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Enriquecimiento de regiones metiladas
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Enriquecimiento de regiones metiladas

Dominio de union a DNA metilado de MBD?2

Tmethylated CpGs

https://www.researchgate.net/figure/MBD2-binding-to-chromatin-A-
Schematic-representation-of-MBD2-binding-to-highly_fig1_270003573
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Conversion con bisulfito
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Distintas variantes de analisis de
metilacion

zenomic DNA
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Alineamiento de lecturas convertidas

Alineadores especificos como Bismark o BS-Seeker2 permiten convertir in vitro
el genoma de referencia para el alineamiento y cuantificar las regiones metiladas
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Inmunoprecipitacion de cromatina
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ChIP-seq

ChlP-seq overview

DNA + bound protein Fragment DNA Immunoprecipitate

J

Sequence Prepare
P . Release DNA
sequencing

library % ;%;
<<« o

Map sequence
tags to genome
& identify
peaks

S SN T TS
0 OO WOSON 11T S8 PONYT

i

%E LD T s i |il
-? Coai i wailia R ————— TR
! N ey u{u.. - T —
ﬁ:—_*'i N -
il b VA ‘qil R

https://www.indiamart.com/proddetail/chip-sequencing-service-15911548030.html

e Tema 10




Identificacion de las regiones de union
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extendidos.
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to generate a profile,

https://www.profacgen.com/chromatin-immunoprecipitation-chip-
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Identificacion de diferencias de

enriquecimiento

Una vez identificadas las regiones enriquecidas, la calidad cuantitativa de la
NGS permite identificar diferencias en el factor de enriquecimiento con diversas

herramientas como DESeq2.
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Estudio de la localizacion de las regiones
de union

Distintas herramientas como ChIPseeker o GREAT permiten analizar los sitios de union con
respecto a elementos funcionales del genoma
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Identificacion de motivos de union

Herramientas como HOMMER permite identificar la presencia de motivos de secuencia
en las regiones enriquecidas mas frecuentes de lo esperado por azar.
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Generacion de librerias en regiones
abiertas de la cromatina

Existen distintos protocolos de generacion de librerias para identificar las regiones
de cromatina abierta.

Purificacion de DNA libre (sin nucleosomas)
en DNA fusionado a histonas (crosslink)
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Generacion de librerias utilizando trasposasa

Transposomes
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Identificacidn de regiones accesibles

El “ataque” de la trasposasa Tn5 sobre DNA no desnaturalizado permite identificar
las regiones de cromatina abierta porque estan mas expuestas.
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Identificacion de diferencias de

enriquecimiento

Una vez identificadas las regiones enriquecidas, la calidad cuantitativa de la
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Single-cell ATAC-Seq
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Identificacidn de regiones del DNA
cercanas en su plegamiento 3D

En la generacion de librerias, se generan moléculas hibridas (quimeras) pertenecientes an regiones
gue pueden estar distantes en la secuencia lineal del genoma pero se encuentran cercanas en el DNA
plegado.
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Distintas modalidades de analisis

Chromosome Conformation Technologies
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Identificacidn de las regiones de contacto

Al llevar a cabo secuenciacion pareada, se pueden identificar parejas de

lecturas correspondientes a regiones distintes en el genoma
Crosslinked —»  Religated —» Sequencing —» Alignment to
chromatin fragments reference genome
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El numero de lecturas de una determinada combinacion de regiones determina
la frecuencia con la que estas dos regiones se encuentran cercanas
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Identificacion de TADs

Un TAD (Topologically Associated Domain) esta formado por una region del genoma
aislada del resto en donde sus elementos interactuan entre ellos con alta frecuencia.
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Formato BED

Archivos de regiones

The first three fields in each feature line are required:

1. chrom - name of the chromosome or scaffold. Any valid seq_region_name can be used, and chromosome names can be given with or without the "chr’ prefix.

2. chromStart - Start position of the feature in standard chromosomal coordinates (i.e. first base is 0).

3. chromEnd - End position of the feature in standard chromosomal coordinates

chrl
chrl
chrl
chr?
chr?
chr3
chr3
chr3
chr3

213541196
213542363
213543530
15383646397
138363864
127477031
127478198
127472365
127480532

Optional fields

Mine additional fields are optional. Mote that columns cannot be empty - lower-numbered fields must always be populated if higher-numbered ones are used.
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4. name - Label to be displayed under the feature, if turned on in "Configure this page".

. score - A score between 0 and 1000. See track lines, below, for ways to configure the display style of scored data.
. strand - defined as + (forward) or - (reverse).

. thickStart - coordinate at which to start drawing the feature as a solid rectangle
. thickEnd - coordinate at which to stop drawing the feature as a solid rectangle
. ItemRgb - an RGE colour value (e.g. 0,0,235). Only used if there is a track line with the value of itemRgb set to "on" (case-insensitive).

. blockCount - the number of sub-elements (e.g. exons) within the feature

11. blockSizes - the size of these sub-elements

12. blockStarts - the start coordinate of each sub-element
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https://www.ensembl.org/info/website/upload/bed.html



Archivos de regiones

Formatos Wiq y BigWig
Aportan un valor cuantitativo para cada posicion del genoma. BigWig es el formato binario
comprimido

variableStep format

This format is used for data with irregular interv
positions and data values:

variableStep chrom=chrN
[span=windowSize]
chromStartA dataValueA
chromStartB dataValueB
. etc ... ... etc ...

The declaration line starts with the word variab
The span begins at each chromosome position

variableStep chrom=chr2
300701 12.5
300702 12.5
300703 12.5
3ee7ed4 12.5
300765 12.5

is equivalent to:

variableStep chrom=chr2 span=5
360701 12.5

fixedStep format

This format is used for data with regular intervals between new data values ¢

fixedStep chrom=chriN
start=position step=steplnterval
[span=window5ize]
dataValuel
dataValue?
. etc ...

The declaration line starts with the word fixedStep and includes specificatior

fixedStep chrom=chr3 start=400601 step=100
11
22
33

displays the values 11, 22, and 33 as single-base regions on chromosome 3

fixedStep chrom=chr3 start=400601 step=100 span=>5
11
22
33

http://genome.ucsc.edu/goldenPath/help/wiggle.html



Formato .pairs

Archivos de interacciones

Aporta informacion de cada pareja de lecturas y las regiones de contacto

index name

1 read_id
2 chrom1
3 posl

4 chrom2
5 pos2

6 strand1
7 strand2

description

the 1D of the read as defined in fastq files

the chromosome of the alignment on side 1

the 1-based genomic position of the outer-most (5') mapped bp on side 1
the chromosome of the alignment on side 2

the 1-based genomic position of the outer-most (5') mapped bp on side 2
the strand of the alignment on side 1

the strand of the alignment on side 2

https://pairtools.readthedocs.io/en/latest/formats.html




Archivos de interacciones

Formato .cool
Anade informacion cuantitativa sobre el numero de lecturas que apoyan cada interaccion

chroml startl endl chrom2 start2 end2 count balanced

chrld 18508000 1608006 chrlg le500000 1606000 1163 0.8482848
chrl@ 185086000 106086006 chrl8 loc00000 le7eecea 574 6.8337891

chrlg 18508000 16086006 chrlg le7e0000 le8eecea 588 .B312273

chrlg laseacee lgeoaane chrig legaa0an lesgasee 6@2 .B2552986

chrld 18508000 lg60a006 chrlg lese0000 lieggecea 446 .0186205

chrl@ 185086000 106086006 chrl8 liGeacea lli1Gec0a 413 .B167251

chrlg 18508000 16086006 chrlg ll1ea006 11286600 182 .BB85995996
chrlg laseacee lgeoaane chrig 11286066 113066680 192 .B189431

chrld 18508000 lg60a006 chrlg 1130000 114066000 147 .085932337

https://www.biostars.org/p/327304/
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