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Что такое секвенирование? 

Что такое NGS?

Что можно секвенировать?
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Для чего нужно секвенирование?

- Эволюция
- Филогения
- Клиника
- Метагеномика
- Анализ транскриптомов
- Single cell (различные приложения)
- ….
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Эволюция
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Филогения

Спейсерные последовательности наиболее вариабельны с точки зрения 
эволюционной консервативности.

Секвенирование и анализ транскрибируемых спейсеров используется 
для изучения видового разнообразия и классификации 
близкородственных организмов. 
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Популяционные и клинические исследования

- 1000 genomes, gnomAD: частоты вариантов в популяциях
- GWAS: поиск полиморфизмов, ассоциированных с болезнями: 

- моногенные (муковисцидоз, ген CFTR)
- полигенные (ишемическая болезнь сердца, шизофрения, ...)

- Фармакогенетика и индивидуальные особенности
- варфарин
- исследование генов из системы свертывания крови
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У человека 23 пары хромосом. Много или мало?

Кариотип 7

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%BC_%D1%87%D0%B5%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D0%BA%D0%B0


Число хромосом у разных видов

+ 8

https://ru.wikipedia.org/wiki/2-%D1%8F_%D1%85%D1%80%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D1%81%D0%BE%D0%BC%D0%B0_%D1%87%D0%B5%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D0%BA%D0%B0


Число хромосом у разных видов

Муравей (Myrmecia pilosula) – 2
Плодовая мушка - 8
Арабидопсис – 10
Голубь – 16
Кошка – 38
Лиса - 34
Мышь - 40
Собака – 78
Утка – 80
Сазан - 104
Корова – 120
Рак (Cambarus clarkii) – 200
Хвощ – 216
Краб - 254
Бабочка – 380

+
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https://pikabu.ru/story/chislo_khromosom_u_raznyikh_vidov_5141209


Размер генома у разных видов

+ 10

https://ria.ru/20170704/1497743424.html


Количество белок-кодирующих генов у разных видов

Картофель – 39 000
Человек ~ 20 000
Черви – 14 000
Мухи – 12 000
Грибы – 6 000
Бактерии – 2 000 – 4 000
Микоплазмы - 500
Вирус гриппа – 12

Какие еще гены бывают?
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Книжка

http://book.bionumbers.org/
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Секвенирование ДНК бывает
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Одна из задач!!!



Доступность хроматина

14L. Minnoye, 2021



ChIP-seq - взаимодействие ДНК-белок
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Hi-C - трехмерная структура хроматина
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Lieberman-aiden et al., 2009



Что бывает

enseqlopedia

- DNA-seq
- RNA-seq
- HiC
- Chip-seq
- АТАС-seq
- DNase-seq
- GRO-seq
- Ribo-seq
- ...
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http://enseqlopedia.com/enseqlopedia/


Зачем?

Зачем биоинформатику знать, что намешали в пробирке?

18



Протоколы

Экспериментальная часть

Биоинформатическая обработка результатов секвенирования
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Для каждого протокола - свой анализ!
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https://www.nature.com/articles/s41467-021-23749-x



Что бывает

enseqlopedia

- DNA-seq
- RNA-seq
- HiC
- Chip-seq
- АТАС-seq
- DNase-seq
- GRO-seq
- Ribo-seq
- ...
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http://enseqlopedia.com/enseqlopedia/


Возможности ресеквенирования

Можно ресеквенировать: 

- полный геном
- экзом (кодирующую часть генома)
- отдельные таргетные гены или области

!!! Выбор зависит от бюджета и целей исследования!!!
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Экзомное ресеквенирование

“Плюсы”

- Небольшой объем кодирующих данных - ниже цена
- Кодирующие последовательности лучше изучены
- Большое число болезнетворных мутаций находится в кодирующей 

последовательности

“Минусы”

- Нет информации о некодирующих участках
- Неравномерность покрытия экзонов
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Какие бывают мутации

- SNV: однонуклеотидные варианты, т.е. изменение одного нуклеотида
- Короткие вставки и делеции (~ 50 п.н.)
- Структурные варианты: инверсии и транслокации; CNV
- Анеуплоидии: нульсомии, моносомии, трисомии, полисомии
- Полиплоидизация
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Секвенирование ДНК - метод “терминаторов”
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Секвенирование ДНК - метод “терминаторов”

~ 1000 п.н.

“Золотой стандарт”
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Next-generation sequencing (NGS)

“+” - одновременно идет сиквенс большого количества разных 
фрагментов

“-” - прочтения длиной 75 - 150 нукл
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Next-generation sequencing (NGS) - Illumina
Есть и другие приборы!

мультик 29

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8&t=2s


Парно-концевые и одно-концевые чтения

Для Illumina характерная длина чтения 75-150 нуклеотидов
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Что может пойти не так? 

Димеры адаптеров: адаптеры соединяются друг с другом без фрагмента 
ДНК между ними

Фрагмент ДНК слишком короткий, чтение захватывает 
последовательность адаптера
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Одномолекулярное секвенирование 
Pacific Biosciences 

 Pacific Biosciences
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https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9E%D0%B4%D0%BD%D0%BE%D0%BC%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8F%D1%80%D0%BD%D0%BE%D0%B5_%D1%81%D0%B5%D0%BA%D0%B2%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D0%B5_%D0%B2_%D1%80%D0%B5%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%BE%D0%BC_%D0%B2%D1%80%D0%B5%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8


Pacific Biosciences

“плюсы”

- длина прочтений 20000-60000
- без амплификации
- быстро

“минусы”

- большой процент ошибок
- цена
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Oxford Nanopore

мультик
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https://www.youtube.com/watch?v=RcP85JHLmnI


Oxford Nanopore

“плюсы”

- длина прочтений 20000-60000
- без амплификации
- быстро
- компактность и мобильность

“минусы”

- большой процент ошибок
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Что же выбрать?

Все зависит от задачи

Комбинировать платформы

Увеличивать покрытие
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Что почитать

skygen

Нанопоровое секвенирование

Обзор технологий секвенирования
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https://www.skygen.com/katalog/oborudovanie/oxford_nanopore_technologies/nanoporovyy_sekvenator_mini
https://biomolecula.ru/articles/nanoporovoe-sekvenirovanie-na-poroge-tretei-genomnoi-revoliutsii
https://biomolecula.ru/articles/metody-v-kartinkakh-sekvenirovanie-nukleinovykh-kislot


источник 38

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%B5%D1%80%D1%81%D0%BE%D0%BD%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%BC%D0%B8%D0%BA%D0%B0


Откуда взять чтения?
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
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Как достать чтения из SRA?

Sra toolkit - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/docs/sradownload/

Обратите внимание, что при запуске sra toolkit важно сразу указывать 
одноконцевые чтения или парноконцевые!!!
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/docs/sradownload/


Важная информация
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Обработка данных

Создаем программный конвейер
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При анализе данных NGS необходимо: 

- Четко представлять общую задачу
- Знать биологический объект (организм, клеточная линия, ткань)
- Представлять особенности пробоподготовки и дизайн эксперимента
- Узнать на каком приборе было проведено секвенирование
- Выбрать версию референсного генома, если он используется, и 

оценить его качество
- При использовании дополнительных данных (например, разметка 

генов) зафиксировать версию файла и соотнести с версией 
выбранного генома

- Четко фиксировать все шаги программного конвейера, включая 
версии программ и пакетов, сохранять и комментировать код

- Вести лабораторный журнал (!) 
- Бэкапы! 
- Результаты лучше всего хранить в статьях =)



Формат fastq
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Fastq формат 

wiki 45

https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format


Качество чтений

Р - вероятность ошибки

Q - параметр качества (Phred Quality Score)

Значения Q: 1-40

Q > 20 считается хорошим качеством
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Пересчет качества в вероятность ошибки
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fastQC
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“Ящик с усами” / диаграмма размахов / boxplot
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fastQC

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

Программа fastQC установлена на kodomo

Версию с графическим интерфейсом можно поставить на свой 
компьютер

На сайте отличное руководство с примерами данных хорошего и плохого 
качества

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/training.html - полезности 
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https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/training.html


Что делать?

Нужно удалить «плохие» фрагменты чтений: 

- Адаптеры 

- Нуклеотиды с неудовлетворительным качеством (< 20) 

Trimmomatic 

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic 

В результате получаем только те чтения, качество которых нас устраивает 
С ними можно смело работать дальше!
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Что делать дальше?

Дано: 

- «очищенные» чтения хорошего качества (fastq) 

- Последовательность референсного генома (fasta) 

Задача: 

Каждому чтению найти свое место на геноме - картирование
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Что делать дальше?

Программы: 

- bowtie 

- bwa 

- hisat2 

Есть много других! 

Шаг 0. Подготовка референса: индексирование 

Для каждой программы свой индекс! 

Шаг следующий – картирование чтений на референс 

Получаем .sam или .bam
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