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Olsztyn, 4.07.2023 1.
L.dz. W/1021/2023/DZP

Do wszystkich Wykonawcow
uczestniczgcych w postgpowaniu

ODPOWIEDZI NA PYTANIA

Dotyczy: postepowania nr 232/2023/UB/DZP o udzielenie zaméwienia publicznego
na prowadzonego w trybie zapytania ofertowego pn.: Sekwencjonowanie
nastepnej generacji NGS zaplanowane w ramach projektu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki.

Zamawiajacy, Uniwersytet Warminsko — Mazurski w Olsztynie, przedstawia
odpowiedzi na otrzymane zapytania:

Pytanie nr 1 (dotyczy czesci nr 1):

Z jakiego organizmu pochodzi RNA do badania?

Odpowiedz:

Sus scrofa domestica. RNA zostalo wyizolowane z uzyciem kitdw nie obejmujacych
traktowania DNAz3.

Pytanie nr 2 (dotyczy czescinr 1):

Czy biblioteka do badania Total-RNA-Seq ma zosta¢ przygotowana z uwzglednieniem etapu
usuwania rybosomalnego RNA?

Odpowiedz:

Tak

Pytanie nr 3 (dotyczy czesci nr 1):

Czy sekwencjonowanie Small-RNA ma zosta¢ przeprowadzone w trybie SE50 (single end)?
Odpowiedz:

Tak

Pytanie nr 4 (dotyczy czeSci nr 1):

Czy w badaniu Small-RNA-Seq Zamawiajacy w miegjsce platformy HiSeq4000 dopuszcza
zastosowanie nowszej platformy NovaSeq?

Odpowiedz:
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Nie

Pytanie nr 5 (dotyczy czesci nr 1):

Czy Zamawiajacy jest w stanie dostarczy¢ catkowite RNA w ilosci 2,5 mikrograma
o warto$ci RIN 7? Jesli nie, jakie inne parametry probki deklaruje Zamawiajacy?

Odpowiedz:

Zamawiajacy jest w stanie dostarczy¢ catkowite RNA w ilosci 2,5 mikrograma. Wigkszo$¢
wyizolowanych prob charakteryzuje si¢ wartoscig RIN>7, jednakze nieliczne proby wykazuja
warto$¢ RIN w przedziale 5,5-7.

Pytanie nr 6 (dotyczy czeSci nr 1):
Czy Zamawiajacy oczekuje dostarczenia tylko danych z sekwencjonowania czy réwniez
ich opracowania bioinformatycznego? Jesli tak, jakiego zakresu analizy bioinformatycznej

oczekuje Zamawiajacy?

Odpowiedz:

Zamawiajace oczekuje opracowania bioinformatycznego danych wraz z ich wizualizacja.
Przy analizie Total RNA Seq zamawiajacy oczekuje nast¢pujacych podmiotow analizy
z wykorzystaniem nastgpujgcego oprogramowania we wskazanej wersji:

Analysis item Software Version/date
Quality control FastQC 0.10.1
Adapter remove Cutadapt 1.10
Mapping Tophat 2.0
Transcripts assembly StringTie 1.3
Differential expression analysis R package: Ballgown 2016.09.29
GO and KEGG enrichment analysis Perl scripts in house NA

Coding potential CPC (Coding Potential Calculator) 0.9

Coding potential CNCI (Coding-Non-Coding Index) 2.0

Analiza zawiera¢ powinna nastgpujace elementy:
e Wyroéwnanie, klasyfikacja 1 adnotacja funkcjonalna wszystkich zmapowanych
odczytow
e Analiza biostatystyczna — analiza ekspresji, analiza danych wieloparametrowych,
rozktad dtugosci, porownania liczby kopii transkrypcji itp.
e Przewidywanie nowych transkryptow
e Analiza adnotacji 1 wzbogacania GO 1 KEGG
e Statystyki i adnotacje SNP/Indels
e Analiza alternatywnego splicingu
W przypadku analiz Small RNA-Seq
e Wyrownanie, klasyfikacja 1 adnotacja funkcjonalna wszystkich zmapowanych
odczytow
e Analiza biostatystyczna — analiza ekspresji, analiza danych wieloparametrowych,
rozktad dtugosci, porownania liczby kopii transkrypcji itp.
e Conservation profile” zidentyfikowanych miRNA
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e Klastry pre-miRNA

e Analiza wzbogacenia celu miRNA GO 1 KEGG

e Przewidywanie celu miRNA
Zamawiajacy poza wykonaniem analiz oczekuje réwniez wizualizacji danych z uzyciem
grafow takich jak: VolcanoPolot, Heatmap, Barplott, Scatterplot itp., a takze S$ciezek
sygnatowych KEGG.
Zamawiajacy oczekuje stalego kontaktu w zakresie wykonywanych analiz oraz
ich wizualizacji oraz mozliwo$ci dokonywania zmian w proponowanych grafikach.
Podyktowane parametry analizy oraz wskazane parametry oprogramowania podyktowane
sa koniecznoscig zachowania spdjnosci metodologicznej prowadzonych badan, ktore
sg w trakcie kontynuacji.

Pytanie nr 7 (dotyczy czeSci nr 1):

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode, aby termin realizacji byl liczony od momentu
zaakceptowania przez Zamawiajacego wyniku kontroli ilosciowej?

Odpowiedz:

Nie

Pytanie nr 8 (dotyczy czesci nr 2):

Z jakiego organizmu pochodzi RNA do badania?

Odpowiedz:

Sus scrofa domestica. RNA zostalo wyizolowane z uzyciem kitdow nie obejmujacych
traktowania DNAza.

Pytanie nr 9 (dotvczy czesci nr 2):

Czy Zamawiajacy oczekuje dostarczenia tylko danych z sekwencjonowania czy réwniez
ich opracowania bioinformatycznego? Jesli tak, jakiego zakresu analizy bioinformatycznej
oczekuje Zamawiajacy?

Odpowiedz:

Zamawiajace oczekuje opracowania bioinformatycznego danych wraz z ich wizualizacja.
Przy analizie zamawiajacy oczekuje nastgpujacych podmiotéw analizy z wykorzystaniem
nastgpujacego oprogramowania we wskazanej wersji:

Analysis item Software Version/date
Quality control FastQC 0.10.1
Adapter remove Cutadapt 1.10
Mapping HISAT 2.0
Transcripts assembly StringTie 1.3
Differential expression analysis Ballgown 2016.09.29
GO and KEGG enrichment analysis Perl scripts in house NA
SNP/Indel analysis samtools 0.7
SNP/Indel annotation ANNOVAR 2017.09
Alternative splicing ASprofile 1.0
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Zamawiajacy oczekuje przeprowadzenia wszystkich etapéw obrobki danych obejmujacych
kolejno:

- czyszczenie surowych danych.

- usuwanie odczytow o niskiej jakos$ci i rejonow adaptorowych,

- mapowanie do genomu, wraz z przedstawieniem statystyk dotyczacych mapowanego
regionu,

- przedstawienia lokalizacji mRNA na genomie,

- przewidywanie nowych transkryptow,

- przedstawienia szczegdtowych statystyk sekwencjonowania genu transkryptu (ekspresja,
min, mediana, $rednia, odchylenie standardowe, suma)

- wizualizacji ekspresji genu/transkryptu w postaci boxplot,

- przedstawienia danych dotyczacych ,,FPKM (Fragments Per Kilobase per Million mapped
fragments) Interval”,

- profilowania ekspresji genow/transkryptow,

- profilowania gendéw/ transkryptow o zroznicowanej ekspresji,

- wizualizacji genow/ transkryptow o zréznicowanej ekspresji w postaci VolcanoPlot,

- wizualizacji gendow/ transkryptow o zroznicowanej ekspresji w postaci HeatMap,

- przeprowadzenie analizy gene ontology wraz ze wskazaniem istotnych termindow,

N O
P=1- Z T
obliczonych wg wzoru = T (TB gene number=number of total genes; TS gene
number=number of differentially expressed genes in total genes; B gene number=total
number of gene in all GO terms; S gene number=number of differentially expressed genes in
this GO term),
- przedstawienie istotnych statystycznie terminow GO w postaci wykresoOw: Barplot
1 Scatterplot,
- przeprowadzenie analizy KEGG wraz ze wskazaniem istotnych szlakow obliczonych wg
o Z c‘fx(:%; B
WZOru: = " (TB gene number=number of total genes; TS gene number=number of
differentially expressed genes in total genes; B gene number=total number of genes in KEGG
pathways; S gene number=number of differentially expressed genes in this KEGG pathway),
- przedstawienie istotych statystycznie Sciezek KEGG w postaci wykresu Scatterplot,
- przygotowanie grafik map $ciezek KEGG dla wybranych szlakow,
- przeproprowadzenie analizy SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
- przedstawienie statystyk,
- wskazanie typow SNP,
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- przeprowadzenie analizy alternatywnego skladania genow, wraz z przedstawieniem
statystyk oraz wizualizacji poszczegolnych typoéw alternatywnego sktadania genow
z podziatem na jego typy w postaci graficznej.

Zamawiajacy oczekuje stalego kontaktu w zakresie wykonywanych analiz oraz
ich wizualizacji oraz mozliwo$ci dokonywania zmian w proponowanych grafikach.
Podyktowane parametry analizy oraz wskazane parametry oprogramowania podyktowane
sa koniecznoscig zachowania spdjnosci metodologicznej prowadzonych badan, ktore
sg w trakcie kontynuacji.

Pytanie nr 10 (dotyczy czesci nr 2):
Czy Zamawiajacy wyrazi zgode, aby termin realizacji byl liczony od momentu

zaakceptowania przez Zamawiajacego wyniku kontroli ilosciowej?
Odpowiedz:
Nie

Pytanie nr 11 (dotyczy cze$ci nr 1):

Czy Zamawiajacy dopusci wykonanie sekwencjonowanie small RNA przy uzyciu platformy
NovaSeq6000?

Odpowiedz:

Nie

Pytanie nr 12 (dotyczy czesci nr 1):

Czy wszystkie probki bedg wystane w jednej transzy?
Odpowiedz:

Tak

Pytanie nr 13 (dotyczy czesci nr 1):
Czy do sekwencjonowania mRNA Zamawiajacy wymaga 40M odczytéw czy 40M odczytéw

sparowanych?
Odpowiedz:
40M odczytow sparowanych

Pytanie nr 14 (dotyczy czeSci nr 1):

Czy do sekwencjonowania small RNA Zamawiajacy zaakceptuje odczyty 1x50bp?
Odpowiedz:

Tak

Pytanie nr 15 (dotyczy czesci nr 1):
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Czy Zamawiajacy zgodzi si¢ na wydluzenie terminu wykonania zaméwienia do 35 dni
kalendarzowych?

Odpowiedz:

Nie

Pytanie nr 16 (dotyczy czesci nr 2):

Czy Zamawiajacy wymaga 40M odczytow czy 40M odczytow sparowanych?
Odpowiedz:

40M odczytéw sparowanych

Pytanie nr 17 (dotyczy czesci nr 2):

Jakich analiz bioinformatycznych wymaga Zamawiajacy?

Odpowiedz:

Zamawiajace oczekuje opracowania bioinformatycznego danych wraz z ich wizualizacja.
Przy analizie zamawiajacy oczekuje nastgpujacych podmiotéw analizy z wykorzystaniem
nastepujacego oprogramowania we wskazanej wersji:

Analysis item Software Version/date
Quality control FastQC 0.10.1
Adapter remove Cutadapt 1.10
Mapping HISAT 2.0
Transcripts assembly StringTie 1.3
Differential expression analysis Ballgown 2016.09.29
GO and KEGG enrichment analysis Perl scripts in house NA
SNP/Indel analysis samtools 0.7
SNP/Indel annotation ANNOVAR 2017.09
Alternative splicing ASprofile 1.0

Zamawiajacy oczekuje przeprowadzenia wszystkich etapéw obrobki danych obejmujacych
kolejno:

- czyszczenie surowych danych.

- usuwanie odczytow o niskiej jakos$ci i rejonow adaptorowych,

- mapowanie do genomu, wraz z przedstawieniem statystyk dotyczacych mapowanego
regionu,

- przedstawienia lokalizacji mRNA na genomie,

- przewidywanie nowych transkryptow,

- przedstawienia szczegdlowych statystyk sekwencjonowania genu transkryptu (ekspresja,
min, mediana, $rednia, odchylenie standardowe, suma)

- wizualizacji ekspresji genu/transkryptu w postaci boxplot,

- przedstawienia danych dotyczacych ,,FPKM (Fragments Per Kilobase per Million mapped
fragments) Interval”,

- profilowania ekspresji genow/transkryptow,

- profilowania gendéw/ transkryptow o zréznicowanej ekspresji,

UNIWERSYTET WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE
Dziat Zaméwien Publicznych

ul. Michata Oczapowskiego 2, pok. 309, 10-719 Olsztyn

tel. +48 89 523 34 72



|V| UNIWERSYTET
|A | vl WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE

- wizualizacji genow/ transkryptow o zréznicowanej ekspresji w postaci VolcanoPlot,
- wizualizacji genéw/ transkryptow o zrdéznicowanej ekspresji w postaci HeatMap,
- przeprowadzenie analizy gene ontology wraz ze wskazaniem istotnych terminow,

P_lz&fx}%f)

obliczonych wg wzoru T (TB gene number=number of total genes; TS gene
number=number of differentially expressed genes in total genes; B gene number=total
number of gene in all GO terms; S gene number=number of differentially expressed genes in
this GO term),

- przedstawienie istotnych statystycznie terminow GO w postaci wykreso6w: Barplot
1 Scatterplot,

- przeprowadzenie analizy KEGG wraz ze wskazaniem istotnych szlakow obliczonych wg

N 8

rere Y e
WZOru: = (TB gene number=number of total genes; TS gene number=number of
differentially expressed genes in total genes; B gene number=total number of genes in KEGG
pathways; S gene number=number of differentially expressed genes in this KEGG pathway),
- przedstawienie istotych statystycznie $sciezek KEGG w postaci wykresu Scatterplot,
- przygotowanie grafik map $ciezek KEGG dla wybranych szlakow,
- przeproprowadzenie analizy SNP (Single Nucleotide Polymorphism),

- przedstawienie statystyk,

- wskazanie typow SNP,
- przeprowadzenie analizy alternatywnego skladania gendéw, wraz z przedstawieniem
statystyk oraz wizualizacji poszczegdlnych typow alternatywnego sktadania gendéw
z podziatem na jego typy w postaci graficzne;j.

Zamawiajacy oczekuje stalego kontaktu w zakresie wykonywanych analiz oraz
ich wizualizacji oraz mozliwos$ci dokonywania zmian w proponowanych grafikach.
Podyktowane parametry analizy oraz wskazane parametry oprogramowania podyktowane
sa koniecznos$ciag zachowania spdjnosci metodologicznej prowadzonych badan, ktore
sa w trakcie kontynuacji.

Pytanie nr 18 (dotyczy czesSci nr 2):

Czy probki bedg wysylane w jednej transzy?
Odpowiedz:

Tak

Z powazaniem,

KANCLERZ
mgr inz. Bogustaw Stec
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Sporzqdzita: Dorota Borkowska
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