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Streszczenie

Celem tej pracy magisterskiej bylo stworzenie narzedzia bioinformatycznego
umozliwiajacego analize¢ danych transkryptomicznych bakterii z rodzaju Streptomyces,
doktadnie Streptomyces coelicolor 1 Streptomyces venezuelae. Bakterie te sg organizmami
modelowymi, wykazuja zlozony cykl zyciowy 1 s3 zréodlem wielu metabolitow
drugorzegdowych, w tym wielu antybiotykéw. Wiele badan skupia si¢ wtasnie na aspektach
powstawania metabolitow drugorzedowych, a doktadniej na analizie i optymalizacji proceséw
zaangazowanych w ich powstawanie. Wynika to z faktu, Zze kontrola ekspresji genéw tych
gatunkéw jest bardzo rozbudowana ze wzgledu na rozwiniety cykl zyciowy i1 zmienne
srodowisko. Stad zapotrzebowanie na zgromadzenie w jednym miejscu danych dotyczacych
tych eksperymentéw, aby badacze mogli mie¢ do nich szybki wglad i w tatwy sposob
poréwnaé¢ z nimi swoje wyniki. Dlatego na podstawie zebranych danych eksperymentalnych
z roznych publikacji naukowych, zaprojektowana 1 stworzona zostata aplikacja ,,Strep.N.A”.
Jest to interaktywna baza danych pozwalajaca na analiz¢ 1 wizualizacje wynikéw. Program
powstal w jezyku R z wykorzystaniem pakietu Shiny. Dostgpne dla uzytkownikow jest
porownywanie obecnych w bazie danych, zatladowanie wlasnych danych, filtrowanie
wynikow na podstawie niektorych parametréw, jak 1 pobranie powstalych wizualizacji.
Narzegdzie to ma na celu wspiera¢ badania nad regulacja ekspresji genow i produkcja

metabolitow drugorzedowych bakterii Streptomyces.
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Abstract

The aim of this master’s project was to create a bioinformatics tool for the analysis
of transcriptomic data from bateria of Streptomyces genus, specifically Streptomyces
coelicolor and Streptomyces venezuelae. These model representatives of this genus exhibit
a complex life cycle and thanks to this, they produce a lot of secondary metabolites, including
many antibiotics. Numerous studies focus on the processes involved in biosynthesis of these
compounds, particularly, in their analysis and optimization. The gene expression regulation is
very complex in this Streptomyces species, mostly because of theirs developed live cycle, and
changes in the environment. That’s why there is a need to collect experimental data from such
studies in one data base, providing researchers a quick access and ability to easily compare
their own results. Based mainly on gathered experimental data, and what we wanted to
achieve with this program, the interactive application ,,Strep.N.A” was designed and
developed. It functions as a database that enables the analysis and visualization of
transcryptomic results. The app was created with R programming language, and the Shiny
package. It allows users to compare data available in the database, upload their own datasets,
filter results based on selected parameters and download created plots in image format. Our
app is intended to suport research on gene expression regulation and secondary metabolite

production in Streptomyces bacteria.
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1. Wstep

1.1 Streptomyces

Promieniowce, obszerny rzad organizmdw prokariotycznych, nalezg do bakterii Gram-
dodatnich. Grupe ta cechuje wysoka zawarto§¢ par GC w materiale genetycznym,
rozbudowany metabolizm drugorzedowy 1 wysoki poziom zréznicowania, cz¢sto
w obrebie jednego gatunku pod katem morfologicznym [1]. Do Promieniowcoéw naleza,
migdzy innymi, bakterie rodzaju Streptomyces. Streptomyces to bardzo obszerny rodzaj
bakterii liczacy ponad 1000 gatunkéw. Posiadaja wigkszy genom niz przecigtni reprezentanci
prokariota, gdyz u Streptomyces coelicolor to az 8,7 miliona par zasad, i tak jak u innych
reprezentantow Promieniowcow, cechuje je wysoka zawartos¢ par GC [2], [3]. Sa to bakterie
znajdowane w glebie, jak i w morzach czy oceanach, szczeg6lnie na dnie morskim
i wodorostach. Wigkszo$¢ z przedstawicieli tego rodzaju charakteryzuje ztozony cykl zyciowy
sktadajacy si¢ z fazy wzrostu wegetatywnego 1 sporulacji. Sposdb rozmnazania si¢
Streptomyces przyrdwnywany jest do tego u grzybow strzepkowych, lecz powstajace u nich
strzepko-podobne twory s3 mniej ztozone morfologicznie i o mniejszym rozmiarze [4].
Umiejetno$¢ tworzenia strzgpek wegetatywnych pozwala im na docieranie do sktadnikow
odzywczych potrzebnych do ich przetrwania [5] [Rys. 1.1]. Jednakze, gdy skladnikéw
w okolicy bakterii zabraknie, wytwarzaja one grzybni¢ powietrzng. W wyniku podziatu
strzgpek powietrznych powstaja zarodniki, dzigki czemu bakterie moga szybko
rozprzestrzeni¢ si¢ na nowym terenie bogatym w sktadniki odzywcze 1 uniknaé

niekorzystnych dla siebie warunkow [6].
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Rysunek 1.1 Cykl zyciowy Streptomyces. Schemat gldwnych etapdéw wzrostu: (A) Strzegpki

wegetatywne, (B) Wczesna sporulacja rozpoczynajaca si¢ od formowania grzybni powietrznej, (C)
Powstanie niedojrzatych zarodnikéw, (D) Dojrzewanie zarodnikéw, (E) Uwalnianie dojrzatych

zarodnikéw, (F) Kietkowanie strzgpki wegetatywnej. Zaadaptowano z [7].

6|Strona



W  wyniku tak rozbudowanych faz wzrostu powstaje wiele metabolitow
drugorzedowych, ktére nie sg niezbedne dla Streptomyces do wzrostu i przetrwania. Dzigki tej
wlasciwosci, Ow rodzaj bakterii postrzegany jest jako zrodto gamy roznorodnych zwigzkow
naturalnego pochodzenia. Produkuja one zwigzki antybiotyczne takie jak streptomycyna,
daptomycyna czy awermektyna [8]. Przy uzyciu Streptomyces wyprodukowano rowniez
zwigzki dzialajace przeciw grzybom, stosowane nawet przy infekcjach grzybiczych, takie jak
amfoterycyna [8]. Przeprowadza si¢ tez badania nad klastrami genow, ktore potencjalnie
moglyby przyczynia¢ si¢ do produkcji metabolitow drugorzedowych, lecz w warunkach
laboratoryjnych s3a nieaktywne [9]. RoOwniez tematem ostatnio rozpatrywanym jest
zastosowanie Streptomyces w heterologicznej produkcji biatek, z nadzieja na lepsza

wydajnos¢ niz u Escherichia coli [10].

1.2 Gatunki modelowe Streptomyces

Gléwne dwa gatunki  Streptomyces, szeroko stosowane w  badaniach
biotechnologicznych, to Streptomyces coelicolor 1 Streptomyces venezuelae. S. coelicolor
mozemy nazwaé klasycznym organizmem modelowym, poniewaz byt to pierwszy gatunek
Streptomyces, ktorego genom zostal w calo$ci zsekwencjonowany, natomiast S. venezuelae
jest nowym modelem ze wzgledu na wyrdzniajaca si¢ szybko$¢ wzrostu i charakterystyke
wzrostu w podlozu ptynnym [2], [11]. S. coelicolor posiada okoto 7,8 tysigca gendw,
a w catlym genomie okolo 27 klastréw gendw biosyntezy (biosynthetic gene clusters, BGC)
kodujacych biatka, umozliwiajace produkcje wyspecjalizowanych metabolitow. Bakteria ta
szybko zyskata zainteresowanie w oczach badaczy ze wzgledu na kolor kolonii, ktore tworzy
ten gatunek. S. coelicolor wytwarza zwigzek zwany aktynorodyna, o kolorze niebieskim
[Rys. 1.2], ktory jest antybiotykiem kodowanym przez klaster gendw act, a do tego jego
barwa jest zalezna od pH hodowli [11], [12]. S. coelicolor wytwarza réwniez inne pigmenty w
kolorach czerwonym, zottym 1 szarym. Dzigki tej naturalnej wlasciwosci, S. coelicolor, tatwo

mozna odrézni¢ mutanty zablokowane na roznych etapach szlaku biosyntezy [11].
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Rysunek 1.2 Zdjgcie kolonii S. coelicolor z grzybnia powietrzng 1 zabarwionymi na szaro
zarodnikami. Ciemne zabarwienie wokol kolonii i krople na kolonii sa wydzielona aktynorodyna.

Zaadaptowano z [11].

S. coelicolor jako reprezentant Streptomyces, posiada rozbudowany cykl zyciowy,
dlatego bada si¢ regulacj¢ ekspresji genéw i mechanizmow kontrolujacych transkrypcie,
w tym na przyktad mutacje delecji genow zwigzanych z rozwojem strzgpek 1 fazy sporulacji.
Jednym z najwazniejszych mechanizmoéw regulacji transkrypcji u Streptomyces jest kontrola
przez czynniki sigma. Czynniki sigma wchodza w sklad bakteryjnych polimeraz RNA
i decyduja one o specyficzno$ci promotora, a w przypadku Streptomyces odgrywaja réwniez
role w przekazywaniu sygnatow co ulatwia im przetrwanie w trudnych warunkach [13].
U S. coelicolor znajduje si¢ okoto 64 czynnikow sigma, odgrywajacych roézne role w cyklu
zyciowym tego organizmu. Mozna je podzieli¢ na 4 grupy, réznigce si¢ ze wzgledu na swoje
funkcjonowanie 1 budowe [13]. Grupg pierwsza cechuje zdolno$¢ regulacji transkrypcji
genoéw niezbednych do funkcjonowania komorki, stad ta grupe nazywa sie konstytutywnymi
czynnikami sigma. Grupa druga cho¢ bardzo podobna w budowie do grupy pierwszej,
odpowiada za regulacje genow nieistotnych do wzrostu bakterii. Grupa trzecia, okreslana
rowniez jako alternatywne czynniki sigma, reguluje wiele szlakow metabolicznych
w odpowiedzi na sygnaly wewnatrz- jak i zewnatrzkomodrkowe. Natomiast grupa czwarta
odgrywa role w regulacji odpowiedzi na stres [13]. Czynniki sigma s3 niezwykle istotne

w regulacji transkrypcji 1 funkcjonowania catej komorki, stad przeprowadza si¢
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do$wiadczenia polegajace miedzy innymi na usuwaniu gendw kodujacych czynniki sigma.
Usunigcie czynnika sigma B, nalezacego do grupy trzeciej wykazato, ze jest on gtéwnym
regulatorem, ktory aktywuje inne czynniki sigma w kaskadzie, a tym samym kontroluje

proces roznicowania si¢ komorek oraz odpowiedz oksydacyjng S. coelicolor [14].

Streptomyces posiadajg rowniez setki czynnikéw transkrypcyjnych, innych niz
czynniki sigma, ktore modulujg ekspresje genow na poziomie globalnym komorki,
jak 1 takich, ktére odpowiadajg za specyficzne szlaki biosyntezy. Globalne czynniki
transkrypcyjne zwykle reguluja ekspresje nawet calego klastra gendéw, w ktorym mogg si¢
znajdowa¢ [15]. Do takich nalezg miedzy innymi geny bld. Mutanty bld, bez gendow
regulatorowych bld, ktore odpowiedzialne sa za powstawanie strzgpek powietrznych,
nie posiadaja na koloniach ,,wloskow” typowych dla kolonii S. coelicolor, stad z ang. ,,bald”
otrzymuje si¢ fenotyp ,,tysy”, latwy do rozpoznania. Innym czynnikiem dzialajagcym szeroko
na regulacje procesdéw komodrkowych jest grupa genow whi, odpowiadajacych za podziat
strzepek powietrznych w spory. W mutantach whi S. coelicolor, nie zauwazymy szarego
pigmentu charakterystycznego dla dojrzatych spor. Z kolei do genow o matym zasiegu
regulacji naleza, migdzy innymi, ActIlORF4, czy RedD [15], ktére odpowiadaja jedynie
za regulacje biosyntezy konkretnych metabolitow wtdrnych wystepujacych w S. coelicolor.
Jednak poszerzanie wiedzy powoduje, ze tak proste zaleznos$ci sg obalane. Czasem dochodzi
do regulacji krzyzujacej si¢ migdzy r6znymi genami 1 spotka¢ si¢ mozemy z sytuacja,
w ktorej gen regulujacy specyficzny szlak, reguluje rowniez gen o szerszym zakresie
dziatania [15]. Podobnym czynnikiem regulujacym globalnie jest AdpA. Koordynuje on wiele
procesow komorkowych, jak réznicowanie morfologiczne, replikacja chromosomow jak

1 synteze metabolitow drugorzedowych, w tym synteze chloramfenikolu u S. venezuelae [16].

Innym czynnikiem regulujacym ekspresj¢ genow sa biatka zwigzane z organizacja
nukleoidu (Nucleoid-associated proteins, NAP). Odgrywaja one kluczowa rol¢ w rearanzacji
DNA, wigzaniu go 1 stabilizowaniu domen powstatych z materiatu genetycznego [17].
Te funkcje NAP powoduja, ze wptywaja one na dostepnos¢ promotoréow dla czynnikdéw
transkrypcyjnych 1 polimerazy RNA. Do NAP naleza miedzy innymi, biatka z grupy
homologéw HU, HupA i HupS [17]. Sa to bialka, ktére wpltywaja na organizacj¢ DNA
i wplywaja na wzrost S. coelicolor. Mutanty z usunigtymi genami hupA i hupS wykazuja
zahamowanie wzrostu, defekty w sporulacji oraz wigksza podatno$¢ na czynniki stresowe
[18]. Zaobserwowano rowniez, ze NAP mogg przystuzy¢ si¢ do aktywacji wyciszonych

klastrow genow biosyntetycznych, ktore domyslnie nie sg aktywne [19].
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Dzigki wszystkim powyzszym wlasciwosciom S. coelicolor byly uzywane jako
organizm modelowy dla Streptomyces przez lata. Niestety ma on swoje ograniczenia. Migdzy
innymi, jak wiele innych gatunkéw tego rodzaju, do jego sporulacji dochodzi tylko
na podilozu statym do tego w sposob asynchroniczny, a w mediach ptynnych tworzy duze
skupiska strzepek mycelialnych [11]. Wynikiem tego jest coraz wigksze zainteresowanie
S. venezuelae jako reprezentantem Streptomyces. Jest to gatunek o troche mniejszym genomie
niz S. coelicolor, posiadajacym 7,1 tysigca genow kodujacych biatka, a w catym genomie
okoto 34 BGC. Okoto 85% gendéw kodujacych bialka to ortologi genoéw S. coelicolor,
ale w przeciwienstwie do S. coelicolor, S. venezuelae szybciej i1 tatwiej osigga synchronizacje
rozwoju w mediach plynnych oraz przechodzi w nich caly cykl zyciowy. Oprocz
podstawowych faz wzrostu takich jak wegetatywny 1 sporulacyjny S. venezuelae wykazuje tez
tryb wzrostu eksploracyjnego, charakteryzujacego si¢ dynamicznym rozprzestrzenianiem si¢
strzepek bakterii po podlozu, na przyktad, w wyniku niedoboru sktadnikéw odzywczych.
W ten sposob bakteria moze szybko rozprzestrzeni¢ si¢ w pobliskim $rodowisku bez
koniecznosci sporulacji [20]. Dzieki tym cechom S. venezuelae jest przewodnim gatunkiem
w badaniu cyklu zyciowego bakterii Streptomyces, poniewaz z hodowli ptynnych z fatwoscia
mozna wykona¢ preparaty do badan mikroskopowych w tym do badan z uzyciem mikroskopii
fluorescencyjnej [21]. Charakterystycznym pigmentem dla S. venezuelae jest zielony barwnik
powstajacy w dojrzatych zarodnikach [Rys. 1.3], [21]. Produkujg one rowniez inne zwiazki,
ktére sg nieobecne u S. coelicolor, migdzy innymi chloramfenikol, ktéry jest antybiotykiem
o bardzo szerokim dzialaniu, powodujacym inhibicj¢ syntezy biatek poprzez wigzanie
z podjednostka 50S rybosomu bakteryjnego [22]. Do tego wigkszo$¢ metod stosowanych do

modyfikacji genetycznych S. coelicolor, dziala rowniez na S. venezuelae

10| Strona



Rysunek 1.3 Kolonia S. venezuelae podczas sporulacji. Charakterystyczne zielone pokrycie

spowodowane obecnoscig pigmentu o tym kolorze w dojrzatych zarodnikach [21].

Oba te gatunki cechuje rozbudowany cykl zyciowy, wiele szlakow biosyntezy
metabolitow drugorzedowych 1 klastrow biosyntezy genow. Zatem z tych cech wynika
potencjal do usprawnienia wydajnosci produkcji antybiotykow, jak i ich samych, poprzez
manipulacje BGC, ktore produkuja naturalnie antybiotyki, oraz inzynieri¢ szlakow
metabolicznych i synteze biatek rekombinowanych pozwalajacych na nowe terapie. Od kilku
lat ktadzie si¢ nacisk na zglebianie dziatania szlakéw biosyntezy w Streptomyces,
a doktadniej, jak konkretnie wplywaja one na siebie nawzajem 1 jakie modyfikacje mozemy
wprowadza¢, aby usprawni¢ ich funkcjonowanie, badZz produkcje niektorych metabolitow.
Oprocz tego bada si¢ jak powigzane sa te szlaki z procesami towarzyszacymi fazom wzrostu
w warunkach hodowlanych, czgsto pod wpltywem roéznego rodzaju czynnikéw stresowych.
Do takich rodzajow badan mozna stosowa¢ metody z rodzaju technik sekwencjonowania
nowej generacji takie jak RNA-seq, ChIP-seq jak i techniki wykorzystujaca hybrydyzacje

DNA zwang mikromacierzami.
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1.3 Sekwencjonowanie nowej generacji

Od zsekwencjonowania genomu ludzkiego techniki odczytywania sekwencji materiatu
genetycznego rozwijaly si¢ w gwattownym tempie. Do zapisania jak wyglada genom ludzi
zastosowane zostato sekwencjonowanie pierwszej generacji, a doktadnie sekwencjonowanie
metoda Sangera. Najwickszym problemem tej techniki na poczatku pod koniec XX wieku
byla jej niska przepustowos$¢. Stad pojawita si¢ potrzeba powstania nowych technik, ktére
oprocz umozliwiania wyzszej przepustowosci badan, bytyby tez bardziej optacalne od strony
finansowej. Dlatego juz wtedy badacze =zaczeli tworzy¢ techniki drugiej generacji
sekwencjonowania, zwane teraz sekwencjowaniem nowej generacji (New generation
sequencing, NGS). Sekwencjonowanie pierwszej i drugiej generacji dzialaja na podobnych
zasadach, lecz NGS zdecydowanie kladzie nacisk na odczytanie duzo wigkszej liczby
odczytéw w jednym momencie. Do tego metoda Sangera umozliwiata odczytanie sekwencji
jednej nici, a metody NGS pozwalaja na przeanalizowanie catego genomu na raz, w podobne;j
ilosci czasu. Ponadto umozliwiaja odczyt bardzo krotkich fragmentéw, do 150 par zasad.
Przede wszystkim w NGS wuzywa si¢ nukleotydow oznakowanych znacznikami
fluorescencyjnymi, o 4 réznych kolorach odpowiadajacych zasadom azotowym A, C, T i1 G.
Wszystkie nukleotydy uzywane w NGS s3 oznakowane w odr6znieniu od metody Sangera
[23]. Do przeprowadzenia NGS przygotowuje si¢ preparat DNA, oczyszczony z RNA
i TRNA, a nastgpnie DNA jest cigte na krotkie fragmenty. Nastgpnie do fragmentow
przylaczane sa adaptery. Fragmenty DNA s3a rozdzielane na pojedyncze nici. Nastgpnie
probke przenosi si¢ na kasete przeptywowa, na ktorej szklanej powierzchni znajdujg sig
krotkie nukleotydy komplementarne do adapteréw na fragmentach DNA. Pojedyncza ni¢
DNA przytacza si¢ do oligonukleotydu na kasecie. Dochodzi wtedy do amplifikacji fragmentu
na kasecie, powstaja skupiska jednej matrycy, co zwigksza liczbe odczytow.
Do fragmentow dotgczane s3a nukleotydy fluorescencyjne [Rys. 1.4]. Miedzy kazdym
dofaczeniem nukleotydu dokonuje si¢ pomiaru fluorescencji 1 zahamowania emisji
przytaczonego nukleotydu. W ten sposob powstaje szereg kolejnych odczytow, z ktorych
jestesmy w stanie odczytac jaka jest sekwencja danego fragmentu. Dzigki temu mozliwa jest

analiza milionow par zasad podczas jednego przebiegu NGS [24].
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Rysunek 1.4 Schemat sekwencjonowania genetycznego nowej generacji [24].

Sekwencjonowanie RNA (RNA-seq), umozliwia analize transkryptomu, czyli
doktadniej poziomu ekspresji wszystkich gendw w réznych warunkach, takich jak, r6zne fazy
wzrostu czy obecno$¢ czynnikow stresowych. Istniejg rézne systemy dostepne na rynku, takie
jak FLX, Illumina czy AB SOLIiD system, umozliwiajagce wykonywanie pomiar6w RNA-seq,
lecz operuja one na podobnych zatozeniach [25]. Systemy te réznig si¢ gtownie tym jakiej
dlugosci fragmenty DNA sa przyjmowane do sekwencjonowania. Glownym zatozeniem
RNA-seq jest pomiar ekspresji, wigc nie operuje si¢ tu na probkach DNA. Z kilku powtorzen
biologicznych pobierany jest material genetyczny RNA, ktory powstaje w wyniku ekspresji
DNA obecnego w bakterii. RNA jest dzielone na fragmenty, ktére sg transkrybowane na
dwuniciowe cDNA i dopiero wtedy przeprowadza si¢ ich sekwencjonowanie [Rys. 1.5].
Pozyskane krotkie fragmenty sa sekwencjonowane réwnolegle, w efekcie czego otrzymujemy
duze ilosci krotkich odczytow [25]. Odczyty danych fragmentow sa nastepnie zliczane
1 przyréwnywane do genomu. W ten sposdb mozna odczyta¢ poziom ekspresji danego genu

[Rys. 1.5]
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Rysunek 1.5 Schemat zasady dziatania RNA-seq. Zaadaptowano z [26]

Stosujac metod¢ RNA-seq mozna dokona¢ pomiaru nie znajac genomu wyjsciowego.
Jednak genom S. coelicolor 1 S. venezuelae jest znany. Przy sekwencjonowaniu genomu tych
bakterii celem jest zaobserwowanie liczby odczytow danych gendw, poniewaz dzigki takiemu
podejsciu mozna otrzymac rdznice w ekspresji badanych przez nas gendw. Zwykle ta réznica
jest okreslana jako fold change (FC), czyli stosunek ekspresji genu w dwoch warunkach na
przyktad migdzy typem dzikim bakterii i mutantem z delecja konkretnego genu. Parametr FC
czgsto podawany jest w postaci logarytmu o podstawie dwa i1 zapisywany jako ,,logFC”.
Waznym parametrem tez jest wskaznik fatszywych odczytow (false discovery rate, FDR).
FDR liczony jest na podstawie wartosci ,,p” dla pomiardw 1 dostarcza informacji o tym jaka
cze$¢ wynikow istotnych statystycznie moze by¢ falszywie pozytywna. Dlatego czgsto analize
ogranicza si¢ do wynikow, dla ktoérych wartos¢ FDR jest mniejsza od 0,05. RNA-seq mozna
zastosowac¢ do poréwnania jak delecja danego genu wptynie na geny z nim sgsiadujace, badz
na inne powigzane z nim geny w poréwnaniu do typu dzikiego tej samej bakterii [27].
Przyktadem zastosowanie RNA-seq w badaniu Streptomyces moze by¢ zbadanie wptywy
usuni¢cia genu ohkA odpowiedzialnego za kodowanie sierocej kinazy histydynowe;j, ktora
petni role w réznicowaniu morfologicznych. Brak ohkA spowodowal zwigkszenie ekspresji
w klastrach genow odpowiedzialnych migdzy innymi za karboksylazg¢ acetylo-CoA, jak
1 biosyntezg aktynorodyny [27], [28]. Mozna tez przeprowadzi¢ pomiary w r6znych fazach
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wzrostu bakterii 1 porownac, jak wyglada ekspresja gendw w rdéznych etapach cyklu

zyciowego [29].

Mikromacierze wymagaja znajomosci genomu badanej bakterii. Technika ta jest
podobna do RNA-seq, lecz jej zasada dziatania jest inna. Do przeprowadzenia takiego
badania potrzebna jest macierz, na ktorej w dotkach znajdujg si¢ fragmenty materialu
genetycznego odpowiadajace konkretnym genom badz regionom kodujacym. Z dwoch prob
pobiera si¢ RNA i tlumaczy na cDNA poprzez zastosowanie odwrotnej transkrypcji.
Nastepnie cDNA poddaje si¢ fragmentacji 1 oznacza fluorescencyjnie réznymi znacznikami
[Rys. 1.6]. Nakladane na macierz probki, z obu préb biologicznych na raz, beda
hybrydyzowaé¢ z fragmentami w dotkach macierzy, jesli beda do nich komplementarne,
a reszta probki jest odmywana. W ten sposéb z kazdego dotka mozna odczytaé¢ sygnat
fluorescencyjny, a na podstawie obliczen oceni¢ jaka jest ekspresja roznicowa gendéw miedzy
badanymi bakteriami [30]. Jest to metoda szybsza niz RNA-seq, ale mniej czuta. Pomimo to
stosuje si¢ ja do podobnych eksperymentow jak RNA-seq. Podobnie jak w RNA-seq,
wyznacza si¢ parametry FC, jak i FDR. Technik¢ mozna stosowa¢ do pordwnania mutantow
Streptomyces ze zmienionymi sekwencjami gendow regulatorowych z typem dzikim, w celu
zbadania znaczenia danych genéw w procesach zachodzacych podczas sporulacji [31], badz
do bardziej globalnego poréwnania zmian ekspresji w genomie w momencie hodowania

bakterii w r6znego rodzaju pozywkach, na przyktad statej i ptynnej [32].
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Rysunek 1.6 Schemat procedury zastosowania mikromacierzy.[33]

ChIP-seq stosowany jest do identyfikacji miejsc wigzania biatek regulatorowych
takich jak czynniki transkrypcyjne, do chromosomu. Komorki traktowane sg formaldehydem
w celu zatrzymania bialek przy DNA, a nastgpnie material genetyczny tnie si¢ na krotkie
fragmenty. Przeprowadzana jest immunoprecypitacja z przeciwcialami specyficznymi
dla danego bialka, wtedy oznaczone fragmenty s3 odzyskiwane 1 oczyszczane
z przylaczonych bialek, po czym poddawane sekwencjonowaniu [Rys. 1.7]. W ten sposob
otrzymujemy zsekwencjonowane tylko fragmenty, do ktérych przylaczone bylo interesujace
nas biatko [34]. Dzieki zastosowaniu techniki ChIP-seq mozemy okresli¢, jak zachodza

procesy zwigzane z odczytywaniem materialu genetycznego, ale tez jak wyglada
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segregowanie materialu w momencie podziatu komorek, czy ich rozwoju. Mozna okresli¢,
gdzie przytaczaja si¢ NAPy, takie jak HupS, gdy zachodzi rearanzacja materiatu Streptomyces
w momencie powstawania spor, a doktadnie podczas podziatu komorek na spory [35]. Uzywa
si¢ tez do badania regulonow czynnikow transkrypcyjnych w bakteriach, jak na przyktad
zidentyfikowanie gendw kontrolowanych przez konkretne biatko. Zbadanie przy uzyciu
ChIP-seq miejsc wigzania si¢ konstytutywnego czynnika sigma HrdB, do DNA , pozwolito na
zglebienie wiedzy o dziataniu tego czynnika i jego roli w regulacji procesow waznych dla

komorki [36].

1. Utrwalenie bialek na 3. Immunoprecypitacja

2. Ciecie na fragmenty

materiale genetycznym fragmentoéw zwiazanych z
biatkami
VARY YNNG
NN NN
VAR
NN 5. Przylaczenie adapterow i
sekwencjonowanie

4. Odlaczenie biatek od
fragmentéw DNA

Rysunek 1.7 Schemat przygotowania preparatu w ChlP-seq. Zaadaptowano z [37]

Stosuje si¢ rowniez potgczone metody NGS. Najpopularniejszym potaczeniem
stosowanym w badaniu regulacji gendéw, miedzy innymi, u Streptomyces jest sparowanie
RNA-seq z ChIP-seq. Umozliwia to réwnoczesng analiz¢ ekspresji i1 lokalizacji biatek
regulatorowych co pozwala na duzo doktadniejszy wglad w regulacje ekspresji. RNA-seq
pozwalaja na wykazanie ekspresji genow na przyktad po delecji, badz nadekspresji ich
regulatora, a zastosowanie po nim ChIP-seq, umozliwia identyfikacj¢ wigzan regulatora do
DNA. Natozenie wynikéw obu tych metod pozwala na odrdznienie genow regulowanych
bezposrednio, czyli takich do ktérych potwierdziliSmy wigzanie si¢ regulatora i ich zmiang

ekspresji, od genow regulowanych posrednio, gdzie wystgpita zmiana ekspresji, lecz nie
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zarejestrowano wigzania si¢ do nich bialka regulatorowego. Takie podej$cie pozwolito na
przyktad na okreslenie, ze Crp (cyclic AMP receptor protein) jest globalnym regulatorem
metabolizmu. ChIP-seq wykazal wigzanie Crp do 8 z 22 klastrow genow, migdzy innymi
biosyntezy aktynorodyny, a RNA-seq po delecji genu crp wykazal znaczace obnizenie
ekspresji genow z tych klastréw, co wskazuje na bezposrednia regulacje tych klastrow przez

Crp [38].

1.4 Bazy danych i narzedzia do analizy danych sekwencjonowania
Poniewaz istniejg tysigce danych dotyczacych powyzej wspomnianych zagadnien,
powstaly strony umozliwiajagce wglad w istniejagce dane pochodzace z sekwencjonowania
bakterii, w tym Streptomyces, zawierajace caly genom konkretnych gatunkow, jak i wyniki
z r6znego rodzaju eksperymentdéw. Oferuja one szeroka game¢ mozliwosci wgladu w genom
r6znych gatunkow, jak i Streptomyces, lecz kazda z nich ma tez swoje ograniczenia. Przede
wszystkim, najwigksze 1 najbardziej rozbudowywane bazy danych, nie bgda dotyczyly
konkretnie Streptomyces. Wigkszo$¢ baz cieszacych si¢ popularno$cia to bazy ogolne, czyli
nie skupiajace si¢ na konkretnym gatunku. Jako pierwszg mozna wymieni¢ Gene Expression
Omnibus (GEO), ktora jest publiczng baza danych nalezaca do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) [Rys. 1.8]. GEO przechowuje i udostepnia tysigce danych
pochodzacych z réznych metod, takich jak RNA-seq, mikromacierze, czy ChIP-seq. W bazie
GEO, zawieraja si¢ dane surowe jak i przetworzone, a wyszukiwaé je, mozemy po
identyfikatorach eksperymentow lub w wyszukiwarce stownej. Znajdziemy tam rowniez dane
dotyczace gatunkow Streptomyces [39]. Strona daje uzytkownikowi dostep do opisu danych,
w tym, jego autorow i mozliwosci pobrania danych, lecz nie znajdziemy na niej Zadnej
mozliwo$ci obejrzenia wynikow w formie graficznej. Jest to miejsce zbierajace dane, a nie

uzytkowe narzedzie do obrébki czy prezentacji wynikow.
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Rysunek 1.8 Wyszukiwanie dla hasta ,,Streptomyces ma-seq” w bazie danych GEO.

Podobng popularng baza jest ArrayExpress [Rys. 1.9]. Jest to baza danych, ktora
udostepnia dane z eksperymentdw z zakresu genomiki, transkryptomiki i innych badan
omicznych, w tym danych z RNA-seq, czy mikromacierzy [40]. Odnajdziemy tam szeroki
zakres danych eksperymentalnych z r6znych dziedzin i pozyskanych z r6znych organizmow.
Pozwala ona rowniez na udostgpnianie wlasnych danych do wgladu przez innych
uzytkownikéw, przegladanie danych juz znajdujacych sie w bazie danych jak i wyszukiwanie
danych wedhug réznych kryteriow, takich jak typ danych, organizm, technika, rodzaj probki,
oraz warunki eksperymentalne. Istniejg rowniez narzgdzia wyszukiwania umozliwiajace tatwe
odnalezienie konkretnych danych. Strona ta nie oferuje jednak wgladu do danych w sposob

graficzny, sa one tam dostgpne do pobrania. Samodzielna analiza danych moze okaza¢ si¢

skomplikowana dla niektorych uzytkownikow ze wzgledu na roznorodnos¢ formatow.
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Rysunek 1.9 Wyniki wyszukiwania dla hasta ,,rna-seq” w bazie ArrayExpress

Istnieja roéwniez bazy, ktore sa skoncentrowane na kolekcjonowanie danych
z konkretnych gatunkow, badZ chordb. Na przyktad The Cancer Genome Atlas (TCGA) jest
bazg danych genomowych zawierajaca szczegétowe informacje o rdznego rodzaju
nowotworach. Projekt, ktory spowodowal powstanie TCGA, obejmowal ponad 11 tysiecy
probek nowotworowych z roéznego rodzaju nowotwordw 1 przyczynit si¢ do powstania
szerokiej gamy wynikow sekwencjonowania genetycznego, i nie tylko, ktére wchodza
w sklad tej bazy. W bazie TCGA réwniez znajdziemy dane surowe jak i po analizach [41].
Z drugiej strony, bazg skupiajacg si¢ na konkretnych gatunkach jest iModulonDB [Rys. 1.10].
Jest ona dedykowana dla bakterii, w tym Streptomyces, oferuje informacje o regulacji genow
1 szlakéw metabolicznych [42]. Glownie jest skoncentrowana na tym, jak regulacja ekspresji
gendw wplywa na procesy biologiczne, takie jak wzrost, produkcja metabolitoéw czy reakcje
na stres 1 inne bodzce. Oferuje ona estetyczny graficzny wglad w regulony 1 szlaki
w niektorych bakteriach z doktadnymi opisami danych 1 mozliwoscia modyfikacji
wyswietlanych wykresow. Niestety nie znajdziemy na niej informacji dotyczacych

S. coelicolor jak 1 S. venezuelae, w naszym przypadku, gatunkéw nas interesujacych.
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Rysunek 1.10 Prezentacja wynikdéw dla WhiH Streptomyces albidoflavus w bazie iModulonDB

Baza najbardziej interesujaca w temacie samego Streptomyces jest StrepDB. Oferuje
ona szeroki zakres zasobow zwigzanych z badaniami nad Streptomyces, [Rys. 1.11] jest to
baza zawierajaca genomy réznych gatunkéw, informacje o BGC metabolitow i inne podobne
dane transkryptomiczne. Strona udostepnia narze¢dzia do analizy danych takie jak BLAST, jak
1 doktadne opisy genow znajdujacych sie na wykresach i domen. Natomiast na StrepDB nie
dostaniemy mozliwo$ci obejrzenia najnowszych danych wraz poziomami ekspresji, a tym
bardziej nie znajdziemy na niej opcji obejrzenia wilasnych danych. Shuzy raczej ona do

doktadnego wgladu w istniejace juz, petne, genomy gatunkoéw Streptomyces.
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Rysunek 1.11 Klaster biosyntezy aktynorodyny wyswietlony w bazie StrepDB
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Same bazy danych s3 nie wystarczajagce w analizie wynikéw dotyczacych
sekwencjonowania genetycznego czy innego typu eksperymentow. Istnieje wiele programow
i stron, stuzacych jako narzgdzia do analiz danych pozyskanych samemu, czy tez
zaczerpni¢tych z wyzej wymienionych baz danych. Dzigki zastosowaniu takich narze¢dzi
mozemy przeanalizowac¢ 1 zwizualizowaé nasze dane w sposob graficzny, co zdecydowanie
utatwia ich zrozumienie. W przypadku danych z sekwencjonowania, narzedzia te posiadaja
specjalne funkcje przystosowane wilasnie do takiego typu wynikow, takie jak usuwanie

adapterow z odczytanych sekwencji, czy mapowanie odczytow do genomu.

Jedng z czesciej uzywanych platform dostepnych za darmo jest Galaxy [Rys. 1.12].
Jest to platforma bioinformatyczna pozwalajaca na analiz¢ danych biologicznych, a jej
dzialanie i to co oferuje, jest specjalnie zaprojektowane dla naukowcow, ktérzy nie maja
dos$wiadczenia w programowaniu. Galaxy jest dostepne przez przegladarke internetowa.
Platforma Galaxy zawiera dziesiatki r6znego rodzaju narzedzi do analizy bionformatycznej,
miedzy innymi do analizy sekwencjonowania, takich jak FastQC (ocena jako$ci surowych
odczytow), Trimmomatic (usuwanie adapterow), czy edgeR (analiza réznicowej ekspresji).
Galaxy umozliwia uzytkownikowi wygode pracy dzigki opcjom dostgpnym na platformie.
Mozemy zapisa¢ i ponownie uruchomi¢ przeptyw pracy (workflow), nad ktérym pracujemy,
a takze wspotpracowaé z innymi uzytkownikami. Kazdy krok wykonany na Galaxy jest
rejestrowany 1 moze by¢ odtworzony, co zapewnia reproduktywnos¢ badan. W gamie
narzedzi dostgpnych na Galaxy, znajdziemy rowniez takie, ktore pozwalaja na prezentacje
wynikow w formie graficznej [43]. Nalezy jednak podkreslié, ze jest to narzedzie
bioinformatyczne, wigc musimy mie¢ dane gotowe do analizy, bo na stronie Galaxy nie

znajdziemy dostgpnych danych.

Istotne rowniez w analizach sekwencjonowania na przyktad RNA-seq, jest mapowanie
odczytéw do genomu. Bez tego procesu nie bylibySmy w stanie okresli¢, jak wygladata
ekspresja poszczegdlnych genoéw. Przykltadem narzedzia do mapowania odczytow jest
bowtie2 lub hisat dostgpne na platformie Galaxy. Po uzyskaniu wyniku mapowania
najczesciej przeprowadza si¢ jego analize, zwykle w formie graficznej. Do tego zadania
postuzy¢ moze Integrative Genomics Viewer (IGV) [44]. Jest to interaktywna przegladarka
genomowa, ktora pozwala na wizualizacja mapowania genomu. Mozemy na IGV ogladaé
dane, ktore moga zosta¢ zatadowane w roéznego rodzaju formatach takich BAM, czy BED,
a do tego korzysta¢ z obecnych juz na IGV genomoéw referencyjnych lub zatadowa¢ wtasny w

formacie FASTA, co pozwoli na analize odczytéw u interesujacego nas gatunku. Jest to
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program tatwy w uzyciu i1 dostepny za darmo w wersji przegladarkowej jak i desktopowe;j
[45].
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Rysunek 1.12 Interfejs platformy Galaxy z rozwinigtymi narzedziami do modyfikacji plikow

genomowych.

Podobnym narzgdziem do Galaxy jest iDEP. Jest rowniez strong, ktora funkcjonuje
raczej jako narzedzie bioinformatyczne anizeli baza danych, a do tego ktadzie nacisk gtownie
na przedstawianie graficzne wynikow [46]. Na iDEP jesteSmy wstanie przeanalizowa¢ dane
z RNA-seq 1 mikromacierzy, a nastgpnie wyswietli¢ przeanalizowane dane w formie
wykresOw 1 tabel, ktore s3 modyfikowalne. Jest to narzedzie dost¢gpne online bez potrzeby
pobierania oprogramowania 1 umozliwia uzytkownikowi analiz¢ roznicowej ekspresji genow
oraz powigzanych szlakow metabolicznych 1 funkcjonalnych. Niestety, jak juz zostato
wspomniane, iDEP nie jest bazg danych, co oznacza, Ze poza plikiem ,,demo” nie znajdziemy
tam innych danych, ktére bgdziemy mogli obejrze¢, jedynie te, ktore sami zatadujemy na
strone. Nie jest to jedyna tego typu platforma do szybkich analiz i wizualizacji, z podobnych

mozna wymieni¢ GenePattern, ToppGene czy ShinyGO [47], [48], [49].
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2. Cel pracy

Celem pracy jest stworzenie narzgdzia, a zarazem bazy danych, ktore poprzez
potaczenie zalet istniejacych juz programow, ulatwiatoby analize i generowanie wykresow
porownawczych dla danych transkryptomicznych S. coelicolor 1 S. venezuelae.
Zapotrzebowanie na taka aplikacje wynika z braku szybkiego dostepu do uporzadkowanych
tego typu danych z tych dwoch gatunkéw, na istniejacych juz platformach. Program mialtby
nie tylko gromadzi¢ dane, ale réwniez umozliwia¢ ich analizg, poréwnanie oraz wizualizacje
réznic w ekspresji. Jedng z funkcji bylaby mozliwos¢ dodawania nowych danych oraz
wgrywania wilasnych wynikow. Aplikacja miataby zapewnia¢ interaktywng nawigacje po
genomie, filtracj¢ danych oraz generowanie wykresow. Dodatkowo przewidziano opcje
pobierania wynikow i dokumentacj¢ uzytkownika.

Cele pracy:

e Gromadzenie danych z RNA-seq, mikromacierzy i ChIP-seq dla S. coelicolor

1 8. venezuelae.
e Udostegpnianie 1 wizualizacja danych z mozliwoscia analizy roznic w ekspresji.
e Mozliwo$¢ wgrywania wlasnych danych 1 ich porownania z bazg.
e Opcja filtrowania wynikow wedtug okreslonych kryteriow.
e Pordéwnywanie roznych zbiorow danych w celu wykrywania podobienstw 1 roznic.
e Mozliwos¢ pobrania wizualizacji wynikow do publikac;ji.

e Stale rozszerzanie bazy o nowe dane nawet po zakonczeniu projektu.
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3. Materiaty i metody

Dane, ktére zostaly zgromadzone z publikacji, wybierane byly na podstawie
opisywanych w nich eksperymentéw 1 interesujacych nas gatunkéw. Wszystkie dane
zataczone w aplikacji pochodzg z eksperymentdéw dotyczacych S. coelicolor 1 S. venezuelae,
1 wykonywanych na nich badan z zakresu NGS lub mikromacierzy [Tab. 3.5]. Oczywiscie
dane te sa dostgpne dla kazdego, lecz problem techniczny pojawia si¢ w momencie, gdy
prébujemy porownywaé ze soba wyniki zaprezentowane w artykutach. Czesto autorzy
skupiaja si¢ tylko na konkretnych genach interesujacych ich w swoich badaniach, dlatego
w samym tek$cie publikacji trudno o szczegdélowy wynik z catego sekwencjonowania.
Bardziej rozbudowane dane mozna znalez¢ w suplemencie znajdowanych publikacji. Spotkaé
mozna si¢ z wynikami w postaci tabeli w arkuszu kalkulacyjnym Excel, tabeli zapisanej
w formacie PDF, czy tez tabel w programie Word. Autorzy rzadko udostepniaja dane
w postaci czystej liczby zliczen odczytdw przypadajacych na poszczegdlne geny. Wszystkie
dane, ktére znajda si¢ w aplikacji sa przenalizowane i znormalizowane w roézny sposob.
Wartosci liczbowe pochodzace z danych nie zostaly w zaden sposob zmienione przed
dodaniem do programu, a tylko przeksztalcone w celu prezentacji wartosci udostepnionych
przez oryginalnych autoré6w publikacji. Oprocz tego wigkszos¢ wynikow z publikacji nie
zawiera danych z catego sekwencjonowania, a przedstawia jedynie logFC 1 FDR dla gendéw

uznanych za istotne statystycznie przez badaczy.

Program powstat przy uzyciu jezyka programowania R [50], a doktadniej graficznego
srodowiska RStudio [51]. R to jezyk programowania i §rodowisko obliczeniowe glownie do
analizy statystycznej, wizualizacji danych oraz obliczen naukowych. Jest on szeroko
stosowany w bioinformatyce. Pozwala on na obsluge duzych zbioréw danych, dzigki czemu
idealnie nadaje si¢ do pracy z danymi eksperymentalnymi, jak w tym przypadku, danych
z sekwencjonowania. Pozwala on na tworzenie zaawansowanych wykresow 1 wizualizacji
danych, szczegdlnie dzigki pakietom, czyli dodatkowym zestawom funkcji, do niego
dostgpnych, takich jak ggplot2 [52]. Jezyk R jest tez oprogramowaniem open-source i ma
ogromng spoteczno$¢ rozwijajaca dodatkowe pakiety, a ze wzgledu na zainteresowanie ze
strony dziedziny bioinformatyki, powstaja takie, ktore sa dedykowane do danych
biologicznych. W procesie tworzenia aplikacji zastosowane zostaly réznorodne pakiety
[Tab. 3.1], na przykiad gggenes [53], czyli rozszerzenie ggplot2, umozliwiajace tworzenie
wykresoOw strzatkowych obrazujacych geny. Natomiast RStudio to zintegrowane srodowisko

programistyczne dla R, ktore utatwia prace w tym jezyku. Pozwala ono na lepsza organizacje
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kodu 1 danych, autouzupetnianie kodu, debugowanie 1 podglad danych czy zarzadzanie
pakietami. Aplikacja powstata przy uzyciu pakietu Shiny [54]. Jest to pakiet, ktory powstat,
by pozwoli¢ na tworzenie interaktywnych aplikacji webowych, czyli takich, ktére uruchamia
si¢ w przegladarce. Shiny utatwia tworzenie aplikacji bez potrzeby znajomosci HTML czy
JavaScript. Aplikacje powstatle przy uzyciu tego pakietu pozwalaja na wglad do

udostgpnionych danych i interakcje z nimi, w tym ich wizualizacjg.
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Tabela 3.1 Zbior pakietow zatadowanych w programie RStudio, ktére zostaty uzyte do

stworzenia aplikacji.

Pakiety uzyte w RStudio

Nazwa pakietu

Funkcja

shiny Umozliwia stworzenie aplikacji webowych
[54]

shinythemes Dodaje gotowe motywy do aplikacji Shiny
[55]

ggplot2 Tworzenie wykresow [52]

gggenes Rozszerzenie ggplot2, stuzace do
wizualizacji struktur genowych [53]

dplyr Rozszerza funkcje shuzace do manipulacji
danymi [56]

tidyr Rozszerza funkcje do przeksztalcania danych
[57]

patchwork Umozliwia taczenie wielu wykreséw ggplot2
w jeden uktad [58]

tidyHeatmap Tworzenie heatmap w stylu tidyverse [59]

BiocManager Umozliwia instalacje 1 zarzadzanie pakietami
Bioconductor [60]

stringr Stuzy do tatwej 1 spojnej pracy z tekstem
(tancuchami znakow).[61]

bslib Stylizowanie aplikacji w Shiny [62], [63]

ggvenn Rozszerzenie ggplot2, umozliwia rysowanie
wykreséw Venn’a [63]

ggupset Rozszerzenie ggplot2, umozliwia rysowanie
wykresow upset [64]

pdftools Umozliwia czytanie 1 przetwarzanie plikow
PDF w R [65]

png Obstuga plikow graficznych PNG [66]
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Tak jak czlowiek nie jest w stanie fatwo poradzi¢ sobie z wieloma plikami w r6znych
formatach, podobnie jest z programem komputerowym. Aby aplikacja w Shiny w R dziatata,
dane muszg by¢ ujednolicone w jednym formacie, najlepiej zgodnymi z zasadami ,,tidy data”
[67]. Dane ,tidy” charakteryzuja si¢ gldwnie trzema zasadami; kazda kolumna to jedna
zmienna (np. temperatura, czas, kontrast), kazdy wiersz to jedna obserwacja (np. gen,
chromosom), kazda komoérka zawiera jedng warto$¢. Niestety zdecydowana wigkszos$¢
danych, ktére mozna znalez¢ w suplementach publikacji czy bazach danych nie jest zapisane
w formacie tidy. Dlatego nalezato przeformatowac¢ wszystkie zebrane dane na ,,tidy”, a aby to
osiggna¢ przygotowano ujednolicony uktad/format danych do aplikacji zawierajacy wszystkie
najwazniejsze dla nas warto$ci. Dane dla RNA-seq, wyjsciowo zawieraja identyfikatory
genow, wartos¢ logFC, FDR i kolumne nazwang ,,add_variable” od ,,additional variable” czyli
dodatkowej zmiennej, w ktéra mozna wpisa¢ dowolng nazw¢ porodwnania czy zestawienia
migdzy godzinami pobrania probki [Tab. 3.2]. Kazde dane, ktore trafity do programu, badz
beda dodane przez uzytkownika sg przyréwnywane do genomu referencyjnego w celu
dodania lokalizacji danych gendéw na genomie. Format danych zostat ujednolicony recznie
poprzez modyfikacje plikow wyjsciowych pochodzacych ze zgromadzonej bazy danych
[Tab. 3.5]. Doktadny schemat transformacji danych z wyjsciowych na te juz dostepne w
aplikacji, r6znit si¢ dla poszczegodlnych przypadkow, ze wzgledu na wysokie zréznicowanie
formatu danych wyjsciowych. Dane s3 przeformatowane, bez ingerencji w wyniki w nich
zawarte, zmienione jedynie jest utozenie wynikow wyjsciowych. Dla uzytkownika, dostgpna

w aplikacji jest opcja pobrania kazdego z szablonéw danych w formacie ,,.xIsx”.

Tabela 3.2 Szablon formatu danych RNA-seq w aplikacji.

gene logFC FDR add_variable
SCO0001 0 1 variable 1
SCO0005 0 1 variable 1
SCO0003 0 1 variable 1
SCO0003 0 1 variable 2
SCO0005 0 1 variable 2
SCO0001 0 1 variable 2
SCO0004 0 1 variable 2
SCO0003 0 1 variable 3
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W przypadku danych pochodzacych z eksperymentéw ChIP-seq szablon domys$lny dla
aplikacji nieco si¢ rdzni. Zawiera on wyjsciowo réwniez cztery kolumny, lecz nie jest
przyrownywany do genomu, poniewaz zawiera on lokalizacje miejsc wigzan [Tab. 3.3].

W kolumnie ,,name” znajdujg si¢ warunki badane w eksperymencie.

Tabela 3.3 Szablon formatu danych ChIP-seq w aplikacji.

chrom chromStart chromEnd name

chromosomel 1 100 variable 1
chromosomel 101 200 variable 1
chromosomel 201 300 variable 1
chromosomel 301 400 variable 1
chromosomel 1 100 variable 2
chromosomel 101 200 variable 2
chromosomel 201 300 variable 2
chromosomel 301 400 variable 2

Istnieje rowniez dodatkowa opcja wczytywania danych RNA-seq omijajgca
przeksztalcanie rgcznie w format ,tidy”. Przygotowany zostatl szablon danych fatwy do
przeksztalcenia w Excelu. Sklada si¢ on z trzech czeéci. Pierwsza kolumna musi zostaé
nazwana ,,gene” 1 znajdujg si¢ tam wszystkie identyfikatory gendéw. Nastepne dwie to czes¢
logFC 1 FDR. Zawiera¢ ona begdzie tyle kolumn, ile uzytkownik posiada warunkow, czy
zmiennych w eksperymencie. Aby dane zostaly poprawnie przeksztalcone przez program do
formatu ,.tidy”, nalezy nazwa¢ kolumny nazwa warunku i nazwa odpowiedniego rodzaju
wartosci danych. Na przyktad, jesli dokonane zostaly pomiary hodowli mutanta i1 typu
dzikiego w 48, 58 1 64 godzinie i zostato z porownania dwdch szczepow obliczone logFC,
kolejne kolumny nalezy nazwac¢ ,,48hlogFC”, ,,58hlogFC” 1 ,,64hlogFC”. Odpowiednio
odpowiadajace im kolumny FDR, nalezy nazwa¢ ,48hFDR”, ,,S8hFDR” i ,,64hFDR” jak na
przyktadzie [Tab. 3.4]. Program przeksztatci dane do formatu ,.tidy”, gdzie geny wystapig 3-
krotnie, w nowo-powstatej kolumnie logFC beda znajdowaty si¢ wszystkie wyniki logFC,
a w kolumnie FDR, wszystkie wyniki FDR, natomiast przedrostki ,,48h”, ,,58h” i ,,64h”

znajda si¢ w czwartej kolumnie nazwanej ,,add variable”. Polska wersja programu Excel jako

29| Strona




znak interpunkcyjny w liczbach niecatkowitych uzywa przecinka, automatycznie przecinki
w kolumnach przeksztatcane sa na kropki, a zawartosci kolumn nadawany jest typ wartosci
numerycznych, poniewaz jezyk programowania R, jako znaku interpunkcyjnego w takich

liczbach uzywa kropek.

Tabela 3.4 Szablon formatu danych RNA-seq do obrobki przez program na format ,,tidy”.

gene 48hlogFC | 58hlogFC | 64hlogFC | 48hFDR 58hFDR 64hFDR
SCO0033 | 0,12 0,12 0,12 2,00E-01 2,00E-01 2,00E-01
SCO0044 | 0,59 0,59 0,9 1,00E-02 1,00E-02 1,00E-02
SCO0055 | 0,62 0,62 0,62 3,00E-02 | 3,00E-02 | 3,00E-02
SCO0058 | 0,28 0,28 0,28 3,00E-09 | 3,00E-09 | 3,00E-09
SCO0064 | 0,45 0,45 0,45 2,00E-04 | 2,00E-04 | 2,00E-04
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Tabela 3.5. Zbior publikacji, z ktorych pochodzg dane wykorzystane w bazie danych aplikac;ji.

Dane dostgpne w aplikacji

Opis publikacji W badaniu poréwnano Typ eksperymentu Gatunek Nazwa w aplikacji
Rola NAP w regulacji Mutanty z delecja hupA RNA-seq S. coelicolor hupAS Strzalka 2024
ekspresji genow i i/lub hupS migdzy sobg i
odpowiedzi na stres [18]. WT migdzy sobg w roznych
warunkach
Zbadanie globalnej Mutanty ze zwigkszong RNA-seq S. coelicolor TopA_Szafran 2019
odpowiedzi transkrypcyjnej | ekspresja TopA z WT
na zmiany chromosomu
wywotane szybka relaksacja
DNA [68].
Zbadanie systemu Mutanty z delecja genow RNA-seq S. coelicolor SatKR Gongerowska 2021

dwusktadnikowego SatKR
w regulacji transkrypcji
klastera genow wrazliwych
na superskrecenie DNA
[69].

satkR 1 sitkR oraz mutanty z

obnizong ekspresja TopA
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Znaczenie systemu
AbrB1/B2 w produkc;ji
antybiotykow 1 odpornosci

antybiotykowej [70].

Mutant z delecjg abrB z WT

RNA-seq

S. coelicolor

AbrB1 Nieta 2020,

Znaczenie AbrC3 w
regulacji produkcji

antybiotykow [71].

Mutant z delecjg abrC3 z
linig dzika rodzicielska

Mikromacierz

S. coelicolor

AbrC3 Rico 2014

Znaczenie Aorl w regulacji
biosyntezy antybiotykow
[27].

Mutant z delecja aorl zWT

RNA-seq

S. coelicolor

Aorl Antoraz 2017

Znaczenie, rodzaj regulacji 1

funkcje ArgR w hodowli
ptynne;j. [72]

Mutant z delecjg argR z WT

RNA-seq

S. coelicolor

argr Botas 2018

Znaczenie BldD w rozwoju
morfologicznym 1 produkcji
antybiotykow w czasie
wzrostu wegetatywnego

[73].

Mutant z delecja bldD z WT

Mikromacierz

S. coelicolor

BIdD denHengst 2010
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Wptyw BIdC na przebieg
cyklu zyciowego [74].

Mutant z delecjg bldC z WT

RNA-seq

S. venezuelae

BIdC Bush 2018 sven

Rola systemu DraR-K w
réznicowaniu
morfologicznym i

fizjologicznym [75].

Mutant z delecja draR-K z
linig dzika rodzicielska

Mikromacierz

S. coelicolor

Drar-K Yu 2014

Scharakteryzowanie funkcji,
mechanizmow
regulacyjnych i roli
fizjologicznej nowej grupy
czynnikow sigma ECF42
[76].

R&zne mutanty delecyjne

lub z nadekspresja ECF42

RNA-seq

S. venezuelae

ECF42 Liu 2018 sven

Znaczenie GInR w regulacji
odpowiedzi na niedobor

azotu [77].

Mutant z delecjg glnR z WT

Mikromacierz

S. venezuelae

GInR_Pullan 2011

Wptyw OhkA na regulacje
metabolizmu
drugorzedowego i
réznicowanie

morfologiczne.[28]

Mutant z delecja ohkA z WT

RNA-seq

S. coelicolor

OhkA Lu 2011
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Znaczenie OsdR jako Mutant z delecja osdR z WT | Mikromacierz S. coelicolor OsdR_Urem 2016
regulatora odpowiedzi na

stres oksydacyjny [78].

Rola czynnika sigma R w Mutant z delecja sigR z WT | RNA-seq S. coelicolor sigR Kallifidas 2010
kontroli jakos$ci bialek w

stresie disiarczkowym [79].

Zbadanie celow dla SoxR Mutant z delecja soxR z WT | RNA-seq S. coelicolor soxR Naseer 2014

[80].

Identyfikacja nowych Mutant z delcjg whid lub Mikromacierz S. coelicolor whiAH_Salerno 2013
genow bioracych udziat w whiHz WT

sporulacji. [31]

Analiza transkryptomiczna | Hodowle ptynng z hodowlg | Mikromacierz S. coelicolor SolidLiquidDiff Yague 201
roznicowania w statych stalg 3

hodowlach sporulujacych

[32].

Szczegotowe zbadanie Roézne etapy cyklu RNA-seq S. coelicolor growth _phases Yeong 201
procesoéw transkrypcyjnych | zyciowego 6

1 translacyjnych [29].
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Wptyw szoku etanolowego
na transkrypcje i

metabolizm komorek [81].

Komorki pod wptywem

szoku etanolowego z WT

RNA-seq

S. venezuelae

ETOHshock Sekurova 202

2 sven

Globalny wptyw BldB na
regulacje ekspresji

komorek.[82]

Mutant z delecjg bldB z WT

RNA-seq

S. venezuelae

BldB Avramova 2023 sve

n

Odpowiedz regulatora LexA
na stres wywolany
degradacjg DNA przy
uzyciu mitomicyny C

(MMC) [83]

Komorki poddane MMC z
WT

RNA-seq

S. venezuelae

MMC Stratton 2022 sven

Oddzialywanie Ccrl na
metabolizm drugorzedowy

bakterii [84]

Mutant z delecjg ccrl z WT

RNA-seq

S. coelicolor

cerl_Lei 2024

Rola Gbn (GATC-binding
NAP) w rozwoju
Streptomyces[85]

Mutanty z delecja ghn z WT

RNA-seq

S. coelicolor

Gbn_Du 2022

Rola Gbn (GATC-binding
NAP) w rozwoju
Streptomyces[85]

ChIP-seq

S. coelicolor

Gbn_chipseq Du 2022
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Analiza regulonu HrdB w --- ChIP-seq S. coelicolor HrdB_chipseq Smidova 20
fazie wzrostu 18

wegetatywnego [36].

Zbadanie wspotdziatania - ChIP-seq S. coelicolor hupAS chipseq Strzalka 2
TopA 1 HupA w utrzymaniu 024

organizacji chromosomu

podczas wzrostu [86].

Analiza rearanzacji --- ChIP-seq S. venezuelae SMChupS Szafran 2021

przestrzennej chromosomu
podczas powstawania spor

[35].
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4. Wyniki

Aplikacja zostata przygotowana jako narzedzie bioinformatyczne, ktore ma na celu
pomoc badaczom skupiajacym si¢ na transkryptomicznych aspektach badan S. coelicolor
1 S. venezuelae. Wazne jest, aby uzytkownik, ktory bedzie chciat skorzysta¢ z aplikacji, byt
w stanie zrozumie¢ co robig jej poszczegoOlne funkcje 1 przyciski w niej dostgpne.
W pierwszym rozdziale wynikow szczegdtowo opisano jak prawidlowo korzysta¢ z aplikacji.
Umozliwi to uzytkownikowi efektywne wykorzystanie aplikacji w analizie, jak i poznanie
wszystkich opcji dostgpnych w programie. Drugi rozdziat sekcji wyniki, przedstawia
dziatanie aplikacji opisane na podstawie kilku przyktadéw analiz danych eksperymentalnych.
Postawiony zostal nacisk, nie na zaprezentowanie, kazdej mozliwos$ci, ktérg uzytkownik
moze chcie¢ przeanalizowacd, a raczej kilku konkretnych przypadkow, korzystajacych z jak
najwickszej ilosci dostepnych funkcji. Poszczegolne przyktady uzycia aplikacji, przedstawiaja
wszechstronne zastosowanie programu, do analizy danych w nim dostepnych, jak i danych
wiasnych, zatadowanych przez uzytkownika, podczas zestawienia ze sobg réznego rodzaju

eksperymentow transkryptomicznych.

4.1 Program Strep.N.A

Powstata aplikacja nosi nazwe¢ Strep.N.A (Streptomyces NGS Analysis). Program
mozna pobra¢ z GitHub autora 1 uruchomi¢ go lokalnie, po zainstalowaniu RStudio
i pakietow opisanych w tabeli [Tab. 3.1], lub skorzysta¢ z wersji dostgpnej online na

serwerze.
Link do serwera:

http://microbesinwroclaw.biotech.uni.wroc.pl:3838/zmm_apps/Praca_magisterska Marek Sk

rzynski/
Link do github:
https://github.com/Majusz1320/Praca_magisterska Marek Skrzynski

Strep.N.A posiada trzy gtowne strony: ,,RNA-seq & ChIP-seq visualization”,
,Comparison of data” i ,Help&Info”. Dwie pierwsze z wymienionych sg stronami
funkcjonalnymi, to znaczy, mozemy na nich tadowa¢ dane czy wyswietla¢ je w celu analiz.
Strona ,,Help&Info” jest strong przeznaczong jako pomoc dla uzytkownika w nawigacji na
stronie, jak 1 zawiera niezbedne informacje dotyczace artykutéw skladajacych sie na baze
danych. Strony funkcjonalne, podzieli¢ mozemy na dwie cze$ci: panel boczny, zawierajacy
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wszystkie przyciski umozliwiajace ladowanie danych czy nawigacje po wyswietlanych
danych i panel gtowny, na ktérym znajdowaé si¢ beda wszystkie wyswietlane wykresy oraz
tabele. Aby utatwi¢ zrozumienie na co pozwala Strep.N.A potrzebne jest omdwienie

wszystkich elementow sktadajacych si¢ na program.

4.1.1 Podstawowe informacje po wtgczeniu

Po uruchomieniu programu znajdujemy si¢ domyslnie na stronie ,,RNA-seq & ChIP-
seq visualization” [Rys. 4.1]. Aplikacja jest gotowa do dziatania od razu po wiaczeniu. Po
lewej stronie ekranu widzimy panel boczny zawierajacy wszystkie przyciski potrzebne do
nawigacji 1 uzytkowania tej strony [Rys. 4.1 (A)], natomiast prawg stron¢ ekranu zajmuje
panel gtownym, na tej stronie, zawierajacy jedng podstrone ,,Visualization” [Rys 4.1 (B)]. Na
panelu gtéwnym domyslnie nic nie jest wyswietlane. Panel boczny zawiera na tej stronie pi¢é
zakladek, z czego tylko pierwsza, ,Navigation”, domyslnie jest rozwini¢ta [Rys. 4.2 (A)].
Na tej zakladce znajduja si¢ przyciski stuzace do nawigacji po wyswietlonym wykresie.
Strzatki w prawo 1 lewo umozliwiaja uzytkownikowi przesuwanie si¢ po osi x wyswietlanego
wykresu o warto$¢ dziesieciu tysiecy par zasad, to znaczy, od granicznych wartosci wykresu
w przypadku naci$ni¢cia na przyktad przycisku w prawo, wartosci te zostang zwigkszone
o dziesig¢ tysiecy. Przyciski ,,Zoom in” i ,,Zoom out” dzialaja na podobnej zasadzie, lecz
pozwalaja na zwickszanie rdéznicy migdzy wartoSciami granicznymi wykresu lub jej
zmniejszanie co powoduje, ,,przyblizenie” badz ,,0ddalenie” widocznego wykresu. Poprzez
zmienianie wartosci ,,Minimal-” i ,,Maximum value of plot” mozemy wybra¢ dokladne
miejsce do obserwacji. Wartosci te mozna zmienia¢ wpisujac wybrang przez siebie liczbe lub
naciskajac strzalki znajdujace si¢ obok wartosci widoczne po najechaniu myszka na panel
tekstowy zawierajacy aktualnie ustawiong warto$¢ liczbowa. Uzywanie przyciskow nawigacji
prawo, lewo, ,,zoom in” i ,,zoom out” zachodzi automatycznie, natomiast manualng zmiang
wartosci granic wyswietlanego wykresu musimy zatwierdzi¢ przyciskiem znajdujacym sie

u dotu zaktadki ,,Navigation”, nazwanego ,,Apply Changes”.

38| Strona



Strep.N.A. RNA.seq & ChiP.seq visualization <o

<
A K= B

Navigation ~
Zoomin @ Zoom out &

Minimal value of plot

4260000

Maximum value of plot

4280000

Apply Changes

Selection v
Plot settings v
Upload data v
Plot Download v

Rysunek 4.1 Glowny panel aplikacji Strep.N.A widniejacy na ekranie po jej wlaczeniu.
U gory strony obok nazwy programu, zaznaczona jest strona, na ktorej si¢ znajdujemy, ,,RNA-seq &

ChIP-seq visualization”. Widoczny jest boczny panel przyciskow (A) i panel gtowny, na ktorym

wyswietlac si¢ bedg wykresy (B).

Navigation A A~
Zoom in @ Zoom out @

Minimal value of plot

4260000

Maximum value of plot

4280000
Apply Changes
Upload data ) ~

Is RNA-seq file in app format?

RNA-seq file

Browse... Nofile selected

CHIP-seq file

Browse... No file selected

Rysunek 4.2 Panel boczny strony ,,RNA-seq & ChIP-seq visualization” z rozwinigtymi (obok siebie)
w orientacji poziomej zaktadkami ,,Navigation” (A), ,,Selection” (B), ,,Plot settings” (C), ,,Upload

data” (D), ,,Plot download” (E).
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4.1.2 Panel boczny i funkcje ,,RNA-seq & ChlP-seq visualization”

Pierwszg rzecza, ktérg nalezy zrobi¢ po wiaczeniu aplikacji to nacisnigcie przycisku
»Apply changes”. Bez tego zadne inne interakcje nie bedg dziatalty w programie. Nacisnigcie
przycisku ,,Apply Changes” spowoduje rozpoczecie reagowania programu na dalsze zmiany,
a takze na panelu gtownym wyswietlony zostanie wykres strzatkowy genomu wybranego
domyslnie gatunku (S. coelicolor) [Rys. 4.3]. Gdy widoczny jest wykres genomowy, mozemy
przejs¢ do wyboru, co ma zosta¢ wyswietlone na wykresie. Nalezy zatem wroci¢ do panelu
bocznego, a doktadnie do zaktadki ,,Selection” [Rys. 4.2 (B)] Zaktadka ta jest podzielona na
3 czedci. Pierwsza sg ustawienia ogdlne wyswietlanych wykresow. Jako pierwszy widnieje
przelacznik opisany ,,Select Streptomyces species”, stuzacy do wyboru gatunku Streptomyces,
na ktérym zamierzamy pracowa¢. Domys$lnie gatunkiem wybranym jest S. coelicolor stad pod
przetacznikiem w panelu tekstowym wyswietlane jest ,,SCOE” czyli skrétowy zapis tego
gatunku (S-treptomyces COE-licolor). Nacis$nigcie przeltacznika spowoduje zmiang
wyswietlanego w panelu tekstowym oznaczenia na ,,SVEN” (S-treptomyces VEN-ezuelae).
Oznacza to, ze tryb pracy aplikacji zostal zmieniony na gatunek S. venezuelae, zarazem
wyswietlany genom na gléwnym panelu zostanie zmieniony na genom tego gatunku.
Nastepng opcja do wyboru jest ,,Show/hide visualizations”, w ktorej] mozemy wybrac, ktore
wykresy sg wyswietlane. Domyslnie wyswietlany jest genom i wykres z danych RNA-seq
1 mikromacierzy. Trzecig opcja jest wykres z danych ChIP-seq, ktory nalezy wlaczy¢, aby
wyswietlany byl na panelu gtéwnym. Aby to zrobi¢ nalezy kliknaé na pole tej opcji 1 wybra¢
opcje ChlPplot. Aby wylaczy¢ wyswietlanie danego wykresu, nalezy klikng¢ na kafelek mu
odpowiadajacy 1 nacisng¢ przycisk ,backspace” na klawiaturze. ,,Choose gene from list”
pozwala na wybranie konkretnego interesujacego nas genu. Gdy chcemy przyblizy¢ wykres
na konkretny gen, nalezy klikna¢ na panel, na ktorym widnieje ,,all” i wybra¢ interesujacy nas
gen. Nastegpnie, aby zatwierdzi¢ wybor nalezy nacisngé przycisk ,,Apply Changes”. Wykres
automatycznie zostanie ograniczony do wyswietlania wartosci granicznych odpowiadajacych

danemu genowi. Lista wyswietlanych genéw zalezy od wybranego gatunku.
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Strep.N.A. RNA-seq & ChiP-seq visualization Corparison of o

Navigation ~

Zoomin @ Zoom out @,
Ainimal value of plot

4260000

Maximum value of plot

4280000

Apply Changes

Selection

<, scor3 ¢,_scoasrs éi-w‘}écuama $cosert écussm {_scomrs P scosssdfzm [scomsd scoses) [scos:

<

Plot settings

<

<

Upload data

Plot Download

<

Rysunek 4.3 Panel glowny strony ,,RNA-seq & ChIP-seq visualization” po naci$nigciu przycisku
»Apply Changes” znajdujagcego si¢ w zakladce ,,Navigation” panelu bocznego. Wyswietlany jest

wykres genomu wybranego gatunku.

Ponizej ustawien ogdlnych, znajdziemy panel ,,RNA-seq Plot Data” i ,,ChIP-seq Plot
Data”. Sg to dwa panele odpowiadajace za wybieranie danych z bazy dostepnej w aplikacji,
ktére beda wyswietlone na wykresie. Dla wykresu RNA mozemy wybra¢ do trzech zestawow
danych z publikacji, natomiast dla ChIP-seq mozliwe wybranie jest tylko jednego.
Aby wybra¢ dane nalezy nacisnag¢ na ,no data selected”. Spowoduje to rozwinigcie listy
dostgpnych danych dla danego gatunku, opisanych w [Tab. 3.5]. Po wybraniu jednej z opcji
z listy, pojawi si¢ pod spodem dodatkowe okno ,,Choose comparison for analysis”.
Dla kazdego zestawu danych w tym panelu mozemy wybra¢ serie danych, ktére odpowiadaja
konkretnemu poréwnaniu, mi¢dzy innymi, rodzajowi podltoza, godzinie czy poréwnywanym
szczepom. Wybrane przez nas dane, zostang automatycznie wyswietlone na panelu gldéwnym

W postaci wykresu.

Nastepng zaktadka opcji dostepna dla uzytkownika jest ,,Plot settings” [Rys. 4.2 (C)].
Znajduja si¢ w niej opcje modyfikacji wykresu ma podstawie konkretnych warto$ci danych
zmiennych. Dostepne sa dwa filtry do uzycia, logFC 1 FDR. Filtr logFC skfada si¢ z dwoch
okien z warto$ciami numerycznymi, ustawionymi domys$lnie na 0. W oknie ,higher value”
mozemy ustawi¢ dowolng liczbg wieksza od 0, natomiast w ,,Jower value”, mniejsza od zera.
Po zmianie ktorejkolwiek z warto$ci, wyswietlane wyniki zostang odfiltrowane tak, aby geny

ktore zobaczymy na wykresie znajdowaly si¢ poza zakresem logFC ustawionym przez
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uzytkownika. Drugim filtrem znajdujgcym si¢ w zaktadce ,,Plot settings” jest filtr FDR. FDR
wyswietlanych wynikdw po wlaczeniu filtra zostanie przefiltrowane tak aby wyswietlaé tylko
wyniki mniejsze badz rowne 0.05. Taka warto$¢ zostata wybrana ze wzgledu na bardzo czeste
pojawianie si¢ takiej granicy FDR jako punkt odcigcia danych przy wysokoprzepustowych
badaniach NGS.

Zaktadka ,,Upload data” shuzy uzytkownikowi do zatadowania witasnych danych do
programu [Rys. 4.2 (D)]. Przede wszystkim dane, ktore chcemy, zeby zostaty wy$wietlone
nalezy przygotowac¢ do odpowiedniego formatu zanim zostang dodane do aplikacji. Szablon
formatu dla danych RNA-seq 1 mikromacierzy, jak i ChIP-seq znajduje si¢ w wersji do
pobrania na stronie ,,Help&Info” programu jak i w formie tabel w sekcji materiaty i metody
[Tab. 3.2, Tab. 3.3, Tab. 3.4]. Dane w formacie domys$lnym dla programu pozwalaja
uzytkownikowi na wpisanie jedynie nazw genow badanych, logFC i FDR, oraz opisania ich
wybrang przez siebie zmienng. W zaleznosci od tego jaki gatunek wybrany jest w zakladce
»Selection” taki genom zostanie przyrownany do danych uzytkownika w celu dodania
poczatkow 1 koncéw gendw na genomie. Dane zatadowane do programu pozostaja w nim
tylko do zakonczenia dzialania danej sesji, nie zostaja one zapisane w nim na stale.
W ,.Upload data” widnieja dwie opcje dodania danych i przetacznik ,,Is RNA-seq file in app
format?”, w zaleznosci jaki typ danych chcemy zatadowa¢. Dane ChIP-seq maja tylko jedng
opcj¢ tadowania w formacie takim jak w Tabeli 3.3. Dane do RNA-seq maja dwie opcje
tadowania. Domyslnie ustawiona jest ta w formacie danych w programie, takim jak opisany
w Tabeli 3.2. Aby zatadowa¢ dane RNA-seq, ktore nie sg w formacie ,,tidy” nalezy przelaczyc
»Is RNA-seq file in app format?” na opcje ,.No”. Wtedy zatadowane dane zostang
automatycznie przeksztalcone w format ,tidy”. Dane dodajemy do programu poprzez

2

naci$nigcie przycisku ,Browse...” 1 wybranie pliku z naszego komputer, lub przez
przeciagnigcie pliku na odpowiednie okno tadowania danych. Po zatadowaniu wyswietli si¢
okno, w ktorym uzytkownik musi wpisa¢ nazweg dla swojego pliku. Wpisana nazwa,
wyswietlana bedzie w opcjach wyboru danych w zakladce ,,Selection” 1 na wykresie

wygenerowanym z danych uzytkownika.

Opcja dostepna dla uzytkownika w zakladce ,,Plot Download” jest pobranie
wyswietlonych na panelu gtéwnym wykreséw w postaci pliku png [Rys. 4.2 (E)]. Wykres
pobierany jest poprzez nacis$nigcie przycisku ,,Download png plot”. Uzytkownik ma tez
mozliwos¢ dostosowa¢ wysokos¢, szerokos¢ i1 rozdzielczo$¢ wygenerowanego obrazu, do

swoich potrzeb.
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4.1.3 Wyswietlanie danych ,RNA-seq & ChIP-seq visualization”

Gdy wyswietlony jest wykres genomu wybranej przez nas bakterii, mozemy
rozpocza¢ wybieranie interesujacych nas danych. Dziatanie aplikacji w tym przypadku
zostanie przedstawione na podstawie danych z publikacji badajacej miedzy innymi geny
satKR dla RNA-seq [69] Wybrane zostaly interesujace nas publikacje i dostgpne dla nich
poréwnania [Rys. 4.4 (A)]. W ten sposob na panelu gltowny zaczynaja wyswietla¢ si¢
wlasciwe wykresy wybranych danych oznaczonych nazwami takimi jak wybrane w zaktadce
»Selection” [Rys. 4.5 (A)]. Nastgpnie, gdy wyswietlone sg juz interesujace nas dane,

w zaktadce ,,Plot settings” mozna zmieni¢ niektore z wyswietlanych wartosci:

e LogFC, za ktorego zmian¢ odpowiada ,,LogFC Filtering” [Rys. 4.4 (B)]. Warto$ci
logFC zmienione zostaly z 0 dla gérnej granicy i 0 dla dolnej na 0,5 dla obu granic. Na
panelu glownym, dane sa aktualizowane w zalezno$ci o ustawione granice

1 wysSwietlane juz odfiltrowane [Rys. 4.5 (B)].

e FDR, za ktéry odpowiada przetacznik ,,Leave only significant genes” [Rys. 4.4 (B)].
Na panelu gtéwnym wyswietlane sg tylko wyniki dla FDR mniejsze badz rowne 0,05.
Widoczny wykres prezentuje odfiltrowane wyniki fatszywie pozytywne [Rys. 4.5 (C)].

Jak zostato opisane wcze$niej, w zakladce ,,Upload data” po zaladowaniu wiasnych
danych i nadaniu im nazwy, s3 one dostepne do wyboru w zakladce ,,Selection”
[Rys. 4.4 (C)]. Po ich wybraniu, dla tego przyktadu dane zostaly nazwane ,,dane test 20257,
zaobserwujemy je wyswietlone na wykresie panelu gléwnego, wraz z widniejaca wpisang
przez nas nazwa [Rys. 4.5 (D)]. Gdy zatadujemy wtasne dane, program musi zaktualizowac
liste¢ zaladowanych danych. Z tego powodu, wczesniej ustawione opcje w zakltadce
»election” w podzaktadkach wyborow danych RNA-seq i ChIP-seq, zostang zresetowane do
opcji ,,no data selected”. Dlatego zaleca si¢ zaladowanie wlasnych danych do aplikacji jakg

pierwszg czynnos¢, przed dalszg analizg.
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RNAseq Plot Data - A LogFC Filtering B

SatkR_Gongerowska_2021 - -higher value
Choose contrasts for analysis 0.5
M145vsMGM10 M145vsMGM12 Jower value
M145vsMGM11  M145vsMGM14
-0.5
data_test 2025 - Leave only significant genes (FDR <= 0.05)
Choose contrasts for analysis OFF
variable_1 variable_2
RNA-seq C

Browse.. dane_user_new.txt
no data selected -

Add name for your file

ChiP-seq Plot Data data_test_2025

SR

SMChups_Szafran_2021 - ”
CHIP-seq
Chaose contrasts for analysis

Browse... No file selected
SMC_14

Rysunek 4.4 Zaktadki panelu bocznego ,RNA-seq & ChIP-seq visualization” z wybranymi
przyktadowymi danymi. Zaktadka ,,Selection” z wybranymi danymi (A), zaktadka ,,Plot settings” ze
zmieniong warto$cia granic logFC (B), dane uzytkownika dodane w zakladce ,,Upload Data” (C).
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Rysunek 4.5 Panel gléwny ,,RNA-seq & ChIP-seq visualization” po wybraniu przyktadowych danych (A), zmianie warto$ci wyswietlanego logFC na

wykresie (B), wlaczeniu filtra FDR (C), zatadowaniu 1 wy$wietleniu wtasnych danych (D).
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Dla uzytkownika w aplikacji, dostepna jest rowniez lista wyswietlonych na wykresie
danych w tabelach [Rys. 4.6]. Tabele danych wykresow RNA-seq i ChIP-seq znajduja si¢ pod
wykresami panelu gléwnego w dwoch zaktadkach ,,RNAseq on plot”, ,,RNAseq no filter”,
,ChIPseq on plot” i ,,ChIPseq no filter”. Tabela ,,RNAseq on plot” zawiera tylko dane
dotyczace tych gendw, ktore w danej chwili widoczne sg na wykresie strzatkowym RNA-seq,
natomiast ,,RNAseq no filter” pokazuje wszystkie dane ktore dostgpne sa dla wybranych
zbiorow danych i poréwnan. ,,ChIPseq on plot” wyswietla tylko dane widniejace na
wykresach ChIP-seq, a ,,ChIPseq no filter”, odpowiednio do ,RNAseq no filter”.
Wyswietlane tabele mozna przeszukiwaé poprzez wpisywanie interesujacych nas haset do

»Search:” znajdujacego sie nad tabelami.

BVLEGELE @l RNAseq nofilter  CHIPseqonplot  CHIPseq no filter

Show| 10 v|entries Search:
gene FDR logFC add_variable start end width strand data_name
1 5C03885 1 -0.29  MGM10vsM145 4275980 4276699 720 + SatkR_Gongerowska_2021
2 S5C0O3873 0.061932977 -0.07  MGM10vsM145 4260741 4263314 2574 - SatkR_Gongerowska_2021
3 5C03878 0.061750963 0 MGM10vsM145 4268713 4269843 131 - SatkR_Gongerowska_2021
4 5C03881 0.419912987 -0.27  MGM10vsM145 4273286 42736857 372+ SatkR_Gongerowska_2021
5 5C03880 0.30167841 -0.01  MGM10vsM145 4273127 4273264 138 + SatkR_Gongerowska_2021
6 5C03873 0.512937001 -0.71  MGM11vsM145 4260741 4263314 2574 - SatkR_Gongerowska_2021
7 SC0O3874 0.796828989 -0.84  MGM11vsM145 4263378 4265438 2061 - SatkR_Gongerowska_2021
8 5C03876 0.066505914 -0.13 MGM11vsM145 4266442 4267563 1122 - SatkR_Gongerowska_2021
El 5C03877 0.089646732 -0.28  MGM11vsM145 4267594 4268469 876 - SatkR_Gongerowska_2021
10 sCo3878 0.04372753 -0.13  MGM11vsM145 4268713 4269843 1131 - SatkR_Gongerowska_2021
Showing 1 to 10 of 61 entries Previous il 2 3 4 5 6 7 Next

Rysunek 4.6 Tabele przedstawiaja dane wybrane w zaktadce ,,Selection”. Tabele oznaczone jako
»-.-on plot” zawieraja dane aktualnie wys$wietlane na wykresie, natomiast tabele ,,...no filter”

prezentujg pelny zestaw danych, bez ograniczen wynikajacych z filtrow osi wykresu.

4.1.4 Panel boczny i funkcje ,Comparison of data”

Po nacisnieciu ,,Comparison of data” program zostaje przetagczony na stron¢ dotyczaca
porownan miedzy danymi. Strona ta, podobnie jak strona ,,RNA-seq & ChIP-seq
visualization” sktada si¢ z panelu bocznego, gdzie mozemy dokonywa¢ wyboréw danych
i opcji [Rys. 4.7 (A)], jak 1 z panelu glownego, gdzie beda wyswietlane wykresy
[Rys. 4.7 (B)]. Panel boczny tej strony sktada si¢ z czterech zaktadek, natomiast panel gtowny

7 trzech.
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Zaktadka ,,Selection” jest zaktadka umozliwiajaca wybor danych dla strony
,Comparison of data” [Rys. 4.8 (A)]. W tej zaktadce znajdziemy dwie podzaktadki. Pierwsza
z nich ,,Venn Diagram Data”, stuzy do wyboru danych, ktore beda wyswietlane na panelu
gléwnym dla wykresow Venn’a i Heatmapy. Po nacis$ni¢ciu ,,no data selected” rozwinie si¢
lista zawierajaca wszystkie dane dostepne w aplikacji Podobnie jak przy wyborze danych na
pierwszej stronie programu, po wybraniu konkretnej publikacji, nalezy wybraé, ktore

porownania chcemy zobaczy¢ na wykresie.

Strep.N.A. RNAseq & ChiP {ion Comparison of data /=

venn LogFC option v

Plot download v

Rysunek 4.7 Strona ,,Comparison of data”. Widoczny jest boczny panel przyciskow (A) 1
panel gldowny zawierajacy 3 podstrony, na ktorym wyswietlac si¢ bedg wykresy (B).

W dostepnej wers;ji aplikacji diagram Venna funkcjonuje poprawnie dla maksymalnie
4 zbioréw danych, gdzie jako zbidr danych okres$la si¢ jedno poréwnanie. Zatem do analizy
wybranych moze zosta¢ np.: cztery porownania z jednej publikacji bagdZz po dwa poréwnania z
dwoéch publikacji. Gdy wybrane zostanie powyzej czterech poroOwnan diagram Venna,
przeksztalcany jest w wykres typu ,upset”. Przedstawia on wigcej zestawien migdzy
porownaniami w formie wykresu stupkowego obrazujacego liczbe wynikow wspolnych
miedzy roznymi zbiorami. Pod wykresem stupkowym pokazane jest jakie zestawienie
odpowiada danemu slupkowi poprzez zaznaczenie ich kropka. Druga pod-zaktadka jest
,Heatmap gene name input”. W oknie tekstowym tej podzaktadki wpisa¢ mozna nazwy
interesujacych nas genéw w formacie nazw gendéw wpisanych po przecinku na przyktad:

SC0O6276, SCO6277, SCO6278, SCO6279, SCO6280. Wpisane geny zostang odfiltrowane
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z wybranych w pierwszej podzaktadce danych 1 wyswietlone w formie Heatmapy w zaktadce

,Heatmap” panelu gléwnego.

Zaktadka ,,Venn LogFC option” stuzy do zmiany wartosci logFC danych uzytych do
przygotowania diagramu Venna [Rys. 4.8 (B)]. Nalezy podkresli¢, ze nie wptywa on na
wartosci logFC wyswietlajace si¢ na Heatmapie. Podobnie jak na pierwszej stronie programu,
wybrane przez nas dane sg filtrowane na podstawie ustawionej gornej i dolnej granicy logFC.
Domys$Inymi warto$ciami w gornej i dolnej granicy ustawionymi w tej zaktadce jest 1,51 -1,5.
Strona ,,Comparison of data” nie zawiera przetacznika dla FDR. Wszystkie dane wyswietlane

na tej stronie sg domyslnie filtrowane dla FDR mniejszego badz rownego 0,05.

Ostatnia zaktadka ,,Plot download” podobnie jak na stronie pierwszej programu stuzy
do pobierania wyswietlanych wykresoéw w formacie ,,png” [Rys. 4.8 (C)]. Oddzielnie znajduje
si¢ na niej opcja pobrania diagramu Venn’a, pod ,,Plot Download Venn” 1 pod nia opcja

pobrania Heatmapy ,,Plot Download Heat”.

Selection A A | Plot download C A
Venn Diagram Data Plot Download Venn
Down png plo
no data selected - & Download png plot
Plot width [cm]
no data selected . 20
Plot height [cm]
Heatmap gene name input 14
Resolution
200
Plot Download Heat
& Download png plot
Venn/Heat LogFC B N Plot width [cm]
20
higher logFC
Plot height [cm]
1.5
14
lower logFC
Resolution
2 200

Rysunek 4.8 Panel boczny strony ,,Comparison of data” z rozwinigtymi zaktadkami ,,Selection” (A),

,»Venn/Heat LogFC” (B), ,,Plot download” (C). (w orientacji pozionej).
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4.1.5 Wyswietlanie danych ,,Comparison of data”

Jak zostalo wspomniane wcze$niej, mozemy na wykresie Venn’a porownywac do
maksymalnie czterech zbiorow. Aby wyswietli¢ wykres na panelu gtownym nalezy wybrac¢
kilka porownan dla jednego eksperymentu [Rys. 4.9 (A)], badz rozdzieli¢ cztery dostepne na
dwa eksperymenty [Rys. 4.9 (B)].

Selection A ~ Selection B ~

Venn Diagram Data Venn Diagram Data

SatkKR_Gongerowska_2021 - SatKR_Gongerowska_2021

Choose comparisens for venn Choose comparisons for venn

MGM10vsM145 MGM1 TvsM145 MGM10vsM145 MGM11vsM 145

no data selected - TopA_Szafran_2019 -

Choose comparisons for venn

Heatmap gene name input PS04M145 PS04M145thio

Rysunek 4.9 Zaktadka ,.Selection” strony ,,Comparison of data” z wybranymi przyktadowymi
danymi. Dane wybrane w celu zestawienia 2 porownan dla jednego eksperymentu (A); dane wybrane

w celu zestawienia po dwa poréwnania dla 2 zestawow danych (B).

Po wybraniu interesujacych nas danych na panelu gtownym wyswietli si¢ diagram
Venna. Przyktadowo, dla dwoch porownan pochodzacych z jednej publikacji, zobaczymy
porownanie z jedng czescig wspdlng dla dwoch zbioréw [Rys. 4.10 (A)], natomiast dla dwoch
publikacji, gdzie wybrane dla kazdej z nich zostato po dwa poréwnania, wyswietlony wykres
bedzie skladal si¢ z 4 zbiorow i zawierat czgsci wspdlne migdzy poszczegdlnymi zbiorami,

jak 1 dla ich wszystkich [Rys. 4.10 (B)].
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ﬁ MGM10vsM145 MGM11vsM145

482
(82.3%)

B MGM11vsM145 PS04M145

309
(29.6%)

‘GM10vsM145 PS04M145thic

Rysunek 4.10 Diagram Venna wys$wietlany na podstawie wybranych danych w celu zestawienia 2
poréwnan dla jednego eksperymentu (A); dane wybrane w celu zestawienia po dwie poréwnan dla 2

zestawow danych (B).
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Ponizej diagramu Venna znajdujg si¢ geny wspolne i1 specyficzne tylko dla niektérych
podzbioréw [Rys. 4.11]. Geny wyswietlajace si¢ pod diagramem Venna mozna skopiowaé
i wklei¢ do panelu tekstowego ,,Heatmap gene name input”. Po wklejeniu gendéw do panelu
tekstowego, poprzez nacis$ni¢cie zaktadki ,Heatmap” panelu gléwnego przejdziemy do
Heatmapy powstalej z wybranych przez nas danych [Rys. 4.12]. Doktadniej Heatmapa tworzy
si¢ na podstawie wybranych przez nas eksperymentow, dane odfiltrowywane sg na podstawie
wybranych poréwnan, a ostatecznie przez wybrane przez nas geny. Geny wklejane do panelu
tekstowego ,, Heatmap gene name input”, nie muszg by¢ zaczerpnigte z diagramu Venna,
moze to by¢ dowolna lista genéw wklejona w odpowiednim formacie. Heatmapa grupuje
réwniez podobne geny i poréwnania w formie drzewek, z lewej strony dla podobnych genow,
a u gory dla podobnych poréwnan. Gdy wybranego na heatmapie genu brakuje w zbiorze jest

on zaznaczany na kolor szary.

Show| 10 v |entries Search:
Combination Elements A
Common to: S5C00573, predicted RNA, 502864, SCO4667, SCO0572, SCO4686, SCO0571, 5C04214, SCO6205, SCO3426, SCO0666, SCO5957, SCO1293, SCO4663,
1 M145vsMGM10, SC00985, 5C0O2865, SCO0575, SCO5226, SCO5035, SCOT07, SCO1819, SCO6634, SCO2801, SCO4700, SCO0264, SCOB282, SCO3690, SCOt46, SCO4449,
M145vsMGM 11 SC06299, SCO0772, SCOL38, SCO5821, SCOt21, SCO6800, SCO1364, SCO3089, SCO5254
Showing 1 to 1 of 1 entries Previous 1 Next
Show| 10 ~|entries Search:
Combination Elements B Count

SCO0773, 5C01902, SCO0861, SCO3281, SCO6481, SCO0436, SCO4674, SCO7440, SCO0986, SCO1570, SCO0863, SCO5105, SCO5959, SCO3427, SCO0574,

5C04682, 5CO7747, 5CO7252, SCO4681, SCO5582, 5C04945, SCO4680, 5C0O4678, 5CO3897, SCO4215, 5C02717, SCO0915, SCO6514, SCO5410, SCO0832,
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5C00762, 5CO0799, SCO0826, SCO0839, SCO0911, 5CQ1096, SCO1198, 5CO1235, 5C0O1442, SCO1481, 5C01482, 5C01484, 5CO1567, SCO16390, SCO1785,
SCO1786, 5CO1878, SCO2018, 5C02270, SCO2271, 5C02272, SCO2273, 5CO2274, 5C0O2444, SCO2483, 5C02633, 5C0O2782, SCO2783, SC02784, SCO2785,
5002897, 5C02996, SCO3026, SCO3108, SCO3163, 5CO3339, SCO3811, SCO3835, 5CO3964, SCO3965, 5C03966, SCO4048, SCO4049, SCO4050, SCO4055,
SC04134, 5C04142, 5C04145, 5C04762, SCO4773, 5C0O4916, SCO5034, SCO5036, SCO5114, SCO5225, SCO5308, SCO5316, SCO5402, SCO5444, 5CO5484,
5C05497, 5CO5500, SCO5530, SCO5655, SCO5656, SCO5693, SCO5837, SCO5862, SCO5863, SCO5935, 5C06471, SCOE501, SCOG503, SCO6504, SCOB505,
SC06506, 5CO6520, SCO6550, SCO6591, SCO6705, SCO6706, SCOR731, SCO6765, SCO7108, SCO7131, 5CO7132, SCO7227, SCO7233, SCO7315, SCO7316,
SCO7363, 5C07398, SCO7399, SCO7400, SCO7412, SCO7426, SCO7428, SCO7443, SCO7452, SCO7453, SCO7465, SCO7469, SCO7470, SCO7471, SCOT7472,
SCO7473, 5C07474, 5CO7475, 5CO7657, SCO7658, 5CO0063, SCO0D075, 5CO0091, 5CO0102, SCO0175, 5CO0289, SCO0358, SCO0359, SCO0368, SCO0408,
SCO0433, 5C00462, SCO0463, SCO0484, SCO0485, SCO0512, SCO0523, SCO0550, SCO0558, SCO0566, SCO0630, SCO0631, SCO0646, SCO0648, SCO0714,
SCO0725, 5CO0729, SCO0758, SCO0781, SCOO800, SCO0883, SCON901, SCO0I09, SCO0I16, SCO1000, SCO1003, SCO1069, SCO1077, SCO1083, SCO1104,
S5C01191, 5C0O1307, SCO1308, SCO1313, SCO1321, 5CO1322, SCO1339, 5C0O1397, 5CO1406, SCO1425, 5CO1448, SC01454, SCO1455, SCO1471, 5CO1497,
SCO1540, 5CO1584, SCO1588, SCO1608, SCO1624, SCO1625, SCO1729, SCO1736, SCO1779, SCO1790, SCO1791, SCO1795, SCO1904, SCO1905, SCO1928,
5C01927, 5C01979, 5C0O1986, SCO1987, SCO1988, 5CO2006, SCO2027, 5C02223, 5C02224, SCO2248, 5002264, 5C02351, 5C02379, 5C02459, 5C02460,
SC0O2466, 5C0O2485, SCO2496, SCO2498, SCO2525, SCO2537, SCO2551, 5C02632, SCO2652, SCO2654, 5CO2679, SCO2697, SCO2727, SCO2763, SCO2768,
Unique to: 5002815, 5C02876, 5C028394, SCO2895, SCO2896, SCO2898, SCO2964, SCO2986, SCO3001, SCO3035, 5C03207, SCO3258, SCO3264, SCO3268, SCO3269,
M145¥sMGM11 S$C03292, 5C03299, SCO3329, SCO3331, SCO3332, SCO3360, SCO3389, 5C03423, 5C0O3424, SCO3447, 5C03492, SCO3508, SCO3509, SCO3595, SCO3604,
SCO3608, 5CO3616, SCO3631, SCO3640, SCO3657, SCO3708, SCO3709, SCO3766, SCO3773, SCO3782, 5CO3867, SCO3972, SCO3975, SCO3982, SCO3983,
5C03984, 5C03985, 5C03986, SCO3987, SCO3988, 5CO4011, SCO4056, 5C0O4072, SCO4085, SCO4096, SCO4107, SCO4108, SCO4117, 5C04121, 5CO4125,
SC0O4183. 5C04222. 5C04264. 5C04278. SCO4283. 5C04316. SCO4336. SCO4338. SCO4342,. SCO4370. SCO4375. SCO4384. SCO4385. 5C04412. 5C04424,

482

Rysunek 4.11 Geny wspoélne (A) dla wyswietlonych danych na diagramie Venna, przedstawione w

formie tabeli pod diagramem. Geny obecne tylko w danych zbiorach (B).
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Rysunek 4.12 Heatmapa powstata z pierwszych szesciu genow wspdlnych dla wybranych danych, na

podstawie diagramu Venna.

4.1.6 Strona ,,Help&Info”

Ostatnig strong programu Strep.N.A, jest ,,Help&Info” [Rys. 4.13]. Znajduja si¢ na
niej wszystkie najwazniejsze informacje dotyczace uzytkowania programu jak
i wykorzystywanych w nim danych czy pakietow. Strona ,,Help&Info” sktada si¢ z 3 zaktadek
,Usage help”, ,Data&Packages” i ,,About”. Na pierwszej zakladce znajdziemy wszelkie
informacje dotyczace jak korzysta¢ z aplikacji. Dostgpny dla uzytkownika jest szablon
przedstawiajacy, jak powinny wyglada¢ dane dodawane do aplikacji w formie pliku do
pobrania. Druga zaktadka sktada si¢ z dwoch tabel. Pierwsza zawiera informacje dotyczace
pakietow R w wykorzystanych do stworzenia aplikacji, a druga informacje na temat
publikacji, z ktérych pochodza dane znajdujace si¢ w aplikacji. W trzeciej zakladce strony

,Help&Info” znajduja si¢ informacje kontaktowe do autoréw aplikacji.
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Strep.N.A Help&info

Usage help [EECIETIEOSe

Click the button below to download templates for data upload:

& Download File

Tips for using the app

[.] RNA-seq & ChlP-seq visualization

« This page allows you to visualize and explore genomic data in various plot types (genome, RNA-seq, microarrays, ChIP-seq).
+ The page consists of a sidebar for selecting data and settings, and a main panel for displaying the plots

(© Tab: Navigation
+ Left/ Right arrows — shift the genoma plot by 10,000 base pairs on the X-axis
+ Zoom in | Zoom out - zoom into or out of the displayed genome region
« Minimal  Maximum value of plot — manually set the plot axis limits
+ Apply Changes — confirms manual axis changes and must be used to trigger reactivity.

# Tab: Selection
+ Select Streptomyces species - switch between S. coslicolor and S. venezuelae.
+ Showihide visualizations — choose which plot types o display (Genome, RNA-seq, Microarray, ChiP-seq)
+ Choose gene from list - zoom ta the selectad gene on the genome
+ RNA-seq Plot Data - choose up (o 3 RNA-seq dalasels
+ ChiP-seq Plot Data - choose one ChiP-seq dataset
+ Choose comparison for analysis — select ype of comparison (.., strain, timepoint, conditions).

[ Tab: Plot settings
+ LogFC Filtering — filter plot based on lower/higher log fold change values
+ FDR Filtering - show only data with FDR < 0.05

@ Tab: Upload data
+ Browse.../ drag & drop file - upload data file from your computer

Rysunek 4.13 Pierwsza zaktadka strony ,,Help&Info” programu.

4.2 Zastosowanie aplikacji

Na podstawie danych zamieszczonych w aplikacji, jak i opcji wprowadzania wtasnych
danych dokonaé¢ mozna analiz r6znych eksperymentow w celu sprawdzenia zaleznos$ci jakie
zachodza migdzy ekspresja gendéw w réznych szczepach. W aplikacji znajduja si¢ dane
z eksperymentdéw stuzacych do pomiaru ekspresji genow takie jak RNA-seq 1 mikromacierze,
jak 1 dane z eksperymentow stluzacych do oznaczania miejsc przytaczania si¢ biatek typu
ChIP-seq. Poprzez analize r6znic miedzy eksperymentami jesteSmy w stanie wykonaé takie
poréwnania jak zestawienie dwoch pomiardow RNA-seq, czy wynikow RNA-seq z ChIP-seq.
Na podstawie takich analiz mozna wyciagna¢ wnioski dotyczace zaleznosci migdzy réznymi

genami, migdzy innymi ich funkcje regulatorowe.

4.2.1 RNA-seq i ChlIP-seq

RNA-seq pozwala na pomiar ekspresji gendw, natomiast ChIP-seq umozliwia
odczytanie, gdzie w genomie wigza si¢ interesujace badacza biatka. Poprzez zestawienie ze
soba wynikow z tych dwoch technik mozna okreslic wiele zalezno$ci takich jak wptyw
obecnosci danego bialka na ekspresj¢ okreslonych genow lub za jak szeroka regulacje
genomu odpowiada dany czynnik. Podczas zestawienia ze sobg tych dwoch technik mozemy
rowniez stwierdzi¢, czy bialko kontroluje ekspresje danych genow w sposob bezposredni,
poprzez wigzanie si¢ do konkretnego miejsca na genomie, czy posredni, na przyklad poprzez

regulacje innych biatek, ktore beda si¢ wigzaty do genomu.
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W przedstawionym ponizej przypadku, badane byly dwa szczepy S. venezuelae. Jeden
z nich byt typem dzikim bakterii, a drugi posiadat delecj¢ genu adpA. Na szczepach zostaty
przeprowadzone badania RNA-seq w 13 i 20 godzinie wzrostu, jak i ChIP-seq dla miejsc
wigzania AdpA rowniez w tych godzinach wzrostu bakterii (dane nieopublikowane,
otrzymane dzigki uprzejmosci dr. inz. Marcina Wolanskiego z Zaktadu Mikrobiologii
Molekularnej, wydzialu biotechnologii, Uniwersytetu Wroctawskiego). Dane prezentowane
ponizej nie znajdujg si¢ w bazie danych aplikacji i zostaly r¢gcznie wezytane do programu

dzigki funkcji ,,Upload data”.

ApdA jest waznym regulatorem transkrypcyjnym u Streptomyces, poniewaz
odpowiedzialny jest on jednocze$nie za kontrole roznicowania morfologicznego, jak
i biosyntez¢ réznych zwigzkdéw chemicznych miedzy innymi chloramfenikolu, czyli
antybiotyku, ktorego dziatanie polega na hamowaniu syntezy bialek bakteryjnych poprzez
wigzanie z podjednostka 50S rybosomu [87], [88]. Badanie zalezno$ci miedzy obecnosciag
biatka regulatorowego i klastrow genow produkujacych antybiotyki, pozwala na zrozumienie
regulacji procesoOw biosyntezy takich zwigzkow, a zatem na przyklad na zoptymalizowanie
wydajnosci biosyntezy co moze pomoc w produkcji funkcjonalnych antybiotykow. Dlatego
w celu zobrazowania dziatania aplikacji zostal wybrany klaster genow biosyntezy
chloramfenikolu [Rys. 4.14]. W sktad tego klastra wchodzi okoto 40 gendéw od vnz 4355 do
vnz_4560. Na podstawie wykresu ChIP-seq mozna zauwazy¢, ze AdpA, w rejonie klastra
chloramfenikolu, przylacza si¢ na jego poczatku. Sugeruje to, ze faktycznie to biatko
regulatorowe ma wplyw na biosyntez¢ chloramfenikolu. Na podstawie wykresu RNA-seq
mozemy zauwazy¢, ze roznica w ekspresji migdzy dwoma szczepami byla nieznaczna
w 13 godzinie hodowli, natomiast w 20 godzinie, warto$ci logFC genow nalezacych do
klastra biosyntezy chloramfenikolu maja zdecydowanie zanizony poziom ekspresji
w stosunku do typu dzikiego. Produkcja AdpA nasila si¢, gdy bakterie koncza faze wzrostu
wegetatywnego 1 rozpoczynaja tworzenie strzepek powietrznych, a fragmentacja strz¢pek
nastepuje okoto 20 godziny hodowli [87]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w poréwnaniu RNA-
seq w 20 godzinie miedzy szczepami AdpA powinno odgrywaé najwigkszg role. Zatem
niedobor tego biatka powoduje zanizong ekspresje chloramfenikolu u szczepu delecyjnego co

oznacza, ze AdpA jest induktorem biosyntezy chloramfenikolu.
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Rysunek 4.14 Wykres powstaty przy uzyciu aplikacji dla szczepu S. venezuelae z delecjg genu adpA, przedstawiajacy klaster biosyntezy
chloramfenikolu.
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4.2.2 RNA-seq i RNA-seq

Innym zastosowaniem aplikacji jest uzycie jej do porownania dwoch eksperymentow
RNA-seq, ktére skupiaty si¢ na badaniu podobnych zaleznos$ci czy regionéw genomu. Dzigki
zestawieniu wynikow ekspresji dla dwoch eksperymentow, gdzie na przyklad uzyte byty
szczepy charakteryzujace si¢ takimi samymi mutacjami, lecz wprowadzono inne warunki
eksperymentu, mozna stwierdzi¢ jak roézne czynniki wplywaja na dany klaster genow

i doktadniej zrozumie¢ jego dziatanie.

TopA to topoizomeraza, ktérej gtowne dziatanie u S. coelicolor polega na usuwaniu
superskretow DNA w genomie bakterii, co jest szczegdlnie waznym procesem podczas,
migdzy innymi, replikacji DNA w celu usuwania negatywnych supersketow powstajacych
podczas tego procesu, jak i transkrypcji genow [68]. Badania zwigzane z obserwacja, jak
genom bakterii reaguje na obecno$¢ TopA, prowadzg do zrozumienia aranzacji genomu i tego
jak, badz w jakich warunkach, zachodzi ekspresja niektorych gendéw. Dzigki zastosowaniu
szczepow bakterii, w ktorych obecnos¢ TopA jest zanizona, udalo si¢ zidentyfikowaé region
wyjatkowo czuly na warunki dlugotrwatego superskrecenia DNA, nazwany SHC (ang.
supercoiling-hypersensitive region) (sco4667 - sco4700) [68]. Na wykresie przygotowanym
dzigki aplikacji zostaly przedstawione wyniki zwigzane z okresleniem SHC jako istotnego
klastra w S. coelicolor [Rys. 4.15]. Wyniki opisane jako ,,TopA Szafran 2019”, przedstawiaja
poréwnanie szczepow S. coelicolor, M145, czyli typ dziki 1 PS04, czyli szczep z obnizonym
poziomem TopA. Zauwazy¢ mozna, ze poroOwnanie tych dwoch szczepdéw przedstawia
zdecydowanie zwigkszong ekspresj¢ gendéw dla widocznego regionu, czyli regionu SHC.
Jednak nie tylko superskrecenie jest regulatorem tego klastra. Domniemane jest, ze wplyw na
niego majg rowniez inne czynniki. W genomie S. coelicolor wystepuje system
dwusktadnikowy o nazwie SatKR, sktadajacy si¢ z genu satR (SCO3389) 1 satK (SCO3390)
[69]. Geny te zostaly odnalezione jako wazne dla badanh SHC poprzez losowa mutacje
transpozonow3d. Szczepy uzyte w badaniach to M145 wymieniony wczesniej, jak i szczepy
z mutacjami dotyczacymi SatKR. Mutanty podzielone ze wzglgdu na wprowadzone w nich
mutacje SatKR. MGM11, czyli mutant o podwyzszonej ekspresji satR, MGM12, z delecja
catego systemu SatKR i MGMI14 ze zwigkszona ekspresja safR 1 delecja genu satK.
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Rysunek 4.15 Wykres powstaly przy uzyciu aplikacji dla dwoch publikacji opierajacych si¢ na badaniu regionu SHC u S. coelicolor.
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Pierwszy wniosek, ktéry mozna wyciagnaé to, ze najwigksze roznice zauwazalne sg w
poréwnaniach miedzy typem dzikim, a mutantami SatKR. Samo zwigkszenie ekspresji satR
doprowadzito do wzrostu ekspresji gendw klastra SHC, natomiast kombinacje delecji obu
genow systemu SatKR 1 zwigkszenia ekspresji satR z delecjg samego satK, doprowadzito do
znacznego obnizenia ekspresji gendéw klastra SHC. Mozna zatem zauwazy¢, ze wynik dla
szczepu dzikiego poréwnanego z sama deplecja TopA, z poprzedniego eksperymentu,
prezentuje si¢ podobnie do wyniku dla poréwnania typu dzikiego z mutantem o zwi¢kszone;j
ekspresji satR, pomimo braku zwigkszenia superskrgcen DNA w tym szczepie. Stwierdzi¢
zatem mozna, ze system SatKR posiada wlasciwosci regulujace klaster genow SHC.
Zauwazy¢ mozna, ze szczepy, ktore posiadaja delecje genu satK prezentuja si¢
porownywalnie, co oznaczaloby, Zze nie wazna jest ekspresja samego satR, a kluczowym
kompontentem dla jego dziatania jest drugi gen w tym systemie. Szczepy posiadajace delecje
gen6w systemu SatKR maja zauwazalnie niski poziom ekspresji gendéw regionu SHC.
Sugeruje to, ze nawet w warunkach normalnego funkcjonowania komodrki pod katem
superskrecen 1 TopA, system ten ma duze znaczenie w regulacji klastra SHC. Te wnioski
sugeruja, ze badany system musi odgrywa¢ kluczowa role w regulacji genéw zawartych

w klastrze SHC.

Aby przeanalizowa¢ geny badanych szczepdéw pod szerszym katem mozna zastosowac
inne wykresy dostgpne w programie, a doktadniej diagram Venna i Heatmapg¢. Do analizy
zostaly wybrane te same cztery poroéwnania z danych eksperymentow badajacych SHC.
Na podstawie samej analizy RNA-seq, zauwazy¢ mozna bylo, ze w rejonie SHC, podobna
ekspresje gendw w poréwnaniu z typem dzikim, charakteryzujg si¢ szczepy PS04 1 MGM11.
Po wykonaniu diagramu Venna, najwigksza liczbg genow wspolnych 1 istotnych statystycznie,

zawieraja wilasnie te dwie grupy [Rys. 4.16].
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Rysunek 4.16 Diagram Venna powstaly przy uzyciu aplikacji dla dwoch publikacji
opierajacych si¢ na badaniu regionu SHC u S. coelicolor. Zaznaczona najwicksza czgsé

wspolna migdzy dwoma zbiorami.

Nastgpnym krokiem byto skopiowanie wszystkich genow wspdlnych dla tych dwaéch
zbioré6w 1 wprowadzenie ich do okienka Heatmapy, w ten sposéb mozna pokaza¢ wigcej
genow niz tylko sam klaster SHC. Na podstawie powstatej Heatmapy, [Rys. 4.17], dojs¢
mozna do wniosku, ze podobienstwa pomigdzy szczepem PS04 i MGMI11 nie ograniczajg si¢
tylko do regionu SHC, ale obejmuja tez geny rozmieszczone wzdluz catego chromosmu
S. coelicolor. Taki wynik moze sugerowac, ze zarowno obnizony poziom topoizomerazy, jaki
i podwyzszona ekspresja genu satR ma podobny wptyw na regulacje znacznej czesci z tych

genow.

59| Strona



add_variable

gene
[ R N ——— e T

PS04M145

MGM11vsM145
MGM14vsM145
MGM12vsM145

Rysunek 4.17 Heatmapa powstala przy uzyciu aplikacji dla dwoch publikacji opierajacych sig
na badaniu regionu SHC u S. coelicolor. Zaznaczone zostaly geny dla dwoch zbiorow,

okreslonych jako podobne pod katem ekspresji genow.

4.2.3 Poznanie funkcji nieznanego biatka na podstawie zmian ekspres;ji

W wielu prokariota mozna odnalez¢ homologi réznego rodzaju biatek. Dzigki
poszukiwaniu homologéw dazy si¢ do zrozumienia funkcji genow i bialek miedzy gatunkami,
jak 1 poszerzeniu wiedzy o ich ewolucji. Jednym z interesujacych genéw w przypadku
S. venezuelae jest vnz 16625. Na chwile obecng podobienstwo sekwencji i struktury
trzeciorzgdowej bialtka, wskazuje, ze moze by¢ on homologiem biatka YbaB wystepujacego
u takich gatunkow jak E. coli, czy Borrelia burgdofreri. Biatko to peini wiele funkcji, ale
miedzy innymi przypisuje mu si¢ wlasciwosci pozwalajace na regulacje odpowiedzi na stres
komorki. Gen kodujacy YbaB najczesciej wystepuje w sasiedztwie genu recR. W przypadku
S. venezuelae za gen recR uznaje si¢ vnz_16620. Poniewaz AdpA jest globalnym regulatorem,
ktory migdzy innymi odpowiada za inicjowanie transkrypcji genow w odpowiedzi na czynniki
srodowiskowe, zostat dodany wykres ChIP-seq, w celu sprawdzenia, czy te geny sg przez

niego regulowane [Rys. 4.18].
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Rysunek 4.18 Wykres powstaty przy uzyciu aplikacji dla dwoch publikacji zwigzanych z wywotaniem

stresu na komorce poprzez podanie czynnikow degradujacych DNA.

Zauwazy¢ mozna, ze pomie¢dzy domniemywanym homologiem YbaB, a recR,
znajduje si¢ miejsce wigzania wlasnie tego globalnego regulatora. Wygenerowany zostat
wykres, dla dwoch eksperymentow, gdzie komorki S. venezuelae byly poddawane stresowi
etanolowemu 1 stresowi wywotanemu poprzez dodawanie mitobiocyny C, czyli tak jak etanol,
czynnika degradujagcego DNA w komorce [Rys. 4.18]. Na podstawie zaprezentowanych
wynikéw mozna zauwazy¢, ze w przypadku szoku etanolowego ekspresja genu vnz 16625
jest lekko podwyzszona w stosunku do typu dzikiego bakterii. W przypadku traktowania
komoérek mitomycyng C, zauwazy¢ mozna zdecydowane podwyzszenie ekspresji tego genu
(logC = 1,63). Wnioski te, moga $swiadczy¢ o udziale biatka Vnz 16625 w procesach

naprawczych DNA w odpowiedzi na stres, lecz jest to tematyka do obszerniejszego zbadania.
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5. Dyskusja

Celem pracy byto stworzenie bioinformatycznego narzedzia, ktore bedzie gromadzito
wiele wynikéw dostepnych w publikacjach na temat S. coelicolor 1 S. venezuelae,
jednoczesnie udostepniajac je w jednym miejscu w celu szybkiej i prostej analizy. Oprécz
tego zalezato nam, aby funkcjg dostgpng w programie byto analizowanie wtasnych danych.
Program mial zapewnia¢ generowanie wykresow, ktore pozwalaja na poréwnawczg analize
réznych danych, a do tego opcji pobrania powstatych wykresow. Te cele udato si¢ osiggnac.
Powstata aplikacja spelnia wszystkie zatozenia, ktore zostaly postawione na poczatku, cho¢

w trakcie pracy powstaty nowe pomysty, ktorych nie udato si¢ juz zrealizowac.

W ,,Strep.N.A” znalez¢ mozna kilka rodzajow wykresow stuzacych do wyswietlania
danych w niej zawartych jak i zatadowanych przez uzytkownika. Przede wszystkim dane
ktére odnajdziemy w aplikacji, i ktére mozemy zatadowa¢ to wyniki z badan RNA-seq,
mikromacierzy i ChlP-seq, S. coelicolor i S. venezuelae. Sa one uporzadkowane, podzielone
pod wzgledem gatunku i dostgpne dla uzytkownika od razu po wilaczeniu aplikacji. Dwie
glowne strony aplikacji, mozna podzieli¢ pod wzgledem szeroko$ci analizy jaka chcemy
wykonaé. Jesli zalezy nam bardziej na przeanalizowaniu nieduzego fragmentu genomu
takiego jak konkretny klaster gendw biosyntezy jakiego$ zwigzku, wtedy nalezy skorzystaé ze
strony pierwszej aplikacji. Dostgpne sa tam dwa typy wykresow, jeden dla RNA-seq
1 mikromacierzy, a drugi dla ChIP-seq. Poprzez wybranie r6znych danych i zestawienia ich ze
sobg na wykresach, w szybki 1 prosty spos6b mozna wyciggna¢ pierwsze wnioski dotyczace
swoich badan. Podobnie jak w przyktadach dzialania aplikacji zaprezentowanych w sekcji
,»Wyniki” tej pracy, po odpowiednim ustawieniu programu mozna zobaczy¢ zaleznosci
miedzy konkretnymi genami, a jednostkami je regulujacymi jak w przypadku badania AdpA
1 chloramfenikolu, czy zaleznos$¢ miedzy ré6znymi mutacjami w szczepach bakterii 1 jak one
wplywaja na ekspresje niektorych genéw, jak w przypadku badan dotyczacych regionu SHC
[68]. Natomiast gdy chcemy dokona¢ szerszego poréwnania poziomu ekspresji genow miedzy
dwoma eksperymentami nalezy wybra¢ druga strone aplikacji. Dzigki zastosowaniu diagramu
Venna badz wykresu Upsetplot, szybko otrzymamy wiedz¢ na temat podobienstw miedzy
dwoma eksperymentami. Nast¢gpnie z uzyskanych przy uzyciu diagramu Venna, czgsci
wspolnych mozna stworzy¢ Heatmapg. W ten sposob otrzymaé mozna obszerniejsze
spojrzenie na geny istotne w danych badaniach oraz jak one prezentuja si¢ migdzy soba.
Mozna zaobserwowac takie zaleznoS$ci jak bardziej globalne podobienstwo miedzy ekspresja

szczepdw, podobnie jak w przypadku badan dotyczacych SHC.
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W temacie zastosowania aplikacji pozostajac, nalezy podkresli¢, ze nie jest to
narzedzie, ktore wykonuje obliczenia dla surowych wynikow z eksperymentéw. Jest to
narz¢dzie stuzace do analizy juz wstepnie znormalizowanych i przeliczonych wynikow.
Program nie jest wstanie sam obliczy¢ warto$ci parametrow takich jak logFC, czy FDR
z czystych odczytow, operuje on tylko na gotowych wynikach. W praktyce oznacza to, ze
program jest przydatny na koncowym etapie analiz transkryptomicznych. Aby w petni
skorzysta¢ z programu, mozna oprze¢ si¢ na obecnych w niej danych, ale gdy chcemy

poréwnac je ze swoimi, musimy mie¢ juz gotowy plik zawierajacy wartosci logFC i FDR.

Dzigki zastosowaniu aplikacji, mozemy sobie odpowiedzie¢ na takie pytania jak: czy
w calym genomie mozna zauwazy¢ odstepstwa w ekspresji, czy konkretny klaster gendw ma
znaczaco zmieniong ekspresjg, czy interesujacy nas regulator przylacza si¢
W przypuszczanym miejscu, i co to moze oznaczaé. Istnieje wiele programow, ktoére
pozwalaja na podobne zestawienia 1 analizy poréwnawcze, ale posiadaja one jeden
podstawowy problem. Mianowicie nie dotycza one S. coelicolor i1 S. venezuelae.
W programie znajduje si¢ znacznie mniej danych niz w najpopularniejszych bazach danych
dotyczacych innych organizmoéw, jednak jest jedynym, skupionym na tych dwdch gatunkach
Streptomyces pod katem badan transkryptomicznych. Nie posiada on mocy obliczeniowe;j
takiej jak popularne strony do analiz np. Galaxy, czy iDEP, lecz to nie byto naszym zamiarem.
Chcielismy stworzy¢ interfejs, ktory umozliwi szybka analize poroOwnawcza, w sposob
graficzny, a nie narzedzie obliczeniowe, poniewaz, migdzy innymi, wymienione wczesniej
dwie platformy s3a popularnym rozwigzaniem do tego stuzacym. Innym podobnym
narzedziem stosowanym do analiz, ktory czeSciowo spelnia kryteria tego co chcielisSmy
osiggna¢ w naszym programie jest GeneTonic [89]. Przy uzyciu tego pakietu mozemy
wykona¢ wiele analiz danych transkryptomicznych, aczkolwiek potrzebna jest chociaz
podstawa wiedza tego czym jest jezyk programowania R. Nawet jes$li z tym przecigtny
uzytkownik prawdopodobnie sobie poradzi, to ,,Strep.N.A” ponownie przewaza nad pakietem

GeneTonic tym, ze zawiera przygotowang bazg danych, a GeneTonic, takiej nie posiada.

Problemem, z ktérym nalezalo si¢ zmierzy¢ podczas powstawania programu, byt
format danych oraz ich poprawne zaladowanie. Na poczatku zauwazono, ze zgromadzone
pliki znacznie r6znity si¢ miedzy sobg — zar6wno pod wzgledem rozszerzen (,,.xIsx”, ,,.txt”,
PDF), jak 1 uktadu kolumn oraz sposobu prezentacji wynikow. W zwigzku z tym
opracowaliSmy wtlasny, ujednolicony schemat zapisu, ktory zawiera wszystkie kluczowe

parametry potrzebne do analizy, takie jak logFC, FDR czy nazwy gendéw. Jednoczes$nie
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zachowano oryginalne wartosci wynikéw, z minimalng ingerencja w dane zrédlowe.
Dodatkowym utrudnieniem byto to, ze cze$¢ badaczy udostgpniala jedynie statystycznie
istotne wyniki w publikacji, pomijajac pelne zestawienia w suplementach. Z tego powodu
niektoére dane w aplikacji nie zawieraja kompletnego obrazu analizy transkryptomicznej dla
danego badania. Kolejnym aspektem byta kwestia normalizacji danych. R6znorodno$¢ metod
1 programéw stosowanych przez autorow badan sprawia, ze nie jesteSmy w stanie

zagwarantowa¢ jednolitego podejscia przetworzenia wynikow wyjsciowych.

Wspomniany ujednolicony uklad danych przygotowywano gldéwnie przy uzyciu
Excela oraz jezyka R. Ze wzgledu na znaczne rdznice w strukturze plikow, jakie wystepujag w
analizach transkryptomicznych, sam arkusz kalkulacyjny okazywal si¢ czgsto
niewystarczajacy. Majac $wiadomos$¢, ze nie kazdy uzytkownik postuguje sig
R, zaproponowali§my dodatkowy, prostszy sposob przygotowania danych mozliwy do
wykonania w Excelu. Tak zapisane pliki s3 nastgpnie automatycznie przeksztalcane

W programie z uzyciem skryptow w R.

Przyszto$¢ naszego programu opierala bedzie si¢ przede wszystkim na rozszerzaniu
jego bazy danych o nowsze eksperymenty, aby pozostawat uzytkowy. Juz na etapie konca
pracy nad aplikacja, wiadomym byto, ze baza danych ktorg udato nam si¢ zgromadzi¢ jest
ograniczona 1 warto jg rozszerzyC, niestety na to nie starczylo czasu. Nie oznacza to
jednoczesnie, ze rozmiar bazy jest nie wystarczajacy do przeprowadzania analiz, po prostu nie
znajdziemy tam kazdego przypadku dotyczacego Streptomyces. Oprdcz dodawania nowych
danych, istotne rdéwniez jest poprawienie programu pod wzgledem optymalizacji jego
dziatania. Nawigzujac do wptywu tadowania danych wilasnych, na obecne juz zaladowane,
jedng z funkcji, ktéra mozna wprowadzi¢, aby usprawni¢ ten proces jest asynchroniczne
tadowanie danych. Asynchroniczne podejscie do fadowania danych zapewni rowniez,
wcezytywanie ich tylko gdy beda wymagane, w odroznieniu od aktualnego dziatania aplikacji
polegajacego na wczytaniu wszystkich danych przy jej uruchamianiu. Bedzie to kluczowa
zmiana w momencie, gdy danych w bazie znajdzie si¢ duzo wiecej. Poza poprawianiem
istniejagcych fragmentow aplikacji, mozna doda¢ kilka nowych opcji. Jak wspomniane
wczesniej, podczas powstawania programu powstato wiele pomystow na inne typy wykreséw
czy mozliwo$ci obliczeniowe, ktore mozna by bylo wprowadzi¢. Migdzy innymi podjeta
zostanie proba zmienienia statycznych wykresOw na ich interaktywne wersje, gdzie
najechanie myszkg na gen wyswietli na przyktad podstawowe informacje o nim badz begdzie

mozna wybra¢ poszczegdlne geny w celu zaznaczenia ich innym kolorem. Celem na
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przysztos¢ jest rowniez wprowadzenie dwoch innych wykreséw do aplikacji. Jednym z nich
jest wykres przedstawiajacy znormalizowany poziom ekspresji genéw (RPKM, Reads Per
Kilobase of transcript per Million mapped reads), czgsto stosowany w analizach danych
transkyptomicznych, oraz wykres pokazujacy zmiang ekspresji genow w czasie. Niestety, na
chwile obecng nie bylto mozliwosci wprowadzenia tych funkcji do programu. Operowalyby
one na danych przedstawiajacych bazowe odczyty dla poszczegdlnych gendw, ktorych nie

udato si¢ nam zgromadzi¢ w wystarczajacej ilosci.

Program ,,Strep.N.A” ma na celu utatwienie uzytkownikom analizy swoich wynikow
danych transkryptomicznych S. coelicolor 1 S. venezuelae. Jak zostato zaprezentowane w tej
pracy, jest to program latwy w uzyciu, przystepny dla uzytkownika i przy jego zastosowaniu
mozna szybko wyciggnaé¢ wnioski na temat swoich danych badz tych obecnych w bazie
programu. Wersja udostgpniana na chwile obecng jest wersja wstgpng i mamy nadzieje na
pomyslne rozszerzanie programu po zakonczeniu pracy nad nim w ramach projektu

magisterskiego.
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7. Skroty i sformutowania anglojezyczne

e Streptomyces coelicolor — S. colelicolor

e Streptomyces venezuelae — S. venezuelae

e R —jezyk programowania.

e Klaster genow biosyntezy — biosynthesis gene cluster, BGC

e Biatka zaangazowane w organizacje¢ nukleoidu - Nucleoid-associated proteins, NAP
e Sekwencjonowanie nowej generacji — New generation sequencing, NGS
e Sekwencjonowanie RNA- RNA-seq

e Fold change — FC

o Wskaznik fatszywych odczytow — false discovery rate, FDR

e Sekwencjonowanie DNA po immunoprecypitacji chromatyny — ChIP-seq
¢ Biatko receptorowe cyklicznego AMP — cyclic AMP receptor protein, Crp
e Gene expression omnibus — GEO

e National Center for Biotechnology Information — NCBI

e The Cancer genome Atlas — TCGA

e Integratice Genomics Viewer — IGV

e Dodatkowa zmienna — addtional variable, add_variable

e Typ dziki — wild type, WT

e Region superczuly na superskrgcenia DNA — supercoiling-hypersensiitive region, SHC
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