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Sequence assembly

Zostavenie sekvencie

Sekvenovaním DNA nevieme prečítať celý genóm – len krátke úseky (reads)

Read – krátky úsek (rádovo 101-104 bp) získaný jedným prechodom

Úlohou je zostaviť sekvenciu na základe týchto krátkych úsekov

Metódy sekvenovania: Primer walking, Shotgun sequencing, Next-generation
sequencing...
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Shotgun sequencing
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Shotgun sequencing

???
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Shotgun sequencing
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Shotgun sequencing

Pomenované na základe kvázi-náhodného 
vzoru rozsiahleho rozstrelu brokov

Proces: zväčšenie množstva klonovaním a 
rozdelenie DNA do veľkého počtu 
náhodných krátkych úsekov (restrikčné enz.). 
Následné paralelné sekvenovanie každého 
úseku zvlášť Sangerovou metódou.

Výsledkom je množstvo krátkych úsekov 
DNA

Na základe prekrytia zostavený reťazec 
nukleotidov



Viac prístupov: 454, Illumina (Solexa), SOLiD...

V princípe podobné ako shotgun sequencing

Rozmnoženie a rozdelenie na krátke úseky

Náhodne rozmiestnené na pevnú podložku

Postupné pripájanie fluorescentných bází

Rádovo cca miliarda sekvencií zároveň

Relatívne rýchle a lacné
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Next-generation sequencing



Množstvo krátkych úsekov -> súvislá sekvencia

Hlavne na základe prekrývajúcich sa úsekov

Výpočtovo veľmi náročné aj pri súčasnej technike – v súčasnosti trvá tento 
proces dlhšie ako práca v laboratóriu (pri najnovších metódach)
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Sequence assembly



Presun z veľkých centier do laboratórií

Potreba užívateľsky prívetivého prostredia

Plynulé zobrazenie s nižšími hardvérovými nárokmi

Podpora viacerých operačných systémov

Program podporujúci výstupy z viacerých typov sekvenovania
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Zobrazenie získaných dát



Tablet
The James Hutton Institute, Škótsko

„Lightweight, high-performance graphical viewer for next generation sequence 
assemblies and alignments.“

Java (1.6)

Podpora 32 aj 64 bit

Windows, Linux, OS X, prípadne Java Web Start
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Tablet - výkon
Jednoduchá a rýchla inštalácia

122 MB na disku

Využívanie viacerých jadier (ak dostupné)

Rozumná práca s operačnou pamäťou (zobrazovaný aktuálny stav)

Podporuje Sanger aj Next-generation sequencing (Illumina, 454,...)
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Tablet – operačná pamäť
Cache based: MapView; Memory based: Hawkeye, Consed, Eagle View
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Tablet – podporované formáty
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Tablet - funkcie
Vizuálna validácia

Po celogenómovom sekvenovaní je potrebné de-novo sekvencie skontrolovať

Oblasti vysokého a nízkeho prekrytia
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Tablet - funkcie
Niekedy vhodné použiť viac assemblerov, resp. ich rôzne parametrizácie
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Tablet - funkcie
Kontrola s príslušnou sekvenciou RNA
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Tablet - funkcie
Odlíšenie náhodných chýb a SNP
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Tablet - funkcie
Export- formát FASTA

- jednotlivé ready

- skupiny readov

- celá sekvencia

- vizuálne formáty -> export obrazovky
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Tablet - technológie
Dobrá čitateľnosť: - výber vhodných farieb (možno zmeniť)

- zobrazovanie nukleotidov len od určitého priblíženia

- antialiasing

Hybridný prístup: - niečo medzi pamäťovo a diskovo zameranými

- v pamäti držané len ID readu, jeho pozícia a dĺžka

- ostatné dáta na disku

Vlastná abeceda: - 16 znakov

- dve bázy na byte

- lepšia kompresia, rýchlejšie I/O
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