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Аптамеры – короткие одноцепочечные ДНК

https://doi.org/10.1016/j.omtn.2021.07.015

https://doi.org/10.1016/j.omtn.2021.07.015
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SELEX – эволюция «в пробирке»

Next-Generation Sequencing

Kinghorn A, Fraser L, Lang S, Shiu S and Tanner

J. 2017. Aptamer Bioinformatics. Int J Mol Sci,

18, 2516.

Data processing

SELEX - Systematic evolution of ligands by exponential enrichment
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Обработка NGS-данных SELEX включает несколько этапов

1. Демультиплексирование

2. Фильтрация по длине

3. Фильтрация по качеству

4. Удаление праймеров

5. Подсчет числа копий каждой последовательности

6. Анализ обогащения

7. Кластеризация



1. Демультиплексирование 1/2

FASTQ - файл

...

@GWNJ-0957:749:GW2104023778th:4:1213:8846:60905 1:N:0:ATTCAGAA+AGGCTATA

GGCTTCTGGACTACCTATGCTGGTAACGTCCGCACTCTGCACATACATACTTGTGGTTACAGTCAGAGGAGAGATC

GGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATTCAGAAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGAAAAAAACACATA

+

AAAFFJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ<JJJFJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJFJ

JJJFJJJJJJJJJJJJJFJJJJJJJJJJJJJJJJJFFJJJ-AFJJJJJFJJJJJJJJJJJJJFJJJJ----7--

@GWNJ-0957:749:GW2104023778th:4:1213:8927:60905 1:N:0:ATTCAGAA+AGGCTATA

GCACGCTCCTCTGACTGTAACCACGGTGCACAGGGGGGAGCGCGCGTGGGGTGTGCGGGTCGGTGGCATAGGTAGT

CCAGAAGCCAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATTCAGAAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTT

+

AA-

FFJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJFFJJJJJJ<FJJJJJJFFJJJJJFJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ

JJJJJFJJJJJJJJJAJJJJJJJJJJJJJJJFJ-FJJJJJJJJJJJJJJJJ7FJJJJJJJJJJJJJJJJJJ

@GWNJ-0957:749:GW2104023778th:4:1213:8948:60905 1:N:0:ATTCAGAA+AGGCTATA

ACGCTCTCCTCTGACTGTAACCACGGTCTCCTCTGACTGTAACCACGGCATGTGTCTAGGCACGCACCATACGTAC

ACCCACCCGGGGCATAGGTAGTCCAGAAGCCCCTCTCCTCTGACTGTAACCACGGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

+

AA<FFJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJFJJJJJJJJJJJJJJJJJFJJJJJJJJJJJJJ

JJJJJJJJFFJJJ<JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJFJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJFJJJJJJJJ 

...

sequence

quality

5

barcode (5) forward primer (20) variable region (40) compl-reverse primer (20)

аптамер:

5’ - - 3’
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CTCCTCTGACTGTAACCACGGTGCACAGGGGGGAGCGCGCGTGGGGTGTGCGGGTCGGTGGCATAGGTAGTCCAGAAGCCGCACG

barcode

1. Демультиплексирование 2/2



2. Фильтрация по длине 1/2

7
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2. Фильтрация по длине 2/2

Идеальное распределение Хорошее распределение Плохое распределение



3. Фильтрация по качеству

9

Удаление цепочек со средним качеством символов ниже порога (например, Q30)

Среднее качество символов



4. Удаление праймеров

CCGCGATTGGAAGGTTGGCATCTCCTCGCATATGATGTAG

forward primer

CTCCTCTGACTGTAACCACG GCATAGGTAGTCCAGAAGCC

compl-reverse primer

CCGCGATTGGAAGGTTGGCATCTCCTCGCATATGATGTAG

CCGCGATTGGAAGGTTGGCATCTCCTCGCATATGATGTAGCTCCTCTGACTGTAACCACG GCATAGGTAGTCCAGAAGCC

10
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5. Подсчет числа копий каждой последовательности

№ последовательность
число 

копий, шт
доля доля, ppm

1 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 86074 0,14992 149920,2

2 TGCCCGAACGCGAGTTGAGTTCCGAGAGCTCCGACTTCTT 21050 0,036664 36664,0

3 CGCGGTGAAGGGTATATCCACTGCGTCCCGTGCCGTCGGT 2149 0,003743 3743,0

4 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCCGCCTCTTCAC 749 0,001305 1304,6

5 ACTGAGCTTTGGCGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 619 0,001078 1078,1

6 ACTGAGCTTTGGTGGGTTGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 553 0,000963 963,2

7 GCTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 421 0,000733 733,3

8 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGTCTCTTCAC 397 0,000691 691,5

9 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGTTGCCTCTTCAC 381 0,000664 663,6

10 ACTGAGCCTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 376 0,000655 654,9

11 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTACGTGCTGCCTCTTCAC 349 0,000608 607,9

12 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGTTATGTGCTGCCTCTTCAC 340 0,000592 592,2

13 AAGGTGTCGGCCTTAGTAAGGCTACAGCCAAGGGAACGTA 334 0,000582 581,7

...

Пример: TOP типичного пула аптамеров

Всего различных последовательностей: 361217

Суммарное число копий: 574132
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NGS-SELEX уровень 0
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NGS-SELEX уровень 1

Анализ обогащения
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6. Анализ обогащения

Мера стабильности обогащения: 

R=0

R=1/6

R=2/6

R=3/6

R=4/6

R=5/6

R=1

Мера скорости обогащения: 
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NGS-SELEX уровень 2
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NGS-SELEX уровень 2+
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Что мы ждем от «хорошего» аптамера?

1. Его достаточно много в итоговом пуле селекции

2. Его достаточно мало в соответствующем пуле пустой селекции

3. Он стабильно обогащается в линии с мишенью

4. Он заметно хуже обогащается в пустой линии или в линии селекции к другой 

мишени (негативная фаза)
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7. Кластеризация 1/2

№ последовательность
число 

копий, шт
доля доля, ppm

1 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 86074 0,14992 149920,2

2 TGCCCGAACGCGAGTTGAGTTCCGAGAGCTCCGACTTCTT 21050 0,036664 36664,0

3 CGCGGTGAAGGGTATATCCACTGCGTCCCGTGCCGTCGGT 2149 0,003743 3743,0

4 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCCGCCTCTTCAC 749 0,001305 1304,6

5 ACTGAGCTTTGGCGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 619 0,001078 1078,1

6 ACTGAGCTTTGGTGGGTTGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 553 0,000963 963,2

7 GCTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 421 0,000733 733,3

8 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGTCTCTTCAC 397 0,000691 691,5

9 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTATGTGTTGCCTCTTCAC 381 0,000664 663,6

10 ACTGAGCCTTGGTGGGTCGAGCTATGTGCTGCCTCTTCAC 376 0,000655 654,9

11 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGCTACGTGCTGCCTCTTCAC 349 0,000608 607,9

12 ACTGAGCTTTGGTGGGTCGAGTTATGTGCTGCCTCTTCAC 340 0,000592 592,2

13 AAGGTGTCGGCCTTAGTAAGGCTACAGCCAAGGGAACGTA 334 0,000582 581,7

...

Кластер – набор 
«похожих» 
аптамеров

Как измерить «похожесть»? 

Расстояние Хэмминга: Расстояние Левенштейна:
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7. Кластеризация 2/2

Rare

Average frequency

Frequent
Core sequence

Исследование «ландшафта» кластера
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NGS-SELEX уровень 3

машинное обучение ?

to be continued…


