Лекция «Исследование качественных и количественных характеристик транскриптома». 

Вторая часть.

Вторая лекция посвящена краткому обобщению выводов по сопоставлению характеристик методов, изложенных в прошлой лекции и продолжению исследования возможностей метода EST.

Слайд 2.  

Еще раз повторим те требования, которые мы как биоинформатики выдвигаем к методам исследования транскриптома, а именно дифференциального временного и пространственного распределения транскриптов в клетках и организмах:

· возможность измерения относительного и абсолютного содержания транскриптов определенного гена в клетках разных типов, т.е. возможность сравнения результатов разных экспериментов при разных модификациях методов;

· возможность  измерения соотношения транскриптов как можно большого количества генов;

· возможность детекции транскриптов очень слабо или очень специализированно экспрессирующихся генов (чувствительность и достаточно широкий динамический диапазон);

· высокая производительность и эффективность для производства достаточно большого массива данных.

Слайд 3.  

Характеристики методов, которые мы рассмотрели в прошлой лекции, я обобщил для наглядности в виде таблицы. По каждому из требований методу поставлена условная оценка близости к идеалу. Чем больше плюсов, тем метод лучше с точки зрения возможности производить цифровую информацию, пригодную для обработки методами биоинформатики. 

Восклицательные знаки в строках для количественной ОТ-ПЦР и дифференциального дисплея означает предостережение по поводу нелинейных искажений, которые ПЦР-основанные методы могут вносить в исчисление соотношений между транскриптами.

Восклицательный знак в строке для EST-метода означает предостережение по поводу искажений в исчислении соотношений между транскриптами, вносимых модификациями приготовления библиотеки клонов кДНК. Об этом я расскажу позже.

Поскольку мы видим наибольшее число плюсов в строках для методов SAGE и EST, мы еще раз рассмотрим их основные характеристики.

Слайд 4.  

На слайде изображен принцип метода “Серийный анализ экспрессии генов” (SAGE). Его основные этапы – выделение тагов, соединение их в протяженные ряды и их массовое секвенирование. Полученные тексты обрабатывают компьютерными методами и получают в цифровом виде количественные данные о распределении транскриптов многих тысяч генов для разных образцов, например, из нормальной и видоизмененной болезнью тканей. 

Слайд 5.   

Рассмотрим примеры исследований, выполненных этим методом. В статье Buckhaults P. et al., (2001) (Secreted and Cell Surface Genes Expressed in Benign and Malignant Colorectal Tumors // Cancer Res; 61(19):6996-7001) описано применение SAGE-анализа для выявления транскриптов, кодирующих секретируемые или клеточно-поверхностные белки в добро- и злокачественных опухолях  колоректума. Всего было проанализировано 290,394 тагов из разных образцов и выявлено 957 транскриптов, дифференциально экспрессируемых в норме и аденомах или в норме и раке. 

Свои результаты подсчета тагов авторы оформили в виде графика. На панели A показано  распределение значений кратности изменений для достоверно (P < 0.05 ) дифференциально экспрессируемых транскриптов. Отношение выражено в логарифмической шкале. Панель В - увеличенный фрагмент графика А. Поле графика делится на четыре части. Выше диагонали – достоверные значения, полученные при  сравнении злокачественных опухолей и нормальных образцов, ниже диагонали – достоверные значения, полученные при  сравнении доброкачественных опухолей и нормальных образцов. Видны области рассогласованных значений, а также области согласованной между добро- и злокачественными опухолями  повышенной и пониженной экспрессии генов. На основании этой информации выделены гены кандидаты, проявляющие дифференциальную экспрессию в процессе перерождения ткани. Экспрессия транскриптов  выявленных генов-кандидатов проверена количественной ОТ-ПЦР.  Это важный момент, т.к. считается, что высокопродуктивные массовые методы производят необходимые свидетельства, но не достаточные. Условие достижения необходимых и достаточных доказательств для выводов выполняется, только если проводится исследование экспрессии генов—кандидатов с помощью более надежных и точных методов (или более привычных как заслуживающие доверия для основной массы исследователей) - ОТ-ПЦР, Нозерн-блот-гибридизация и т.д.. Собственно именно поэтому я в прошлой лекции уделил им так много внимания, что они до сих пор считаются неотемлемой частью стратегии исследования дифференциальной экспрессии генов.

Слайд 6.  

Второй пример – исследование, проведенное разработчиком метода SAGE – Виктором Вескулеску (Velculescu V.E. et al., 1997 Analysis of Yeast Transcriptome // Cell 88: 243-251). 

В статье описан анализ транскриптов из дрожжевых клеток трех состояний (лог-фаза, задержанные в S- и G2/M- фазах). Всего было проанализировано 60,633 тагов, при этом было выявлено 4,665 генов с уровнями экспрессии от 0.3 до более 200 транскриптов на клетку. 

Объем выборки тагов, которые необходимо проанализировать, вычислялся исходя из требований достижения определенного уровня достоверности выявления редких мРНК. Отталкиваясь от полученной ранее оценки, что  на клетку приходится 15,000 молекул мРНК, было определено, что секвенирование 20,000 тагов должно дать 72% вероятности обнаружить одну молекулу мРНК на клетку.  

Авторы объединили свои данные с данными о расположении генов в хромосомах Saccharomyces cerevisiae, что позволило построить хромосомные карты экспрессии с районами транскрипционной активности и выявить гены, существование которых было невозможно предсказать, исходя из знания только о последовательности геномного района.

Слайд 7.  

Теперь  немного об интернет-ресурсах, созданных для исследователей, интересующихся методом SAGE и результатами его применения. На слайде показана главная страница сайта http://www.sagenet.org/. 

С этой страницы можно перейти на многие другие подразделы сайта.

Слайд 8. 

Например, мы можем увидеть сколько тагов исследовано для каких организмов или образцов из разных тканей или стадий развития. Мы видим, что для высших эукариот SAGE применен только для сравнения тканевых образцов, т.к. у метода есть серьезное ограничение – количество надежно идентифицирумых транскриптов не настолько велико (49=262 144 транскрипта в идеале), чтобы анализировать неизмеримо более сложный транскриптом высших эукариот.

Однако, в последнее время появились модификации метода, когда используются рестриктазы, делающие разрезы на удалении 21 нуклеотида от сайта узнавания. Это значительно повышает точность идентификации транскриптов в более мощном транскриптоме. Этот метод назван LongSAGE. 

Слайд 9.  

На сайте NCBI есть разделы, посвященные данным SAGE-анализа - SAGEmap (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/).

Есть еще веб-сайт, рекламирующий адаптацию метода для анализа малых образцов. Дело в том, что метод SAGE вообще очень “прожорлив” по отношению к РНК. Это также сдерживает его применение для тонкого сравнительного анализа образцов. Так вот, это обстоятельство побуждает исследователей модифицировать метод SAGE, например, предлагать модификацию SADE или Serial microanalysis (http://www-dsv.cea.fr/thema/get/sade.html)

Слайд 10.   

Теперь снова обратимся к методу анализа прочитанных фрагментов экспрессированных последовательностей, или EST‑методу. Рассмотрим принципиальную схему. Основные этапы – синтез кДНК, однонаправленное клонирование, создание библиотеки кДНК клонов, частичное секвенирование каждого клона с двух сторон – получение EST, кластеризация и выравнивание EST, генерирование консенсусов, реконструирующих структуру транскриптов.

Слайд 11.  

Теперь рассмотрим особенности приготовления библиотек клонов кДНК, поскольку, как я отмечал в таблице восклицательным знаком, эти особенности очень важны для применения этого метода для получения цифровой информации о дифференциальной экспрессии генов.

Первая особенность приготовления библиотек клонов кДНК – уже знакомая нам вычитательная (или истощающая) гибридизация (Subtractive Hybridization). На слайде приведена схема. Не буду вдаваться в подробности, подчеркну только главное – удаляя из образца бòльшую часть транскриптов от генов домашнего хозяйства, такая процедура позволяет выявлять очень редкие ткане- или стадияспецифичные транскрипты, но искажает соотношение между транскриптами. 

Слайд 12.  

Следующая особенность – нормирование библиотек клонов кДНК. Имеется в виду приведение количеств транскриптов к тому соотношению, в каком находятся количества генов в геноме. 

Один из способов - самоистощение (self-substraction). Т.е. чем больше какой-либо ген экспрессирует транскриптов, тем более вероятно они будут удалены из пула. Рассмотрим схему вариации метода предложенного в 1994 г. Soares M.B. et al., (Construction and characterization of a normalized cDNA library. Proc Natl Acad Sci U S A.;91(20):9228-32). Использование специальных адаптеров позволяет превращать в кольцо молекулы кДНК. Затем проводят частичный синтез одноцепочечной цепи ДНК с праймеров, узнающих сайты в векторе. Пул кольцевых молекул кДНК короткими синтезированными фрагментами отделяется от остальных, подвергается денатурации и новому отжигу-гибридизации. Все образовавшиеся частичные дуплексы, продукты перекрестной гибридизации, удаляются, а оставшиеся идут для создания нормированной библиотек клонов кДНК.

Слайд 13.  

Второй способ нормирования - истощение геномными последовательностями. Этот способ отличается от вышеприведенного тем, что для истощения используется иммобилизованная фрагментированная и денатурированная геномная ДНК. На графике внизу (где по оси абсцисс отложены разные гены по мере снижения их транскрипционной активности, а по оси ординат число транскриптов для каждого гена) показано, что эта процедура позволяет как бы срезать верхнюю часть распределения транскриптов. Этот прием также позволяет выявлять очень редкие транскрипты, но искажает соотношение между обильными и редкими транскриптами.

Слайд 14. 

С учетом всех вышеизложенных модификаций  в целом EST-метод позволяет с достаточной точностью получать цифровые данные о распределении транскриптов. Основанный на учете EST способ определения профиля экспрессии генов был назван цифровым дифференциальным дисплеем (Digital Differential Display). На слайде показан пример гистограммы распределения транскриптов. Одна из французских биоинформатических групп исследователей занимается компьютерной обработкой EST-данных (http://igs-server.cnrs-mrs.fr). Например, они опубликовали статью о генах, проявляющих специфическую экспрессию в сердце (Mégy K, Audic S, Claverie JM. 2002; Heart-specific genes revealed by expressed sequence tag (EST) sampling. Genome Biol. 3(12): research0074.1-research0074.11.). Эти данные послужили для последующего исследования регуляторных районов этих генов-кандидатов и выявления специфических мотивов и их  специфической организации.

Слайд 15.  

Существует и другое название для методов компьютерной обработки EST-данных - Электронный или цифровой Нозерн. Изображения, которое вы видите на слайде, генерируется сервером UniGene, подразделением в системе GeneBank, специализированном на компьютерном анализе EST. Существует много работ, эксплуатирующих EST-метод, и много интернет-ресурсов, посвященным сбору и анализу EST-данных. 

Слайд 16.  

На этом слайде показана главная страница сайта The EST Machine (http://www.tigem.it/ESTmachine.html). Пожалуй, это самая представительная коллекция ссылок по этой теме. Вы видите, сколько есть специализированных сайтов по разным организмам и разным проблемам. Видно также, что все геномные проекты, о которых я рассказывал на лекции о геномных интернет-ресурсах, имеют подразделения, занятые приготовлением и секвенированием EST.

Слайд 17.  

Как же происходит компьютерная обработка информации, заключенной в EST? Рассмотрим схему. Мы видим, что от экспериментального модуля поступают первичные, грубые данные (raw data) в компьютерный модуль. Здесь происходит фильтрация и очистка материала от остатков последовательностей вектора, с помощью программ RepeatMasker - от последовательностей транспозабельных элементов или диспергированных повторов. Затем уже проводится БЛАСТ-анализ, по результатам которого формируются кластеры EST, которые соотносятся с генами (аннотация кластеров). К структурной аннотация затем добавляется функциональная аннотация, выявляются несоответствия, которые или подтверждаются как новая информация или служат основанием для переделки кластеров и усовершенствования алгоритмов.

Слайд 18.  

Лаборатория теоретической генетики сотрудничает с лабораторией вычислительной биологии и информатики Пеннсильванского Университета (Computational Biology and Informatics Laboratory - CBIL) (http://www.cbil.upenn.edu/annotator/servlet?page=home). Мы также занимаемся созданием генного указателя или индекса для мыши и человека на основании  EST-данных.

На рисунке показана блок-схема компьютерной системы по анализу и преобразованию EST-данных. Видно, что после фазы компьютерной обработки данных необходимой составной частью системы является ручная обработка данных или структурная и функциональная аннотация с помощью квалифицированных экспертов. Основные задачи аннотации состоят в проверке компьютерной работы по формированию структуры генного кластера, по присвоению названия для генного кластера и предсказанию молекулярной функции выведенного из реконструированных транскриптов белков. Результаты аннотации поступают в базу данных AllGene (http://www.allgenes.org). 

Слайд 19.  

В заключение я приведу некоторые интернет-ресурсы, посвященные анализу структуры и распределения транскриптов, выведенных из EST-данных: 

http://www.tigem.it/ESTmachine.html

http://cgap.nci.nih.gov/

http://industry.ebi.ac.uk/~muilu/EST/EST_links.html

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

http://image.llnl.gov/

http://www.cs.jhu.edu/labs/compbio/morgan.html

