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프로젝트 수행 결과 요약

본 연구에서는 Homo sapiens 의 전사체 서열분석(transcriptome sequencing)을 통해 유전자 발현값을 얻어 차별

발현 유전자를 분석하고, 유의한 유전자에 대하여 gene ontology 및 pathway 정보를 기반으로 기능분류 및 gene

annotation을 진행하였습니다. 더불어 전사체 어셈블리(assembly) 과정에서 발견한 novel transcript 및 novel

alternative splicing transcript를 정리하였습니다.

그 외 샘플 별 변이 발굴(SNV calling)과 variant annotation 및 융합유전자(fusion gene) 탐색 작업도

진행하였습니다.

의뢰하신 총 6 샘플에 대한 paired-ends 전사체 서열분석 결과, 모든 샘플이 정상적인 범위 내에 결과가 생산되었습니다.

아래 그림은 샘플 별 raw data와 전처리 과정을 거친 trimmed read를 총 데이터 량과 Q30(phred score, base quality

30이상) 값으로 각각을 비교한 데이터 입니다. (그림 1, 그림 2 참고. 전체 데이터의 샘플 별 구체적인 수치는 본문 참고)

Raw data vs. Trimmed data (Throughput)

Throughput (Gb)

그림 1. Raw data와 Trimmed data의 데이터량 비교

Raw data vs. Trimmed data (≥Q30)

Q30(%)

그림 2. Raw data와 Trimmed data의 Q30값 비교
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전처리 과정을 거친 trimmed reads를 TopHat 프로그램을 이용하여 알려진 reference genome에 mapping합니다.

그림 3에서 각 샘플 별 trimmed reads 수 대비 mapped reads로 정의되는 mapping ratio를 확인하실 수 있습니다.

Overall read mapping ratio(%)

그림 3. Overall read mapping ratio (%)

Read mapping 후 Cufflinks 프로그램을 통해 transcript assembly 작업을 진행하였습니다. 그 결과로 알려진

transcript에 대해 각 샘플별로 expression profile 값을 얻었고, transcript/gene을 기준으로 read count,

FPKM(Fragment per Kilobase of transcript per Million mapped reads), TPM(Transcripts Per Kilobase

Million)값을 정리하였습니다.

이 값을 이용하여 요청하신 비교조합 (TEST_vs_CTRL)에 대해 DESeq2을 이용하여 DEG(Differentially Expressed

Genes) 분석을 진행하였고, 두 그룹간 차별 발현하는 유전자를 선별하기 위하여 |fc|>=2 & nbinomWaldTest raw

p-value<0.05 조건을 만족하는 gene 2,886개를 추출하였습니다.

그림 4는 유의한 gene을 대상으로 hierarchical clustering (distance metric = Euclidean distance, linkage

method = complete) 분석을 통해 각 샘플의 gene별 발현 패턴의 유사성 정도를 이용하여 샘플 그룹별, gene별 그룹화된

정보를 시각화하여 나타낸 그림입니다.
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그림 4. DEG 리스트에 대한 Heatmap

유의한 DEG 리스트에 대해 gProfiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/orth)를 이용하여 gene ontology의

기능분류인 biological process(BP), molecular function(MF), cellular component(CC)별 gene set enrichment

분석을 진행하였습니다. 아래 그림 5, 그림 6, 그림 7은 각 카테고리별 유의한 gene set 리스트를 나타냅니다.
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그림 5. Biological Process관련 GO term
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그림 6. Molecular Function관련 GO term
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그림 7. Cellular Component관련 GO term

그 외 각 샘플별 novel transcript 및 novel alternative splicing transcript를 찾았으며, 변이 발굴(SNV calling) 및

주석 달기(variant annotation) 작업과 defuse, fusion catcher 프로그램을 통한 융합유전자(fusion gene)를 예측

작업을 진행하여 그 결과를 정리하였습니다. (세부 설명은 본문 참고)
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1. 실험 방법 및 순서도

그림 8. RNA Sequencing Experiment Workflow

Nat Rev Genet. 2011 Sep 7;12(10):671-82

1) 샘플(세포 또는 조직)로 부터 Total RNA를 isolation 합니다.

2) DNase를 이용하여 DNA contamination을 제거합니다.

3) library제작 단계로 프로파일링 할 RNA 종류에 따라 kit를 선택 합니다. poly-A tail이 있는 mRNA를 대상으로 연구 할

경우 mRNA purification kit를, mRNA 뿐만 아니라 non-coding RNA(lincRNA 등)를 포함한 total RNA를 대상으로

연구 할 경우 ribo-zero rRNA removal kit를 이용하여 RNA를 정제합니다.

4) 정제된 RNA를 short read로 시퀀싱을 하기 위해 random하게 fragmentation 시킵니다.

5) 잘게 쪼개진 RNA fragment에 대해 reverse transcription 과정을 통해 cDNA로 만듭니다.

6) 만들어진 cDNA fragment 양 쪽 끝에 서로 다른 adapter를 붙이고 이를 ligation 합니다.

7) sequencing이 가능한 정도의 양으로 PCR 증폭 시킨 후 size selection과정을 통해 200-400 bp의 insert size 를

확보합니다. Paired-end sequencing일 경우, cDNA fragment의 양쪽 말단으로부터 read의 length만큼

sequencing이 됩니다.
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2. 분석 방법 및 순서도

그림 9. Analysis Workflow

1) 시퀀싱을 통해 얻어진 raw reads의 quality control 분석을 진행합니다. 전체적인 read의 quality와 total bases,
total reads, GC(%) 등 기본 통계치를 생산합니다.

2) 분석 결과의 bias를 줄이기 위해 low-quality를 가지거나 adaptor sequence, contaminant DNA, PCR
duplicates와 같은 artifacts을 제거하는 전처리 과정을 거칩니다.

3) 전처리 과정을 거친 reads를 TopHat 프로그램을 이용하여 reference genome에 mapping한 후, aligned reads를
생성합니다.

4) reference 기반한 aligned reads의 정보를 이용하여 Cufflinks 프로그램을 통한 transcript 어셈블리를 진행합니다.
이 과정에서 알려진 transcripts 및 novel transcripts, alternative splicing transcripts에 대한 정보를 생산할 수
있습니다.

5) 각 샘플의 transcript quantification을 통해 얻은 발현량을 read count와 transcript length 및 depth of
coverage를 고려한 normalization 값인 FPKM(Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped
reads)/RPKM(Reads Per Kilobase of transcript per Million mapped reads)값과 TPM(Transcripts Per
Kilobase Million)값으로 expression profile을 추출합니다.

6) 조건이 다른 두 그룹 이상의 발현값을 통계적인 가설검증을 통하여 차별 발현하는 유전자 또는 transcripts를
선별합니다.

7) 알려져 있는 유전자 정보가 있는 경우, 차별 발현 유전자를 대상으로 GO 및 KEGG database를 기반한 functional
annotation 및 gene-set enrichment analysis를 진행합니다.

8) RNA-seq 데이터에서의 SNV calling은, STAR로 reads를 genomic DNA reference에 mapping한 후, Mark
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duplication & sort 과정을 거칩니다. 그 이후 Split ‘N’ Trim 및 mapping quality reassignment, Indel
realignment, base recalibration 과정을 통하여 분석 가능한 mapped reads를 만듭니다. 이렇게 data
cleanup과정을 거친 reads들을 대상으로 haplotype caller를 이용하여 variant calling을 진행합니다.

https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-practices?bpm=RNAseq

9) Defuse, FusionCatcher, Arriba 프로그램을 사용하여 융합유전자(fusion gene)를 예측합니다.
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3. 생산 데이터 요약

3. 1. Raw 데이터 기초 통계치

(경로: result_RNAseq/Analysis_statistics/raw_throughput.txt 참고)

의뢰하신 6 샘플에 대한 transcriptome raw data의 총 길이, read 수, GC(%), Q20(%), Q30(%) 입니다. 예를

들어, MG_CTRL_1 샘플은 66,947,992개 reads가 생성되었으며, 총 길이의 합은 6.8G bp로 생산되었습니다. GC

content(%)가 47.97%였으며, 염기 품질 점수 30이상을 갖는 염기의 비율(Q30, %)은 95.36%로 나타났습니다.

표 1. Raw data 통계치

Sample id Total read bases* Total reads GC(%) Q20(%) Q30(%)

MG_CTRL_1 6,761,747,192 66,947,992 47.97 98.49 95.36

MG_CTRL_2 6,538,936,142 64,741,942 48.13 98.41 95.2

MG_CTRL_3 7,510,790,462 74,364,262 48.43 98.38 95.13

MG_TEST_1 8,009,813,686 79,305,086 49.32 98.26 94.87

MG_TEST_2 6,347,729,608 62,848,808 48.91 98.45 95.31

MG_TEST_3 7,216,968,938 71,455,138 49.71 98.49 95.36

(* Total read bases = Total reads x Read length 로 계산됨)

· Total read bases: 전체 시퀸싱 된 염기의 수

· Total reads: 전체 read의 수

· GC(%): GC 함량

· Q20(%): Phred quality score 20 이상의 품질을 갖는 염기의 비율

· Q30(%): Phred quality score 30 이상의 품질을 갖는 염기의 비율
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3. 2. 사이클별 평균 염기품질

(경로: result_RNAseq/Analysis_statistics/rawData/A_fastqc/ 참고)

일반적으로 생산된 데이터의 품질은 각 염기의 프레드 품질 점수(phred quality score)로 판단됩니다. FastQC 를

사용하여 사이클별 평균 염기 품질을 박스 플롯으로 한눈에 볼 수 있습니다.

그래프의 x 축은 사이클을, y 축은 프레드 품질 점수를 보여줍니다. 프레드 품질 점수 20 은 99% 정확도를 나타내고,

일반적으로 20 이상의 프레드 품질 점수를 가지면 품질이 양호하다 할 수 있습니다.

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

그림 10. MG_CTRL_1 (read1)의 사이클별 평균 염기 품질

그림 11. MG_CTRL_1 (read2)의 사이클별 평균 염기 품질

· Yellow box: 사이클별 염기 품질 점수의 interquartile range (25-75%)를 나타냄.

· Red line: 사이클별 염기 품질 점수의 중앙 값

· Blue line: 사이클별 염기 품질 점수의 평균 값

· Green background: 우수한 품질을 나타냄.

· Orange background: 양호한 품질을 나타냄.

· Red background: 나쁜 품질을 나타냄.
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3. 3. Trimming 데이터 기초 통계치

(경로: result_RNAseq/Analysis_statistics/trim_throughput.txt 참고)

분석에 들어가기 전, Trimmomatic 프로그램을 통하여 adapter sequence를 제거하고, reads의 ends로부터

base quality 3 미만인 bases와 슬라이딩 윈도우 trim기법으로 window size=4, mean quality=15를 만족하지

않으면 bases를 제거합니다. 그 후, min length=36 bp 보다 짧은 reads를 제거하는 단계를 거쳐 trimmed data를

생성하였습니다.

표 2. Trimmed Data 통계치

Sample id Total read bases Total reads GC(%) Q20(%) Q30(%)

MG_CTRL_1 6,649,641,185 66,167,454 47.98 98.88 95.92

MG_CTRL_2 6,420,603,246 63,918,246 48.15 98.83 95.8

MG_CTRL_3 7,372,930,453 73,393,434 48.44 98.82 95.75

MG_TEST_1 7,846,601,127 78,155,316 49.33 98.73 95.55

MG_TEST_2 6,237,415,963 62,086,894 48.93 98.86 95.89

MG_TEST_3 7,098,103,937 70,627,636 49.72 98.87 95.91

· Total read bases: Trimming 후, 전체 시퀸싱 된 염기의 수

· Total reads: Trimming 후, 전체 read의 수

· GC(%): GC 함량

· Q20(%): Phred quality score 20 이상의 품질을 갖는 염기의 비율

· Q30(%): Phred quality score 30 이상의 품질을 갖는 염기의 비율
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3. 4. Trimming 후 사이클별 평균 염기품질

(경로: result_RNAseq/Analysis_statistics/trimmedData/A_fastqc/ 참고)

그림 12, 그림 13은 trimming 단계를 거친 후 사이클별 평균 염기 품질을 나타냅니다.

그림 12. Trimming 후 MG_CTRL_1 (read1)의 사이클별 평균 염기 품질

그림 13. Trimming 후 MG_CTRL_1 (read2)의 사이클별 평균 염기 품질

· Yellow box: 사이클별 염기 품질 점수의 interquartile range (25-75%)를 나타냄

· Red line: 사이클별 염기 품질 점수의 중앙 값

· Blue line: 사이클별 염기 품질 점수의 평균 값

· Green background: 우수한 품질을 나타냄.

· Orange background: 양호한 품질을 나타냄.

· Red background: 나쁜 품질을 나타냄.
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4. 레퍼런스 기반 맵핑 및 전사체 어셈블리 결과

4. 1. 맵핑 데이터 통계치

(경로: result_RNAseq/Analysis_statistics/mapping.tophat.stats.txt 참고)

RNA-seq 실험을 통해서 얻은 cDNA fragment를 맵핑 하기 위해 genomic DNA reference (GRCh38)을

사용하였습니다. 아래는 Bowtie2 aligner를 통하여 spliced read mapping 처리가 가능한 TopHat 프로그램으로

mapping한 통계 결과입니다. 각 샘플별 read1, read2의 processed read 개수, mapped read 개수, multiple

mapped read 개수 및 overall read mapping ratio를 확인 하실 수 있습니다.

표 3. Mapped Data 통계치

Sample ID # of processed reads # of mapped reads # of failed to align
reads

# of multiple
mapped reads

MG_CTRL_1 66,167,454 64,779,936
(97.9%)

1,387,518
(2.1%)

2,003,840
(3.1%)

MG_CTRL_2 63,918,246 62,521,403
(97.8%)

1,396,843
(2.2%)

1,962,913
(3.1%)

MG_CTRL_3 73,393,434 71,740,691
(97.7%)

1,652,743
(2.3%)

2,365,013
(3.3%)

MG_TEST_1 78,155,316 76,171,999
(97.5%)

1,983,317
(2.5%)

2,163,176
(2.8%)

MG_TEST_2 62,086,894 60,551,614
(97.5%)

1,535,280
(2.5%)

1,762,387
(2.9%)

MG_TEST_3 70,627,636 69,138,148
(97.9%)

1,489,488
(2.1%)

1,888,886
(2.7%)

· # of processed reads: Trimming 후 cleaned read 수

· # of mapped reads: Reference에 mapping된 read 수

· # of multiple mapped reads: Multiple mapped read 수
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4. 2. 레퍼런스 기반 전사체 어셈블리 및 발현값 추출

Cufflinks 프로그램을 통하여 reference gene model을 사용해 기존에 알려진 gene/transcript를 어셈블리 할 수

있습니다. 어셈블리 후, 해당 transcript의 abundance 양을 read count와 within sample normalized value인

FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads) 값으로 발현량을 추정할 수 있습니다.

4. 2. 1. Known Transcript 발현값 추출

(경로: result_RNAseq/Expression_profile/Cufflinks/

Expression_Profile.GRCh38.transcript.xlsx 참고)

표 4는 기존에 알려진 transcript에 대한 샘플 별 발현값을 나타낸 예시 결과입니다. 이 결과는 Cufflinks의 -G

옵션을 이용해 novel transcript assembly를 고려하지 않고, reference annotation based transcript(RABT)

방식을 적용하여 기존에 알려진 transcript의 발현값을 추출한 결과를 나타냅니다.

표 4. Known transcripts 의 발현값 (예시)

· Transcript_ID: Splicing variant (isoform/transcript) 단위

· Gene_ID: 유전자의 이름

· Gene_Symbol: 유전자의 대표이름

· Gene_Description: 유전자의 설명

· Transcript_Locus: Genome에서 Trancript의 위치

· Transcript_Length: Transcript의 길이

· [Sample Name]_Read_Count: 샘플 별 read count

· [Sample Name]_FPKM: 샘플 별 FPKM (normalized value)
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4. 2. 2. Known Gene 발현값 추출

(경로: result_RNAseq/Expression_profile/Cufflinks/

Expression_Profile.GRCh38.gene.xlsx 참고)

표 5는 유전자 단위로 샘플 별 발현값을 정리한 예시 결과 입니다. 기존에 알려진 transcript에 대한 샘플 별

발현값을 gene단위로 합한 결과이며, Cufflinks의 -G 옵션을 이용해 novel transcript assembly를 고려하지

않고, reference annotation based transcript (RABT) 방식을 적용하여 진행하였습니다.

표 5. Known gene 의 발현값 (예시)

· Gene_ID : 유전자의 이름

· Transcript_ID: Splicing variant (isoform/transcript) 단위

· Gene_Symbol: 유전자의 대표이름

· Gene_Description: 유전자의 설명

· [Sample Name]_Read_Count: 샘플 별 read count

· [Sample Name]_FPKM: 샘플 별 FPKM (normalized value)
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4. 3. Novel Transcript / Alternative Splicing Transcript 예측

Novel transcript와 novel alternative splicing transcript를 예측하기 위해 Cufflinks의 -g 옵션을 이용해 각

샘플의 mapping 결과로 transcript의 assemble을 추가로 진행하였습니다. 각 샘플의 assemble된 annotation

결과로 cuffmerge를 이용하여 annotation (GTF파일)을 합친 후 known / novel transcript에 대한 각 샘플별

발현값을 계산할 수 있습니다. 기존 annotation과의 비교 및 novel transcript의 형태를 구분하기 위해 cuffcompare

프로그램을 이용하였으며, 그 결과로 transcript를 아래 표 6과 같이 class code를 부여하여 기존 annotation 및

novel transcript의 타입을 분류하였습니다.

표 6. Novel splicing alternative transcript의 class code 설명
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4. 3. 1. Known/Novel Transcript 예측 및 발현값 추출

(경로: result_RNAseq/Novel_transcript_analysis/Cufflinks/

Expression_Profile_with_Novel.GRCh38.transcript.xlsx 참고)

이 결과는 known transcript, novel transcript, novel alternative splicing transcript에 대하여 각 샘플별

발현값을 정리한 결과입니다.
(참고: 4.2의 레퍼런스 기반 전사체 어셈블리 및 발현값 추출은 novel transcript list가 포함되어 있지 않습니다.)

표 7는 Cufflinks를 이용하여 기존에 알려진 transcript 및 novel로 예측된 transcript에 대한 샘플 별 발현값을

나타낸 예시 결과입니다. 여기서 novel gene이 있을 경우 Cufflinks 프로그램에서는 이를 “XLOC_xxxxxx”로 임시

Gene ID를 부여하고, novel transcript나 alternative splicing transcript가 있을 경우에는 새로운 Transcript

ID인 “TCONS_yyyyyyyy”로 임시 ID가 부여되며 각 transcript 마다 transcript locus, length, class code,

read count, FPKM 값을 확인 할 수 있습니다.
(표 6의 class code를 참조)

표 7. Known/Novel transcript 발현값 (예시)

· Transcript_ID: Splicing variant (isoform/transcript) 단위

· Gene_ID: 유전자의 이름

· Gene_Symbol: 유전자의 대표이름

· Gene_Description: 유전자의 설명

· Transcript_Locus: Genome에서 trancript의 위치

· Transcript_Length: Transcript의 길이

· Class_Code: Transcript ID에 따른 class code (표 6 참조)

· [Sample Name]_Read_Count: 샘플 별 read count

· [Sample Name]_FPKM: 샘플 별 FPKM (normalized value)
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4. 3. 2. Known/Novel Gene 예측 및 발현값 추출

(경로: result_RNAseq/Novel_transcript_analysis/Cufflinks/

Expression_Profile_with_Novel.GRCh38.gene.xlsx 참고)

이 결과는 known transcript, novel transcript, novel alternative splicing transcript에 대하여 각 샘플별

발현값을 gene level로 정리한 결과입니다.
(참고: 4.2의 레퍼런스 기반 전사체 어셈블리 및 발현값 추출은 novel transcript list가 포함되어 있지 않습니다.)

표 8는 Cufflinks를 이용하여 기존에 알려진 gene 및 novel로 예측된 gene에 대한 샘플 별 발현값을 나타낸 예시

결과입니다. 여기서 novel gene이 있을 경우 Cufflinks 프로그램에서는 이를 “XLOC_xxxxxx”로 임시 Gene ID를

부여하고, novel transcript나 alternative splicing transcript가 있을 경우에는 새로운 Transcript ID인

“TCONS_yyyyyyyy”로 임시 ID가 부여되며 각 gene에 따른 Transcript ID와 gene_symbol, transcript별 class

code, 샘플 별 read count와 FPKM 값을 확인 할 수 있습니다.
(표 6의 class code를 참조)

표 8. Known/Novel gene 발현값 (예시)

· Gene_ID: 유전자의 이름

· Transcript_ID: Splicing variant (isoform/transcript) 단위

· Gene_Symbol: 유전자의 대표이름

· Gene_Description: 유전자의 설명

· Class_Code: Transcript ID에 따른 class code (표 6 참조)

· [Sample Name]_Read_Count: 샘플 별 read count

· [Sample Name]_FPKM: 샘플 별 FPKM (normalized value)
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4. 3. 3. Novel Transcript 정리

(경로: result_RNAseq/Novel_transcript_analysis/Cufflinks/Novel_transcript_list.xlsx 참고)

이 결과는 기존의 알려진 exon이나 gene에 맵핑 되지 않고, intergenic region에 맵핑되어 novel transcript로

예측 된 결과입니다. 표 9은 known / novel transcript예측 결과에서 class code가 ‘u’인 list만을 선별하여 novel

transcript list파일로 저장한 결과입니다.

표 9. Novel transcript 리스트 (예시)

· Transcript_ID: 기존에 알려지지 않았던 새로운 exon이 포함된 transcript인 경우, Cufflinks

프로그램에서는 이를 “TCONS_yyyyyyyy”로 임시 ID를 부여

· Gene_ID: 기존에 알려지지 않았던 영역에 새롭게 탐색한 gene이 있을 경우, Cufflinks 프로그램에서는

이를 “XLOC_xxxxxx”로 임시 ID를 부여

· Transcript_Locus: Genome에서 Trancript의 위치

· Transcript_Length: Transcript의 길이

· Strand: Genomic region에서의 transcript의 방향

· Exon_Count: 해당 transcript의 exon 개수

· Exon_Start, End: 해당 transcript의 exon별 start와 end의 position

· Class_Code: Transcript ID에 따른 class code (표 6 참조)

· [Sample Name]_Read_Count: 샘플 별 read count

· [Sample Name]_FPKM: 샘플 별 FPKM값 (normalized value)
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4. 3. 4. Novel Alternative Splicing Transcript 정리

(경로: result_RNAseq/Novel_transcript_analysis/Cufflinks/Novel_splicing_variant_list.xlsx 참고)

이 결과는 known / novel transcript 예측 결과에서 novel alternative splicing transcript (class code: 'j',

'c', 'k', 'e', 'i', 'o', 'p', 's', 'x')에 대해서만 추출하여 gene을 기준으로 저장한 결과입니다.

Novel alternative splicing transcript는 기존의 알려진 exon에 맵핑 되지 않고, 새로운 exon으로 예측되거나

기존 transcript와는 다르게 변형된 구조를 가진 transcript를 말합니다. 표 10은 샘플의 예시로 Cufflinks의

Reference Annotation Based Transcript assembly (RABT) 방식을 적용하여 reference와 다른 novel

alternative splicing transcript를 탐색하여 추출한 결과를 나타냅니다. 가장 근접한 gene을 기준으로 해당되는

novel alternative splicing transcript의 start, transcript end, exon count, exon start, exon end position,

read count, FPKM, class code 값을 확인 할 수 있습니다.
(표 6의 class code를 참조)

표 10. Novel alternative splicing transcript 리스트 (예시)

· Gene_ID: Gene ID

· nearest_refGene_ID: Novel alternative splicing transcript가 예측된 부분에서 가장 근접한

유전자의 이름

· nearest_refTranscript_Name: Novel alternative splicing transcript가 예측된 부분에서 가장

근접한 transcript ID

· cuffGene_Name: Cufflinks 프로그램에서 부여된 gene의 ID (“XLOC_xxxxxx” 로 부여됨)

· cuffTranscript_Name: Cufflinks 프로그램에서 부여된 transcript의 ID (“TCONS_yyyyyyyy” 로

부여됨)

· Gene_Symbol: 근접한 유전자의 대표이름

· Gene_Description: 근접한 유전자의 설명

· Transcript_Locus: Genome에서 Transcript의 위치

· Transcript_Length: Transcript의 길이

· Strand: Genomic region에서의 transcript의 방향

· Exon_Count: 해당 transcript의 exon 개수

· Exon_Start, End: 해당 transcript의 exon별 start와 end의 position

· Class_Code: Transcript ID에 따른 class code (표 6 참조)
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· [Sample Name]_Read_Count: 샘플 별 read count

· [Sample Name]_FPKM: 샘플 별 FPKM (normalized value)
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5. 차별 발현 유전자 분석 결과

5. 1. 분석 데이터 품질 확인 및 전처리

전사체 어셈블리 결과로 얻은 known gene에 대한 read count 값을 가지고, 샘플간의 차별 발현 유전자를 선별하는

과정을 진행합니다. 전처리 과정에서는 분석에 들어가기 전 데이터의 quality check, 샘플간 normalization 과정을

진행하고, biological replicates이 존재할 때 샘플 간 유사성을 확인하여 데이터 신뢰성 여부를 파악합니다.

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/Analysis_Result.html 참고)

5. 1. 1. 샘플정보 및 분석 디자인

분석을 위해 사용한 샘플은 총 6샘플 입니다. 자세한 샘플 정보 및 분석 조합은 Sample.Info.txt 파일을 참고

바랍니다.

Index Sample.ID Sample.Group

1 MG_CTRL_1 CTRL

2 MG_CTRL_2 CTRL

3 MG_CTRL_3 CTRL

4 MG_TEST_1 TEST

5 MG_TEST_2 TEST

6 MG_TEST_3 TEST

분석 비교조합과 해당 조합에 대한 통계분석 방법은 아래와 같습니다.

Index Test vs. Control Statistical Method

1 TEST vs. CTRL Fold Change, nbinomWaldTest using DESeq2, Hierarchical Clustering
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5. 1. 2. 데이터 Quality Check

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/Data Quality Check/ 참고)

각 gene 별, 전체 6개 샘플에서 적어도 한 샘플 이상에서 0인 Count값을 가지는 gene는 분석에서 제외함.

따라서, 총 46,408개 gene 중에서 24,840개를 제외한 21,568개 gene을 대상으로 통계분석을 진행함.

5. 1. 3. 데이터 변환 및 정규화

샘플간 비교에 있어 biological meaning에 영향을 줄 수 있는 systematic bias를 줄이기 위해 read count

data를 이용하여 size factor를 추정하고, 이를 이용하여 Relative Log Expression (RLE) normalization 후,

통계분석을 진행했습니다. (DESeq2 R library 이용)

결과를 시각화 하기 위해 log2(read count+1) 값과 regularized log (rlog) transformation 값을

이용했습니다. rlog transformation은 발현값이 낮은 특정 gene/transcript에 대해서 샘플 간의 차이를 최소화

하는 방법입니다. 먼저 count data를 log2 scale로 변환한 뒤, library size factor로 normalization을

진행합니다. 샘플간 library size factor의 차이가 큰 경우에는 rlog 값을 이용하는 것이 데이터 시각화에 유리하다고

알려져 있습니다.

위 logarithm값들은 visualization을 위해서만 사용됩니다.

DESeq2를 이용한 통계 분석 시에는 RLE normalized count를 이용하여 negative binomial Wald

Test(nbinomWaldTest)를 진행하였습니다.
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5. 1. 3. 1. 샘플별 발현값 분포의 상자그림

아래는 raw signal (read count)과 read count+1의 Logarithm (based 2), RLE Normalization 값에

대하여 해당 샘플별 발현값분포를 나타내기 위해 백분위수, 중앙값, 25백분위수, 75백분위수, 최대값, 최소값을

이용하여 시각적으로 표현한 상자 그림입니다.

5. 1. 3. 2. 샘플별 발현값 분포의 Density Plot

아래는 raw signal (read count)과 read count+1의 Logarithm (based 2), RLE Normalization 값에

대하여 각 샘플별 전체적인 발현값의 분포를 한 눈에 알아보기 위하여 density Plot으로 나타낸 그림입니다.
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5. 1. 4. 샘플간 상관성 분석

각 샘플별, rlog transformed value 를 사용하여 샘플간 유사성 정도(Pearson’s coefficient, 피어슨

상관계수)를 살펴봄으로써 반복 샘플의 재현성 여부를 확인합니다. (Range: -1≤ r ≤ 1) 상관 계수값이 1에

가까울수록 샘플간 유사성이 높음을 의미합니다.

전체 샘플에 대한 correlation matrix는 아래와 같습니다.
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5. 1. 5. 계층형 군집(Hierarchical Clustering)분석

각 샘플별,  rlog transformed value 를 사용하여 어떤 샘플끼리 발현 정도가 유사한지 그룹화

하였습니다.(Distance metric = Euclidean distance, Linkage method= Complete Linkage)

5. 1. 6. 다차원 척도법(MDS, Multidimensional Scaling)

각 샘플별, rlog transformed value 를 사용하여 샘플간 유사성 정도를 반영하는 2개의 Component를 이용하여

2차원 공간 상에 표현한 그림입니다. Outlier 샘플이 있는지, 샘플 그룹 간 유사한 발현 패턴을 가지는 군집이 있는지

여부를 확인 할 수 있습니다.
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5. 2. 차별 발현 유전자 분석 절차

아래 설명은 DEG(Differentially Expressed Genes) 분석 순서를 나타냅니다.

1) Original Raw Data 는 Cufflinks -G option통해 얻은 기존의 알려진 genes에 대한 read count값을 대상으로

하였습니다.

· Raw data

(경로: result_RNAseq/Expression_profile/Cufflinks/

Expression_Profile.GRCh38.gene.xlsx 참고)

: 46,408 genes, 6 samples

2) 데이터 전처리 및 QC 과정에서 low quality를 가지는 genes를 filtering 후, RLE normalization을 진행하였습니다.

· Processed data

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/data2.xlsx 참고)

: 21,568 genes, 6 samples

3) 통계분석은 각 비교조합 별 Fold Change, nbinomWaldTest using DESeq2를 이용하였습니다.

유의한 결과는 |fc|>=2 & nbinomWaldTest raw p-value<0.05 조건으로 선별하였습니다.

· Significant data

(경로: result_RNAseq/DEG_result/DEG/data3_fc2_&_raw.p.xlsx 참고)

: 2,886 genes

4) 유의한 유전자 리스트에 대해 hierarchical clustering 분석을 통해 각 유전자별로 샘플별 유사성 정도를

그룹화하였고, 이에 대해 heatmap 및 dendrogram으로 시각화 하였습니다.

· Hierarchical Clustering (Euclidean Distance, Complete Linkage)

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/Cluster image/ 참고)

5) 유의한 유전자 리스트에 대해 g:Profiler tool(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/) 를 기반으로 Gene Ontology

Enrichment 분석을 진행하였습니다.

data3 파일의 GO_stat, GO_genes sheet를 참고 바랍니다.

아래의 관련 결과가 제공됩니다.

· GO_stat

· GO_genes

6) 유의한 유전자 리스트에 대해 KEGG database(http://www.genome.jp/kegg/) 를 기반으로 gene-set

enrichment 분석을 진행하였습니다.

data3 파일의 KEGG_stat, KEGG_genes sheet를 참고 바랍니다.

아래의 관련 결과가 제공됩니다.

· KEGG_stat

· KEGG_genes

또한 KEGG_pathway.html 파일로 KEGG enrichment analysis 결과를 확인하실 수 있습니다.
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5. 3. 차별 발현 유전자 선별 결과

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/Plots/ 참고)

이하 Result는 fc2_&_raw.p, TEST_vs_CTRL 에 대한 결과 예시입니다.

5. 3. 1. Fold change 기준 up, down별 Gene 개수

해당 비교조합별 fold change 기준으로 up, down별 gene 개수를 나타냅니다.

5. 3. 2. Fold Change 및 p-value 기준 Up, Down별 Gene 개수

해당 비교 조합별 fold change 및 p-value기준으로 유의한 gene의 개수를 나타냅니다.
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5. 3. 3. 두 그룹간 발현값 분포

해당 비교 조합에서 각 그룹별 normalized 값의 분포를 나타냅니다.
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5. 3. 4. 두 그룹간 발현값의 Volcano Plot

해당 비교조합간 발현값의 log2 fold change와 두 그룹간 평균 비교를 통해 도출된 p-value를 volcano

plot으로 나타낸 그림입니다.

(X축: log2 Fold change, Y축: -log10 p-value)

34



5. 3. 5. 발현 강도에 따른 차별 발현 유전자 표현, MA Plot

두 그룹의 발현값의 평균이 높으면서 control 대비, test 그룹에서 차이가 있었던 gene을 확인하기 위해 MA

plot(X축: mean of normalized counts, Y축: log2 Fold Change)으로 나타내었습니다.

예를 들어, fold change가 동일하게 2배 이상 차이 나더라도 평균 발현값이 낮은 곳에서 2배 이상 차이 나는 것에

비해 높은 곳에서 차이가 나는 gene이 신뢰성이 높을 수 있습니다.
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5. 3. 6. 계층형 군집(Hierarchical Clustering) 분석

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/Cluster image/ 참고)

유의한 DEG 리스트에 대하여 각 샘플의 gene별 발현값(rlog transformed value)을 이용하여 발현 정도가

유사한 샘플 및 genes를 hierarchical clustering analysis(Euclidean Distance, Complete Linkage)를

통하여 그룹화하여 나타내었습니다.
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5. 4. GO Enrichment 분석

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/gprofiler/ 참고)

g:Profiler 는 Gene Ontology, biological pathways 등의 data source 에 기반한 Enrichment analysis를

수행하는 Tool 입니다.

GO 분석은 GO의 3가지 category에 대하여 진행되었습니다. GO의 graph 구조에 해당하는 Ontology file 및

Annotation file (GO consortium에 해당하는 각 종별 reference DB에서 제공하는 annotation, 혹은 Uniprot에서

제공하는 multispecies annotation)을 parsing하여 GO ID와 연관된 gene 혹은 gene product, molecule을

정리했습니다.

- Link for the ontology documentation: http://geneontology.org/page/ontology-documentation

- Link for the ontology files: http://geneontology.org/page/download-ontology

- Link for the annotation files: http://geneontology.org/page/download-annotations

Enrichment 분석 결과는 아래의 2가지 형태로 DEG결과 (data3-*.xlsx 파일)의 각 시트에 정리되어 제공됩니다.

· GO_stat

· GO_genes
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5. 4. 1. GO_stat Sheet

term_id를 기준으로, association되어있는 gene과 test stat을 정리한 결과입니다. 특정 term_id가 해당 DEG

set을 이용한 enrichment 분석에서 얼마나 유의한지를 살펴볼 수 있습니다.

· source: Gene ontology의 3개 category Ex> GO:BP | GO:CC | GO:MF ...

· term_id: ID for the enriched term/functional category

· term_name: readable name for the enriched term

· adjusted_p_value: Hypergeometric test & multiple testing correction (FDR) 으로 도출된 보정된

p-value

· query_size: 해당 data source (the functional category)에 association된 unique DEG의 수

· intersection_size: 해당 term_id에 association된 unique DEG의 수

· term_size: 샘플 Species의 전체 Gene 중 해당 term_id에 association된 gene의 수

· effective_domain_size: 샘플 Species의 전체 Gene 중 해당 data source (the functional category)에

association된 gene의 수

· intersections: 해당 term_id에 association된 DEG (쉼표로 연결됨)
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5. 4. 2. GO_genes Sheet

Gene을 기준으로, association된 term_id와 DEG분석 결과 stat를 정리한 결과입니다. 특정 Gene에 어떠한

term_id가 association되어있는지를 fold change, p-value, volume, normalized value와 같은 stat과 함께

살펴볼 수 있습니다.

· source: Gene ontology의 3개 category Ex> GO:BP | GO:CC | GO:MF ...

· term_id: ID for the enriched term/functional category

· term_name: Readable name for the enriched term

· adjusted_p_value: Hypergeometric test & multiple testing correction (FDR) 으로 도출된 보정된

p-value

· intersection_size: 해당 term_id에 association된 unique DEG의 수
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data3.GO_*.gprofiler.png: Gene Ontology Enrichment Analysis 결과 중 adjusted_p_value 기준 상위

20개의 term을 dot plot으로 나타냄.

(GO_stat 를 기반으로 작성됨)

data3.GO_*.gprofiler.sizefilt.png: Gene Ontology Enrichment Analysis 결과 중 term_size

filtering(min=10, max=500) 후 adjusted_p_value 기준 상위 20개의 term을 dot plot으로 나타냄.

(GO_stat 를 기반으로 작성됨. ./gprofiler/data3*.GO/폴더 참조)

- term_size filtering: Term size가 매우 적거나 큰 GO term의 경우, Hypergeometric test와 같은 검정에서

통계적 유의성이 과장될 수 있기 때문에 size filtering을 진행함.

- GeneRatio : 해당 term 에 관련된 DEG 개수 / 해당 functional category에 관련된 DEG 개수

(intersection_size / query_size)

아래는 유의한 genes를 대상으로 Gene ontology DB를 통해 enrichment 분석을 진행한 결과를 dot plot으로

나타내었습니다. (term size filtering 진행하지 않은 data3.GO_*.gprofiler.png 에 대한 예시)
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5. 5. KEGG Enrichment 분석

(경로: result_RNAseq/DEG_result/[DataSet]/KEGG_view/ 참고)

KEGG database는 molecular information (genome sequence, structure), chemical information

(Metabolism, Glycans, Lipids etc.), molecular interaction information(physical interaction,

co-expression)과 같은 다양한 종류의 omics 정보가 포함되어 있습니다.

KEGG pathway homepage: http://www.kegg.jp/kegg/pathway.html

KEGG pathway viewer는 해당 species에 관련된 pathway map 정보를 바탕으로 각 조합별 차별 발현된

유전자의 fold change 정보를 pathway map에 컬러로 표현하고, 각 pathway map별 유의한 DEG 리스트에서

매핑된 유전자 갯수와 해당 species에서 해당 pathway에 매핑되는 전체 유전자 갯수를 파악하여 gene-set

enrichment test를 수행하고, 그 결과를 heatmap으로 제공합니다.

Enrichment 분석 결과는 아래의 2가지 형태로 DEG결과 (data3-*.xlsx 파일)의 각 시트에 정리되어 제공됩니다.

· KEGG_stat

· KEGG_genes

아래 heatmap은 각 pathway map별로 modified fisher's exact test를 이용하여 gene-set enrichment

analysis를 수행한 결과 입니다. Legend는 enrichment p-value를 나타내며, p-value가 0.05 보다 낮을 수록

significantly enriched pathway term이라고 할 수 있습니다. 각 비교조합별 pathway map block을 클릭하면,

해당 pathway map에 매칭되는 유전자의 fold change coloring을 보실 수 있습니다.

그림 14. Gene-set enrichment 분석결과 (p-value top 20)
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5. 5. 1. KEGG HTML Viewer

그림 15. KEGG Viewer 구조 설명

· 상자 1: DEG에 사용된 조합 목록

· 상자 2: KEGG pathway 최상위 category

· 상자 3: KEGG pathway 차상위 category

· 상자 4: Pathway map 이름

· 상자 5: KEGG enrichment map score (p-value) 에 대한 heatmap (empty = none mapped

gene)

· 상자 6: Mouse를 올려두면 다음과 같은 정보들이 나타남 (조합 이름, pathway 이름, KEGG

enrichment map score (p-value).

· 상자 7: Color 상자를 클릭하면 새로운 창에 해당 pathway map이 나타남

· "Global map and overview map"은 KEGG homepage에 자동으로 표시되기때문에 로딩 시간이 다소

걸릴수 있습니다.
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그림 16. KEGG pathway map 구조 설명

· 상자 8: 상자 9에 선택된 조합의 fold change값이 color key 기준으로 표현 (파란색으로 갈 수록 down

regulated gene이 mapping되었다는 의미이며, 빨간색으로 갈수록 up regulated gene이 해당

module에 mapping 되었다는 것을 의미).

· 상자 9: 선택 상자를 이용하여 다른 비교조합의 동일한 pathway map으로 이동

· 상자 10: 해당 pathway map에 mapping 되면서, processed data (data2)에 속하는 경우는 상자 8의

color key를 기준으로 fold change가 각 module unit에 표현되며, 이 중, 유의하게 선별된 DEG

(data3)를 포함한 module은 빨간색 별이 추가되어 표시 (하나의 module unit에 여러 유전자가

mapping되는 경우, 유전자 갯수 만큼 unit크기를 나눠 fold change color가 표시)

· 상자 11: 각 module에 마우스를 올리면, mapping되는 유전자 및 fold change정보가 나타남 (만약

gene id는 표시 되지만, fold change가 없는 경우는 processed data (data2)에는 존재하지 않은

유전자)

· 상자 12: 초록색으로 표시된 module은 species에 존재하는 유전자이기는 하나, 해당 조합에서는 발현을

확인할 수 없었던 유전자로 구성된 module인 경우를 의미

· 상자 13: 색이 없는 module은 해당 species에 존재하지 않는 유전자들로 구성된 module인 경우를 의미.
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5. 5. 2. KEGG_stat Sheet

아래 table은 pathway map별로 modified fisher's exact test를 이용하여 gene-set enrichment analysis

를 수행한 예시 결과 입니다. 본 분석 결과는 각 조합별 data3파일의 "KEGG_stat" sheet에서 확인 하실 수 있습니다.

Pathway map enrichment analysis 결과 예시

· MapID: KEGG map ID

· MapName: KEGG map 이름

· Number_of_SigGenes: data3 데이터 기준으로 해당 KEGG map에 매칭된 중복이 없는 유전자 갯수

· Genes: 해당 KEGG map에 매칭된 유전자 리스트, Number_of_SigGenes 갯수 만큼 존재함.

· Sig.NotIn.KEGG: data3 중 KEGG map에 매칭되지 않는 유전자 갯수

· Genome.In.KEGG: KEGG database에 존재하는 해당 species의 전체 유전자 갯수 중 KEGG map에

매칭된 유전자 갯수

· Genome.NotIn.KEGG: KEGG database에 존재하는 해당 species의 전체 유전자 갯수 중 KEGG

map에 매칭되지 않은 유전자 갯수

· PValue: Modified fisher's exact test를 통하여 도출된 raw p-value

· Bonferroni: Bonferroni 방식으로 보정된 p-value

· FDR: FDR 방식으로 보정된 p-value
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5. 5. 3. KEGG_genes Sheet

아래 table은 유전자별 pathway map enrichment analysis 결과를 정리한 예시 입니다. 본 분석 결과는 각

조합별 data3파일의 "KEGG_genes" sheet에서 확인 할 수 있습니다. 해당 sheet에서 엑셀 필터기능을 이용하여

관심 유전자의 enriched KEGG map을 filtering 하실 수 있습니다.

유전자 기준으로 정리된 KEGG pathway map enrichment analysis 결과 예시

· InID: Matching key ID (ex. Entrez GeneID)

· MapID: KEGG map ID

· MapName: KEGG map name

· PValue: Modified fisher's exact test를 통하여 도출된 raw p-value

· Bonferroni: Bonferroni 방식으로 보정된 p-value

· FDR: FDR 방식으로 보정된 p-value
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6. SNP 및 Indel 변이 분석

6. 1. SNP 및 Indel 변이 발굴

(경로: result_RNAseq/Variant_calling/STAR_GATK/VCF_files/*.rawVariants.vcf 참고)

변이 발굴 (SNV calling) 작업은 STAR 프로그램으로 cDNA sequence reads를 genomic DNA reference에

mapping 한 후, Mark duplication & sort 과정으로 진행됩니다. 이후 Split ‘N’ trim 및 base recalibration 과정을

통하여 분석 가능한 mapped reads를 만들고 HaplotypeCaller를 이용하여 variant calling을 수행합니다.

6. 2. SNP, Indel 변이 filtering 및 annotation 추가

(경로: result_RNAseq/Variant_calling/STAR_GATK/SNV_Call_*.xlsx 참고)

각 샘플 별 변이 발굴의 결과를 가지고 GATK의 VariantFilteration (Fisher Strand values (FS > 30.0) and

Qual By Depth values (QD < 2.0) 및 Depth (DP >= 10)) 조건을 만족하는 variant를 선별하였습니다.

선별된 variant에 주석을 달기 위해 dbSNP, 1000 Genome Project database, ESP6500, SIFT database,

CLINVAR 등 다양한 database를 참조하여 SnpEff, SnpSift를 수행했습니다.

https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-practices?bpm=RNAseq

아래는 6샘플의 SNV 요약 결과입니다.

표 11. SNV 빈도 요약

Sample_ID Number
of SNPs

Number
of coding

SNPs

Number of
synonymous

SNPs

Number of
nonsynonymous

SNPs

Number
of indels

Number
of coding

indels

Ratio of hom
variants

MG_CTRL_1 40,787 36,881 5,860 4,310 8,444 7,768 22.50%

MG_CTRL_2 42,353 38,130 5,970 4,342 8,571 7,885 22.56%

MG_CTRL_3 43,815 39,345 6,025 4,419 8,818 8,086 22.51%

MG_TEST_1 48,222 42,534 6,309 4,623 9,193 8,289 23.20%

MG_TEST_2 42,603 38,081 6,070 4,460 8,041 7,348 22.93%

MG_TEST_3 45,498 40,366 6,429 4,761 8,011 7,284 23.36%
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개인별 SNV 결과는 vcf파일과 엑셀 파일로 제공 되며, 일반적인 vcf파일의 컬럼 예시는 아래와 같습니다.

http://www.1000genomes.org/node/101

· CHROM: Chromosome name

· POS: Reference position (1-based coordinate)

· ID: 식별자 (dbSNP에 존재하는 variant인 경우는 rs#로 표시됨.)

· REF: 해당 position에 대한 reference sequence

· ALT: 적어도 한 샘플에서 call된 non-reference sequence

· QUAL: Phred scaled quality score, SNP quality 높은 QUAL 점수를 가지면 신뢰성이 높은 call이라 할

수 있음.

· FILTER: 'PASS'는 해당 position의 call이 filter 기준 (Fisher Strand values (FS > 30.0) and Qual By

Depth values (QD < 2.0))을 만족했다는 의미임

· INFO: 세미콜론으로 추가적인 position에 대한 정보를 줄 수 있음 (vcf 생성에 따라 상이함)

- NS: Number of Sample with Data

- DP: Total depth

- AF: Allele Frequency

- AA: Ancestral Allele

- DB: dbSNP 존재 유무

- H2: HapMap2 존재 유무

· FORMAT: 샘플 column에 대한 데이터 포멧을 GT(Genotype):GQ(Genotype Quality):DP(Read

Depth):HQ(Haplotype Quality) 순으로 나타냄.

· Sample Name: Sample에 대한 genotype 정보를 FORMAT column의 정보 순으로 나타냄.
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개인별 발굴된 SNV 결과를 vcf파일뿐만 아니라 dbSNP, 1000 Genome Project database, ESP6500, SIFT

database, CLINVAR 등 다양한 database의 정보를 추가하여 엑셀파일로 저장하였습니다.

예시는 전체적인 데이터를 축약하여 표현한 표입니다. 자세한 정보는 링크된 PDF 파일을 참조해주세요.
AnnotDescription.pdf

표 12. 개인별 발굴된 SNV의 주석 달기 예시
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7. 융합유전자(Fusion Gene)예측 결과

7. 1. Defuse 분석 결과

(경로: result_RNAseq/Fusion_gene_analysis/DEFUSE/ 참고)

Defuse프로그램을 사용하여 융합유전자(fusion gene)를 예측하였습니다. Defuse 프로그램은 서로 일치하지

않는 paired-end alignments(spanning reads와 split reads)를 clustering하는 방법으로 융합유전자의 결합

부위를 예측하고, 이 결과에 heuristic filter를 적용하여 real fusion gene의 여부를 분류합니다.

표 13. 예측된 융합유전자 리스트 예시

· Sample: 해당 fusion gene이 발견된 샘플

· Split_Sequence: Fusion sequence를 나타내며 '|' 구분으로 융합유전자의 경계를 나타내며, 두

융합유전자의 sequence를 확인 할 수 있음.

· Split_Count: 한쪽 부분이 유전자의 경계에 align되고, 나머지 끝부분은 align이 안 되는 read 수

· Span_Count: Paired-ends가 서로 다른 유전자에 align이 되는 read 수

· Gene1, Gene2: Gene1, Gene2의 ensembl ID

· Gene1_Name, Gene2_Name: Gene1, Gene2의 유전자 이름

· Gene1_Description, Gene2_Description: Gene1, Gene2의 유전자 설명

· Gene1_Strand, Gene2_Strand: 유전자 방향

· Gene1_Chr, Gene2_Chr: Gene1, Gene2가 위치한 Chromosome

· Gene1_Start, Gene2_Start, Gene1_End, Gene2_End: 두 유전자의 start, end position

· Genomic_Strand1, Genomic_Stand2: Fusion splice/breakpoint의 각 유전자별 genomic strand

· Genomic_Break_Position1, Genomic_Break_Position2: Fusion splice/breakpoint의 각 유전자별

genomic position
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· Probability: Fusion gene으로 분류될 확률을 나타냄. 이 값이 높을수록 fusion gene일 가능성이 높음.
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7. 2. FusionCatcher 분석 결과

(경로: result_RNAseq/Fusion_gene_analysis/FusionCatcher/ 참고)

FusionCather는 RNA-seq data로부터 이미 알려져 있거나 새로운 somatic fusion genes, translocations,

chimeras를 찾는 도구입니다. 기본적으로 read를 low quality filtering/trimming 한 후 정상적인 RNA fragment

size distribution에서 벗어나는 read를 대상으로 이미 알려진 exon과 intron 정보를 이용하여 최소한 2개의 gene

모두 ENSEMBL Database에 존재하는 fusion junction을 찾습니다.

표 14. 예측된 융합유전자 리스트 예시

· Sample: 해당 fusion gene이 발견된 샘플

· Gene_1_symbol, Gene_2_symbol: Fusion partner의 양쪽 Gene의 symbol

· Fusion_description: Fusion gene의 type

· Counts_of_common_mapping_reads: Fusion gene의 양쪽 gene 모두에 동시에 mapping 되는

read의 수

· Spanning_pairs: Fusion을 설명할 수 있는 pair-end reads의 수

· Spanning_unique_reads: Fusion junction에 unique하게 mapping된 read의 수

· Longest_anchor_found: Fusion junction에 unique하게 mapping된 read 증에 가장 긴 anchor

· Fusion_finding_method: Read를 align 할 때 사용했던 방법

· Fusion_point_for_gene_1, Fusion_point_for_gene_2: Fusion junction의 5' end 와 3' end 의

Chromosomal position; 1-based coordinate
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· Gene_1_id, Gene_2_id: Fusion partner의 양쪽 Gene의 Ensembl gene id

· Gene_1_Description, Gene_2_Desciption: Fusion partner의 양쪽 Gene의 유전자 설명

· Exon_1_id, Exon_2_id: Fusion partner의 양쪽 Gene의 Ensembl exon id

· Fusion_sequence: Fusion junction으로 유추되는 sequence (asterisk 는 junction point를 의미함)

· Predicted_effect: Ensembl database로 부터 얻은 annotation 정보를 사용하여 예측된 fusion gene이

미치는 영향

· Predicted_fused_transcripts: 해당 gene들로 이루어진 모든 가능한 fused transcripts

· Predicted_fused_proteins: 모든 가능한 fused transcripts로 부터 예측되는 아미노산 서열
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7. 3. Arriba 분석 결과

(경로: result_RNAseq/Fusion_gene_analysis/Arriba/ 참고)

Arriba 프로그램을 사용하여 융합유전자(fusion gene)를 예측하였습니다. Arriba 프로그램은 STAR 기반으로

alignment 진행 후, fusion gene 후보 내에서 Read-level filters, Event-level filters를 이용하여 fusion의 가능성

있는 후보를 제공합니다.

표 15. 예측된 융합유전자 리스트 예시

· Sample ID: Sample 이름

· Gene1, Gene2: 해당 fusion gene에 대한 gene1/gene2의 gene symbol. Gene1은 fusion

transcript의 5'쪽의 유전자를 나타내며, Gene2는 fusion transcript의 3'쪽의 유전자를 나타냄.

· Intergenic region의 fusion인 경우, upstream과 downstream 내에 가장 가까이 있는 유전자를

표시하며, 괄호 안에 해당 fusion point와 해당 유전자 간의 떨어진 거리를 표시 함. 예를 들어,

ZNF23(1396), ZNF19(10425)의 형태로 표시되면, 해당 fusion gene의 upstream 1,396bp 부근에

ZNF23 유전자가 존재하며, 해당 fusion gene의 downstream 10,425bp 부근에 ZNF19 유전자가

존재한다는 의미.

· Strand1, Strand2: 해당 fusion gene에 대한 gene1/gene2의 strand 정보.

· (Gene/Fusion) 열에 (+/-)로 기재된 경우에는 기존의 gene이 genome 상에서는 (+) Strand에

존재하지만, fusion gene 서열은 (-) Strand로 전사됨을 의미함.

· Breakpoint1, Breakpoint2: 해당 fusion gene에 대한 gene1/gene2 기준 breakpoint.

· Site1, Site2: gene1/gene2 의 breakpoint가 있는 위치 정보(Splice-site, exon, intron, 5’UTR,
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3’UTR, UTR, intergenic)를 나타냄.

· Type: Fusion을 설명하는 reads의 방향과 breakpoints 위치정보를 기반하여, 해당 fusion의 type

(translocation, duplication, inversion, deletion)이 결정됨.

· Direction1, Direction2: gene1/gene2 기준 fusion partner의 방향 정보

· Downstream: partner gene이 fusion breakpoint의 downstream 에서 융합되어 있음. 즉, partner

gene이 fusion breakpoint 보다 높은 좌표 값에서 융합 됨.

· Upstream: partner gene이 fusion breakpoint의 upstream에서 융합되어 있음. 즉, partner

gene이 fusion breakpoint 보다 낮은 좌표 값에서 융합 됨.

· Split read1, Split read2: Fusion 을 설명하는 reads 수로, 각 fusion gene에 mapping된 split reads 수

(reads 수는 split reads의 더 긴 segment로 align되는 gene 기준으로 count됨.)

· Discordant mates: Fusion을 설명하는 discordant mate를 이루는 read의 수(spanning reads or

bridge reads)를 나타냄.

· coverage1, coverage2: breakpoint1 및 breakpoint2 근처의 gene coverage 를 나타냄.

· confidence: 각 fusion에 대한 예측의 신뢰도로써 다음과 같이 고려하여 low, medium, high으로 구분됨.

· supporting reads의 수(fusion을 설명하는 reads 수이며, split_reads1, split_reads2,

discordant_mates를 뜻함.), split reads와 discordant mates의 균형, breakpoints사이의 거리,

fusion의 event type, breakpoints의 intragenic여부, multiple isoform과 balanced

translocations의 정보 등을 사용.

(자세한 내용은 interpretation-of-results 참조)

· filters: 실제 fusion을 설명할 수 있는 reads 수는 split_reads1, split_reads2, discordant_mates,

filters 항목의 reads수의 합으로 계산할 수 있는데, 여기서 제거된 reads의 사유.

· fusion_transcript: Fusion된 transcript sequence 를 나타내며 breakpoint는 파이프 기호 (|)로

표시됨.

· 소문자: SNPs 나 SNVs를 나타냄.

· "[", "]" 사이의 문자: Insertions

· (-): Deleted bases

· (___): Underscore 3개는 introns

· (...): Coverage가 충분하지 않아 누락 된 정보

· (?): reference서열과의 mismatch와 같은 모호한 위치

· reading_frame: Fusion gene의 3' end가 in-frame 으로 fusion이 되었는지, 또는 out-of-frame으로

fusion이 되었는지를 나타냄.

· peptide_sequence: peptide sequence를 나타내며 breakpoint는 파이프 기호("|")로 표시됨.
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예측된 fusion에 대하여 chromosomal ideogram 상의 fusion 위치 및 annotation 정보를 아래의 그림 17과

같이 시각화합니다. 결과 폴더 내 PDF파일로 제공되며, 각 fusion 별로 한 페이지의 그림으로 생성됩니다.

Figure 17. 예측된 융합유전자 예시

1. Fusion gene의 형태를 보여주며 fusion gene의 기본 정보(chromosome, transcript, coverage,

sequence, break point)등을 나타냄.

2. CircosPlot으로 Fusion된 gene과 chromosome 위치 정보를 표시함.

3. 해당 fusion gene과 연관된 protein domain정보가 표시되며, fusion을 설명하는 supporting reads로

split reads와 discordant mates 별 read count가 표시됨. 연관된 protein domain이 없는 경우 공란으로

표시 됨.

· Split reads in [geneA], Split reads in [geneB]: 각 유전자 상의 split 된 read의 수

· Discordant mates: Discordant mate를 이루는 read의 수 (spanning reads or bridge reads)
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8. 다운로드 안내

8. 1. Raw 데이터

Raw 데이터는 adapter sequence가 제거되지 않은 FASTQ 파일입니다.

Download link File size md5sum

MG_CTRL_1_1.fastq.gz 8.3G 18cffa866442fe323d5612ce341f3d5c

MG_CTRL_1_2.fastq.gz 8.3G 1e82982a2fed892f4b27601d5100db1c

MG_CTRL_2_1.fastq.gz 8.02G 91637e3fbb20f714bea9323591b2ddcb

MG_CTRL_2_2.fastq.gz 8.02G 72233a9ec85c1a768eeac4dc63f719c8

MG_CTRL_3_1.fastq.gz 9.21G 306c928c518538973df1a463a293f1ce

MG_CTRL_3_2.fastq.gz 9.2G dd1ae2c969fc66b0e111bf92dc9ce179

MG_TEST_1_1.fastq.gz 9.81G 24287dabbaa7c183200348debd493955

MG_TEST_1_2.fastq.gz 9.79G 96fe6a1645ff682b5297375f607f091a

MG_TEST_2_1.fastq.gz 7.79G 55066b44058fdb78c3aa175d371c9a80

MG_TEST_2_2.fastq.gz 7.79G b65ef88c8e70c67a06f1328fdaf6031a

MG_TEST_3_1.fastq.gz 8.86G 977614bd41252cf399d5f56ab5af41db

MG_TEST_3_2.fastq.gz 8.86G 898ba04594825bc2800348b5bebb6cc5

· fastq.gz : 분석에 사용된 FASTQ가 압축된 파일입니다.

· md5sum : 파일의 온전성을 확인 하기 위하여 md5sum을 사용하였습니다. 만약 md5sum 값이 일치 한다면, 이 파일은

위조, 변경, 누락되지 않은 파일입니다.

8. 2. 분석 결과

Download link File size

HN00000000_result_RNAseq.zip
(md5sum: 1bc94df3a83b78ff34a0ce1ead0fb862)

1.18G

HN00000000_BAM_files.tar
(md5sum: 77a63ec829467fab324c6d5cd21b8008)

43.6G
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데이터 보관기간은 3개월이며, 장기보관이 필요하신 경우

대표메일(ngskr@macrogen.com) 또는 담당자에게로 문의 바랍니다.
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9. 부록

9. 1. 프레드 품질 점수표

프레드 품질 점수는 각각에 해당하는 염기가 얼마나 정확한지를 숫자로 나타낸 것으로 Q숫자가 클수록 해당 염기의

정확도가 높습니다. Q20은 wrong base probability가 1% 이고 Q30은 wrong base probability가 0.1% 입니다.

아래는 프레드 품질 점수표입니다.

Quality of phred score Probability of incorrect base call Base call accuracy Characters

10 1 in 10 90% !"#$%&'()*+

20 1 in 100 99% ,-./012345

30 1 in 1000 99.9% 6789:;h=i?

40 1 in 10000 99.99% @ABCDEFGHIJ

프레드 품질 점수 Q는 -10log10P로 계산합니다. 여기서 P는 base call 오류 확률을 나타냅니다.
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9. 2. 분석에 사용된 프로그램

9. 2. 1. FastQC

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

FastQC는 raw sequence에 대해 분석을 진행하기 전에 데이터에 문제가 없는지 quality check를 해 주는

프로그램입니다. 주된 기능들은 BAM, SAM, FastQ files을 import 하는 것과 어떤 곳에서 문제가 있었는지 quick

overview를 제시해 주고, 요약된 그래프와 테이블 결과를 html 파일로 제공합니다.

9. 2. 2. Trimmomatic

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

Trimmomatic은 illumina paired-end 또는 single-end에 대해 다양한 parameter로 trimming 작업을

수행하는 프로그램입니다. Trimming 단계에 제공되는 parameter들은 아래와 같습니다.

· ILLUMINACLIP: Read로부터 adapter 나 특정 sequence를 잘라냄

· SLIDINGWINDOW: Sliding window trimming을 수행합니다. Window 내 평균 quality가 threshold

미만인 경우 잘라냄

· LEADING: Threshold 미만인 경우, read의 start부분의 base를 잘라냄

· TRAILING: Threshold 미만인 경우, read의 end부분의 base를 잘라냄

· CROP: 특정 length로 read를 자름

· HEADCROP: Read의 start로부터 특정 base수 만큼 자름

· MINLEN: 특정 length 미만이면 해당 read를 drop

· TOPHRED33: Quality score를 phred33 score로 변환

· TOPHRED64: Quality score를 phred64 score로 변환

9. 2. 3. TopHat version v2.1.1, Bowtie2 2.5.1

http://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml

Tophat은 전사체 시퀀싱 데이터를 bowtie를 이용하여 mammalian-sized genome에 read를 맵핑 시켜주는

도구입니다. 또한 맵핑 한 결과를 가지고, 잠정적인 엑손 위치와 엑손 결합부위(exon junction)를 찾아주는데, 엑손

결합부위 맵핑의 정확도 향상을 위해 splicing 위치에 있는 GT-AG 의 2개 염기 패턴 인식 정보를 고려합니다.

9. 2. 4. STAR 2.6.0c

http://code.google.com/p/rna-star/

STAR는 다량의 전사체 시퀀싱 데이터를 reference의 transcript 지역에 splicing 하여 맵핑하는 도구로써,

uncompressed suffix arrays 를 만든 다음, seed clustering 과 stitching procedure를 이용하여 sequential

maximum mappable seed search를 하는 RNA-seq alignment algorithm 이 사용되었습니다.

9. 2. 5. Cufflinks version v2.2.1

http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/
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Cufflinks는 엑손 결합 부위에 대한 서열 정렬이 가능한 aligner 의 맵핑 결과를 입력으로 받아 단편 서열들을 이어

붙이는 서열 조립(sequence assembly) 프로그램으로, assemble된 전사체에 대한 발현 량 정도를 추정할 수

있으며 samples간의 발현 값의 차이를 확인하는 툴(cuffdiff) 등의 결과를 제공합니다.

9. 2. 6. GATK version v4.2.0.0

https://software.broadinstitute.org/gatk/
https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-practices?bpm=RNAseq

GATK는 germline DNA와 RNA-seq data에서 SNP과 indels을 찾아내는 도구입니다. GATK best pratice에

따른 step-by-step으로 분석이 진행되며 STAR 2-pass mapping, Picard MarkDuplicate, Split ‘N’ Trim,

Realignment, Base recalibration 의 과정이 포함되어 있습니다. Variant calling은 HaplotypeCaller로

수행됩니다.

9. 2. 7. SnpEff version 4.3t

http://snpeff.sourceforge.net/SnpEff.html
AnnotDescription.pdf

SnpEff는 genetic variant를 annotation 해 주는 도구로, 유전자의 genetic variant로 인한 단백질 서열의

변화와 이로인한 functional effect를 예측합니다.

SnpEff는 아래와 같은 결과를 생성합니다.

· Variant에 의해 영향을 받은 gene과 transcript

· Variant의 위치

· Variant가 protein 합성에 주는 영향 (예: stop codon 생성)

· 여러가지 database에서 이미 알려져 있는 variant와의 비교

9. 2. 8. Defuse version 0.8.1

https://bitbucket.org/dranew/defuse
http://compbio.bccrc.ca/software/defuse/

deFuse는 RNA-Seq data로 융합유전자를 발굴하는 프로그램으로 융합 유전자의 결합부위를 찾기 위해 서로

일치하지 않는 paired-end alignments (spanning reads와 split reads) 를 clustering 하는 방법을 이용하여

예측 가능한 fragment의 length distribution 비해 선택된 spanning reads와 split reads의 fragment길이가

true positive인지 여부를 heuristic filter를 적용하여 융합유전자 여부를 예측합니다.

9. 2. 9. FusionCatcher version 1.00

https://github.com/ndaniel/fusioncatcher

FusionCatcher는 RNA-seq data로부터 이미 알려져 있거나 새로운 somatic fusion genes, translocations,

chimeras를 찾는 도구입니다. 기본적으로 read를 low quality filtering/trimming 한 후 정상적인 RNA

fragment size distribution에서 벗어나는 read를 대상으로 이미 알려진 exon과 intron 정보를 이용하여 최소한

2개의 gene 모두 ENSEMBL Database에 존재하는 fusion junction을 찾습니다.

9. 2. 10. Arriba version 1.2.0

https://arriba.readthedocs.io/en/latest/
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Arriba는 RNA-seq data로부터 fusion gene를 detection 하기위한 command-line tool 이며, 임상 연구

환경에서 사용하기 위해 개발되었습니다. 그렇기때문에 짧은 런타임과 높은 민감도를 기준으로 삼아 설계하였습니다.

STAR aligner를 기반으로 하였고, post-alignment 런타임은 일반적으로 2분정도 입니다. Arriba는 STAR를

기반으로 한 다른 fusion detection tool과는 다르게 focal deletions으로 인해 발생하는 fusion을 detection 하기

위해 STAR의 alignIntronMax 매개 변수를 줄일 필요가 없습니다.
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