
Ресеквенирование

Продолжение разговора



Множественное картирование
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Притяжение к референсу
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Ресеквенирование



Транскриптомика

Анализ экспрессии генов



РНК-секвенирование

● Разрушение клеток и тканей

● Очистка РНК (в том числе от ДНК!)

● Таргетное обогащение или, 
наоборот, обеднение образца

● Синтез кДНК

● Секвенирование

Проблемы:

● РНК и ДНК во многом химически схожи

● но РНК гораздо менее стабильная, чем ДНК

● ДНКаза работает не всегда на 100%

● большинство РНК в препарате представлено 

рРНК, рРНК и тРНК стабильнее, чем мРНК

Критерий оценки качества препарата RIN (RNA integrity number)



РНК-секвенирование



Уровень экспрессии гена



Особенности покрытия



Нормализация



DESeq2: нормализация на размер 
библиотеки



DESeq2: 
mean-dispersion 
model

Ген 1: 1000,   990,   1000,   1010 
(среднее: 1000,  дисперсия: 50, dm: 0.7%)
 
Ген 2:           0,   10,   10,   20
(среднее: 10, дисперсия: 50, dm: 70%)

D = (Var - μ) / μ2

D - мера вариабельности 
между образцами (BCV)



DESeq2: EBS of LFC, MA-plot 



DESeq2: статистический тест
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{

NB(H0, FC=0)

H0 - нет разницы между экспериментами,
logFC = 0.

𝜶 ошибка первого рода
1-𝜶 специфичность метода
(H0 при верной H0)

𝛽 ошибка второго рода
1-𝛽  чувствительность метода 
(H1 при верной H1 : найти эффект там, где он был)NB(H1, FC != 0)



DESeq2:
результаты
на графике
Vulcano
plot



Отношения между scatter, vulcano и MA


