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Vysokokapacitni (high-throughput)analyzy

- Ndstroje pro soubé&zné zpracovdni a testovdni velkého mnozstvi vzorkt
nebo velkého mnozstvi analyto.

1. Amplifikace pomoci PCR (kvantitativni PCR arraye)

2. Hybridizace (mikroarraye = mikrocCipy)

3. Sekvenacéni metody




« = urceni sekvence nukleotidU dané molekuly DNA
« V soucCasné dobé nejrozsirenéjsi zpUsob analyzovdani biologického materidlu
«  Vwvinuto vice technik

« Tradicni—Sangerova metoda, Maxam - Gilbertova metoda

« Sekvenovdni tzv. druhé generace

« Sekvenovdani fzv. treti generace
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Na zacdatku 70. let neprimé sekvenovani —
RNA molekuly a proteiny

/1975 — Frederick Sanger
1977 - Walter Gilbert, Alan Maxam

« 1995 - prvni zcela osekvenovany genom | @
bakterie Haemophilus influenzae i

Od konce 70. let 20.stoleti je mozné rychlé = —
a Ucinné sekvenovani

OOPO-EHHA>» OO




Cesta k sekvendcii ludského genomu

1865 Gregor Mendel — otec genetiky — hybridizacia rastlin

1869 Friedrich Miescher — objav nukleinu (P, H, O)

1952 Rosalind Franklinova — X-Ray difrakcia DNA — helikalna struktura
1953 J. Watson, F. Crick - DNA jako dvojsroubovica

1961 Marshall Nirenberg — prelomil gen. koéd v zmysle protesyntézy
1977 Frederick Sanger - rychle DNA sekvenovanie

1983 Huntingtonova choroba - repeticie CAG (izoldcia o 10 rokov)
1989 PCR vyvinutd pre amplifikGciu DNA

1989 IdentifikGdcia génove] mutdcie pre cysticku fibrozu

1990 Prvy ddokaz o existencii BRCA1 génu

®* 1990 ,HUMAN GENOME PROJECT"



Sangerova metoda

« ,,Dideoxy metoda“,
« syntézaretézce (az fisic bp)
« Pouzita v projektu sekvenace kompletniho lidskeho genomu v roce 2001

« Vzorek DNA je rozdélen do Ctyr paralelnich reakci

« Smés obsahuje: DNA polymerdzu, primer, deoxynukleotidy a jednotlivy
dideoxynukleotid

« dideoxynukleotidy se ndhodné zacleni do syntetizovaného retézce misto
prislusného dNTP a v tomto misté syntéza konci

« Zaclenéni ddNTP se déje v ndhodném misté ---> vznikaiji rizné dlouhé
fragmenty DNA, které se analyzuji pomoci elektroforézy



SANGEROVA METODA SEKVENOVANI (KAPILARNI PROVEDENI)

Fluorescenéné znacené ddNTP
Syntéza DNA za pfitomnosti ddNTP
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templatova DNA

Vysledny sekvenogram
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Maxam-Gilbertovo sekvenovani

- vyuzivd chemického stépeni jednotlivych typU bdzi

« pracuje s jednovidknovou DNA, kterd je na svém jednom konci (3’ nebo 5')
radioaktivné znacend

« Probihd ve c¢tyrech paralelnich reakcich, kdy se stépi pouze urcCity typ bdzi
«  Vznikaji rizné dlouhé fragmenty DNA koncici v misté& dané bdze

« Sekvenci analyzujeme za pomoci elektroforézy, kdy odectenim pozice
jednotlivych bdzi ve viech Ctyrech reakcich stanovime sekvenci daného
useku.
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Sekvenovdni nové generace

PCR se provadi paralelné pro vsechny fragmenty DNA

Paralelni sekvenovdni nékolika milionu sekvenci

Délka ziskanych sekvenci cca 50 — 600 bp

Sekvenacni vytézek jednoho béhu az nékolik tisic Gb (az o 6 Fadu vyssi nez
u kapildrnino sekvenovani)

Cena sekvenace za bdzi o rdd az dva nizsi nez u kapildrnino sekvenovani

Druhd generace: llumina, 454 sekvenovani, Solid sekvenovani,
Treti generace: SMRT, Nanopor, Microarray



PROJEKT LUDSKEHO GENOI\/\U
FTODY SEKVENACIE




P (1990)

« Medzindrodny vyskumny program (13 r.)

« Sponzori . National Institute of Health, U.S. Department of Energy
« skepficizmus

Cielg:

edzimarodnad spolupraca (IHGSC)

yvinut technologie pre analyzu DNA, zmapovat a sekvenovat
ludsky gendm

« Vsetky informdacie verejne dostupné do 24 hod
\ « 200 laboratdrii v U.S., 18 krajin z celého sveta

\




LERA Genomics — Craig Venter

Craig Venter - zakladatel Institutu genomickeho vyskumu (Maryland)
® Celera- 1998

® sekvenoyat ludsky gendm za 3 roky

¢ preteky"
® Infoymadcie dostupné iba pre platiacich zakaznikov
® Predbezné patenty na 6000 génov

?Iné pdtenty na priblizne 100 génov

(komdrola nad tym, kto ziska pristup k informaciam)
H@P suCasne zvysuje financovanie Sangerovho institutu (GB)



Sekvenované gendmy

®* Heamophilusinfluenzae (1995) - shotgun

® Homo sapiéns — chromozom 22 (1999)

®* Drosophila melanogaster (2000)

®* Homdg sapiens (2001) —sucasne Celera a HGP
® Mug musculus (2002)

P 4 hierarchidlne shotgun sekvenovanie (klon po klone) — DNA
ragmenty

Célera — shotgun celého gendmu
\ - rychlejsie sekv. vdaka technike

\

\



Konflikt — verejny a sukromny vyzkum

2000 - tlak Bieleho Domu na urovnanie rozdielov

26 jun 2006 — vyhldasenie dvoch réznych koceptov sekvendcie ludského
genomu

Preteky sU na konci, obe strany vyhrali

Craig Venter zostUpil z prezidentskeho kresla spolocnosti, kedze Celera
zacala smerovaft viac k FARMACI



Real-time PCR arraye

« Presny ndstroj pro paralelni analyzu genové exprese a je vyuzitelnd pro
ostatni aplikace kvantitativni PCR

« Pouzivaji se reagenty jako v bézné PCR, detekce probihd pomoci
hybridizacnich(TagMan) nebo LNA sond, pripadné SYBR green |

« Vyhody:

« Vysokokapacitni zpracovdni analyz

« Presnost, specificita kvantitativni PCR

« Design arrayi je flexibilni, velké mnozstvi panell




DNA microarrays (Cipy)- postup
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DNA microarrays (Cipy)

+ Hlavnim principem: hybridizace komplementdrnich Useku DNA, z nichz jeden
pochdzi z biologického vzorku, zatimco druhy je uméle pripraveny a funguje jako

sonda (proba) , kterd je fixovana na podloznim sklicku Cipu, v prfesne de?inovone
pozici

« Nejvyznamnéjsi vyrobci Affymetrix a Agilent

«  DNA molekuly vzorku musi byt pfed nanesenim na Cip oznaceny (fluorescencni
znacka) , aby mohla byt identifikovana jejich pozice a kvantita.

« Hybridizaéni jednotka (spot) = plocha ur¢end pro detekcijedné cilové sekvence
« Kazdy spot obsahuje miliony kopii sondy
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Jednobarevny cipovy experiment
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Dvoubarevny cipovy experiment (Agilent)

. U cDNA ¢CipU hybridizujeme na jednom Cipu znacenou ss-cDNA ziskanou z
testovaného a referencniho vzorku. Proto je nutno kazdou ss-cDNA oznacit
rozdilnym fluorochromem.

. Standardné: referencni ss-cDNA je Cy-3 —zelené a testovand ss-cDNA Cy5 —
cervené

. DNA z obou vzorkd soutézi o sondy na jednom spotu a vysledny pomér
nahybridizovanych molekul (=pomér intenzit signdld) bude odpovidat rozdilim
exprese daného genu v obou vzorcich

. Po hybridizaci nasleduje vymyti prebyteCného materidlu a Cteni (skenovani) Cipu
pomoci fluorescencniho skeneru

Cy5 -CEEW
Cy3 Cy5 Cy3 '092[@3 ]
1260 [10000/50.00 5.64
4600] 4800 [ 1.00 | 0.00

—+9680| 300 | 0.03 -4.91

Cy3 SniZena exprese genu
Cy5 Zvysena exprese genu
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Aplikace mikrocipovych technologii

Exonové Cipy
- identifikace stfihovych variant transkriptld, kvantifikace jednotlivych stiihovych

variant

« SNP Cipy

Genotypizace, forenzni analyza, predispozice k onemocnénim

« Chromatinovd imunoprecipitace na Cipu (ChIP on Chip)

Analyza interakci proteint s DNA in vivo na celogenomové Urovni

Vyuziva se kombinace imunoprecipitace chromatinu s vysokokapacitnimi
mikroCipy

|dentifikuje vazebnd mista pro studovany protfein v celém genomu soucasne
vs ChlP-seq

- presnégjsi, vetsi citlivost, specificita, pfimd identifikace ziskanych fragmentd, neni
limitovan studovanym organismem

- Nevyhodou je nemoznost analyzy pouze vybranych oblasti genomu, analyza dat je
nAroCnéejsi



Vyhody a nevyhody mikrocipu

« Vyhody: vyurziti v klinické diagnostice ]
« ampliChip CYP450 - variantni alely genu pro cytochromy P450

 Nevyhody:
Cipové technologie jsou prekondny sekvenovdnim nové generace




Second-generation sequencing




Metddy sekvenovania druhe;
generacie

« Odroku 2005 vyvinuté noveé metody sekvenovania (rychlejsie,
lacnejsie)

«  Mnohondsobné paralelné sekvenovanie gendmu v priebehu
niekolkych tyzdnov

« Vyuzivaju syntézu DNA podla tfemplatu

* [LLUMINA, 454 sekvenovanie, lon torrent a SOLID sekvenovanie




Vyhody a nevyhody

« Umoznuju sledovat tisicky ludskych gendmov, vzniknuté mutdcie,
mozné rizikd ochoreni

« Detekuju priddavanie bdz jednu po druhej

« Sekvenuju tisice az miliony DNA naraz

«  Nevyhodou je kratka maximdlna dizka vyslednych sekvencii (ca
100-500 bdz)

« QOproti Sangerovmu sekvenovaniu mensia presnost a castejsie
chyby pri Citani DNA




Postup pri sekvenovani druhej
generacie

1. DNA stiepend na kratsie refazce

2. Naviazany adaptér na konce tychto retazcov (kradtka DNA o
presnej sekvencii

3. Uchytenie DNA na pevny povrch (adaptéer komplementarny ku
refazcom na sekvenacnom povrchu)

Amplifikacia uchytenych refazcov (vznik klastrov)

/achytenie signdlu kamerou




ILLUMINA sekvenovanie

« Nebulizace - vplyvom stlaceného vzduchu DNA rozdelend na
mensie fragmenty (1-1000 bp), enzymaticky upravené

« Na konce sa naviazu dva adaptéery
« Na pevnej doske DNA prichytend adaptérom, namnozi sa
«  Vznikd mozaika klastrov (zhlukov) identickych DNA

« Do rastiuceho retazca priddvané bdzy s naviazanou
fluorescencnou farbou na 3' OH koniec (bdza = Specificka farba)

« Z&znam vysoko citlivou kamerou, ndsledne enzymatické _ s
odstranenie fluorescencného znacenia a blokujucej Casfi Obr. Bridge ampilification
molekuly

« Podla rozdielnej fluorescencie kamera rozoznd typ pridanej bdzy
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Analyza fluorescencnych signdlov




454 sekvenovanie a lon forrent

« Dokdze analyzovaf viac nez 1 mil DNA naraz a dizka sekvencii je ca
700-1000 bdaz (1000 je max)

« DNA prichytend na malu ,,gulicku* na ktorej sa amplifikuje, klony
DNA pokryju cely povrch

« Gulicky umiestnené do komorky sekvenacnej dosticky, princip
pyrosekvenovania

« Pri zachyteni novej bdze sa uvolni pyrofosfat, enzymaticky
spracovany luciferdzou => svetelny zablesk spracovany citlivym
detektorom (CCD kamera = charge-coupled device)

« Do reakCnejzmesi je stale pridany iba jeden typ bdze



« Pri pridani rovnakych bdazi za sebou (pr.
sekvencia DNA templdtu je AAA) po pridani
troch T je vyziarené 3x viac svetla

« Kvalitativna analyza — kde na doske sa uvolnilo
sveftlo

« Kvantitativha analyza - kolko svetla sa uvolnilo

« Do zmesi priddvané vsetky bdze, medzi Obr.: Amplifikaéné doska
jednoftlivymi krokmi sU prebytocné bdze
premyvané
« Na podobnom principe funguje lon Torrent ACGTGGGCCTATAGCTACTCGGACACCTAQECATATCGCCCE

sekvenovanie, nemeria sa mnozstvo pyrofosfatu

CTATAGCGGGC
ale zmena pH

¥ Ve

{‘\ ATP  ATP
+

oxyIUSIfef'“ luciferin

light




SOLID sekvenovanie (Sequencing by
Oligonucleofide Ligation and Detection)

«  Amplifikacia prebieha ako u pyrosekvenovania na mikrogulickach

« Dochddza tu k sekvendcii ligdciou

« K templdtu su priddvané sondy (kratke DNA tvorené
dvojkombindciami nukleotidov = 16 réznych sond)

« Kazdd sonda nesie fluorescencné znacenie (4 rozne)
« Zaciatok Citania sa vzdy posuva o 1 nukleotid

« 70 znalosti sekvencie adaptéru a vysledného signdlu mozno odvodit
vyslednu DNA sekvenciu

« Vystup podobny ako ILLUMINA

* Problémom su palindromicke Useky




Aktivhe tfranslatovany
franskripfom (RIBO-SEQ)




Ribozdmove profilovanie

« Sekvenovanie mRNA translatovanej vo vnutri
rilbozomov

« Ribozdm chrdni tzv. ribozoOmovy odtlacok




Priebeh profilovanie

. Imobilizacia RNA-ribozdmovych
komplexov

. Izoldcia komplexov
II. Nastiepenie nukledzou

V. Extrakcia mRNA fragmentov na
gélovej elektroforéeze

V. Reverznad traskripcia na cDNA
VI. Identifikacia sekvencii

Immobilize Ribosome Complexes on mRNA

oaes

|1

4

Isolate RNA/Ribosome Complexes

—

4

Nuclease Digestion

'H
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4

Prepare Sequencing Library:
Denaturation, RNA Size Selection,
Polyadenylation, Reverse Transcription

—_—

4

lllumina Sequencing



Vyuzitie

Skumanie pociatkov translacie

Zistit rychlost syntézy proteinov

Vplyv vonkajsich faktorov

Predikcia translacnych produktov




Vyhody

« Senzitivita a presnost kvantifikacie
« Presny popis translacnych miest
« Popis aktudinej situacie v bunke




Nevyhody

* Riziko pomalej

inhibicie
transldcie

Kontamindcia
rRNA

Vyzaduje vacsie
MNOZStvo
materidalu ako
MRNA-seq

/lozité
vyhodnocovanie

Cell type
of interest

v

| In vivo capture of translating ribosomes and mRNAs, lysis
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Sekvenovanie trete;
generacie




Nedostatky sekvenovania druhej
generacie

« Citanie dlhych sekvencii
« Sekvenovanie s dostatoCnou presnostou
« Sekvenovanie z 1 molekuly DNA

1 nukleotid - slaby signdl

- Amplifikacia — chybovost polymerdzy




Pacific BioSclences - SMRT

 SMRT = single molecule real time sequencing

« Syntéza komplementdarneho vidkna DNA
polymerdzou

« Hairpin adaptér — cirkularna DNA — coverage
* 4 nukleoftidy — 4 fluorofory

« /MW —Zero Mode Waveguids — svetlovody
usmernujuce svetelnu energiu do malého objemu —
zepftoliter (1021)




Pacific BioSclences - SMRT

As o base is nald inm thhe detectionm
VORHUME, a Ngnt PpUise 1S DrnoCLusseCl



http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc

Pacific BioSciences

RS 1l (P&-C4) Sequel
Run time up to 240 min up to 240 min
Total output ~500Mb -1 Gb 5Gb-10Gb
Output/day ~2 Gb 20Gb
Mean read length 10-15 kb 10-15kb
Single pass accuracy ~86% ~BE%
Consensus (30X) accuracy =09.999% >99.999%
# of reads ~B0k ~500k
Instrument price ~$700k $350k

Run price ~$400 ~$850




%\"‘h .«"‘M « Complete template

’.r’j preparation in as few as 6 hrs

ol

= Variely of sample types: -
Genome DNA, Amplicons, cONA
o Low input sample amounts * Accepls inserts from 230 bp to
from 10 ng to 1 pg 40 kb for flexible assay design
( * Multiplexing and barcoding

solutions available

* Rapid sequence time (0.5 to & hrs)

» Serially process up to 16 SMRT Cells in
a single run with walkaway automation

;&_ + Variety of analysis methods
+ - available through SMRT
2 - Software Suite and community
{ +0pen source software

+ Advanced data visualization
- and mining

Comprehensive de novo assemblies /
Full-length isoform transcripts
Phased SNPs & minor variants
Methylation profiles



Oxford Nanopore Technology

Proteinova nanoporova membrana s _— iton
vysokym elektrickym odporom &5

DNA

neznacend
Prechod vdaka vliozenému napdtiu

Meranie zmien elekirického prudu
MlﬂlON, G”leN, PI’Omeﬂ’ﬂON Promethl
DNA, RNA, proteiny




Sekvenovanie trete] generdcie

* Nevyuziva amplifikdciu za ucelom zvysenia signdalu
(vyssSia presnost — accurancy)

* Produkuje dlhé Citania

e Dobrda presekvenovanost GC bohatych oblasti

e Epigenetika




Dakujeme za pozornost




