma
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ChlIP-seq: NGS de DNA associado a sitios de ligacao de
fatores de transcricao e proteinas regulatdrias da cromatina

Proteins ligadas ao DNA
gendomico (ex. fatores de
transcrigao, Histonas)

proteinas ligadoras de DNA

N
unny G M O Ay
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Genomico

@ Purifiagao do DNA e ligagao de
adaptadores
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O seguenciamento do DNA
evoluiu para tecnologias dmicas
gue geram dados biologicos
massivos e multidimensionais

amino acids

& ? @& 8 | cleotides
ﬁ-% . q b‘_h i e
Protein O :D lipids

E e
sugars

Pathogen detection/discovery Global protein profiling
Outbreak source identification Biomarker identification
Reverse vaccinolo ) Epitope mappin )
R A &y ne expression profiling RECPE NAPENS Drug toxicity assessment
everse genetics A SR :
Detection of low-abundance Characterization of
transcripts/mutations phenotypic diversity

Bioinformatics

Fontana et al. Translational research in infectious disease: current paradigms and challenges ahead.
Transl Res. 2012 Jun;159(6):430-53. doi: 10.1016/j.trsl.2011.12.009.



Nivel de expresséao Estado de ativacao da cromatina
(RNAseq, scRNAseq) (ChlIP-seq)

Regulacao da
EXxpressao génica

Enriquecimento Estrutura secundaria  microRNAs
de categorias génicas de RNAs (redes regulatorias)
(inferéncias biologicas) (relacao com funcao)



Sequenciamento completo do genoma humano revelou a
presenca de cerca de 30 mil genes codificadores de
proteinas e pelo menos 60 mil RNAs nao codificadores

Categorias funcionais de proteinas codificadas no genoma
(nimero genes e % do total de genes)

Isomerases; 94;0,5% undlassified; 4061; 23 5%

recepiars; 1076; 6,3%

starage profeins; 15;0,1% '\.\
stucural prateins; 280; 1 6% i
surfactants; 15;0,1%
call uncion proteins; 67; 0,4%
chaperansas; 130;0,A8%
ranscnpdon faciars; 2067;12.0 -

|]|1IJE|]|1.EI.I.E|5E5;E-3III;1.-3'16—\\
membrane wafiic proseins; 321; 1.9%— iy

axracallular matnx profeins; 72;0.4%
profeases; 476; 2,8%
Hl,.—l.'.‘_ﬂ:lﬂ:ElElEIl profeins; 441; 2 5%

ranspamears; 10936 4%
e Ep

ransmemibrane recapior regulaton:
fadapior profeins; 84;0,5%

vansierasas; 1512:3 8%
axdoreduciasas; 5507 3 2%

' : lyasas; 104;0,6%
wanskericamer profeins; 248; 1 A%————— \ el adITEI"_] malecules; 93 0.5%
hydrolasas; 454; 2 %" 5335'5.5-31.5'3. 15'1*5
densafimmunity prateins; 107; 0 6%— - “.”dE“ﬂ'I' binding; 1466;3 5%
calgum-binding profeins; 63; 0 4% I"., signaling malecules; 961;5,6%

wiral proseins; 7;0,0% enzyme modulators; 857, 5,0%



Tao importante quanto o conteudo génico é como, onde e quando
cada um dos genes € expresso (= transcrito pela RNA
polimerase)!

Transcritoma

Conjunto de todas moléculas de RNA (transcritos) existentes nas células
em um dado momento/condicao

® Dinamico
® Variavel



A analise do transcritoma permite definir as regioes ativas do
genoma que contribuem para a estrutura e funcao da
célula/organismo

Gendmicae epigendmica Transcritémica
Estudo da sequenciado DNAe Estudo da composicéo e
modificacdes quimicas herdaveis abundancia de RNAs em amostras

Fenotipg = conjunto de caracteristicas fisicas e funcionais

)

Protedmica = Metaboldmica
OH

£

. %

Estudo das proteinas presentes em .
amostras Estudo dos metabdlitos presentes em amostras

NH,



Composicao dinamica do transcriptoma:
varia em estados patolagicos

Assinatura de expresséo génica associada ao aparecimento de
metastase em pacientes com cancer de mama
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Laura J. van’t Veer et al. Gene Expression Profiling Predicts Clinical Outcome of Breast
Cancer, Nature 415: 530-536, 2002



Composicao dinamica do transcriptoma:
Varia ao longo do desenvolvimento

AlteracOes na expressao génica ao longo do desenvolvimento
embrionario da mosca Drosophila melanogaster

DNA
Transcription +
MZT RNA-Seq measurement
mRNA I O | | ] | ] |
U O G BN SR SR Sum g
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LOMKdown g Becker, et al. Quantifying post-
1063 genos transcriptional regulation in the
development of Drosophila
Up/down = = - melanogaster. Nat Commun 9, 4970
372genes |, 2 wmm == = (2018).




Composicao dinamica do transcriptoma:
varia com o tipo de tecido

Comparacao do transcriptoma de diferentes
tecidos da planta Arabidopsis thaliana

Tissue cluste 2000 Selectively enriched
b ® Non-exclusive 7
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Hofmann et al. The embryonic transcriptome of Arabidopsis thaliana. Plant E & 2 5
Reprod 32, 77-91 (2019) E i



Etapas na analise do transcritoma através de RNAseq

Amostra de interesse

Processamento & geragao de bibliotecas para sequenciamento
r’ ) 4 N
m 1‘1‘; . - '..'\ﬂ‘_'i- i\ — — s S
® . Transcrigéo
~ -‘ﬂ% Isolamento Selecaiode mRNA  Fragmentagéo reversa
L 9 \_ de RNA poliadenilado domRNA em cDNA )

Sequenciamento de “nova geragao” (Next Generation Sequencing)

4 A 2
J — oeaEmeaeaE== < o

Sequenciamento

de alta capacidade Amplificacao clonal Ligacaode adaptadores
. J
Analise bioinformatica
/‘
ATGCCCCTATAAT e
GCGGCCAATTCC INCIEN IS
Dados brutos 3 CATGCTACGGGA hluluglca::‘. e
funcionais
L Analise de dados utilizando multiplas abordagens e ferramentas computacionais )




Diferentes estratégias para construcao de bibliotecas em
funcao do tipo de RNA de interesse

> Analise global do transcritoma: deplecao de RNA ribosomal
> Analise de RNAs mensageiros: enriquecimento de RNAs poliadenilados
> Anadlise de pequenos RNAs (ex. microRNAs): selecdo por tamanho (<50 nt)

‘ Mitochondria contain
rRNA, mMRNA and mtDNA

rRNA and non-coding (95% of RNA)

nucleus

MRNA (5% of RNA)




Bibliotecas para sequenciamento de massivo
de RNAs (RNAseq)

Fragmentacao mecanica ou quimica do RNA

Ligacdao de adaptadores (bibliotecas direcionadas ou nao-direcionadas)
Conversao do RNA em DNA por transcricao reversa (cDNA).
Sequenciamento de uma ou ambas as fitas (“paired-end”)

extraction of poly-A RNAs

A

ARAAA —_—AAAAA
conversion into ds-cDNA
and shearing

A AAAAAA
— nIA“m”A T ITTTTT
AAM
—_— —AA
TT TTT
amplification and
adapter ligation
—_r
- pm e AAAAAA—
| — TawTTTwaTan S
— AAAAA— —_—A A AAA—
— e T TTT=—
sequencing
single end (SET) paired-end (PET)
- =




Etapas na analise de dados de RNA-seq

» Controle de qualidade, pre-processamento, filtragem

» Alinhamento (genoma/transcritoma de referéncia)

» Reconstrugdo (=montagem) de transcritomas com ou sem
genoma/transcritoma de referéncia

» Normalizagdo, quantificagdo, expressdo diferencial

» Detecgdo de splicing alternativo, fusoes/quimeras

» Andlises de enriquecimento de categorias génicas, redes de

co-expressado.

Listagem atualizada de ferramentas para a analise de dados:
https://en.wikipedia.org/wiki/List_of RNA-Seq_bioinformatics_tools
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Passo 1: Avaliacao da qualidade das sequencias

Programa FastQC

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)
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DESEqg2: Correlacao entre expressao génica nas
amostras

Sample-to—-sample distances

[ 1

htseq-count g1_02 15

htseq-count g1_03
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Passo 2: Alinhamento de reads no genoma

("gapped alignment") considera a presenga de bordas exon/intron
Exemplos de programas: STAR, TopHat, HISAT, RSEM

RNA-seq reads

lllumina
MRNA sequencing —_—— = = = = 35bp - 150bp
transcriptome i AN S A single or paired-end
' s s ot e e i reads

RNA-seq e
alignments E— il

— " — —
— — T =T T e i
= - e, P L 5
— - e — — S, SIS SE—
— — —

Reference
Genﬂme H E){Dn 1 E}(Dn 3 E
51 31

1. Wang K., et al., MapSplice: Accurate Mapping of RNA-seq Reads for Splice Junction Discovery,
Nucleic Acids Research, 2010.

2. HuY.,, etal., AProbabilistic Framework for Aligning Paired-end RNA-seq Data, Bioinformatics,
2010




Passo 3: Reconstrucao e quantificacao de
transcritomas a partir de dados de RNAseq

A etapa de reconstrucéo nao
€ necessaria quando o

objetivoé - - = =
detectar/quantificar I O
- -y . 8 &3 — (s [l ===
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Haas and Zody, 2010 Nature Biotechnology 28, 421-423



Quantificacao da expressao génica atraves
de RNA seq

Normalizagdo pelo famanho do transcrito (n° de pares de base)
e tamanho da biblioteca (n° de reads) permite comparar niveis
de expressdo entre genes com tamanhos diferentes

= = ==
| — e 2 —— s 3
Low High 8 2
— T — o
-
=== — S T E
3 I I 4 EE—
Short transcript Long transcript 1 2 3 4 1 2 3 4

Fragments per kilobase of exon model per million mapped reads

FPKM = n ° de fragmentos (reads) que mapeiam em exons do transcrito
n ° total de sequencias (milhées) x tamanho dos exons (KB)

Outras formas de normalizagdo sdo recomendadas para comparagdo entre amostras:
Transcripts Per Million (TPM), Trimmed Mean of M-values (TMM)

A protocol to evaluate RNA sequencing normalization methods. BMC Bioinformatics (2019) Volume 20 Supplement 24



Como lidar com a expressao de RNA com variantes de
splicing?

Cufflinks

Programa de montagem de
sequéncias de NGS

Utiliza as posicoes das
coordenadas gendmicas de reads
alinhados

Faz a reconstrugao de transcritos
completos a partir dos
fragmentos sequenciados

Utiliza uma abordagem de

parsimoOnia para distribuiros
reads mapeados no genoma
entra as diferentes isoformas

Permite identificar e estimar a
abundancia relativade genes e
formas de splicing

Trapnell et al., 2010 Nature Biotechnology 28, 511

Assembly

l}ﬂ':.}
Overlap graph

Mutually
incompatible
fragments

Minimum path cover

Y

Transcripts




HTseq
https://htseq.readthedocs.io/en/release 0.9.1/

Para cada gene, conta o numero de reads _ intersection intersection
union _Stl’lct _nonempty
alinhados no genoma que se sobrepoe
com seus exons o geneA genef gene A
read ]
gene A gene A no_feature gene A
Contagens nao normalizadas sao mais
. - EE gene A no feature gene A
apropriadas para a analise de genes gene A gene A | - - -
diferencialmente expressos usando
P genefﬂ-%ne n gene A gene A gene A
programas que empregam modelos de =
inferéncia estatistica (ex. DESEq2) —
gene_A gene A gene A gene A

gene_B

ambiguous
(both genes with ~ gene_A gene_A
--nonunigue all)

Nao sao adequados para comparar com

gene_B

precisao a abundancia de genes com
tamanhos diferentes

ambiguous
{both genes with --nonunique all)

alignment_not_unique
{both genes with --nonunique all)




Quantificacao da expressao génica através de RNA seq

Nova geracao de programas de quantificacao

Pseudoalinhamento de reads com transcritoma de referencia
nao necessitam fazer o alinhamento dos reads no genoma

Ultra-rapidos

Salmon

Brief Communication Published: 06 March 2017

Salmon provides fast and bias-aware
quantification of transcript expression

Rob Patro m, Geet Duggal, Michael | Love, Rafael A Irizarry & Carl Kingsford =

Nature Methods 14, 417-419 (2017)  Download Citation ¥

Kallisto

Brief Communication = Published: 04 April 2016

Near-optimal probabilistic RNA-seq
quantification
Nicolas L Bray, Harold Pimentel, Pall Melsted & Lior Pachter &=

Nature Biotechnology 34, 525-527 (2016)  Download Citation
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Esquema geral do pipeline de quantificacao do Salmon
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Mean fold change

Passo 4: Identificacao de genes com expressao
alterada entre duas ou mais condicoes

Genes com Exemplos de programas:
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Precisao da medida da expressao génica proporcional
a contagem de reads

Dispersion estimates
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Saida do DESeq2
Analise de Componentes Principais

Técnica de reducao de dimensionalidade dos dados de expressao génica.
A expressao de todos os genes detectados (N vetores) é projetada em nas duas dimensdes que melhor representam a variabilidade
dos dados (PC1 e PC2, eixos X e y) .
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Distribuicao de valores de significancia (p-valor) para a diferenca de
expressao de genes entre grupos teste e controle

Histogram of p—values for Gravity: G1 vs G3
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Differential gene and transcript expression analysis
of RNA-seq experiments with TopHat and Cufflinks

Cole Trapnell*, Adam Roberts’, Loyal Goff'**, Geo Pertea®®, Dachwan Kim®”, David R Kelley'?, Harold Pimentel’,
Steven L Salzberg™®, John L Rinn'* & Lior Pachter***

'Broad Institute of MIT and Harvard, Cambridge, Massachusetts, USA. *Department of Sem Cell and Regenerative Biology, Harvard University, Cambridge,
Massachusetts, USA *Depariment of Computer Science, Univeraty of California, Berkeley, California, USA_ ‘Computer Science and Artificial Intelligence Lab,
Diepartment of Electrical Engineering and Computer Science, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts, USA. *Department of Medicine,
MeKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimaore, Mardand, USA. *Departement of Biostatistics, Johns Hopkins
University, Baltimore, Maryland, USA. *Center for Bioinformatics and Computational Biology, University of Marviand, College Park, Maryland, USA. "Department of
Mathematics, University of California, Berkeley, California, USA_*Department of Molecular and Cell Biology, University of California, Berkeley, California, USA.
Correspondence should be addressed o C.T. (cole@broadinstitute org).

Publizhed onlime 1 March 2012; doi:10. 1038 //nprot.2012.016

Recent advances in high-throughput cDNA sequencing (RNA-seq) can reveal new genes and splice variants and quantify expression
genome-wide in a single assay. The volume and complexity of data from RNA-seq experiments necessitate scalable, fast and
mathematically principled analysis software. TopHat and Cufflinks are free, open-source software tools for gene discovery and
comprehensive expression analysis of high-throughput mRMNA sequencing (RNA-seq) data. Together, they allow biologists to
identify new genes and new splice variants of known ones, as well as compare gene and transcript expression under two or more
conditions. This protocol describes in detail how to use TopHat and Cufflinks to perform such analyses. It also covers several
accessory tools and utilities that aid in managing data, including CummeRbund, a tool for visualizing RNA-seq analysis results.
Although the procedure assumes basic informatics skills, these tools assume little to no background with RNA-seq analysis and
are meant for novices and experts alike. The protocol begins with raw sequencing reads and produces a transcriptome assembly,
lists of differentially expressed and regulated genes and transcripts, and publication-guality visualizations of analysis results.
The protocol's execution time depends on the volume of transcriptome sequencing data and available computing resources but
takes less than 1 d of computer time for typical experiments and ~1 h of hands-on time.

Nature Protocols 7, 562-578 (2012)



Protocolo Tuxedo

Exemplo de pipeline para analise de dados de RNAseq

Bowtie
Extremely fast, general purpose short read aligner

TopHat

Aligns RMA-Seq reads to the genome using Bowtie
Discovers splice sites

Cufflinks package

Cufflinks
Assembles transcripts

j Cuffcompare
Compares transcript assemblies fo annotation

|

Cuffmerge |
Merges two or more transcript assemblies :
—————————————————————————— -l
___________________________ I
Cuffdiff !
Finds differentially expressed genes and franscripts |
Detects differential splicing and promoter use :

Nature Protocols 7, 562-578 (2012)
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Galaxy: A Web-Based Genome Analysis
Tool for Experimentalists

Daniel Blankenberg,' Gregory Von Kuster,'* Nathaniel Coraor,
Guruprasad Ananda,'” Ross Lazarus,™* Mary Mangan,’
Anton Nekrutenko,'” and James Taylor®®

L5

"The Huck Institutes for the Life Sciences, Pennsylvania State University.
University Park, Pennsylvania

“Channing Laboratory, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts
‘OpenHelix LLC, Bellevue, Washington

‘Emory University, Atlanta, Georgia

*The Galaxy Team, Pennsylvania State University, University Park, Pennsylvania

ABSTRACT

High-throughput data production has revolutionized molecular biology. However, mas-
sive increases in data generation capacity require analysis approaches that are more
sophisticated, and often very computationally intensive. Thus, making sense of high-
throughput data requires informatics support. Galaxy (hrtp:#ealaxyproject.org) is a soft-
ware system that provides this support through a framework that gives experimentalists
simple interfaces to powerful tools, while automatically managing the computational
details. Galaxy is distributed both as a publicly available Web service, which provides
tools for the analysis of genomic, comparative genomic, and functional genomic data, or
a downloadable package that can be deployed in individual laboratories. Either way, it
allows experimentalists without informatics or programming expertise to perform com-
plex large-scale analysis with just a Web browser. Curr: Protoe. Mol. Biol. 89:19.10.1-
19.10.21. © 2010 by John Wiley & Sons, Inc.

Keywords: Galaxy « analysis « bioinformatics « workflow » algorithm e pipeline o
genomics = SNPs
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Galaxy is an open, web-based platform for data intensive biomedical research. Whether on this free public server or your own instance, you can perform, reproduce, and share complete analyses. The Galaxy team is a part
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Criar conta no servidor Galaxy-Europa para executar o
tutorial:

https://usegalaxy.eu/

Welcome to Galaxy, please log in

Public Mame or Email Address

emres@ig.usp.bor
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Don't have an account? Register here,
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