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Szczeqgofowy opis przedmiotu zamowienia

~Wykonanie ustugi transkryptomiki i metabolomiki na potrzeby projektu ORCHIDOMICS
realizowanego na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdariskiego”

Wprowadzenie

Innowacyjno$¢ projektu ORCHIDOMICS wynika z rownoczesnego zastosowania najnowoczesniejszych
technologii analitycznych o wysokiej przepustowosci, a mianowicie transkryptomiki i metabolomiki do analizy
duzej liczby préb roslin zbieranych w naturalnych populacjach. Potaczenie tych technologii umozliwia
uzyskanie kompleksowego, o ile nie wyczerpujacego obrazu fizjologii badanych roslin. Do tej pory metody te
byly stosowane niezaleznie od siebie i dla préb pochodzacych z organizméw modelowych, hodowanych
w kontrolowanych warunkach.

Przed projektem ORCHIDOMICS stoi wiec kilka wyzwan:

e Stosowanie dwoch metod omicznych do nietypowych prébek, ktérych dostepnosé jest ograniczona,
co w efekcie nie pozwala na wielokrotne prébkowanie w celu optymalizacji metod.

¢ Integracja wynikéw analiz omicznych — jednoczesne zastosowanie transkryptomiki i metabolomiki
dostarczy wyniki, ktére zadna z powyzszych metod stosowana osobno nie bytaby w stanie wygenerowac,
jednak jedynie pod warunkiem poprawnej ich integracji. Ten proces jest jednak bardzo skomplikowany
zwlaszcza, ze obiektem badan sg organizmy niemodelowe a préby pobierane sg w warunkach naturalnych
czyli w niekontrolowanych warunkach wzrostu. Wymaga to wykonania badan z zastosowaniem obu metod
na doktadnie tych samych prébach (dokladnos$é¢ i precyzja pracy na obu zestawach prob) oraz
w rygorystycznie kontrolowanych warunkach analiz tak aby préby badane byty w jednakowych warunkach,
co pozwoli unikng¢ lub znacznie zredukowaé dodatkowy szum informacyjny, ktéry moze powaznie wptyngé
na jako$¢ integracji danych.

e Rygor, dokladnosé i jednorodnos$¢ analizy w projekcie ORCHIDOMICS musi by¢ utrzymane w stosunku
do stosunkowo duzej liczby préb (288). Proby te obejmujg korzenie, liscie oraz protokormy (kietkujace
nasiona) réznych gatunkéw storczykéw (Epipogium aphyllum, Neottia nidus-avis, Epipactis helleborine,
Epipactis atrorubens, Cephalanthera damasonium, Epipactis palustris, Listera ovata, Platanthera bifolia
and Dactylorhiza majalis).

|. Préby dostarczone przez Zamawiajacego

Pkt 1. Transkryptomika:

e 288 préb oczyszczonego RNA. Co najmniej cztery mikrogramy catkowitego RNA wyekstrahowanego
z zastosowaniem protokotu NucleoZol (Macherey-Nagel) i traktowanych DNaza, RNA rozpuszczone
w wodzie wolnej od RNaz, w prébéwkach wolnych od Rnaz w stezeniu nie mniejszym niz 100 ng/ul.
Wartos¢ A. 260 / A. 280 nm bedzie wynosi¢ nie mniej niz 1.7. Kontrola jakosci RNA powinna byc¢
przeprowadzona przez wykonawce po otrzymaniu proéb.

Pkt 2. Metabolomika:

e 288 prébek dostarczonych w porcjach 10 mg liofilizowanego proszku.

Pkt 3. Sposob i czas dostarczenia prob:

a) taczna liczba probek wynosi 288 dla kazdej z analiz omicznych (transkryptomika i metabolomika). Prébki
bedg przestane Wykonawcy do 2 tygodni, liczac od daty zawarcia umowy.

b) Préby beda dostarczone osobiscie przez zamawiajacego lub jezeli to niemozliwe przez dedykowanego
kuriera w warunkach, ktdre nie wptyng na utrate ich wtasciwosci (wyizolowane RNA bedzie dostarczone
w ciektym azocie lub suchym lodzie). Wykonawca zostanie powiadomiony o terminie dostarczenia
przesyiki. Za potwierdzenie odbioru przestanych materiatéw uznaje sie podpis na stosownym dokumencie
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(np. liscie przewozowym) przedstawiciela Wykonawcy uprawnionego do odbioru préb zgodnie z zapisami
w umowie.

¢) Kompletnos¢ przestanych prébek z zataczong listg powinna byé niezwlocznie sprawdzona przez
przedstawiciela Wykonawcy. Zamawiajacy powinien by¢ niezwtocznie powiadomiony o wynikach odbioru.
Wykonawca jest zobowigzany bezzwtocznie po otrzymaniu préb zapewni¢, do czasu wykonania analiz,
przechowywanie w odpowiednich warunkach (w przypadku prob RNA w temperaturze min. -80°C)

Il. Rozliczenia z Wykonawca

Wykonawca wykona analizy tacznie dla 288 préb transkryptomicznych i 288 préb metabolomicznych, przy
czym koszt kazdej z analiz powinien figurowac¢ jako osobna pozycja. Wykonawca wykona i wyceni ustuge
proporcjonalnie do dostarczonej liczby prob. Od ceny koncowej zostang odliczone préby, dla ktérych analizy
nie wyszty (powyzej akceptowanego przez Zamawiajacego btedu na poziomie 3%, mimo odpowiedniej jakosci
dostarczonego materiatu).

Ill. Rodzaj analizy do wykonania

Pkt 1. Transkryptomika:

Projekt ma na celu analize zmian jadrowego oraz organellowego (plastydy i mitochondria) transkryptomu
w celu zbadania, ktére geny ulegajg ekspresji na okreslonych etapach rozwoju ros$lin i w okreslonych
warunkach. Nie zajmuje sie jednak badaniem matych czasteczek RNA. Z uwagi na fakt, ze przedmiotem
badan sg organizmy niemodelowe, brak dla nich odpowiednich genoméw referencyjnych. Uzyskane dane
transkryptomowe postuzg wiec poczatkowo do ztozenia (assemblingu) referencyjnego transkryptomu metoda
de novo dla kazdego z badanych gatunkéw storczykdow. Zamawiajgcy wymaga zatem, aby sekwencjonowanie
transkryptomu wykonane zostato z uzyciem dwéch bibliotek o réznych dtugosciach odczytéw, z zatozeniem,
ze jedna z bibliotek wykonana jest w technologii paired-end, co czyni proces skifadania transkryptomu duzo
doktadniejszy i mniej wymagajacy pod katem obliczeniowym. Wymagane jest zastosowanie
wysokoprzepustowe] technologii sekwencjonowania transkryptomu (RNA-seq) o wysokiej doktadnosci (niski
poziom btedow, =75% zsekwencjonowanych zasad o jakosci powyzej Q30) i czutosci (mozliwosc
wygenerowania do 5 miliardéw odczytéw na jeden bieg instrumentu sekwencjonujgcego).

Pkt 2. Metabolomika:

Projekt ma na celu analize sktadu metabolitow, a zwtaszcza metabolitéw podstawowych w probkach tkanek
badanych storczykéw. Analiza powinna zosta¢ wykonana z zastosowaniem technologii chromatografii
sprzegnietej ze spektrometria mas. Technologia GC-MS (chromatografia gazowa sprzegnieta ze
spektrometriag mas) jest preferowana, gdyz dostarcza wystarczajgca ilos¢ danych dla tego typu analiz,
jednakze zastosowanie bardziej czutych metod jest rowniez dopuszczalne.

V. Sposéb wykonania analiz:

Pkt 1. Transkryptomika:

a) 40 wskazanych probek powinno byé zsekwencjonowane technikg paired-end 2 x 150 bp lub dtuzszych
o pokryciu (coverage) co najmniej 35 min par odczytéw na probke po przycieciu odczytéw pod katem
jakosci (Quality trimming) i usunieciu odczytow rRNA.

b) pozostate 248 prob powinno by¢ zsekwencjonowane w technologii single-end 50 bp lub dluzszym
0 pokryciu co najmniej 35 min odczytéw na probke po przycieciu i usunieciu odczytow rRNA.

Pkt 2. Metabolomika:
288 probek analizowanych metoda chromatografii gazowej sprzegnietej ze spektrometrig mas (GC-MS) lub
inng (pkt. Il ppkt 2).
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V. Jako$¢ analizy:

Pkt 1. Transkryptomika:

Otrzymane sekwencje powinny by¢ w formie plikdw fastq z kontrolowang jakoscig i przyciete, o minimalnej
dtugosci odczytow powyzej 30 bp ze wskaznikiem jakosci Phred >20, nie powinny zawiera¢ sekwencji
adaptorowych, sekwencje odpowiadajagce rybosomalnemu RNA powinny by¢ odfiltrowane i zatgczone
w osobnym pliku. Zamawiajacy zaakceptuje mozliwos¢ nieudanych analiz na poziomie nieprzekraczajgcym
3% catkowitej liczby analizowanych préb z powoddw innych niz jakosé RNA.

Pkt 2. Metabolomika:

Jakos$c¢ kazdego wstrzykniecia nalezy oceniaé¢ za pomocg kontroli wewnetrznej (np. z uzyciem rybitolu). Wyniki
nie powinny sie rézni¢ od wartosci spodziewanych wiecej niz 30%. Liczbe i ilos¢ poszczegdlnych metabolitow
nalezy podawaé¢ na podstawie powierzchni pikbw w oparciu o_referencyjng baze danych Fiehn lub inng
zawierajgca minimum 500 metabolitéw i po recznej korekcie profili. (tj. recznej integraciji wysokoséci piku, jego
powierzchni oraz czasu retencji dla danego metabolitu). Zamawiajacy, na podstawie witasnych wstepnych
badanh, zatagcza liste 120 metabolitdw i wymaga aby minimum 80% z nich zostalo przedstawione w wynikach
analiz _dla kazdej préby. Zamawiajgcy zaakceptuje mozliwos¢ nieudanych analiz na poziomie
nieprzekraczajacym 3% catkowitej liczby analizowanych prob. Otrzymane wyniki powinny byé w formie plikow
Excel, badz rownowaznym formacie tabelarycznym (np. csv, tsv).

VI. Wyniki:

Wyniki powinny by¢ przekazane zamawiajagcemu w terminie wykonania zaméwienia okreslonym w SIWZ, {j.
nie pozniej niz w ciggu 40 tygodni od dnia odbioru prébek przez Wykonawce, potwierdzonego zgodnie
Z zapisem § 7 ust. 1 pkt 2 projektu umowy - z uwzglednieniem zapiséw rozdziatu XIV SIWZ — termin ten jest
jednym z kryteriéw oceny ofert. Wyniki analiz bedg udostepnione na bezpiecznym serwerze FTP przez okres
minimum 3 tygodni.

VIl. Inne wymagania:

Pkt 1. Ze wzgledu na opisane we wstepie wyzwania stojgce przed projektem jak i specyfike prob opisang
w czesci wstepnej, przygotowanie bibliotek do RNA-seq oraz przygotowanie préb do analizy metabolomu sg
kluczowym krokiem w kazdej z analiz gdyz na tym etapie moze zdarzy¢ sie najwiecej btedéw technicznych.
W konsekwencji Zamawiajgcy wymaga aby przynajmniej te analizy byly wykonane w catosci przez
Wykonawce.

Pkt 2. Wykonawca jest zobowigzany przyja¢ dwie osoby na staz naukowy odbywany w czasie zleconych

analiz i w miejscu ich wykonywania. Celem stazu bedzie przeszkolenie w zakresie stosowanych do badan

technologii. Komunikacja w jezyku polskim i/lub angielskim. Koszty podrézy i zakwaterowania tych oséb

pokrywa Zamawiajacy i nie powinny by¢ wliczone cene oferty.

Przeszkolenie bedzie obejmowato nastepujace zagadnienia:

— prezentacja i omowienie protokotéw przeprowadzanych analiz,

— prezentacja urzadzen analitycznych i szkolenie w ich uzytkowaniu,

— obserwacji i oméwienie poszczegdlnych czynnosci podczas analiz wykonywanych przez specjaliste ze
strony Wykonawcy,

— udziat w dyskusiji na temat wynikéw analiz.
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sucrose
D-glucose 1
phosphoric acid

citric acid
L-asparagine 2
L-glutamic acid 3
(dehydrated)

D-malic acid
L-glutamic acid 2
aspartic acid 2
L-glutamine 3
L-tryptophan 2
fructose 1

pyruvic acid

fructose 2

L-serine 2

D-glucose 2

succinic acid

glyceric acid
L-threonine 2
L-serine 1
myo-inositol

aspartic acid 1
L-valine 2
ethanolamine
glyoxylic acid
L-histidine 3

shikimic acid
threonic acid

palmitic acid
trans-4-hydroxy-L-proline 2
norvaline 1
DL-isoleucine 2
L-tyrosine 2
beta-cyano-L-alanine
D-mannose 1
glycine

xanthotoxin 2

D-(+) trehalose
phenylalanine
L-leucine 2
L-threonine 1
gamma-aminobutyric acid
(GABA)
levoglucosan
2-isopropylmalic acid
galactonic acid 2
3-hydroxy-3-methylglutaric
acid

LISTA 120 METABOLITOW

D-mannitol

L-lysine 2

glycerol 1-phosphate
L-proline 2

putrescine

linoleic acid
L-ornithine 1

threonic acid-1,4-lactone B
pipecolic acid 1
maleic acid

caffeic acid
phytosphingosine 2
D-threitol
2-hydroxypyridine
L-methionine 2
fumaric acid

glycerol

citramalic acid
gluconic acid 2

alpha ketoglutaric acid
L-glutamine 1
pipecolic acid 2
citrulline 2
acetohydroxamic acid
L-(+) lactic acid
benzoic acid

quinic acid
D-glucose-6-phosphate 1
maltose 1

allantoin 3
dehydroascorbic acid 3
neohesperidin
4-hydroxycinnamic acid
lactose 1
4-hydroxybenzoic acid
trans-aconitic acid
O-phosphocolamine
nicotinic acid
Phenylalanine 1
1,6-anhydro-glucose
allantoin 1

arabinose

xylitol

glycolic acid
1,3-diaminopropane 1
xylose 2

urea

arbutin

4-hydroxy-3-
methoxybenzyl alcohol
beta-sitosterol

lauric acid

tartaric acid

L-alanine 1

L-glutamine 2

rhamnose 1

ribose

acetyl-L-serine 2
4-hydroxybenzaldehyde 1
4-hydroxy-3-
methoxybenzoic acid
Beta- alanine 1

uracil

alpha tocophereol
galacturonic acid 1
N-methylglutamic acid 4
4-hydroxypyridine

ferulic acid

L-methionine sulfoxide 3
galacturonic acid 2
N-acetyl-D-glucosamine 1
suberic acid
beta-gentiobiose 1
D-glucose-6-phosphate 2
1-hexadecanol
3-phosphoglycerate
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