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Функции генома

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

ФункцииФункции геномагенома состоятсостоят вв томтом, , чтобычтобы содержатьсодержать вв видевиде кодовкодов илиили сигналовсигналов
генетическуюгенетическую информациюинформацию::

–– длядля обеспеченияобеспечения сохранениясохранения этойэтой информацииинформации вв процессахпроцессах жизнедеятельностижизнедеятельности
однойодной клеткиклетки вв течениетечение одногоодного клеточногоклеточного циклацикла ии вв процессепроцессе пролиферациипролиферации
клетокклеток припри передачепередаче черезчерез митозмитоз ((репликациярепликация, , репарациярепарация,, упаковкаупаковка вв хроматинхроматин, , ии
тт..дд.); .); 

–– длядля обеспеченияобеспечения сохранениясохранения качествакачества этойэтой информацииинформации вв рядуряду поколенийпоколений особейособей
припри мейоземейозе ((сегрегациясегрегация хромосомхромосом, , рекомбинациярекомбинация););

–– длядля обеспеченияобеспечения развертыванияразвертывания генетическихгенетических программпрограмм развитияразвития, , тт..ее. . 
определятьопределять условияусловия длядля формированияформирования транскриптоматранскриптома, , предопределенногопредопределенного
генетическимигенетическими программамипрограммами развитияразвития длядля клетокклеток определеныхопределеных типовтипов, , тт..ее. . 
обеспечениеобеспечение дифференциальнойдифференциальной экспрессииэкспрессии геновгенов вв результатерезультате процессовпроцессов
транскрипциитранскрипции ии сплайсингасплайсинга..



Задачи транскриптомики

ЗадачиЗадачи транскриптомикитранскриптомики -- исследованиеисследование::
-- (1) (1) структурыструктуры транскриптовтранскриптов
-- (2) (2) ихих дифференциальногодифференциального временноговременного ии пространственногопространственного распределенияраспределения вв
клеточныхклеточных типахтипах илиили тканяхтканях. . 

ПрименениеПрименение методовметодов биоинформатикибиоинформатики вв транскриптомикетранскриптомике позволяетпозволяет::

-- реконструироватьреконструировать структуруструктуру геномагенома ии кодыкоды, , заключенныезаключенные вв геномегеноме
((взаимодействиевзаимодействие сс геномикойгеномикой))

-- выявлятьвыявлять информациюинформацию вв видевиде сигналовсигналов ии кодовкодов, , необходимыхнеобходимых длядля формированияформирования
протеомапротеома ((взаимодействиевзаимодействие сс протеомикойпротеомикой))

ТранскриптомТранскриптом –– совокупностьсовокупность всехвсех транскриптовтранскриптов всехвсех геновгенов, , экспрессирующихсяэкспрессирующихся вв
какойкакой--либолибо клеткеклетке, , илиили группегруппе однотипныходнотипных клетокклеток –– тт..ее. . тканиткани, , илиили вово всехвсех
клеткахклетках организмаорганизма вв определенныеопределенные моментымоменты функционированияфункционирования ии//илиили развитияразвития. . 
ТранскриптомТранскриптом –– первыйпервый уровеньуровень фенотипафенотипа, , тт..ее. . первыйпервый уровеньуровень развертыванияразвертывания ии
реализацииреализации генетическойгенетической информацииинформации, , заключеннойзаключенной вв геномегеноме. . ИсследованиеИсследование
транскриптоматранскриптома –– однаодна изиз задачзадач функциональнойфункциональной геномикигеномики ии основнаяосновная задачазадача
транскриптомикитранскриптомики..
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Требования к методам

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома
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ТребованияТребования кк методамметодам исследованияисследования структурыструктуры транскриптовтранскриптов ии ихих
дифференциальногодифференциального временноговременного ии пространственногопространственного распределенияраспределения вв
клеткахклетках ии организмахорганизмах::

-- возможностьвозможность измеренияизмерения относительногоотносительного ии абсолютногоабсолютного содержаниясодержания
транскриптовтранскриптов определенногоопределенного генагена вв клеткахклетках разныхразных типовтипов, , тт..ее. . 
возможностьвозможность сравнениясравнения результатоврезультатов разныхразных экспериментовэкспериментов припри разныхразных
модификацияхмодификациях методовметодов;;

-- возможностьвозможность одновременногоодновременного измеренияизмерения длядля каккак можноможно большогобольшого
количестваколичества геновгенов соотношениясоотношения транскриптовтранскриптов

-- возможностьвозможность детекциидетекции транскриптовтранскриптов оченьочень слабослабо илиили оченьочень
специализированноспециализированно экспрессирующихсяэкспрессирующихся геновгенов ((чувствительностьчувствительность ии
достаточнодостаточно широкийширокий динамическийдинамический диапазондиапазон))

-- высокаявысокая производительностьпроизводительность ии эффективностьэффективность длядля производствапроизводства
достаточнодостаточно большогобольшого массивамассива данныхданных..



Характеристика методов

метод
измерение
относит. и
абсолют., 
сравнимость

количество
генов

чувствительность и
динамический
диапазон

производительность
и эффективность

Прямая детекция мРНК гибридизацией транскриптов с одноцеп. ДНК- или РНК-пробами
Нозерн-блот гибридизация ++ (1(1--5) 5) хх (5(5-- 20)20) -- -- -- --

Дифференц. дисплей ++ десяткидесятки + +  + +  + ++ +
Олиго/кДНК микрочипы + + + + тысячитысячи + + ++ + + + + ++ + +

Компьютерный анализ сиквенсов кДНК , «in silico гибридизация» транскриптов

EST ++ тысячитысячи + + + + + + + + ++ + +

SAGE + + ++ + + тысячитысячи + ++ + ++ + ++ + ++

Защита от рибонуклеазы + ++ + (10(10--15) 15) хх (5(5-- 20)20) ++ -- --

Детекция кДНК, полученной ОТ-ПЦР из мРНК

Количественная ОТ-ПЦР, 
ОТ-ПЦР с дет. в реал. времени

+ ++ + десяткидесятки + +  + +  + ++ +

Характеристика методов детекции и оценки количества транскриптов

++ + + + ++ ++ + + + + ++ +тысячитысячи+ + + ++ + + +MPSS

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома
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ВысокопродуктивныеВысокопродуктивные ии высокоинформативныевысокоинформативные методыметоды исследованияисследования
структурыструктуры транскриптовтранскриптов ии ихих дифференциальногодифференциального временноговременного ии
пространственногопространственного распределенияраспределения

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

Высокопродуктивные методы

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов ((Serial analysis of gene Serial analysis of gene 
expressionexpression -- SAGE) SAGE) 

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных
последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 

•• ЭкспрессионныеЭкспрессионные ДНКДНК--биочипыбиочипы ((Expression microarrays, Expression microarrays, 
biochips) biochips) 

•• МассовоеМассовое одновременноеодновременное секвенированиесеквенирование
идентифицирующихидентифицирующих фрагментовфрагментов (Massively Parallel (Massively Parallel 
Signature Sequencing Signature Sequencing -- MPSS)MPSS)



EST: история•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей
(Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..
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МощныйМощный методметод длядля глобальногоглобального компьютерногокомпьютерного анализаанализа
структурыструктуры транскриптовтранскриптов, , реконструкцииреконструкции структурыструктуры геновгенов ии

измеренияизмерения уровнейуровней экспрессииэкспрессии геновгенов..

ПредложенПредложен::

ПринципПринцип -- Adams MD, Kelley JM, Gocayne JD, Dubnick M, Polymeropoulos MH, 
Xiao H, Merril CR, Wu A, Olde B, Moreno RF, et al. (1991) Complementary DNA 
sequencing: expressed sequence tags and human genome project.

Science, 252:1651-1656

КоличественоеКоличественое приложениеприложение - Okubo K, Hori N, Matoba R, Niiyama T, Fukushima A, 
Kojima Y, Matsubara K. (1992)  Large scale cDNA sequencing for analysis of 
quantitative and qualitative aspects of gene expression.

Nature Genetics, 2:173-179



EST: определение и принципы

ESTs ESTs -- этоэто короткиекороткие ((обычнообычно околооколо 300300--500 bp), 500 bp), прочитанныепрочитанные заза одинодин разраз (single(single--pass reads) pass reads) 
фрагментыфрагменты кДНКкДНК.  .  

ОниОни представляютпредставляют собойсобой ««слепокслепок»», , ««отпечатокотпечаток»» (snapshot) (snapshot) сс транскриптоматранскриптома, , 
проэкспрессированнпроэкспрессированногоого вв определеннойопределенной тканиткани илиили нана определеннойопределенной стадиистадии развитияразвития. . ОниОни

являютсяявляются меткамиметками (tags) (tags) экспрессииэкспрессии генгеновов длядля определеннойопределенной библиотекибиблиотеки кДНКкДНК. . 

МетодыМетоды массовогомассового исследованияисследования транскриптовтранскриптов..
Expressed Sequence Tags  (ESTs) Expressed Sequence Tags  (ESTs) 

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей
(Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 

ОсновныеОсновные принципыпринципы методаметода ESTsESTs::
-- анализанализ совокупностисовокупности прочитанныхпрочитанных ESTEST, , ассоциированныхассоциированных сс какимкаким--либолибо геномгеном, , позволяетпозволяет
реконструироватьреконструировать структуруструктуру транскриптовтранскриптов генагена, , аа послепосле сравнениясравнения ееее сосо структуройструктурой
соответствующегосоответствующего геномногогеномного районарайона –– структуруструктуру самогосамого генагена –– геннуюгенную модельмодель;;

-- длядля каждойкаждой библиотекибиблиотеки кДНКкДНК частотноечастотное распределениераспределение кДНКкДНК клоновклонов вв целомцелом
соответствуетсоответствует исходномуисходному распределениюраспределению транскриптовтранскриптов вв популяциипопуляции мРНКмРНК, , изиз которойкоторой
былабыла приготовленаприготовлена библиотекабиблиотека;;

-- чтобычтобы получитьполучить достовернуюдостоверную информациюинформацию оо структуреструктуре геновгенов ии паттернепаттерне егоего экспрессииэкспрессии
ESTEST должнодолжно бытьбыть полученополучено оченьочень многомного;;

-- получениеполучение многочисленныхмногочисленных ESTEST должнодолжно бытьбыть относительнотносительноо дешевдешевымым..



EST: приготовление кДНК

полиадени-
лирования

3'

ААААA

5'

ААААA
ТТТТT-Ad1

ААААA
ТТТТT-Ad1

ААААA
ТТТТT-Ad1

ААААA
ТТТТT-Ad1

СИНТЕЗ кДНК ЦЕПИ

мРНК

промотор экзонинтрон

ААААA
ТТТТT-Ad1

Источники отличий от
исходных природных
молекул:

- случайный обрыв синтеза;

- деградация мРНК с 5’-конца;

- внутреннее праймирование;

сигнал

Источники ошибок: 

-ошибки обратной
транскриптазы

РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА
АА. . ЭкспериментальнаяЭкспериментальная фазафаза.  .  ПриготовлениеПриготовление кДНКкДНК библиотекибиблиотеки

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..
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EST: кДНК библиотека

Источники ошибок: 
- ошибки Taq 
полимеразы

Трансформация
бактериальных
клеток

кДНК библиотека

Пересев клонов

АААА
Подготовка к клонированию

- присоединение Ad2

- замещение РНК
второй цепью кДНК

Клонирование
кДНК

TTTT

Ad1АААА
TTTT

Ad1Ad2

Ad2 Ad1АААА
TTTT

Ad2

Плазмидный вектор

Клон кДНК

- образование
артефактных
химерных молекул;

Источники отличий от
исходных природных
молекул:

РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА
АА. . ЭкспериментальнаяЭкспериментальная фазафаза. . ПриготовлениеПриготовление кДНКкДНК библиотекибиблиотеки

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..
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•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: секвенирование

РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА
АА. . ЭкспериментальнаяЭкспериментальная фазафаза. . ПриготовлениеПриготовление кДНКкДНК библиотекибиблиотеки

Использование специфических праймеров к сайтам вектора, 
окаймляющим встройку кДНК

Ad2 Ad1АААА
TTTT

Ad2 Ad1АААА
TTTT

5’ праймер
Получение 5’ EST

Получение 3’ EST

3’ праймер

Источники ошибок: 
-ошибки Taq полимеразы
или секвеназы

-ошибка в обозначении
идентификатора клона

(id_clone identification error)
-ошибка в обозначении
направления секвенирования
клона (5'/3' identification error)

-смещение дорожек
(виртуальные химеры)
(lane slipping)

В подраздел
GenBank – dbEST 
(или EMBL bank)

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..
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•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: dbEST

dbEST release 111706
November 17, 2006

Homo sapiens (human) 7,057,754 
Mus musculus + domesticus (mouse) 4,688,047 
Xenopus tropicalis 1,038,272 
Rattus sp. (rat) 704,494 
Bos taurus (cattle) 702,645 
Danio rerio (zebrafish) 689,581 
Ciona intestinalis 686,396 
Zea mays (maize) 656,945 
Triticum aestivum (wheat) 600,039 
Gallus gallus (chicken) 578,445 
Sus scrofa (pig) 502,501 
Xenopus laevis (African clawed frog) 473,792 
Arabidopsis thaliana (thale cress) 420,789 
Oryza sativa (rice) 406,790 
Hordeum vulgare + subsp. vulgare (barley) 395,019 
Drosophila melanogaster (fruit fly) 383,407 
Glycine max (soybean) 355,978 
Canis familiaris (dog) 349,306 
Pinus taeda (loblolly pine) 329,469
Caenorhabditis elegans (nematode) 302,080

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

dbEST: database of "Expressed Sequence Tags" 
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 

Homo sapiens (human) 7,895,572 
Mus musculus + domesticus (mouse) 4,722,069 
Oryza sativa (rice) 1,211,064 
Zea mays (maize) 1,160,485 
Danio rerio (zebrafish) 1,152,269 
Bos taurus (cattle) 1,141,099 
Xenopus tropicalis 1,039,143 
Rattus norvegicus + sp. (rat) 871,144 
Triticum aestivum (wheat) 855,067 
Arabidopsis thaliana (thale cress) 734,275 
Ciona intestinalis 686,396 
Sus scrofa (pig) 640,034 
Gallus gallus (chicken) 599,171 
Xenopus laevis (African clawed frog) 542,288 
Drosophila melanogaster (fruit fly) 514,613 
Hordeum vulgare + subsp. vulgare (barley) 437,321 
Salmo salar (Atlantic salmon) 428,803 
Canis familiaris (dog) 365,909 
Glycine max (soybean) 359,402 
Caenorhabditis elegans (nematode) 346,064 
Pinus taeda (loblolly pine) 329,469 
Vitis vinifera (wine grape) 316,756 
Oryzias latipes (Japanese medaka) 309,868

dbEST release 111105
November 11, 2005



EST: модель гена 1
РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА

ББ. . КомпьютернаяКомпьютерная фазафаза. . ВыравниваниеВыравнивание ии кластеризациякластеризация EST EST 

3'
ААААA

5'
мРНК

3’ ID 1
3’ ID 2
3’ ID 3

5’ ID 2
5’ ID 3

5’ ID 1

консенсус

ESTs
etc.etc.

Идентификаторы
клонов

Идентификаторы
клонов

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -последовательностейпоследовательностей - ESTsESTs



EST: модель гена 2
РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА

ББ. . КомпьютернаяКомпьютерная фазафаза.         .         ББ1. 1. ВыравниваниеВыравнивание ии кластеризациякластеризация EST EST 

3'
ААААA

5'
мРНК

кластер
консенсусов:

ESTs

Недостаточное «перекрытие» всей мРНК посредством EST приводит к появлению
т.н. LinkTS, т.е. сборок, в которых есть хоть одна EST, идентификатор клона которой
совпадает с таковым для какой-либо EST,  входящей в основную (ReferenceTS)
сборку для гена.

Reference TS

LinkTS

3’ ID 1
3’ ID 2

etc.

Идентификаторы
клонов

3’ ID 3

5’ ID 1
5’ ID 2
5’ ID 3
etc.

Идентификаторы
клонов

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -последовательностейпоследовательностей - ESTs) ESTs) 



Альт. сплайсинг
РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА

ББ. . КомпьютернаяКомпьютерная фазафаза ББ2. 2. АнализАнализ структурыструктуры кластеракластера

- пропуск экзона (exon skipping)

- удлинение экзона в 3'-направлении (exon 3'-extention)

- удержание интрона (intron retention) или несплайсированная
незрелая форма транскрипта (premature mRNA)

- альтернативное включение экзонов (alt. exon usage, casette exons)

Альтернативный сплайсинг внутренних экзонов

- альтернативные сигналы полиаденилирования

Альтернативная транскрипция

- альтернативные старты

- удлинение экзона в 5'-направлении (exon 5'-extention)

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: альт.сплайсинг
РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА

ББ. . КомпьютернаяКомпьютерная фазафаза ББ2. 2. АнализАнализ структурыструктуры кластеракластера

ESTs

3’ clon1
3’ clon2
ect.

TS1

TS2

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ СТАРТЫ ТРАНСКРИПЦИИ В АЛЬТЕРНАТИВНЫХ 5’-ЭКЗОНАХ

консенсусы

5’ clon1
5’ clon2
ect.

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: базы данных по АС
РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА
ББ. . КомпьютернаяКомпьютерная фазафаза ББ2. 2. АнализАнализ структурыструктуры кластеракластера

http://devnull.lbl.gov:8888/alt/

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -последовательностейпоследовательностей - ESTs) ESTs) 

http://medseq.bioinf.mdc-berlin.de/imap/splicelib/



EST: USCS-визуализацияпоследовательностей
РЕКОНСТРУКЦИЯРЕКОНСТРУКЦИЯ СТРУКТУРЫСТРУКТУРЫ ТРАНСКРИПТОВТРАНСКРИПТОВ ГЕНАГЕНА
ББ. . КомпьютернаяКомпьютерная фазафаза ББ2. 2. АнализАнализ структурыструктуры кластеракластера

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 

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



EST: вычит. гибридизация

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

ОсобенностиОсобенности приготовленияприготовления библиотекбиблиотек клоновклонов кДНКкДНК

ВычитательнаяВычитательная гибридизациягибридизация

ПозволяетПозволяет выявлятьвыявлять оченьочень
редкиередкие тканеткане-- илиили стадиястадия--
специфичныеспецифичные транскриптытранскрипты, , 

ноно изменяетизменяет соотношениесоотношение
междумежду транскриптамитранскриптами

•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: самоистощение

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

SoaresSoares M.B. M.B. et al.,et al., 1994,1994,
Construction and characterization of a Construction and characterization of a 
normalizednormalized cDNAcDNA library. Proclibrary. Proc Natl Natl 
Acad SciAcad Sci U S A.;91(20):9228U S A.;91(20):9228--32.32.

НормированныеНормированные библиотекбиблиотекии кДНКкДНК клоновклонов

СамоистощениеСамоистощение ((selfself--substractionsubstraction))

ПозволяетПозволяет выявлятьвыявлять оченьочень
редкиередкие транскриптытранскрипты, , 

ноно изменяетизменяет соотношениесоотношение
междумежду транскриптамитранскриптами

ОсобенностиОсобенности приготовленияприготовления библиотекбиблиотек клоновклонов кДНКкДНК
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: нормир. геномными посл-тями

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

НормированныеНормированные библиотекбиблиотекии кДНКкДНК клоновклонов

ИстощениеИстощение геномнымигеномными
последовательностямипоследовательностями

ПозволяетПозволяет выявлятьвыявлять оченьочень
редкиередкие транскриптытранскрипты, , 

ноно изменяетизменяет соотношениесоотношение
междумежду обильнымиобильными ии редкимиредкими
транскриптамитранскриптами

ФрагментированнаяФрагментированная ии
денатурированнаяденатурированная
геномнаягеномная ДНКДНК

ОсобенностиОсобенности приготовленияприготовления библиотекбиблиотек клоновклонов кДНКкДНК
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: DDD

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

ЦифровойЦифровой дифференциальныйдифференциальный
дисплейдисплей Digital Differential DisplayDigital Differential Display

AudicAudic andand ClaverieClaverie
(http://(http://igsigs--server.server.cnrscnrs--mrsmrs..frfr))

MMéégygy KK, , AudicAudic SS, , ClaverieClaverie JMJM. 2002; . 2002; HeartHeart--
specificspecific genesgenes revealedrevealed byby expressedexpressed sequencesequence
tagtag ((ESTEST) ) samplingsampling. . Genome Biol. 3(12): Genome Biol. 3(12): 
research0074.1research0074.1--research0074.11.research0074.11.

ПриложениеПриложение длядля количественноколичественно оценкиоценки содержаниясодержания транскриптовтранскриптов
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: NCBI-цифр. нозерн

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

ЭлектронныйЭлектронный илиили цифровойцифровой НозернНозерн

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ddd.cgi?http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ddd.cgi?
ORG=HsORG=Hs

ПриложениеПриложение длядля количественноколичественно оценкиоценки содержаниясодержания транскриптовтранскриптов
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: allgenes-цифр. нозерн

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

ЭлектронныйЭлектронный илиили цифровойцифровой ннозернозерн

http://www.allgenes.org/allgenes/servlet?page=rna&id=DT.95345342http://www.allgenes.org/allgenes/servlet?page=rna&id=DT.95345342&view=estAnat&view=estAnat

ПриложениеПриложение длядля количественноколичественно оценкиоценки содержаниясодержания транскриптовтранскриптов
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTs) ESTs) 



EST: интернет-ресурсы

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных
характеристикхарактеристик транскриптоматранскриптома

http://www.http://www.tigemtigem.it/.it/ESTmachineESTmachine.html.html

ИИнтернетнтернет--ресурсыресурсы
•• ПрочитанныеПрочитанные фрагментыфрагменты экспрессированныхэкспрессированных последовательностейпоследовательностей (Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags -- ESTsESTs

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

httphttp://www.://www.tigemtigem.it/.it/ESTmachineESTmachine.html.html

http://http://cgapcgap..ncinci..nihnih..govgov//

http://industry.http://industry.ebiebi.ac..ac.ukuk/~/~muilumuilu/EST/EST_links.html/EST/EST_links.html

httphttp://image.://image.llnlllnl..govgov//

http://www.http://www.cscs..jhujhu..eduedu/labs//labs/compbiocompbio//morganmorgan.html.html

http://http://herculeshercules..tigemtigem.it/ASSEMBLY/assemble.html.it/ASSEMBLY/assemble.html



•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene Serial analysis of gene 
expressionexpression (SAGE) (SAGE) 

ПредложенПредложен Victor E. Velculescu Victor E. Velculescu вв 1995 1995 
((Velculescu et al.Velculescu et al. Science 270 (5235) : 484Science 270 (5235) : 484--487487))

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

SAGE: история и принципы

1. 1. НебольшойНебольшой фрагментфрагмент изиз определенногоопределенного местаместа транскриптатранскрипта
достаточнодостаточно информативенинформативен длядля идентификацииидентификации этогоэтого транскриптатранскрипта..
((1010 пп..оо. . => => 441010=1 048 576 транскриптов)

ОсновныеОсновные принципыпринципы методаметода SAGESAGE::

2. 2. КонкатенацияКонкатенация ии параллельныйпараллельный анализанализ повышаютповышают продуктивностьпродуктивность
((секвенированиесеквенирование 96 96 колонийколоний заза одинодин прогонпрогон =>=> 2400 2400 прочитанныхпрочитанных таговтагов))

3. 3. МинимизацияМинимизация связанныхсвязанных сс амплификациейамплификацией искаженийискажений вв соотношениисоотношении таговтагов
((ампликоныампликоны почтипочти равныравны попо размеруразмеру ~ 100 ~ 100 пп..оо. . ии составусоставу –– нана 70% 70% состоятсостоят изиз
адаптеровадаптеров))



SAGE: схема

ВыделениеВыделение таговтагов (tags)(tags)

СоединениеСоединение таговтагов

СеквенированиеСеквенирование ии
идентификацияидентификация таговтагов

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома



SAGE: стадии 1 и 2•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

1.1.СинтезСинтез биотинилированнойбиотинилированной двухцепочечнойдвухцепочечной кДНКкДНК..

2. 2. РестрикцияРестрикция попо NlaIII NlaIII сайтамсайтам ии отделениеотделение фрагментовфрагментов, , примыкающихпримыкающих кк 33’’--концуконцу
смысловойсмысловой цепицепи кДНКкДНК..



SAGE: стадия 3

3. 3. ПрисоединениеПрисоединение специфичныхспецифичных адаптеровадаптеров ии вырезаниевырезание метокметок, , таговтагов ((tag)tag), , 
длинойдлиной 10 10 пп..оо. . сс помощьюпомощью эндонуклеазыэндонуклеазы рестрикциирестрикции IIsIIs типатипа..

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
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SAGE: стадия 4

4. 4. ОбразованиеОбразование дитаговдитагов, , ихих амплификацияамплификация ии удалениеудаление адаптеровадаптеров..

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
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SAGE: стадия 5

5. 5. ФормированиеФормирование конкатемеровконкатемеров ии ихих секвенированиесеквенирование

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
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SAGE: вычисление

6. 6. ВычислениеВычисление уровняуровня экспрессиэкспресси транскриптатранскрипта исходяисходя изиз числачисла встречаемостивстречаемости
определенногоопределенного тагатага. . 

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
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SAGE: достоинства и ограничения

ДостоинстваДостоинства::
-- высокаявысокая продуктивностьпродуктивность
-- возможностьвозможность определитьопределить соотношениесоотношение транскриптовтранскриптов тысячтысяч геновгенов
-- почтипочти отсутствуетотсутствует наведенныенаведенные амплификациейамплификацией количественныеколичественные искаженияискажения
-- возможностьвозможность определятьопределять абсолютныеабсолютные значениязначения уровнейуровней экспрессииэкспрессии геновгенов
-- возможностьвозможность сравниватьсравнивать результатырезультаты разныхразных экспериментовэкспериментов
-- возможностьвозможность выявлятьвыявлять слабоэкспрессирующиесяслабоэкспрессирующиеся геныгены
-- возможностьвозможность выявлятьвыявлять новыеновые экспрессирующиесяэкспрессирующиеся геныгены, , 

ОграниченияОграничения::
-- зависимостьзависимость отот предварительногопредварительного знаниязнания последовательностипоследовательности значительнойзначительной частичасти
ггеновенов организмаорганизма

-- невыявлениеневыявление сплайсированныхсплайсированных ии другихдругих изоформизоформ
-- зависимостьзависимость отот качествакачества синтезасинтеза первойпервой цепицепи кДНКкДНК ии отот расстояниярасстояния междумежду
сайтомсайтом рестрикциирестрикции ии полиАполиА--трактомтрактом

-- применимостьприменимость толькотолько полиаденилированнымполиаденилированным транскриптамтранскриптам эукариотэукариот
-- требуеттребует большоебольшое количествоколичество РНКРНК ии поэтомупоэтому нене позволяетпозволяет профилироватьпрофилировать
экспрессиюэкспрессию геновгенов сс высокимвысоким разрешениемразрешением..

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
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SAGE: пример

VelculescuVelculescu V.E. V.E. et alet al., 1997 ., 1997 
Analysis of YeastAnalysis of Yeast TranscriptomeTranscriptome
// Cell 88: 243// Cell 88: 243--251251
АнализАнализ транскриптовтранскриптов изиз дрожжевыхдрожжевых клетокклеток
трехтрех состоянийсостояний ((логлог--фазафаза, , задержанныезадержанные вв SS-- ии
G2/MG2/M-- фазахфазах), ), всеговсего 60,63360,633 таговтагов,, выявилвыявил
4,665 4,665 геновгенов сс уровнямиуровнями экспрессииэкспрессии отот 0.3 0.3 додо
болееболее 200 200 транскриптовтранскриптов нана клеткуклетку..
ЧислоЧисло SAGESAGE--таговтагов определеноопределено исходяисходя изиз
требованийтребований достижениядостижения определенногоопределенного уровняуровня
достоверностидостоверности выявлениявыявления редкихредких мРНКмРНК. . ПриПри
оценкеоценке 15,00015,000 молекулмолекул мРНКмРНК нана клеткуклетку
секвенированиесеквенирование 20,00020,000 таговтагов должнодолжно датьдать 72% 72% 
вероятностивероятности обнаружитьобнаружить однуодну молекулумолекулу мРНКмРНК
нана клеткуклетку. . 

ОбъединениеОбъединение позиционнойпозиционной информацииинформации сс даннымиданными обоб
экспрессииэкспрессии геновгенов позволилопозволило построитьпостроить хромосомныехромосомные
картыкарты экспрессииэкспрессии сс районамирайонами транскрипционнойтранскрипционной
активностиактивности ии выявитьвыявить геныгены, , существованиесуществование которыхкоторых былобыло
невозможноневозможно предсказатьпредсказать, , исходяисходя изиз знаниязнания толькотолько оо
последовательностипоследовательности геномногогеномного районарайона..

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
ПримерПример приложенияприложения длядля общегеномногообщегеномного анализаанализа
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SAGE: развитие•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
РазвитиеРазвитие технологиитехнологии

Serial microanalysisSerial microanalysis ((http://wwwhttp://www--dsvdsv..ceacea..frfr//themathema/get//get/sadesade.html.html))
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SAGE: интернет-ресурсы 1

httphttp://://wwwwww..sagenetsagenet..orgorg//

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial anlysis of gene expressionSerial anlysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
ИИнтернетнтернет--ресурсыресурсы
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SAGE: интернет-ресурсы 2
ИИнтернетнтернет--ресурсыресурсы

•• СерийныйСерийный анализанализ экспрессииэкспрессии геновгенов -- Serial analysis of gene expressionSerial analysis of gene expression (SAGE) (SAGE) 
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http://www.http://www.ncbincbi..nlmnlm..nihnih..govgov/SAGE//SAGE/



MPSS: история и принципы

MPSSMPSS--технологиятехнология позволяетпозволяет идентифицироватьидентифицировать почтипочти всевсе кДНКкДНК--фрагментыфрагменты вв образцеобразце..
-- ПродуцируетПродуцирует количественныйколичественный профильпрофиль экспрессииэкспрессии геновгенов нана основеоснове подсчетаподсчета всехвсех
мРНКмРНК вв образцеобразце, , ии этиэти цифровыецифровые данныеданные удобныудобны длядля созданиясоздания реляционныхреляционных базбаз
данныхданных

-- ОбладаетОбладает высокойвысокой чувствительностьючувствительностью, , способностьюспособностью детектироватьдетектировать редкиередкие
транскриптытранскрипты. . ВВ каждыйкаждый MPSSMPSS--анализанализ вовлеченывовлечены болееболее миллионамиллиона транскриптовтранскриптов, , чточто
обеспечиваетобеспечивает исключительныйисключительный динамическийдинамический диапазондиапазон: : отот менееменее чемчем 10 10 
транскриптовтранскриптов нана миллионмиллион додо 50,000 50,000 транскриптовтранскриптов нана миллионмиллион..

-- НеНе нуждаетсянуждается вв предварительныхпредварительных молекулярномолекулярно--генетическихгенетических знанияхзнаниях обоб организмеорганизме

•• МассовоеМассовое одновременноеодновременное секвенированиесеквенирование
идентифицирующихидентифицирующих фрагментовфрагментов (Massively Parallel (Massively Parallel 
Signature Sequencing Signature Sequencing -- MPSS)MPSS)
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ПредложенПредложен Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., 
((Gene expression analysis by massively parallel signature sequencGene expression analysis by massively parallel signature sequencing ing 
(MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630--634. 634. ))



MPSS: клонирование и амплификация

Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysBrenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysis by massively parallel signature is by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(6):630--634. 634. 

1. 1. ПриготовлениеПриготовление кДНКкДНК изиз мРНКмРНК ии клонированиеклонирование вв
векторвектор, , содержащийсодержащий наборнабор изиз 1.67 1.67 хх 101077 разныхразных 3232--
мерныхмерных олигонуклеотидныхолигонуклеотидных метокметок ((таговтагов). ). ПулПул кДНКкДНК
матрицматриц, , представляющихпредставляющих 33--4 4 хх 101044 разныхразных
транскриптовтранскриптов, , послепосле клонированияклонирования формируетформирует пулпул изиз
55--7 7 хх 10101111 конъюгатовконъюгатов. . ДалееДалее беретсяберется образецобразец, , 
включающийвключающий толькотолько 1% (1% (~~1.6 1.6 хх 101055) ) отот общегообщего числачисла
метокметок..
КаждыйКаждый транскрипттранскрипт, , такимтаким образомобразом, , конъюгированконъюгирован сс
уникальнойуникальной меткойметкой. . ДажеДаже единичныйединичный транскрипттранскрипт
представленпредставлен сс вероятностьювероятностью болееболее 99%.99%.
ОбразецОбразец изиз конъюгатовконъюгатов амплифицируетсяамплифицируется вв ПЦРПЦР, , 
меткиметки делаютделают одноцепочечнымиодноцепочечными. . КонъгатыКонъгаты
гибридизуютсягибридизуются сс популяциейпопуляцией микробусинмикробусин, , каждаякаждая
снабженаснабжена какимкаким--либолибо однимодним комплементомкомплементом. . 
1% 1% микробусинмикробусин будетбудет связансвязан сс конъюгатамиконъюгатами. . ТолькоТолько
этиэти будутбудут отсортированыотсортированы сс помощьюпомощью FACS FACS 
(Fluorescence(Fluorescence--Activated Cell Sorter).Activated Cell Sorter).
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•• МассовоеМассовое одновременноеодновременное секвенированиесеквенирование идентифицирующихидентифицирующих фрагментовфрагментов
(Massively Parallel Signature Sequencing (Massively Parallel Signature Sequencing -- MPSS)MPSS)

меткаметка



MPSS: лигирование - идентификация

Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysBrenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysis by massively parallel signature is by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(6):630--634. 634. 

-- СмесьСмесь адаптеровадаптеров, , 
включающихвключающих всевсе возможныевозможные
четырехбуквенныечетырехбуквенные выступывыступы, , 
отожигаетсяотожигается кк целевойцелевой
последовательностипоследовательности тактак, , 
чтобычтобы лигировалсялигировался толькотолько
тоттот, , которыйкоторый имеетимеет
совершенныйсовершенный
комплементарныйкомплементарный выступвыступ. . 

-- КаждыйКаждый изиз этихэтих 256 256 
адаптеровадаптеров имеетимеет уникальныйуникальный
мотивмотив, Fn, , Fn, которыйкоторый можетможет
бытьбыть обнаруженобнаружен послепосле
лигированиялигирования. . 

-- СледующийСледующий циклцикл
начинаетсяначинается сс расщеплениярасщепления
BbvBbvI, I, чтобычтобы высвободитьвысвободить
следующиеследующие четыречетыре основанияоснования
матрицыматрицы
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•• МассовоеМассовое одновременноеодновременное секвенированиесеквенирование идентифицирующихидентифицирующих фрагментовфрагментов
(Massively Parallel Signature Sequencing (Massively Parallel Signature Sequencing -- MPSS)MPSS)



MPSS: схема идентификации

Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysBrenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysis by massively parallel signature is by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(6):630--634. 634. 

-- ПослеПосле тоготого каккак микромикробусиныбусины, , загруженныезагруженные флуоресцентнофлуоресцентно
помеченнымипомеченными (F) (F) кДНКкДНК, , изолированыизолированы сс помощьюпомощью FACS, FACS, кДНКкДНК
разрезаютсяразрезаются рестриктазойрестриктазой DpnDpnII, II, чтобычтобы высвободитьчетыревысвободитьчетыре
основаоснованниияя вв видевиде выступавыступа. . ЭтотЭтот выступвыступ достраиваетсядостраивается додо выступавыступа
сс тремятремя основаниямиоснованиями. . 
-- ФлуоресцентноФлуоресцентно помеченныпомеченныее (F) (F) инициирующиеинициирующие адаптерыадаптеры, , 
содержащиесодержащие BbvBbvII--сайтысайты, , лигируютсялигируются кк кДНКкДНК вв отдельнойотдельной
реакцииреакции, , послепосле чегочего микромикробусиныбусины загружаютсязагружаются вв
специальныеячейкиспециальныеячейки. . 
--ЗатемЗатем кДНКкДНК разрезаютсяразрезаются BbvI, BbvI, гибридизуютсягибридизуются кодирующиекодирующие
адаптерыадаптеры, , тете чточто прогибридизовапрогибридизовалисьлись сс ниминими -- лигируютсялигируются. . 
-- ШестнадцатьШестнадцать помеченныхпомеченных фикоэритриномфикоэритрином (PE) (PE) зондазонда попо
отдельностиотдельности гибридизуютсягибридизуются сс декодирующимидекодирующими мотивамимотивами
кодирующихкодирующих адаптеровадаптеров. . ПослеПосле каждойкаждой гибридизациигибридизации ячейкаячейка
сканируетсясканируется,  ,  изображениеизображение рядоврядов микромикробусинбусин анализируетсяанализируется длядля
идентификацииидентификации основанийоснований выспуповвыспупов. . 
-- КодирующиеКодирующие адаптерыадаптеры сноваснова обрабатываютсяобрабатываются BbvI, BbvI, которыйкоторый
расщепляетрасщепляет кДНКкДНК ии высвобождаетвысвобождает четыречетыре новыхновых основанияоснования длядля
следующегоследующего циклацикла лигированиялигирования ии расщеплениярасщепления..
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MPSS: камера с рядами микробусин

Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysBrenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysis by massively parallel signature is by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(6):630--634. 634. 

СлеваСлева сверхусверху –– продольныйпродольный разрезразрез ячейкиячейки. . ОнаОна сделанасделана тактак, , 
чтобычтобы удерживатьудерживать плоскиеплоские рядыряды изиз микробусинмикробусин. . ЗагрузкаЗагрузка
микробусинмикробусин ии реагентовреагентов идетидет черезчерез входноевходное отверстиеотверстие. . 
МикробусинМикробусиныы задерживаютсязадерживаются специальнымспециальным барьеромбарьером, , аа
растворырастворы проходятпроходят наскозьнаскозь. . НебольшиеНебольшие перемещенияперемещения
микробусинмикробусин, , зафиксированныезафиксированные сканеромсканером, , учитываютсяучитываются припри
анализеанализе изображенийизображений..
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MPSS: система детекции

Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysBrenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysis by massively parallel signature is by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(6):630--634. 634. 

ПроточнаяПроточная ячейкаячейка монтируетсямонтируется нана терморегулируемомтерморегулируемом
блокеблоке ПельтьеПельтье вв конфокальномконфокальном микроскопемикроскопе, , снабженномснабженном
ксеноновойксеноновой лампойлампой, , фильтрамифильтрами ии CCDCCD--камеройкамерой..
ДляДля сканированиясканирования изображенияизображения рядыряды микробусинмикробусин
разделеныразделены нана 18 18 секцийсекций сс 62,000 62,000 микробусинмикробусин вв каждойкаждой. . 
СпециальноеСпециальное программноепрограммное обеспечениеобеспечение обрабатываетобрабатывает
изображенияизображения, , выделяявыделяя центрцентр каждокаждойй микробусинмикробусиныы ии
суммируясуммируя флуоресцентныйфлуоресцентный сигналсигнал сс определенныхопределенных
пикселовпикселов изображенияизображения..
КакКак правилоправило, , удаетсяудается получитьполучить надежныенадежные данныеданные оо
последовательностипоследовательности 1616--20 20 нуклеотидовнуклеотидов кДНКкДНК--матрицыматрицы. . 
ДалееДалее начинаетсяначинается сказыватьсясказываться ««шумшум»» изиз--заза ошибокошибок
рестрикциирестрикции ии лигированиялигирования. . 
ПолученныеПолученные 1616--2020--нуклеотидныенуклеотидные мотивымотивы потомпотом
преобразуютсяпреобразуются вв сигнатурысигнатуры ((идентифицирующиеидентифицирующие
фрагментыфрагменты )) сс помощьюпомощью специальныхспециальных программпрограмм..
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MPSS: расшифровка

Brenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysBrenner S, Johnson M, Bridgham J, et al., Gene expression analysis by massively parallel signature is by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18sequencing (MPSS) on microbead arrays.  Nat Biotechnol. 2000; 18(6):630(6):630--634. 634. 

ТакТак выглядитвыглядит псевдоцветноепсевдоцветное компьютерноекомпьютерное

изображениеизображение некоторогонекоторого количестваколичества миктомиктобусинбусин ии

изображениизображениее гистограммгистограммыы значенийзначений

флуоресцентногофлуоресцентного сигналасигнала сс расшифроврасшифровкойкой

последовательностипоследовательности длядля некоенекоейй микромикробусиныбусины..
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ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• МассовоеМассовое одновременноеодновременное секвенированиесеквенирование идентифицирующихидентифицирующих фрагментовфрагментов
(Massively Parallel Signature Sequencing (Massively Parallel Signature Sequencing -- MPSS)MPSS)

ИИнтернетнтернет--ресурсыресурсы

http://mpss.udel.edu/http://mpss.udel.edu/



MPSS: интернет ресурсы 2

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома методамиметодами общегеномногообщегеномного скринингаскрининга..

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

•• МассовоеМассовое одновременноеодновременное секвенированиесеквенирование идентифицирующихидентифицирующих фрагментовфрагментов
(Massively Parallel Signature Sequencing (Massively Parallel Signature Sequencing -- MPSS)MPSS)

ИИнтернетнтернет--ресурсыресурсы

http://www.lynxgen.com/wt/tert.php3?page_name=mpsshttp://www.lynxgen.com/wt/tert.php3?page_name=mpss

http://mpss.licr.org/http://mpss.licr.org/



Конец 1 серии

Спасибо за внимание.
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