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W ostatnich latach badacze stajg sie coraz bardziej Swiadomi kryzysu powtarzalnosci, z jakim

boryka sie cate srodowisko naukowe. Pomimo dostarczonych kompleksowych testow
poréwnawczych i wytycznych, problem ten jest réwniez waznym zagadnieniem w przypadku analizy
danych RNA-seq. Powodem tego jest bardzo czesto brak stosowania tych wskazéwek w praktyce, a
takze korzystanie z narzedzi, ktére sg przestarzate, ale po prostu dobrze znane. Innym, bardziej
ztfozonym powodem braku powtarzalnosci wynikéw sekwencjonowania moze byé¢ ztozonosc¢
transkryptomu. Chociaz ludzki genom jest najbardziej zbadany i kompletny, wcigz pojawiajg sie nowe
aktualizacje referencji, réznigce sie liczbg gendw i transkryptéw.
Celem tej pracy jest wybranie najlepszych praktyk w analizie danych RNA-seq i opracowanie podejscia
prowadzgcego do poprawy powtarzalnosci i stabilnosci wynikdw. Przedstawione tutaj rozwigzanie
opiera sie na istniejgcych badaniach i dostepnych narzedziach, ale modyfikuje je i tgczy w
dostosowany system przetwarzania potokowego. Wyjatkowos¢ tego rozwigzania polega na tym, ze
integruje ono wiele etapow analizy danych RNA-seq, w przeciwienstwie do istniejgcych podejsé, ktére
koncentrujg sie na poszczegdlnych modufach. Poniewaz w metodach analizy danych o wysokiej
przepustowosci nie istniejg ztote standardy, zapewnione sg réwniez rézne opcje dla niektorych
etapow. Ponadto zawarte sg narzedzia do analizy alternatywnego splicingu (AS) (wykrywanie AS i
analiza jego konsekwencji na poziomie transkryptu i biatka) oraz wizualizacji. Tej czesci brakuje w
standardowych podejsciach, ma ona jednak kluczowe znaczenie dla lepszego zrozumienia i
opisywania modeli gendw. Przedstawione tutaj rozwigzanie wypetnia te luke, zapewniajac
kompleksowe narzedzie - od surowych odczytédw, poprzez dopasowanie do referencji, analize AS i
gendw réznicujgcych, az po wyniki na poziomie biatkowym.

Ta praca przedstawia wyniki dla trzech réznych zestawdéw danych - ,rzeczywisty” przykfad
danych next-generation sequencing (NGS), benchmarkingowe dane NGS i dane mikromacierzowe.
Kazdy zestaw danych dostarczyt nowych spostrzezen i ulepszer w budowie narzedzia, a jednoczesnie
potwierdzit wybdér metod. Wszystkie podejscia potwierdzity, ze nie ma uniwersalnego rozwigzania
zaréwno w zakresie metody analizy danych, jak i doboru technik laboratoryjnych. Dlatego bardzo
korzystne jest zapewnienie opcji w narzedziach stuzgcych analizie danych o duzej przepustowosci,
tak aby mozna byto wybrac sSciezke najlepiej pasujgcg do celu eksperymentu. Jest to szczegélnie
wazne w przypadku rzeczywistych scenariuszy, w ktorych sygnat moze by¢ staby, a prawdziwe
zaburzenia danych moga by¢ nieznane.

Ta praca pokazata réwniez, ze ztozonos$¢ genomu myszy, ale takze ludzkiego, nie jest jeszcze w petni
poznana. Pomimo obecnosci wielu czynnikéw zaktdcajgcych sygnat, udato sie wykry¢ wspdlne wzorce
w danych. Oczywiste byto, ze wspdlne terminy ontologii genéw dla réznych typéw alternatywnego
splicingu byty zwigzane z uktadem nerwowym. Wydaje sie, ze funkcje i procesy, w ktére sg
zaangazowane, sg charakterystyczne dla danego typu AS. Wyniki wskazujg, ze istnieje wiele



wariantow, ktdre nie sg jeszcze obecne w referencji i ze nadal mozna wprowadzi¢ znaczne ulepszenia
w dziedzinie referencji transkryptomu. Ta obserwacja jest zgodna z kilkoma niedawnymi artykutami
opisujgcymi wiele nowych wariantéw AS, wystepujacych w réznych obszarach mdzgu, a takie w
innych tkankach u réznych gatunkéw. Mimo to, wcigz brakuje kompleksowego narzedzia do badania
tego aspektu. W wyniku tych badan opracowano system przetwarzania potokowego obejmujacy
rozne aspekty analizy danych o duzej przepustowosci, wypetniajacy te luke. Pomoze to poprawié
powtarzalnos¢, zapewniajgc wiekszg kontrole nad metodami i parametrami stosowanymi na rédznych
etapach analizy, ale takze zaspokajajac potrzebe automatycznego wykrywania i analizy AS oraz jego
konsekwencji. Poniewaz AS odgrywa réwniez ogromng role w wielu chorobach, narzedzie to moze
dostarczy¢ nowych informacji na temat zmian zachodzacych w stanach takich jak choroba
Parkinsona, SMA lub rézne typy raka.



