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NGS

Next Generation Sequencing 

Секвенирование следующего (нового) поколения
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Секвенирование ДНК

Метод обрыва цепи 
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Фредерик Сэнгер - 1977 год
Нобелевская премия по химии - 1980 год



Метод обрыва цепи - результат “тогда”
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Метод обрыва цепи - результат “сейчас”
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~ 1000 п.н.
«Золотой стандарт»



Автоматизация метода обрыва цепи

6Sanger Sequencing 

https://letstalkscience.ca/educational-resources/backgrounders/sanger-sequencing


NGS

Метод обрыва цепи - 1 фрагмент за запуск!

NGS - сразу много РАЗНЫХ фрагментов за запуск! 
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Методы

https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1097-2765%2815%2900340-8 8

https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1097-2765%2815%2900340-8


Геномные центры

NGS Mapped 
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http://enseqlopedia.com/ngs-mapped/


Illumina
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Посмотрите!
Метод обрыва цепи: The Sanger Method of DNA Sequencing 

ПЦР: 12 методов в картинках: полимеразная цепная реакция 

Секвенирование НК: 12 методов в картинках: секвенирование 
нуклеиновых кислот

Illumina: Intro to Sequencing by Synthesis: Industry-leading 
Data Quality

Milestones in Genomic Sequencing  

Автоматизация омиксных технологий 
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https://www.youtube.com/watch?v=FvHRio1yyhQ
https://biomolecula.ru/articles/metody-v-kartinkakh-polimeraznaia-tsepnaia-reaktsiia
https://biomolecula.ru/articles/metody-v-kartinkakh-sekvenirovanie-nukleinovykh-kislot
https://biomolecula.ru/articles/metody-v-kartinkakh-sekvenirovanie-nukleinovykh-kislot
https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E
https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E
https://www.nature.com/immersive/d42859-020-00099-0/index.html
https://biomolecula.ru/articles/avtomatizatsiia-omiksnykh-tekhnologii


От образца до результата

12https://images.app.goo.gl/Scbpwz5wuxDqkbSS8 

https://images.app.goo.gl/Scbpwz5wuxDqkbSS8


Что можно секвенировать?

ДНК

Геном:

- организма с неизвестным геномом - секвенирование de novo

13Genome List - Genome 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/overview/


Размеры геномов
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Что можно секвенировать?

ДНК

Геном:

- организма с известным геномом - ресеквенирование
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Композиция генома

16Cell Biology by the Numbers 

http://book.bionumbers.org/


Можно ресеквенировать последовательность:

Полного генома
Экзома (кодирующую часть генома)
Отдельные таргетные гены или области

Выбор зависит от:  
- бюджета 
- целей исследования
- места для хранения данных 
- вычислительных мощностей
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ДНК + ...

18Drosophila modENCODE Data Integration - ppt download 

https://slideplayer.com/slide/16604752/


chip-seq
Chromatin immunoprecipitation sequencing
Фрагменты ДНК, связанные с белком

19Анализ данных ChIP-seq: от гистонов к информатическим задачам 

https://habr.com/ru/company/JetBrains-education/blog/489304/


ATAC-seq
Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing

20Technical section – ATAC-seq – ECI-ISHR 

https://eciofishr.wordpress.com/2019/04/22/technical-section-atac-seq/


У методов есть аналоги и модификации

21Chromatin accessibility: a window into the genome | Epigenetics & Chromatin | Full Text 

https://epigeneticsandchromatin.biomedcentral.com/articles/10.1186/1756-8935-7-33


… и single-cell вариации

22Advantages of single-cell analysis. Comparison of single-cell versus... | Download Scientific Diagram 

https://www.researchgate.net/figure/Advantages-of-single-cell-analysis-Comparison-of-single-cell-versus-bulk-analysis_fig1_311498187


http://enseqlopedia.com/enseqlopedia/

и это еще не все!
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Методы NGS

https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1097-2765%2815%2900340-8 24

https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1097-2765%2815%2900340-8


Hi-C
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https://biomolecula.ru/articles/novyi-vzgliad-na-genom-ne-prosto-tsepochka-genov-a-trekhmernaia-set-integriruiushchaia-funktsionalnye-domeny-iadra#source-24 

https://biomolecula.ru/articles/novyi-vzgliad-na-genom-ne-prosto-tsepochka-genov-a-trekhmernaia-set-integriruiushchaia-funktsionalnye-domeny-iadra#source-24


RNA-seq

26RNA-seqlopedia 

https://rnaseq.uoregon.edu/


RNA-DNA interactome

27Chromatin-associated RNAs as facilitators of functional genomic interactions 

GRID-seq
RADICL
Red-C
MARGI

https://www.nature.com/articles/s41576-019-0135-1


ENCODE

28ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements – ENCODE 

https://www.encodeproject.org/


ENCODE
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Разница между клетками

30
Histone H3K27 acetylation is dispensable for enhancer activity in mouse embryonic stem cells
RNA Sequencing Analyses of Gene Expression during Epstein-Barr Virus Infection of Primary B Lymphocytes  

https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-020-01957-w
https://jvi.asm.org/content/93/13/e00226-19


От образца до результата

31https://images.app.goo.gl/Scbpwz5wuxDqkbSS8 

https://images.app.goo.gl/Scbpwz5wuxDqkbSS8


Основные этапы - узнать всё

Постановка задачи: 

- РНК / ДНК
- организм, тип клеток, клеточная линия
- платформа (Illumina, ...)
- метод (chip-seq, rna-seq, dna-seq, ...)
- биологическая задача (поиск мутаций, дифференциальная 

экспрессия, взаимодействия, ...)

Планирование анализа
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Анализ данных NGS
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Основные этапы

Оценка качества и количества чтений

Картирование на геном / Сборка
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Версии геномов
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Множество программ

36
Read mapping to a reference genome/transcriptome 

https://biocorecrg.github.io/RNAseq_course_2019/alignment.html


Форматы файлов
fasta

fastq

bed

bedGraph

bigBed

sam

bam

gtf

gff

vcf

gvcf

wig

bigWig

37Genome Browser FAQ 

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


Для каждого метода свой набор программ

Необходимо учитывать: 

- специфику метода
- артефакты метода
- “шум”
- биологическую задачу
- детекция результата
- визуализация
- ...
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Навыки биоинформатика в науке

Генетика / молекулярная биология / ботаника / зоология
Программирование / администрирование
Знание английского 
Дизайн
Спикер
Писатель
Мыслитель
Философ 

Картинка 39

https://ru.dreamstime.com/%D1%81%D0%BC%D0%B5%D1%88%D0%BD%D0%BE%D0%B9-%D0%BE%D1%81%D1%8C%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B3-%D0%BD%D0%B0-%D0%BA%D0%BE%D0%BC%D0%BF%D1%8C%D1%8E%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B5-image113326626


Домашнее задание

2 варианта: 

- описание одного метода NGS
- исследование хроматограммы

Для зачета нужно выбрать и сделать ОДИН вариант задания

Можно выполнить ДВА варианта - будут бонусные баллы
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