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Roteiro

* Compreender o sequenciamento de nova geracao (Illumina)

e Classificacao da analise de dados de sequenciamento

* Exemplos de dados gendmicos, transcriptomicos e protedmicos
* Workflows e estrutura de dados

* Linguagem R

* Entendendo na pratica




Sequenciamento de DNA/RNA

Geracao Principio Caracteristicas Exemplos
. . . Alta precisao, leituras .
. Terminacao de cadeiae : p . . : Sanger; Maxam-Gilbert,
18 geracao . . individuais e baixo : .
separacao eletroforética . historicamente
rendimento
Sequenciamento T
.q Milhoes de reads curtos, .
~ massivamente paralelo . . ILlumina, lon Torrent, 454
22 geracao alto rendimento e baixo .
de fragmentos e SOLID
.. custo por base
geralmente amplificados
Reads longos ou
Seguenciamento de ultralongos; melhor
_ ~quenciamento resolucéo de variantes PacBio SMRT/HiFi e
32 geracao moléculas individuais em

tempo real

estruturais, regides
repetitivas, haplotipos e
isoformas

Oxford Nanopore

48 geracao?

Next-Generation Sequencing Technology: Current Trends and Advancements. 2023 Jul 13;12(7):997. doi: 10.3390/biology12070997.




Seguenciamento de nova geracao

e Custo

$100 milhdes

CUSTO POR GENOMA (EM DOLARES)
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$1 milhao

$100 mil

$10 mil

$1 mil
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Fonte: www.genome.gov/sequencingcostsdata




Classificacao
* Analise primaria
* Analise secundaria

e Analise terciaria




O gue temos em maos durante o
processamento dos dados?

* Fastq

* BAM

* VCF (VCF anotado)
 FASTA

e TSV, TXT, MAF, CSV, ..




Analysis pipeline to detect germline or somatic variants (pre-processing, variant calling and annotation) from
WGS / targeted sequencing

.

variant calling annotation

\/

il

pre-processing & 3

bé&‘é iéﬁf& J’f@ f & ﬁ@-ﬁﬁf &

BE ~©
B E R

b
# F R e
nﬁs\a& ﬁﬁ@ﬁgﬁ @@F@@@bﬁé{@@ugbﬁﬁﬁ
¢ & &
SNPs & Indels SV & CNV MS|
D Mandstory e Ciore wiorkflow
O Oiptional m—= Germline variant calling
. Dptionally Parabricks acoelersted == Tumar only variant calling
. Optionally!Only Sentieon accelerated === Tumor-normal pair variant calling

Adapied from: Felkres Yales, Jamaes A, et al. Peer) B (20217).




RNA sequencing analysis pipeline

@ Pre-processing © Genome alignment & quantification © Post-processing
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= Aligner: STAR, Quantification: RSEM e Quality control & reporting

== Aligner: STAR, Quantification: Salmon (default)
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Por que a analise terciaria € tao importante?




. HEMATOLOGY, TRANSFUSION AND CELL THERAPY A
ADHH HTCT

Brasileira
ropia Joumal

www.htct.com.br

Letter to the Editor

Multi-cohort gene expression model enhances prognostic
stratification in diffuse large B-cell lymphoma
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Rank Metric Score
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Transcriptome analysis displays new molecular insights into the

mechanisms of action of Mebendazole in gastric cancer cells
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PepGAT, a chitinase-derived peptide, alters the proteomic profile of
colorectal cancer cells and perturbs pathways involved in cancer survival
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O“R é um forte aliado nas
analises terciarias de dados
omicos



Historia

1976+ 1995 2000 2022
S Codigo aberto R1.0.0 Posit
Linguagem Codigo-fonte Primeira verséo Empresa RStudio
estatistica nos Bell liberado sob a GPL estavel muda de nome
Labs

1992 1997 2011

R comeca R Core/CRAN RStudio

lhaka e Gentleman, Governanca e IDE torna o fluxo

Auckland distribuicéo mais acessivel

A linguagem mantém a heranca do S, mas seu desenvolvimento é coletivo e aberto.



R € linguagem, ambiente e sistema de execucao

LINGUAGEM AMBIENTE RUNTIME

Sintaxe para expressar Objetos, pacotes e O motor que interpreta
calculos, decisoes, ferramentas para analise. expressoes e mantém a
funcoes e graficos. sessao em memoria.

R nao é apenas um programa de estatistica




Comprehensive R Archive Network (CRAN)

* Uma rede mundial de servidores espelho que mantém versoes
sincronizadas de codigo e documentacéao.

* https://cran.r-project.org/

CRAN # pacote

install.packages ("ggplot2") -> CRAN € o repositorio
-> ggplot2 é um pacote hospedado nele.



https://cran.r-project.org/
https://cran.r-project.org/
https://cran.r-project.org/
https://cran.r-project.org/

RStudio é a bancada de trabalho

* IDE = ambiente integrado de desenvolvimento

* O RStudio organiza edicao, execucao, objetos, arquivos e graficos
em uma interface.

SOURCE ENVIRONMENT
dados <- read.csv(...) dados 4 obs.
media <- mean (dadosS$x) media 10.625

> media Files - Plots
[1] 10.625 Packages - Help




RStudio

interface /IDE

Pacotes

R

motor da sessao

Seu script + seus dados

Resultados reproduziveis

CRAN

repositorio

Bioconductor

repositorio especializado em
bioinformatica



Fluxo de execucao

1 2 3 4. 9

Escrever Executar Avaliar Armazenar Produzir




Pacotes

* Ampliacao do vocabulario do R

 Um pacote reune codigo, doc e recursos em uma unidade
instalavel.
* Funcoes (operacoes automatizadas)
* Dados (exemplos e refs)
* Ajuda (help?)
* Cddigo compilado (C, C++, etc)

Base R continua funcionando sem pacotes de forma ”basica”, mas
0s pacotes adicionam especializacao.




Origem dos pacotes?

* Base

* CRAN (https://cran.r-project.org/)

* Bioconductor (https://www.bioconductor.org/)
* Git (https://github.com/)



https://cran.r-project.org/
https://cran.r-project.org/
https://cran.r-project.org/
https://www.bioconductor.org/
https://github.com/

Instalar e carregar pacotes

install.packages ("dplyr") library(dplyr)




Funcoes

Dados

/

Argumentos formais

\

Pacote

I

Documentacao

e —

Corpo

Ambiente

Codigo compilado

Valor retornado




O que e func¢ao e argumento?

mean (x, na.rm = TRUE)

round(x = 3.14159, digits = 2)




Variaveis e objetos

Elemento O que representa
genes <- c("TP53", "EGFR", "BRCALl") ..,
Variavel, nome ou
n <- length (genes) expressao imbol
ativo <- TRUE SIMbO1o
Expressao <- c (8.2, 12.5, 6.7) <- Operador de atribuicao

c(8.2,12.5, 6.7) Objeto: vetor numeérico




Tipos de vetores atomicos

* Um Unico valor também é um vetor

iIdade <- 25

Tipo Exemplo typeof() Uso tipico
logical TRUE logical condicoes
integer 421 integer contagens
double 42.0 double medidas

character "TP53" character texto / identificadores




Os vetores se organizam de maneiras diferentes

 Estrutura de dados

Estrutura Dimensao Tipos internos Uso principal
Vetor atdomico 1D Um unico tipo va lo[es
homogéneos
Lista 1D Tipos diferentes ObJeEOS
heterogéneos
Matriz 5D Geralmente um Dados numéricos
tipo tabulares
: Geralmente um Dados
Array 3 ou mais . . . :
tipo multidimensionais
Fator 1D Categ.or.las Va rla,vgls
predefinidas categoricas
Data frame 2D Umtipo porcoluna | Tabelas de dados
Versao moderna
Tibble 2D Um tipo por coluna do data frame,
pacote tibble
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