Technologie sekvenovani

 stanoveni poradi nukleotidu v
molekule DNA (primarni struktura)



Duvody reSeni genomovych projektu

Genomika modelovych organismu (de novo sekvenovani)

Analyza mutaci a SNP, vyzkum genetickych onemocnéni
(resekvenovani genomu)

|dentifikace mikroorganismu (de novo sekvenovani a
resekvenovani)

Analyza transkriptomu (RNAseq)
DNA metylacni studie (medip-seq, bisulfite treated DNA)

Studie transkripCnich faktoru, proteinu vazajicich se na
DNA (ChIPseq)

Malé RNA (miRNAs, siRNA, piRNA, aj.) (small RNAseq)

Metagenomika (16S rRNA, celé metagenomy)



Techniky sekvenovani

» Klasické techniky:

— Chemicka (Maxamova-Gilbertova)
+ Jiz se nepouziva

— Enzymova (Sangerova)
» V soucasnosti se pouziva automaticka varianta

* Metody sekvenovani nove generace (next
generation sequencing, NGS)

— 454, lonTorrent, lllumina, SoLiD

* Metody sekvenovani treti generace
— PacBio, NanoPore, Helicos, etc.



Vyvoj sekvenacnich metod

» Klasické sekvenovani kapilarni elektroforézou

— Vyzaduje velky pocCet kopii vstupniho materialu DNA jako
templatu pro pfipravu jednofetézcu

« Sekvenovani nové generace

— Jako templat slouzi jedina molekula, ktera je
amplifikovana pro ziskani dostate¢ného signalu,
produkuje kratka Cteni, moznost kvantitativni analyzy
(SNP)

« Sekvenovani treti generace

— Jako templat slouzi jedina molekula. Nevyuziva
amplifikace za ucelem zvySeni signalu, produkuje dlouha
cteni
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Vizualizace a analyza
* Normalizace, srovnani knihoven
 Hledani genu, variant, vazebnych mist, ...

* Diferencialni analyza, exprese, metabolomika, ....




Zakladni pozadavky pro uspesne
stanoveni sekvence Sangerovym
sekvenovanim:

¢ Priprava knihovny pro sekvenovani - DNA s presn¢

definovanymi konci
— Kazda metoda sekvenovani vyZaduje fragmentaci DNA a pfipravu
knihovny

* s mistem pro vazbu primeru
* s koncovou znackou
Nahodna fragmentace a prekryvy fragmenti umoznuji zajistit
dostatecné pokryti pf1 ¢teni genomu
¢ Pfiprava variant fragment ssDNA liSicich se svou délkou o
jeden nukleotid

¢ Ptesna separace téchto fragmentl na zaklad¢ jejich délky,
detekce pripojené koncove bdze, kontinualni Cteni a detekce
znacenych bazi
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Cloned genomes

Multiple genomes are sheared
into variable sized segments

Unordered sequenced
SEQMEnts

Camputational automated

assembly

Resulting overlapping sequence
segments. (The higher the
coverage the better the guality
of the sequencing.

Cwverlapping sequence segments
combined to construct the

genome Consensus,

\ ATGTTCCGATTA

TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAATATAA

—

\

Cloned genomes

Genome divided into large
segments of known order,

Ordered genome
segments

Multiple genome partions are
sheared into variable sized
segments

Unerdered sequenced
segments

Computational automated
assembly

Resulting overlapping
sequenced tegments, (The
higher the coverage the better
the quality of the sequencing.

Owverlapping Lequences
segments combined to condtruct
the genome consensus,

Celogenomove
shotgun (nahodné)
sekvenovani

Versus

postupné shot-gun
sekvenovani



Izolace DNA

Vektor

Priprava knihovny pro Sangerovo sekvenovani

Fragmentace 1300 - 2000 bp



Priprava knihovny pro nahodné
sekvenovani genomu

* Pri nahodnem sekvenovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihanim genomove DNA fragmenty
s optimalni velikosti (1 300 — 2 000 bp) a
po uprave jejich koncu jsou nahodile
naklonovany do vhodneho vektoru za
vzniku velkého poctu klonu.

» Ke stepeni DNA se vyuziva sonikace nebo
pankreaticka DNaza | za pfritomnosti Mn?*.



* Predpoklada se, ze celkova informace o
sekvenci obsazena v pripravenych malych
klonech odpovida puvodni DNA a sekvence
fragmentu jednotlivych klonu se vzajemné
prekryvaji.

* Pomoci univerzalnich sekvenacnich primeru
pripojujicich se k vektoru pobliz klonovaciho
mista jsou stanoveny sekvence kratkych useku
na koncich klonovanych fragmentu (minimalné
500 bazi).

« Stanovené sekvence jsou pak pouzity k
usporadani klonovanych fragmentu z
jednotlivych vektoru do souvislych sekvenci
genomové DNA - kontigu.



Postup enzymatického sekvenovani DNA

1. Priprava ssDNA jejiz sekvence ma byt stanovena

2. Rozdéleni do 4 vzorku

3. Reakce s DNA polymerazou pri niz se zacleni do syntetizované DNA
misto normalniho deoxyribonukleosidtrifosfatu jeho analog, ktery piisobi
jako koncovy inhibitor syntézy DNA - dideoxynukleosidtrifosfat (ddNTP).

V kazdém ze 4 vzorkii vzniknou fragmenty, které jsou zakonceny
prislusnym ddNTP (ddCTP, ddGTP, ddATP a ddTTP).

Reakce obsahuje:

*molekulu DNA

eznaceny primer pri pojujici se k ¢asti molekuly DNA (misto odkud za¢iname
stanovovat sekvenci)

*smés obsahujici 4 normalni nukleotidy

*jeden dANTP (v kazdém ze 4 vzorki je jiny)

*DNA polymerazu

4. Denaturace produkti

5. Elektroforeticka separace umoznujici oddéleni fragmenti liSicich se
délkou o jednu bazi

6. Detekce fragmentii, které nesou oznaceny konec



Dideoxynukleotidy nemaji hydroxyl na 3’-konci

Ribose Deoxyribose Dideoxyribose

"HO-CH, HO-CH, HO-CH,

23.4 DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE 23.7 DIDEOXYRIBOSE BLOCKS ELONGATION

t_ No 3' “reactive” group; synthesis blocked




Pokud je
dideoxynukleotid
inkorporovan do
syntetizujiciho se
fetézce, pusobi

jako terminator

H
_-7 HO H
Ic akce Nucleotide will >
join on here at
3' position

break this bond
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Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy

AGCCT
TCGGA

AGCCTGGCGACCATCGT

AGCCTGGCGACCATCGT
TCGGACCGCTGGTAGCA



Co se stane pokud pr11 reakci
pouzijete smes dGTP a ddGTP?



TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG



(C) 5' |GCATATGTCAGTCCAG 3' | dvoufetdzcové
3' CGTATACAGTCAGGTC 5 |DNA

oznaceny primer I

2 _3 jednoretezcova
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' pnA
+ nadbytek dATP
dTTP
dCTP
dGTP
+ ddATP +ddTTP +ddCTP + ddGTP
+ DNA-polymeréza + DNA-polymeraza y + DNA-polymeréaza + DNA-polymeréaza
‘GCAT A ‘GCAT AT 'GCAT ATGTC ‘GCAT ATG
IGCATI ATGTCA IGCATI ATGT IGCAT! ATGTCAGTC [GCATIATGTCAG
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Automatické sekvenovani DNA

* Je variantou enzymatickeho sekvenovani
DNA.

» Syntéza DNA probiha v jedne reakci

» Ke znaceni produktu se pouzivaji Ctyfmi
ruznymi fluorescencnimi znackami
oznacené

* primery
* dideoxyribonukleotidy



Strategie barevnych terminatoru

asymetricka PCR

DENATURACE PRIPOJENI
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Princip detekce produktu

Detekce produktt probiha béhem elektroforézy pomoci laserového detektoru
(laserem indukovana fluorescence, LIF) napojeného na pocitac, ktery

vyhodnocuje sekvenci.

CACCGCATCGAAATTAACT TCCAAAGTTAAGCETTGG

|0 0

L

Fragmenty




Assembly

Cteni

Pokryti
X Assembly 2X oyt

Prekryvajici
se Cteni

e Kontig — kontinualni sekvence vznikla spojenim vice prekryvajicich se Cteni

e Konsenzni sekvence = kontigy -> genom

e Pokryti na bazi

 Hloubka sekvenovani = celkové pokryti (poCet ziskanych ¢teni x pramérna délka
Cteni)/velikost genomu



Usporadane sekvenovani

— Pro doplnéni sekvence mezer zbyvajicich po nahodném
sekvenovani

— Pro sekvenovani malych fragmentu DNA

« Dva odlisné pristupy:
— prochazeni primerem

» vyzaduje znalost sekvence, ke které se pripojuje primer, ktery umozni
prodlouzeni retézce DNA-polymerazou.

- ziskana sekvence z prvni reakce je pouzita pro navrh primeru pro dalsi
reakci a tento krok se opakuje, dokud neni dosazeno kompletniho
stanoveni sekvence.

» Tento proces nevyzaduje dalSi klonovani a minimalizuje stanoveni
nadbyteCnych sekvenci, ale spravnost stanovené sekvence by méla
byt ovérena sekvenovanim obou retézcu.

— postupné zkracovani fragmentu exonukleazou a tvorba
sousedicich deleci



Metody sekvenovani nové generace
(next generation sequencing, NGS)

LiSi se v provedeni a chemi Clonal  Reaction
Amplification Output
V zakladu se podobajl' \' Pyrosequencing oCR Lumi
, , . , o It e o ROChE/454 —) € —p umlnescence\
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— NizSi cena
Nové aplikace v klinické oblasti, " Sekvenouani tet generace
VYVOj kl:cu C|vle.nvyc’h na urC|tevca’st| e Helicos Biosciences
genomu (dédicna onemocnéni « NABsys
nadorova onemocnéni, * VisiGen Biotechnologies
metagenomika, 16S FRNA) e Oxford Nanophore Technologies




Metody pripravy knihovny

* Fragmentace
« Enzymaticka
» Fyzikalni (sonikace, nebulizace, Hydroshear)

* Prfipojeni adaptoru
Library preparation

 Amplifikace /\

Emulsion PCR “Polony” PCR on a slide

Semiconductor sequencing

Reversable terminator sequencing
(lon Torrent) ‘

(lllumina)

Pyrosequencing Sequencing by ligation
(454) (SOLID)



Typy usporadani NGS sekvenovani

Single Read

Paired-end read (PE)

Mate-pair read (MP)

vysledkem jsou miliony kratkych Cteni sekvenci z nahodnych Casti genomu



Orientace parovych cteni

Paired end (PE) reads

> Mate pair (MP) reads



Vyvoj ceny sekvenovani na
prikladu HGP

$2.7 Billion e |novace
e Chemie reakci
$1.5 Million i Optika
* Fluidika

Human Genome ‘
Project \ * Hardware
 Bioinformatika

$100,000
Transformacni krok \
Sanger Next Gen Seq
$ <10,000

S ﬂ ~

< $5,000

1990 ‘2003 2008 2010 2015



Geneticky
analyzator
ABI 3100

Soustava Viyhfivana deska
kapilar

Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku



Sekvenatory Miseq a lonPGM




lon Torrent polovodicove
sekvenovani

* prvnim sekvenator DNA, ktery nepouziva pro
detekci sekvenovanych bazi DNA svetelny
signal, ktery by byl uvolnovany pri
enzymatickych reakcich s fluorescencnimi
nebo chemiluminscencnimi substraty.

« Sekvenovani lon Torrent je zalozene na
elektrochemické detekci vodikovych iontu (pH)
které jsou uvolneny pri replikaci sekvenovaneho
templatu na specialnim polovodicovém Cipu.




Uvolnéni vodiku v nepufrujicich podminkach
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Knihovna

« Priprava jednoretézcove DNA knihovny

— Umoznuje zpracovat ruzné typy vzorku
* genomové DNA
« produkty PCR
« BACs
« cDNA
— Frakcionace dlouhych useku na 200- az 400-bp
dlouhé fragmenty

— Vazba dvou adaptora specifickych pro 3’- a 5’-
konce na kazdy fragment

» Adaptor A obsahuje vazebné misto pro primer

« Adaptor B B obsahuje 5'-biotinovou znacku, ktera
slouzi k imobilizaci DNA knihovny na mikrosfery
pokryté streptavidinem




Klonalni amplifikace knihovny emulzni
PCR

Klonalni amplifikace knihovny

— emulzni PCR, ambolifikaCni reagencie ve
smesi voda-olej — mikroreaktory
obsahuijici jedinou kuliCcku s unikatnim

fragmentem DNA z knihovny - (107) kopii

Separace kuliCek a vyber pouze tech,
které obsahuji amplifikovanou DNA
(enrichment)

Sekvenacni reakce
Analyza dat a assembly



lonTorrent polovodicove

sekvenovani

« Na Cipu se nachazi miliony jednotlivych
reakCnich cell (reaktort), ve kterych probiha
sekvenacni analyza individualnich kopii DNA na
zakladé kontinualniho stridani reakcCnich slozek
(jednotlivych typu nukleotidu) v mikrofluidnim
systemu.

 DNA imobilizovana na mikrosferach (po emulzni
PCR)

« Kapacita zavisi na typu pouziteho
polovodicoveho chipu
— 10 — 65 miliénu
— 100 — 600 miliénu
— > 1000 miliénu



lon Torrent polovodicove
sekvenovani

Technologie lon Torrentu je otevrena pro
sekvenovani DNA de-novo i cilené sekvenovani
vybranych oblasti genomu

Minimalni délka sekvenacniho cteni

— V jedno smeru: 400bp

— Obousmeérné (Paired end)

— Pocet vzorku analyzovanych v jednom béhu

— az 96 vzorku — pomoci oznaceni tzv. barkodem

Doba sekvenacni analyzy
— 2 - 3,5 hodiny — podle pouziteho Cipu



lonTorrent Cip

Micro-machined wells

lon-sensitive layer



Vystup z Torrent server
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Priklad sekvencniho prilozeni a assembly

«* Aplikace Mista Systém @ @ f

Project:

Stafal [Genomic)]

Location: /home/LMDM /FPlocha/analyza/Stafal

o = [P

GS De novo Assembler

Eeady for analysis

Ct, 24. kvéten, 15:47

Overview Project Parameters Result files Alignment results Flowgrams
Eases . .
Contig: contigD0001 - 20 149 bp. [+ Co
Contig000o2 18 049 et ant
Contigooo03 14 160 s Fi i @ .
ig Base oo, 5 139 1+ ]
contig00004 11926
contig00005 8637 contia00001 TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00006 7 994 HKEIEBFO1ENSSE TCTTCTC
. HKELEBFOLARRSN TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AG
contig00007 6816 HKEIEBFO1AIMAY TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT
contig00008 6 697 HKG TEBFO1BRKX2 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGGGTTTTTTACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATC
Contig00009 AV HKETEBFOLASTHI TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTA
. HKG IEBFOLAHUAL TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contigtool1o 3326 HKETEBFOLASESF TCTTCTCCTAAMAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00011 3095 HKG TEBFO1BKMTX TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contigooo12 3014 HKEIEBFOLAVLTS TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATAT
. HKGIEBFO1BIYSL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGGGTTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACT
contig00013 2722 HKEIEBFO1BBYUP TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00014 2 690 HKETEBFOLATGAG TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig00015 5383 HKE LEBFOLANTYG TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
. HKGIEBFO1B1IEG TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contigboo16 2329 HKETEBFOLAYVIH TCTTCTCCTAAMAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig00017 2 191 HKETEBFOL1EN2E8 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contigo0o 18 5036 HKEIEBFO1BG5KY TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
. HKGTEEFO1BIFOR TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACAT-CAGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00019 1499 HKETEBFO1ED4U2 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACAT-CAGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00020 1352 HKAIEBFO1A39]2 TCTTCTCCTAAAAACCCCTAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig0002 1 1166 HKEIEBFO1BSDDE TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
, HKETEBFOLEPORL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00022 1050 HKGIEBFO1BBGESD TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00023 1016 HKG IEBFO1B1KOR TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig00024 048 HKETEBFOLAXRBZ AAAA-CCC-TAA-GTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT-AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
e = HKEIEBFOLAGEIL AAAA-CCC-TAA-GTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGG-AAGTTAACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
HKE LEEFO1BWHEV TTT---ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
HKEIEBFOLAVZRG CTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
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Technologie firmy lllumina

Uvedena na trh 2006
Prosla radou inovaci, zejména delky Cteni

Masivni paralelni sekvenovani milionu
fragmentu DNA (,polony” sequencing)

Sekvenacovani syntézou na Cipu (flow cell),
které vyuziva strategii reverzibilnich terminatoru

Nevyzaduje klonovani ani pripravu knihovny na
mikrosferach

Dosahuje 99,9 % presnosti



Priprava knihovny — polony
PCR

— Nahodna fragmentace DNA na kratké useky
200 — 500 bp

— Zatupeni koncl a vytvoreni 1 nt A-pfesahu
na 3’-konci (T4 DNA polymeraza, Klenow a |
polynukleotid-kinaza T4)

— Navazani adaptord umoznujicich kovalentni +
vazbu na opticky transparentni povrch pro L
sekvenovani

— Kazdy fragment je na povrchu uchycen '
pouze jednim koncem, po pfidani enzymu A T
pro amplifikaci dochazi k ohnuti fragmentu
do ,mostu”.

— Vysledkem amplifikace jsou dva fetézce,
kazdy s jednim volnym a jednim pevnym
koncem
— Po denaturaci jsou fragmenty narovnany
a usporadany do shluku, ve kterych je — - l
dosazena znacna hustota, az 1000 kopii ] i
fragmentu na ym? povrchu

— Na celém povrchu je dosazeno hustoty
deseti milionl shluk( na cm?



Bridge amplification:
initiation

T | =]

Template Initial extension Denaturation
Grafted flowcell hybridization

On the surface: complementary oligos



1%t cycle 15t cycle 1%t cycle 2™ cycle
denaturation annealing extension denaturation

2 cycle
annealing




lllumina

Prabéh sekvenacni reakce
Pridani primeru ve smési s DNA polymerazou a
fluorescenc¢né znacenymi dNTP

Nukleotidy jsou na 3'-konci modifikovany tak, ze
umoznuji reverzibilni ukonceni prodluzujiciho se
retezce DNA

Je tak zajisténo, Y Y

Ze se retezecv

kazdem cyklu
prodlouzi prave I
0 jednu bazi.

Po zachyceni obrazu
pripojene baze |
nasleduje
odblokovani 3'-konce

e




lllumina

Délka ¢tenych useku:
— HiSeq: 100 nt or 150 nt
— MiSeq: 250 nt

Mnohonasobné pokryti sekvence (30 x — 100 x)
Moznost mnohonasobného sekvenovani
— Povrch sklicka rozdélen do c¢asti

— Vzorky oznaceny pomoci dvanacti riznych oligonukleotidu
— Soucasné Ize analyzovat az 96 ruznych vzorkda.

Produkuje desitky az stovky Gb za 1 béh (2 - 8 dnu)
Aplikace

— Resekvenovani

— Sekvenovani RNA M ISeq

— Stanoveni metylaci




Sekvenovani treti generace

Analyza jedne molekuly

Potreba maleho mnozstvi vzorku

Bez rizika kontaminace

Presné ¢teni homopolymernich useku
Analyza jakékoli NK (DNA/RNA)

Analyza poskozenych NK (archaicke, muzejni,
forenzni)

Analyza DNA z nekultivovatelnych organismu
Absolutni kvantifikace



PacBio

Kruznicové kontinualni sekvenovani

SMRT (Single Molecule Real-Time) sequencing - templat
obsahuje dvouretézcovou oblast (inzert) na obou
koncich uzavrenou jednoretézcovymi vlasenkovymi
smyckami

VIasenkove smycky predstavuji jednoretézcovou oblast,
na kterou se muze vazat sekvenacni primer.

Polymeraza prodluzuje primer z jedne vlasenkove
struktury vyuziva jedno vlakno DNA jako templat a druhé
vytésnuje

Kdyz se polymeraza dostane zpét k 5’konci primeru,
zacne vytlaCcovat jiz nasyntetizovany retézec a pokracuje
v syntéze DNA

Vysledna sekvence je odvozena z obou viaken



Priprava knihovny pro PacBio
Template Preparation PR ot ) ") MR ) KRR DS ) M

DNA Sample

Fragment DNA e = R

Damage 4
Rep air/End !;;; ‘. ....................................................... & W
Repair

...........

Ligate adapters

--------------------------------------------------------
-

------

———1 SMRTbell™ Template preparation can be used to create
libraries of various insert sizes from 250 bp to 20,000 bp

depending on the needs of the application.

http://www.pacb.com/wp-content/uploads/2015/09/PacBioWorkflow.pdf



Sekvenovani treti generace — PacBio RS

Pacific Biosciences

4 nucleotides with different
fluorescent dye simultaneous
present

2-3 nucleotides/sec
2-3 Kb (up to 30) read length
6 TB data in 30 minutes

laser damages polymerase

. Emission

lllumination
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PacBio
High-throughput sequencing

PACIFIC Library preparation
BIOSCIENCES"

SMRTBell'template’

L
(>u==m:=mn==<‘) separery
L L JL J

el T et mgerari

g g

Standard'Sequencing’

P —— o .

Large Insert Sizes Single pass
Circular'Consensus'Sequencing' g
ean— Continued generations
( Snain '<-) — preem——— ) of reads
[ETIT S| P ——
Small Insert Sizes .........._..:_

Multiple passes b



NanoPore (1995)

Vyuziva mereni elektrického potencialu pres
membranu

Elektricky odolna polymerni membrana
(sysnteticka lipidova dvouvrstva) s
transmembranovym poréznim proteinem

Modifikovany a hemolysin (aHL) nebo porin A
(MspA)Mycobacterium smegmatis

Nanopore je ponoreny ve vodivém roztoku

Pruchod bazi na sekvenovaném retézci
prerusuje proud, ktery je specificky podle
prochazejici baze



DNA can be sequenced by threading it through a microscopic pore in a membrane.
Bases are identified by the way they affect ions flowing through the pore from one
side of the membrane to the other.

e ¥ ow
COLA

o)
DNA DOUBLE :
HELIX :

© A flow of ions through

the pore creates a current
Each base blocks the
© One protein flow to a ditterent degree,
BH;LPS t;:-_e g altering the current.
ix in
hwo strands. TBATATIGCTTTTGATGCCE
6 Asecond
protein creates
a pore in the
membrane
and holds
an ter"
mo'lzcdsple. © The adapter molecule
keeps bases in place long
enough for them to be
identified electronically.
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G-tube sense/antisense

DNA sample ' h:qh molecular
— weight

constriction + = // ~_ genomic DNA
l 2-minute

centrifugation

lm Priprava

— knihovny
MinlON

l Adapter ligation
\v;,"";‘;" p— // “ﬁ
l Motor attachment

'\’///_—4: — // — —



the MinlON device

the MinlON device



