Porovnání výsledků genové exprese pří použití různých anotací genomu
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Při analýze dat z next-generation sequencing (NGS) musíme udělat hned několik rozhodnutí, které mohou významně ovlivnit konečné výsledky. K těmto rozhodnutím patří, mimo jiné, výběr referenční anotace genomu, která popisuje, které geny a na kterých pozicích se v genomu nachází. Toto platí zejména u resekvenačních experimentů, jako je například RNA-Seq. Pro většinu modelový organismů, včetně člověka, existuje celá řada anotací. Každá anotace je spravovaná jiným konsorciem a také je většinou rozdíl v přístupu anotování samotných genů. Přístupy jsou v zásadě dva a to anotace automatická a manuální. Důsledek výběru anotace při analyzování dat může mít velký dopad vzhledem k tomu, že rozdílné anotace obsahují různé počty genů nebo i různé počty isoforem. Tento fakt pocítíme hlavně při analýze rozdílně exprimovaných genů. Díky vývoji v metodách pro analýzu genové exprese v poslední době jsme již lépe schopni rozlišit zkoumat nejen jednotlivé geny, ale i jejich isoformy. Tato skutečnost jen přidává další rozměr k důležitosti výběru genové anotace.

V této analýze jsme se zaměřili na rozdíly ve výsledcích analýzy genové exprese v závislosti na výběru genové anotace. Analyzovali jsme genovou expresi u 8 párových paired-end RNA-Seq vzorků pacientů s chronickou lymfocytární leukémií, kde 4 vzorky byly před a 4 vzorky po aplikované léčbě. Pro analýzu a ukázku rozdílů výsledků jsme vybrali 6 anotací lidského genomu (AceView, Ensembl, GENCODE, UCSC knownGene, RefSeq a Vega). Pro přesnější analýzu jsme použili jak přístup analyzování exprese genů (STAR + featureCounts + edgeR), tak analýzu jednotlivých transkriptů (BitSeq). 

Při analýze jsme narazili na několik předpokládaných problémů a to hlavně při hledaní odpovídajících genů napříč anotacemi vzhledem k tomu, že anotace používají jiná názvosloví a jejich převod není přímočarý. Závěry ukázaly na předpovídatelné rozdíly mezi jednotlivými analýzami, které vychází z rozdílných pokrytí genomu anotacemi a to třeba různými počty genů, jejich isoforem a typů. Analýzy též ukázaly rozdíly mezi kvantifikacemi expresí genů, které mohou mít efekt na určování rozdílné genové exprese a tím pádem mohou i způsobit rozdílné závěry. Ačkoliv již existuje několik publikací na podobné téma, tak jejich obsah je vysoce nedostačující a neporovnávají ani polovinu dostupných anotací.
