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Sequence assembly

Zostavenie sekvencie

Sekvenovanim DNA nevieme precitat cely gendm — len kratke useky (reads)
Read — kratky usek (rddovo 10%-10% bp) ziskany jednym prechodom

Ulohou je zostavit sekvenciu na zaklade tychto kratkych Usekov

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

JAKUB SALAGOVIC, FI MUNI, BRNO p)



Shotgun sequencing
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Shotgun seguencing




Shotgun seguencing
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Shotgun seguencing

Pomenované na zaklade kvazi-nahodného
vzoru rozsiahleho rozstrelu brokov

Proces: zvacsenie mnozstva klonovanim a
rozdelenie DNA do velkého poctu
nahodnych kratkych usekov (restrikéné enz.).
Nasledné paralelné sekvenovanie kazdého
useku zvlast Sangerovou metddou.

Vysledkom je mnozstvo kratkych usekov
DNA

Na zdklade prekrytia zostaveny retazec
nukleotidov

-
ATGTTCCGATTA ! TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAATATAA |
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Next-generation sequencing

Viac pristupov: 454, lllumina (Solexa), SOLID...

V principe podobné ako shotgun sequencing
Rozmnozenie a rozdelenie na kratke useky

Nahodne rozmiestnené na pevnu podlozku W
Postupné pripajanie fluorescentnych bazi W
Radovo cca miliarda sekvencii zaroven ii

Relativne rychle a lacné
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Sequence assembly

Mnozstvo kratkych usekov -> suvisla sekvencia
Hlavne na zaklade prekryvajucich sa usekov

Vypoctovo velmi narocné aj pri sucasnej technike — v sucasnosti trva tento
proces dlhsie ako praca v laboratériu (pri najnovsich metddach)
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Overlapping sequence reads
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/obrazenie ziskanych dat

Presun z velkych centier do laboratorii

Potreba uzivatelsky privetivého prostredia

Plynulé zobrazenie s nizSimi hardvérovymi narokmi
Podpora viacerych operacnych systémov

Program podporujuci vystupy z viacerych typov sekvenovania
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The James Hutton Institute, Skotsko

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

Java (1.6)
Podpora 32 aj 64 bit

Windows, Linux, OS X, pripadne Java Web Start
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Tablet - vykon

Jednoducha a rychla instalacia

122 MB na disku

Vyuzivanie viacerych jadier (ak dostupné)
Rozumnd prdca s operacnou pamatou (zobrazovany aktualny stav)

Podporuje Sanger aj Next-generation sequencing (lllumina, 454,...)
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Tablet — operacna pamat

Cache based: MapView; Memory based: Hawkeye, Consed, Eagle View
Vyuzita pamat [MB]
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Tablet — podporované formaty

Input file Format Type

ACE Text Read + Reference/Consensus
AFG Text Read + Reference/Consensus
MAQ Binary/text" Mapping

SOAP Text Mapping

SAM Text Mapping

BAM Binary Mapping

FASTA Text Reference/Consensus
FASTQ Text Reference/Consensus

GFF3 Text Feature Annotations
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Tablet - funkcie

Vizualna validacia

Po celogendmovom sekvenovani je potrebné de-novo sekvencie skontrolovat

Oblasti vysokého a nizkeho prekrytia

TS99 (159
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Tablet - funkcie

Niekedy vhodné pouzit viac assemblerov, resp. ich r6zne parametrizacie
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Tablet - funkcie

Kontrola s prislusnou sekvenciou RNA
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Tablet - funkcie

Odlisenie nahodnych chyb a SNP




Tablet - funkcie

Export- format FASTA
- jednotlivé ready

- skupiny readov
- celd sekvencia

- vizualne formaty -> export obrazovky
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Tablet - technologie

Dobra Citatelnost: - vyber vhodnych farieb (mozno zmenit)
- zobrazovanie nukleotidov len od urcitého priblizenia
- antialiasing

Hybridny pristup: - nie¢o medzi pamatovo a diskovo zameranymi

- v pamiti drzané len ID readu, jeho pozicia a dizka
- ostatné data na disku
Vlastna abeceda: - 16 znakov
- dve bazy na byte
- lepSia kompresia, rychlejsie 1/0
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