Cwiczenia 4 — Integracja i analiza danych z réznych eksperymentéw

Cw1. Weryfikacja metylaciji rejonéw wysp CpG potwierdzonych dwoma réznymi
eksperymentami

1. Otwoérz Galaxy workbench http://courses.combio.pl/

2. Utworz nowa historie
3. Z menu narzedzi wybierz zaktadke Get Data a nastepnie UCSC Main table browser
4. Wybierz dane dla genomu cztiowieka hg19:
a. Group: Regulation track: HAIB Methyl RRBS
b. table: HeLa-S3 1
c. region: zaznacz position chr21: 33000000-34000000
d. output format: BED
5. Kiiknij Get output
6. Na nastepnej stronie potwierdz wystanie pliku do Galaxy
7. Powtérz powyzsze czynnosci aby sciggnaé tabele:
a. Group: Regulation Track: HAIB Methyl450
b. table: HeLa S3
C. region: zaznacz position chr21: 33000000-34000000
d. output format: BED
8. Powtdrz powyzsze czynnosci aby sciggnaé tabele:
a. Group: Regulation Track: CpG Islands
b. table: cpglslandsExt

c. region: zaznacz position chr21:33000000-34000000
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Zmien nazwy tabeli na krotsze:

a. dla tabeli z pkt.4 podaj RRBS

b. dla tabeli z pkt.7 podaj M450

c. dla tabeli z pkt.8 podaj CpG
Wybierz narzedzie bedtools Multiple Intersect
Wprowadz trzy pobrane z UCSC tabele, wybierz opcje Report empty regions: No
Uruchom narzedzie
Z menu narzedzi wybierz zaktadke Filter and Sort i wybierz narzedzie Filter
Jako plik do filtrowania wybierz plik utworzony w poprzednim punkcie
Aby pozostawi¢ jedynie regiony zawierajgce dane z wszystkich trzech tabel jako
warunek filtrowania wpisz ¢4>2 (warto$¢ w kolumnie 4 ma by¢ wieksza od 2
Uruchom narzedzie
Pytanie: lle metylowanych rejonéw wykrytych dwoma metodami i nachodzacych na
wyspy CpG udato sie zidentyfikowaé?
Wykonaj analogiczne porownanie jak w pkt. 10-16, tym razem poréwnujgc wytgcznie
dwie tabele z miejscami metylacji (z pkt. 4 i z pkt 7). Pamietaj aby podczas filtrowania
dostosowaé wpisywany warunek tak, aby wyswietli¢ tylko te rejony ktére zawierajg dane
z obu tabel.
Pytanie: lle metylowanych rejonéw wykrytych dwoma niezaleznymi metodami udato ci
sie znalez¢?
Poréwnujac wynik uzyskany w pkt. 20 z wynikiem uzyskanym w pkt. 17 wywnioskuj ile
jest rejondéw potwierdzonych dwoma metodami, ktére nie nachodzg na wyspy CpG?

Zapisz plik z pkt.18 bedacy odfiltrowanym wynikiem analizy w komérkach HelLa na

dysku



Cw.2 Poréwnanie potwierdzonych profili metylacji dla dwéch linii komérkowych

1. Powtdrz ¢w.1 tym razem w pozycji ,2table” wybierajgc dane dla hepatocytéw. Mozesz
poming¢ scigganie pozycji wysp CpG oraz poréwnanie trzech tabeli i przejdz od razu do
porownanie dwoch tabeli zawierajgcych dane o metylacji.

2. Zapisz plik bedacy odfiltrowanym wynikiem analizy hepatocytéw na dysku

3. Otworz zapisany plik dla hepatocytéw oraz komoérek HeLa w Excelu

4. Przeformatuj pliki do formatu BED (pamietaj o linii definiujacej plik BED -
https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html#format1.5 )i zapisz zmiany

5. Zataduj utworzone pliki BED do UCSC Genome Browser

6. Pordéwnaj wyniki analizy dla komoérek Hela i hepatocytow

7. Pytanie: Czy istniejg réznice pomiedzy profilami metylacji w hepatocytach i komdrkach

HelLa?



Cw.3 Weryfikacja regionéw promotorowych

1. Utwérz nowa historie
2. Przeprowadz podobna analize jak w ¢éwiczeniu 1 oraz 2, jednak ukierunkowana na
identyfikacje miejsc aktywnych transkrypcyjnie. Do analizy uzyj nastepujacych danych z
UCSC Genome Browser:
a. track: HAIB TFBS (transcription factor binding sites)

i. table: HelLa Pol Il (na kohcu nazwy PkRep1);

ii. table: HepG Pol2 (na konncu nazwy PkRep1) (zawierajg rejony
genomowe na ktérych obserwowana jest aktywna polimeraza
RNA Il dla komérek HelLa oraz linii komorkowej raka watroby)

b. track: DUKE Dnasel HS

i. table: HeLaS3 Pk;

ii. table: HepG2 Pk; (zawierajg rejony genomowe wrazliwe na
trawienie Dnazg |, sg to rejony tzw. ,otwartej”, aktywnej
transkrypcyjnie chromaty

3. Najpierw poréwnaj miejsca wystepowania pol Il z rejonami otwartej chromatyny
w ramach linii komérkowej HelLa oraz osobno w ramach linii HepG (analogicznie
do ¢éw1)

4. Nastepnie porownaj wzorce uzyskane dla poszczegdlnych linii komoérkowych w
pkt.3 pomiedzy komérkami hela i nowotworem watroby (analogicznie do ¢w.2)

5. Wklej do protokotu koordynaty przyktadowego rejonu w ktérym widoczne sg

réznice w aktywnosci transkrypcyjnej chromatyny pomiedzy komaorkami.



