Vliv sekvenační délky na rekonstrukci transkriptomu s využítím RNA-Seq
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Nástupem sekvenování nové generace (NGS) se vědě otevřely nové možnosti výzkumu transkriptomu - RNA-Seq [1]. Tato metoda má na rozdíl od microarrays tu výhodu, že dokáže odhalit i předem neznámé transkripty [2] či provést rekonstrukci celého transkriptomu. S postupem času se samotné sekvenátory a sekvenační metody vyvíjí. Jedním z možných zlepšení je i prodloužení maximální sekvenační délky. Otázkou ale je, jaký vliv má délka těchto sekvencí na samotnou analýzu a zdali se vyplatí investovat do delších a nákladnějších sekvencí či postačí dnes již standartních 100 bazí.
V rámci naší práce jsme provedli analýzu, jenž vycházela ze dvou vzorků myších tkání, které byly osekvenovány pomocí párové knihovny a s délkou 250 bazí. Z této knihovny pak byly ještě vytvořeny další dvě knihovny o různých délkách – párová knihovna s délkou 100 bazí a nepárová knihovna se sekvencemi, které měly překryv a bylo je možné spojit a vytvořit tím knihovnu s délkami až 500 bazí. Ke zjištění vlivu délky sekvencí jsme použili ab initio rekonstrukci transkriptomu [3]. 
Analýza odhalila, že délka sekvencí nemá výrazný vliv na rekonstrukci transkriptomu pomocí zvolené metody. Výsledky z knihoven s delšími sekvencemi překonaly výsledky z knihovny se 100 bazí dlouhými sekvencemi, avšak rozdíly nebyly nijak výrazné a mohly být způsobeny rozdílným pokrytím u testovaných knihoven. V souvislosti s různými délkami sekvencí jsme se ještě pokusili zanalyzovat jejich vliv na relativní expresi samotných transkriptů. Zajímavé zjištění bylo, že i přes použití FPKM normalizace [4] byly velké rozdíly mezi relativními expresemi transkriptů mezi jednotlivými knihovnami. Rozdíly byly též zjištěny při detailnějším pohledu na expresi různě dlouhých transkriptů. 

Při celkovém hodnocení však nebyly zjištěny tak markantní rozdíly mezi různými délkami sekvencí, aby musel být přehodnocen celý design experimentů sekvenování transkriptomu. Delší sekvence jsou nákladnější a složitější na získání a čas strávený optimalizací experimentu na vetší délky by v současné době nepřinesl o tolik lepší výsledky, kolik by do tohoto procesu bylo investováno času. Musíme však mít na paměti, že experimenty s rozdílnými sekvenačními délkami nejsou přímo porovnatelné a mohou mít odlišné výsledky.
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