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1. ОРГАНИЗАЦИОННО-МЕТОДИЧЕСКИЙ РАЗДЕЛ

Цель дисциплины: Основной целью дисциплины является формирование системного представления о возможностях и инструментах экспериментальной геномики, в частности, о платформах массового параллельного секвенирования ДНК.
Задачи дисциплины:
· обзор платформ высокопроизводительного секвенирования (ВПС) и их возможностей;

· создание представления об использовании ВПС при:

· секвенировании геномов de novo
· картировании коротких прочтений

· анализе транскрипции

· ДНК-метилировании

· выявлении взаимодействий белков с геномной ДНК.
Место дисциплины в процессе подготовки аспиранта:
Содержание дисциплины «Введение в экспериментальную геномику» освещает арсенал методов, используемых для получения и анализа геномных данных. Программа предназначена для аспирантов, обучающихся по специальности 03.02.07 «Генетика».
2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСОВ ПО ТЕМАМ И ВИДАМ РАБОТ
	№
	Темы,

разделы
	Всего

часов
	Виды подготовки
	Самостоя-тельная работа аспиранта



	
	
	
	Лекции


	Практические и лабораторные занятия
	

	1
	Экспериментальная и прикладная геномика как инструмент исследования живых систем
	3
	3
	0
	0

	2
	Обзор платформ секвенирования ДНК
	8
	3
	0
	5

	3
	Принципы получения и обработки данных ВПС
	9
	1
	3
	5

	4
	Секвенирование геномов de novo
	12
	2
	5
	5

	5
	Картирование коротких прочтений
	6
	1
	2
	3

	6
	Анализ транскрипции (RNA-Seq)
	8
	3
	2
	3

	7
	ChIP-Seq
	6
	1
	2
	3

	8
	Создание карт метилирования ДНК
	6
	1
	2
	3

	9
	Анализ метагеномных данных
	14
	3
	5
	6

	ВСЕГО (часы)
	
	72
	18
	21
	33


3. СОДЕРЖАНИЕ ПРОГРАММЫ

3.1. Общее (по всем темам):
Тема 1. Экспериментальная и прикладная геномика как инструмент исследования живых систем. Ретроспектива технологий секвенирования ДНК и компьютерных методов обработки данных. Программы-сборщики геномных последовательностей. Проект «Геном человека» и другие полногеномные проекты. Рождение платформ ВПС и новые задачи для биоинформационных компьютерных программ.
Тема 2. Обзор платформ секвенирования ДНК. Принципы ВПС. Отличие платформ ВПС второго и третьего поколения. Типы ДНК-библиотек и особенности их получения. 454/Roche. Ion Torrent. Illumina/Solexa. SOLiD. PacBio RS. Сравнение ВПС по процессивности, стоимости секвенирования, возможностям мультиплексирования. Рекомендуемые области применения ВПС.
Тема 3. Принципы получения и обработки данных ВПС. Мера ошибки при секвенировании. Phred-score и base-calling. Критерии оценки успешности секвенирования для разных платформ ВПС. Форматы хранения данных о полученных последовательностях ДНК и программы-конвертеры данных. Демультиплексирование. Способы предварительной фильтрации данных. 
Тема 4. Секвенирование геномов de novo. Стратегия и тактика при секвенировании полных геномов. Принцип работы геномного сборщика. Оценка целостности сборки. Геномы про- и эукариот. Сложные случаи, связанные с большим размером генома и наличием большого количества повторяющихся участков ДНК. Применение нескольких платформ ВПС для определения сложных геномов – гибридные сборки.
Тема 5. Картирование коротких прочтений. Технические и алгоритмические проблемы при картировании коротких прочтений. Качество картирования. Использование дополнительной информации о прочтениях (Phred, PE, Pileup, картируемость референсной последовательности). Сравнение платформ ВПС с точки зрения задачи картирования коротких прочтений.
Тема 6. ChIP-Seq. Принцип Chip-Seq. Создание библиотек ChIP-Seq. Контроли и повторности. Мультиплексирование. Обработка данных: выравнивание визуализация, peak-calling, функциональный анализ «пиков» ChIP-Seq.
Тема 7. Создание карт метилирования ДНК.
Технологии высокопроизводительного эпигенетического анализа и их возможности. Прямые и непрямые методы анализа метилирования. Обработка данных ВПС: выравнивание, интерпретация результатов «бисульфитного секвенирования», peak-calling, источники ошибки. Последующий анализ результатов.
Тема 8. Анализ транскрипции с помощью ВПС.
Основные подходы, используемые при получении кДНК-библиотек. Анализ транскрипционных данных de novo. RNA-Seq: картирование прочтений на референсный транскриптом, количественный анализ уровня экспрессии, нормализация данных, статистические модели для оценки дифференциальной экспрессии. Планирование экспериментов RNA-Seq.
Тема 9. Анализ метагеномных данных. Принципы метагеномного анализа. Технологические подходы при анализе сообществ организмов с помощью ВПС. Анализ фрагментных метагеномных библиотек для получения  функциональной характеристики сообщества: cборка прочтений, поиск фрагментов генов, аннотация, сравнение данных. Анализ библиотек ампликонов для таксономической характеризации сообщества: демультиплексирование, фильтрация, выравнивание, кластеризация прочтений; таксономическая классификация, - и -разнообразие, меры разнообразия сообщества; методы сравнения сообществ: PCA, UniFrac. Планирование экспериментов по анализу библиотек ампликонов: требования к ферментной системе при наработке ампликонов, мультиплексирование, протяженность целевого ампликона, повторности, внутренний контроль.
3.2. Темы практических занятий 
1. Обзор Linux: принципы администрирования, файловая система, утилиты командной строки: find, cat, grep, sed, tar, gzip, wget, ssh, scp. Конвейеры, перенаправление ввода-вывода.  Основы bash, awk и perl. Работа с текстовыми данными. Получение нужной информации из текстовых файлов в режиме командной строки.

2. Работа с данными ВПС. Форматы хранения данных: fasta, fastq, cfasta. Идентификаторы прочтений в разных платформах ВПС. Sfffile, sffinfo, sff_extract. Скрипты для фильтрации прочтений.

3. Знакомство с программами-сборщиками: Newbler, Velvet, SOAP, MIRA. Гибридные сборки. Сборка транскриптомов de novo. Визуализация результатов сборки. Consed, Gap4. Основы структурной и функциональной аннотации геномных последовательностей: обнаружение повторов (RepeatMasker), поиск генов (tRNAscan-SE, RNAmmer, BLAST, Pfam, Glimmer, GeneZilla, B2G).

4. Знакомство с программами для картирования прочтений: BWA, Bowtie, samtools. Подготовка референсной последовательности. Выравнивание. Сортировка и фильтрация совпадений. Визуализация: tview, Tablet. Использование samtools для расчета consensus/variant/indel/SNP.

5. Знакомство с программами для анализа дифференциальной экспрессии генов на основе RNA-Seq. Подготовка данных: получение референсной последовательности, выравнивание, индексирование. Статистический анализ в R и Bioconductor (GenomicFeatures, Rsamtools, edgeR, goseq).

6. Знакомство с пакетами программ для метагеномного анализа ампликонов: Morthur, QIIME. Основные этапы обработки данных: фильтрация, выравнивание, кластеризация, таксономическая характеристика, сравнительный анализ.
3.3. Тематика заданий для самостоятельной работы: определяется индивидуально в соответствии с уровнем подготовки и согласно предпочтениям каждого аспиранта.
3.4. Примерный список вопросов к зачету: см. общее содержание курса и темы практических занятий.
4. ФОРМЫ ПРОМЕЖУТОЧНОГО И ИТОГОВОГО КОНТРОЛЯ

4.1. Формой промежуточного контроля является собеседование по соответствующим разделам.

4.2. Формой итогового контроля является зачет.

5. УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ КУРСА

Интернет-источники: http://wikipedia.org – образовательный портал; http://molbiol.ru – образовательный портал; http://www.google.com – поисковая система; http://seqanswers.com/ – электронный форум; http://biostars.org/ – портал вопросов и ответов по биоинформатике; http://www.genome.gov/25521734 – The NHGRI Genome Sequencing Program; http://flxlexblog.wordpress.com/ – блог о ВПС; http://omicsomics.blogspot.ru/ – блог о ВПС; http://mira-assembler.sourceforge.net/docs/DefinitiveGuideToMIRA.html – документация к MIRA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ – интернет-портал; http://www.ebi.ac.uk/ – интернет-портал; http://www.expasy.org/ – интернет-портал; http://en.wikibooks.org/wiki/Next_Generation_Sequencing_(NGS

 HYPERLINK "http://en.wikibooks.org/wiki/Next_Generation_Sequencing_(NGS)"
) – wiki-энциклопедия по биоинформатике; http://www.oxfordjournals.org/our_journals/bioinformatics/nextgenerationsequencing.html – виртуальный выпуск журнала «Bioinformatics», посвященный ВПС
Аспирантам обеспечен локальный и удаленный доступ к книжным фондам ГПНТБ СО РАН, зарубежным и отечественным полнотекстовым, реферативным и библиографическим базами данных, в т.ч к ISI Web of Knowledge – интегрированной веб-платформе, предоставляющей исследователям и специалистам информацию по всем отраслям знания.

Оборудование: настольные компьютеры (Linux) с установленным ПО для анализа данных, полученных при ВПС, и доступом в интернет; ноутбук; мультимедийный проектор.

Материалы: мультимедийные презентации.
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