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 Kodujący mRNA
 Niekodujący RNA miRNA, małe RNA, długie niekodujące RNA
 Cały transkryptom

http://allseq.com/

http://rnaseq.uoregon.edu

Sekwencjonowanie transkryptomów
RNA-Seq



Jakich danych potrzebujemy?

Sekwencje genomowe

Sekwencje transkryptomów

Adnotacje

Odczyty z sekwencjonowania RNA-seq



Adnotacje genomów

• W przypadku genomów, które nie są w pełni zsekwencjonowane lub złożone

(ang. assembled), dysponujemy sekwencjami kontigów (ang. contigs)

i skafoldów (ang. scaffolds).

• Dodatkowo, w przypadku dobrze zaadnotowanych genomów (np. człowiek,

mysz) do chromosomów dodawane są łatki (ang. patches), zawierające

sekwencje, których nie włączono do chromosomów.

• Niekiedy dysponujemy nie tylko genomem referencyjnym ale również 

alternatywnymi złożeniami genomów (inne grupy badawcze, konsorcja). 



Składanie genomu - genome assembly

http://www.ddbj.nig.ac.jp/sub/assembly-e.html

PRZYDATNE DEFINICJE:  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions


1. FASTA  sekwencje

2. FASTQ  odczyty NGS

3. BAM, SAM  zmapowania NGS

4. BED  koordynaty

5. GTF, GFF3  adnotacje

6. Plik tekstowy tabularny (TSV) np. wyniki działania 
programu BLAST, wyniki analiz ekspresji

7. PSL  wynik działania programu BLAT

Wybrane formaty danych



FASTA

Wybrane formaty danych

Plik FASTA składa się z nagłówka (zaczyna się od znaku '>') po 
którym następuje sekwencja. Może zawierać wiele sekwencji 

(MULTIFASTA). Rozszerzenie .fasta albo .fa

>gi|453055269|gb|KC207570.1| Homo sapiens transient receptor potential cation channel 
subfamily C member 3 variant c (TRPC3) mRNA
GGATATAGAAATGGGAATGGGTAACTCAAAGTCCAGGCAGATAATGAAAAGACTTATAAAGCGGTATGTTTTGAAAGCACAAGTAGACAA
AGAAAATGATGAAGTTAATGAAGGTGAATTAAAAGAAATCAAGCAAGATATCTCCAGCCTTCGTTATGAACTTTTGGAAGACAAGAGCCAA
GCAACTGAGGAATTAGCCATTCTAATTCATAAACTTAGTGAGAAACTGAATCCCAG

>XP_007907608.1 PREDICTED: keratin, type I cytoskeletal 19-like [Callorhinchus milii] 
MSRSVYSANIGGSVIVSSNQRRSFASTSSSLFGSGAPSRRAISVYNIGANRGKRISSAGGSWNASYASLG 
GDAGILCNDEKQTMQNLNARLSSYMEKVRSLEKSNRQLEFQIHEFYEKKAPVSTKDLTVYEGNISDCHLQ 
IYAISLHNAKLMLQIDNARLAADDFRIKYESELAIRKGVEADIQGLRKVMDELSLTKRGLESQVTALKED 
LVYLHRSHKEELLSLRTGMGGSVTVDLDSTPATDLNKILSNLRIEYETIAEKNRKDVEAWYLEKCHTLNQ



Wybrane formaty danych

Kod IUPAC

http://davinci.mimuw.edu.pl/biologia/enzymy-restrykcyjne

FASTA

http://davinci.mimuw.edu.pl/biologia/enzymy-restrykcyjne


BED

Wybrane formaty danych

Plik z rozszerzeniem .bed zawiera koordynaty czyli informację o 
lokalizacji jakiegoś rejonu (genu, egzonu, intronu) w genomie. 

Wymagane pola to chromosom, start i koniec rejonu. 
Może zawierać więcej kolumn. 

https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat#format1

chr7 127474697 127475864 

chr7 127475864 127477031

chr7 127477031 127478198

chr7 127478198 127479365

chr7 127479365 127480532

chr7 127480532 127481699

Chromosom    START END

BED

https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat


GTF, GFF3

Wybrane formaty danych

Pliki z rozszerzeniem .gtf .gff3 zawierają informacje o elementach w 
genomie i ich adnotacjach. Danemu elementowi przypisana jest 

jedna linia w pliku składająca się z dziewięciu kolumn. 

https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat#format1

GTF, GFF3

GTF - General Transfer Format

1      2   3      4    5  6  7  8     9



1. seqname - name of the chromosome or scaffold; chromosome names can be given with or without the

'chr' prefix (the convention in Ensembl is to omit the 'chr' prefix). 

2. source - name of the program that generated this feature, the data source (database or project name) or

gene status 

3. feature - feature type name, e.g. Gene, Variation, Similarity

4. start - start position of the feature, with sequence numbering starting at 1. 

5. end - end position of the feature, with sequence numbering starting at 1. 

6. score - a floating point value. 

7. strand - defined as + (forward) or - (reverse). 

8. frame - one of '0', '1' or '2'. '0' indicates that the first base of the feature is the first base of a codon, '1’

that the second base is the first base of a codon, and so on.. 

9. attribute - a semicolon-separated list of tag-value pairs, providing additional information about each

feature. 

1      2   3      4    5  6  7  8     9

ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/release-29/bacteria//gtf/bacteria_20_collection/escherichia_coli_pa4/README

GTF - General Transfer Format



GFF3 - General Feature Format

1      2             3              4      5    6   7  8  9

1. seqid - name of the chromosome or scaffold; chromosome names can be given with or without the 'chr' 

prefix. Important note: the seq ID must be one used within Ensembl, i.e. a standard chromosome name or an
Ensembl identifier such as a scaffold ID, without any additional content such as species or assembly

2. source - name of the program that generated this feature, or the data source (database or project name)

3. type- type of feature. Must be a term or accession from the SOFA sequence ontology

4. start - start position of the feature, with sequence numbering starting at 1. 

5. end - end position of the feature, with sequence numbering starting at 1. 

6. score - a floating point value. 

7. strand - defined as + (forward) or - (reverse). 

8. phase - one of '0', '1' or '2'. '0' indicates that the first base of the feature is the first base of a codon, '1’

that the second base is the first base of a codon, and so on.. 

9. attribute - A semicolon-separated list of tag-value pairs, providing additional information about each

feature. Some of these tags are predefined, e.g. ID, Name, Alias, Parent etc.



Przegląd podstawowych źródeł 
danych

dotyczących genomów i ich adnotacji



Trzy metabazy i przeglądarki

National Center for Biotechnology Information 

University of California, Santa Cruz Genome Browser

Ensembl Genome Browser
European Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Sanger Institute



RefSeq - sekwencje – identyfikatory

NM_..., XM_... mRNA
NP_..., XP_...  białka
NR_..., XR_...  niekodujące RNA

NC_..., NG_..., NT…., NW…, AC... kontigi, sekwencje genomowe

N oznacza sekwencje uzyskane z wyników eksperymentów

X oznacza, że cząsteczka została przewidziana bioinformatycznie np. 
przez zmapowanie białka do genomu spokrewnionego organizmu.

RefSeq Database – zbiór 
sprawdzonych, 

niepowtarzalnych 
sekwencji, często 
weryfikowanych 

manualnie. 



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/

NCBI  (Taxonomy)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/


NCBI (Downloads FTP)



NCBI (Downloads FTP)

Proszę poszukać sekwencję genomową 
chromosomu 22 u człowieka i pobrać ją 
spakowaną w formacie FASTA (.fa) dla 
najnowszej wersji genomu referencyjnego.



Trzy metabazy i przeglądarki

National Center for Biotechnology Information 

University of California, Santa Cruz Genome Browser

Ensembl Genome Browser
European Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Sanger Institute



Ensembl
http://www.ensembl.org/ 

http://ensemblgenomes.org/

http://www.ensembl.org/
http://ensemblgenomes.org/


Ensembl - identyfikatory

ENSG  Gene
ENST  Transcript (.ver)
ENSP  Protein (.ver)
ENSE  Exon

ENSXETG00000003158          Xenopus tropicalis
ENSMUST00000044620.1 Mus musculus
ENSDARG00000079015         Danio rerio
ENSECAT00000016282.5      Equus caballus

Homo sapiens

Protein_coding
Processed_transcript
Processed_pseudogene
miRNA
rRNA, scRNA
snoRNA, snRNA …

http://www.ensembl.org/Help/Faq?id=468
http://vega.sanger.ac.uk/info/about/gene_and_transcript_
types.html

http://www.ensembl.org/Help/Faq?id=468
http://vega.sanger.ac.uk/info/about/gene_and_transcript_types.html


Ensembl – pobieranie danych

1. Pojedyncze rekordy w bazie danych

(Uwaga! Na różnym poziomie – różne dane!)

2. Download FTP

3. BioMart



W przeglądarce Ensembl proszę znaleźć gen BRCA1 u człowieka.

1. Ile ma form splicingowych?  

2. Na którym chromosomie i na jakiej nici się znajduje?

Proszę wybrać jeden transkrypt tego genu, a następnie:

1. Znaleźć kodowane przez nie białko

2. Obejrzeć strukturę intronowo-egzonową

3. Znaleźć sekwencję pierwszego egzonu

4. Pobrać jego sekwencję mRNA

5. Pobrać sekwencję genomową wraz z 100 nt rejonami otaczającymi

Ensembl: ćwiczenie 



Ensembl – pobieranie danych (FTP)



1. Proszę poszukać pliki zawierające sekwencje:

• Genomową (DNA) chromosomu 22

• białkowe w formacie FASTA 

• Adnotacje w formacie GTF człowieka

- Jak nazywają się te pliki?

- Jak nazywa się plik z całą sekwencją genomową w formacie FASTA?

2. Proszę poszukać sekwencje cDNA w formacie FASTA dla bakterii Bacillus

subtilis [Ensembl Bacteria]

3. Proszę poszukać sekwencje ncRNA dla myszy Mus musculus w bazie

Ensembl [wersja archiwalna 85]

Ensembl – pobieranie danych



UWAGA! Operujemy nie tylko na identyfikatorach charakterystycznych dla Ensembl

Ensembl – pobieranie danych

Ensembl BioMart



Ensembl – pobieranie danych

• Dataset wybieramy wersję bazy Ensembl oraz organizm

• Filtersmożliwość zawężania przeszukiwania do określonych cech, identyfikatorów, zbiorów 

danych itp. 

• Attributes  określamy jak mają wyglądać dane wyjściowe, jakie cechy, identyfikatory,

informacje są dla nas ważne.

• Count informacja o tym ile rekordów o określonych parametrach znaleziono w porównaniu 

z całym zestawem genów dla danego organizmu.

• Results informacja o tym jak wygląda fragment danych wynikowych, opcje zapisu i eksportu 

danych



Ensembl – pobieranie danych 

ĆWICZENIE

Proszę sprawdzić ile jest genów kodujących białka u myszy  (Mus musculus) 

i pobrać listę identyfikatorów Gene ID i Transcript ID, nazwę genu i opis

(Filters Gene Gene type ‘protein coding’  Count)



ĆWICZENIE

• Proszę pobrać sekwencje nukleotydowe (Unspliced transcript) miRNA u człowieka 

(Transcript type) pochodzące z chromosomu 22 wraz z informacjami w linii definicji na 

temat: typu transkryptu, długości transkryptu i nici (strand).  

Ensembl – pobieranie danyc



ĆWICZENIE

Proszę pobrać sekwencje nukleotydowe (cDNA) wszystkich genów kodujących białka 

u Arabidopsis thaliana, które zlokalizowane są na chromosomie 3 i mają swoje ortologiczne

geny u Vitis vinifera.

Ensembl – pobieranie danych 

Uwaga!
Identyfikatory specyficzne dla 

rzodkiewnika



Trzy metabazy i przeglądarki

National Center for Biotechnology Information 

University of California, Santa Cruz Genome Browser

Ensembl Genome Browser
European Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Sanger Institute



UCSC Transcript ID ale bardzo często ID zaczerpnięte jest z innej bazy



Zmiany ustawień w widoku poszczególnych „ścieżek” w przeglądarce (ang. tracks)



UCSC - przeszukiwanie bazy 
ĆWICZENIE

Proszę poszukać gen kodujący insulinę (INS) u człowieka w najnowszej wersji 

genomu i odpowiedzieć na pytania: 

1. Na którym chromosomie jest zlokalizowany?

2. Jakiej długości jest sekwencja genomowa?

3. Ile ma wariantów splicingowych w bazie RefSeq?

4. Ile ma egzonów?

5. Proszę poszukać identyfikator z RefSeq dla sekwencji nt

6. Gdzie ulega najwyższej ekspresji?

7. Czy są jakieś zidentyfikowane elementy powtarzalne w obrębie tego genu? 



UCSC – pobieranie danych

1. Pojedyncze rekordy w bazie danych, 
z poziomu przeglądarki genomowej

2. Download FTP

3. TableBrowser



UCSC – Pobieranie danych (FTP)
Home  Downloads Genome Data



ĆWICZENIE

Proszę poszukać zbiór sekwencji mRNA (1) oraz plik z  

całą sekwencją genomową (2) dla makaka 

(Rhesus macaca) – UWAGA! wersja genomu z 

października 2010. [Full dataset]

• Jak oznaczona jest ta wersja genomu makaka i gdzie 
go sekwencjonowano?

• Jak nazywają się poszczególne pliki? 

• Proszę się zapoznać z opisem danych, nazw plików.

UCSC – Pobieranie danych (FTP)



ĆWICZENIE

Proszę poszukać sekwencję genomową chromosomu 
22 człowieka (Homo sapiens) w formacie FASTA. 
UWAGA! Wersja genomu hg38
[Data set by chromosome]

• Jak nazywa się pobrany plik?

• Skąd pochodzą inne nazwy plików?

• Proszę się zapoznać z opisem danych, nazw plików.

UCSC – Pobieranie danych (FTP)



UWAGA! Operujemy nie tylko na identyfikatorach charakterystycznych dla UCSC

UCSC – pobieranie danych

UCSC Table Browser
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables


UCSC – Pobieranie danych
Table Browser



ĆWICZENIE

Proszę pobrać sekwencje mRNA szympansa w formacie FASTA, które 

pochodzą z chromosomu X. 

Ile jest tych sekwencji?

UCSC – Pobieranie danych
Table Browser



ĆWICZENIE

Proszę pobrać informacje w formacie GTF o genach z chromosomu 
X z bazy RefSeq u kota.

UCSC – Pobieranie danych
Table Browser



UCSC – Pobieranie danych
Table Browser

ĆWICZENIE
Proszę pobrać wszystkie elementy powtarzalne (repeats) w 
formacie BED dla człowieka pochodzące z chromosomu 22
(UWAGA! najnowsza wersja genomu)



Inne bazy danych sekwencji i adnotacji 

http://genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi

https://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/

Genomes Online Database

Wellcome Trust Sanger Institute

http://www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas/

http://genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi
https://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/
http://www.cbs.dtu.dk/services/GenomeAtlas/


Inne bazy danych sekwencji i adnotacji 

http://www.ebi.ac.uk/genomes/index.html

Genomes – EMBL - EBI

http://www.ebi.ac.uk/genomes/index.html


Przegląd podstawowych źródeł 
danych

dotyczących projektów 
sekwencjonowania nowej generacji



SRA NCBI
ENA EBI

GEO NCBI



• Główne źródło danych z sekwencjonowania nowej generacji
• Wygodny w użyciu sposób pobierania oraz przeszukiwania danych
• Możliwość wysyłania własnych danych 
• Dane przechowywane w formacie SRA

Sequence Read Archive przechowuje dane z wielu platform: 
454, IonTorrent, Illumina, SOLiD, Helicos, Complete Genomics, 
Pacific Biosciences oraz Oxford Nanopore Technologies.

SRA przechowuje również przyrównania w postaci 
pozycji odczytów na sekwencji referencyjnej a także dane z bazy ENA.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/

Sequence Read Archive (SRA)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/


Sequence Read Archive (SRA)

Study/Project

Ogólny cel badań / projektu, 
może zawierać wiele 
eksperymentów.

Numery akcesyjne zaczynać się 
mogą od ERP lub SRP

Experiment

Szczegółowa informacja co i 
jaką metodą zostało 
zsekwencjonowane.

Informacja o bibliotece, 
platformie i metodzie obróbki 
danych (data processing)

Numery akcesyjne zaczynają 
się od liter SRX

Run

Wyniki lub odczyty z 
poszczególnych uruchomień 
platformy do 
sekwencjonowania

Numery akcesyjne zaczynają 
się od liter SRR

Sample

Opis próbki która była 
sekwencjonowana

Numery akcesyjne zaczynają 
się od liter SRS



SRA: search builder
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/

Advanced Search > Organism: Arabidopsis thaliana (1)
Platform:  „ illumina” (2), Properties: „instrument illumina hiseq 2000” (3)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/


SRA: search builder
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/


SRA: Run



SRA: Reads



SRA – NCBI 
ĆWICZENIE

• Proszę poszukać w bazie SRA danych dla 
człowieka z sekwencjonowania transkryptomu
(Properties strategy rna-seq), gdzie 
wynikiem są odczyty sparowane (Layout 
paired)

• Dla jednego wybranego rekordu proszę 
poszukać identyfikatory Study, Experiment, 
Run, Sample oraz krótki opis eksperymentu. 



http://www.ebi.ac.uk/ena

http://www.ebi.ac.uk/ena


http://www.ebi.ac.uk/ena

Identyfikatory – numery akcesyjne

ER - EBI
SR – SRA NCBI
DR - DDBJ

Project/Study PRJ

http://www.ebi.ac.uk/ena


http://www.ebi.ac.uk/ena

Select domain: read (1),  Taxon name: Bos taurus (2), Library strategy = RNA-Seq (3)

(1) (2) 

(3) 

http://www.ebi.ac.uk/ena


http://www.ebi.ac.uk/ena

http://www.ebi.ac.uk/ena


http://www.ebi.ac.uk/ena

http://www.ebi.ac.uk/ena


ENA – EBI
ĆWICZENIE

• Proszę poszukać w bazie ENA danych dla 
człowieka, z sekwencjonowania transkryptomu
(Library strategy RNA-seq), gdzie wynikiem są 
odczyty sparowane (Library layout  paired)

• Dla jednego wybranego rekordu (eksperymentu) 
proszę poszukać identyfikatory Study, 
Experiment, Run, Sample oraz krótki opis 
eksperymentu. 



GEO – Gene Expression Omnibus (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds

Advanced Search > Organism:  Mus musculus (1),  DataSet Type:  „non coding rna profiling by 
high throughput sequencing” (2)

(1) 

(2.2) 
(2.1) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds


Inne bazy danych

• ENCODE
https://www.encodeproject.org/

• The Cancer Genome Atlas:
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/

• Expression Atlas
https://www.ebi.ac.uk/gxa/home

• GENT2:
http://gent2.appex.kr/gent2/

• SCDevDB
https://scdevdb.deepomics.org/

https://www.encodeproject.org/
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/
https://www.ebi.ac.uk/gxa/home
http://gent2.appex.kr/gent2/
https://scdevdb.deepomics.org/


ENCODE
https://www.encodeproject.org/

https://www.encodeproject.org/


RNA-Seq Blog http://www.rna-seqblog.com/

http://seqanswers.com/


RNA-seqlopedia https://rnaseq.uoregon.edu

https://rnaseq.uoregon.edu/


SEQanswers http://seqanswers.com/

http://seqanswers.com/


Genohub https://genohub.com

https://genohub.com/


Dziękuję za uwagę


