Sekvenovani DNA

» stanoveni poradi nukleotidu v
molekule DNA (primarni struktury)
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Klasické techniky sekvenovani

« 2 metody:

— Chemicka (Maxamova-Gilbertova)
» Jiz se nepouziva
— Enzymova (Sangerova)
* V soucasnosti se pouziva automaticka varianta
— spolecny rys obou metod: priprava a separace
fragmentd DNA, jejichz velikost se liSi o 1 nukleotid
* Metody sekvenovani noveé generace (NGS)

* Metody sekvenovani treti generace (z jedné
molekuly)



Zakladni pozadavky pro uspesne
stanoveni sekvence klasickou
technikou:
¢ Pfiprava knihovny pro sekvenovani - DNA
s presn¢ definovanymi konci

* s mistem pro vazbu primeru
* s koncovou znacCkou

¢ Piiprava souboru vSech fragmentli ssDNA
liSicich se svou délkou o jeden nukleotid

¢ Presné rozdéleni téchto fragmenti na zakladé
jejich delky a detekce koncove baze



Chemicka metoda (Maxam-Gilbert)

Sekvence je odvozena z molekuly DNA,
ktera se chemicky degraduje v mistech,

kde se vyskytuje baze urciteho typu na
fragmenty.

y se nasledné oddeluji elektroforezou.




Enzymaticka metoda (Sanger)

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 pusobi
jako koncovy inhibitor syntézy DNA - dideoxynukleosidtrifosfat (ddNTP).

V kazdém ze 4 vzorku 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 vzorkii je jiny)

*DNA polymerazu

4. Denaturace produkti

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

6. Detekce fragmentii, které nesou oznaCeny konec



Dideoxynukleotidy nemaji hydroxyl na 3’-konci

Ribose Deoxyribose Dideoxyribose

'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
reakce T

join on here at
3' position

break this bond



Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy
A G
TC
AGCCTGGCGACCATCGT

AGCCTGGCGACCATCGT
TCGGACCGCTGGTAGCA



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



TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG



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

oznaceny primer I

5' i3 . .
— : . _ jednoretézcova
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' pNA
+ nadbytek dATP
dTTP

dCTP
dGTP

+ ddATP +ddTTP +ddCTP + ddGTP
+ DNA-polymeraza

+ DNA-polymeraza + DNA-polymeraza + DNA-polymeraza

seg4.mov

Obraz autoradiogramu ze
sekvenacéniho gel
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Automatické sekvenovani DNA

* Je variantou enzymatickeho sekvenovani
DNA.

» Synteza DNA probiha v jedn¢ reakci

» Ke znaceni produktu se pouzivaji Ctyrmi
ruznymi fluorescencnimi znackami
oznaceneé

* primery
 dideoxyribonukleotidy



Asymetricka PCR pro sekvenovani

Reakéni smés

Enzym, dNTP,
ddNTP, pufr
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Strategie barevnych primeru

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY
PRIMERU Enzyme, dNTPs,
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Strategie barevnych terminatoru
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Princip detekce produktu

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

vyhodnocuje sekvenci.

CACCGCATCOAAATTAACT TCCAAAGTTAAGCTTGG

10 20

30

L

Fragmenty




Geneticky
analyzator
ABI 3100

Soustava Vyhfivana deska
kapilar

Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku



Priklad vystupu
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1 draha na gelu




Sekvenovani genomu

V praxi je velice Casto potreba stanovit sekvenci
fragmentu DNA, ktery je delSi nezZ prumérna délka
500 — 1 000 bazi dosahovana v jedné reakci.

K tomuto ucelu sekvenovani genomu mohou byt
zvoleny dve zcela odlisSne strategie:

— nahodnée sekvenovani
— usporadané sekvenovani sousednich useku



Priprava knihovny pro nahodnée
sekvenovani genomu

* Pri nahodnem sekvenovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihanim genomové 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 pritomnosti 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.



B 120lace DNA

Fragmentace
v
Vektor Uprava konci a klonovani




Usporadanée 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 reteézce 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 usporadaneho sekvenovani

Prochazeni primerem R 0010 86 (9 (0
| ‘- I frime l::: =
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Metody sekvenovani noveé generace
(next generation sequencing)

LiSi se v provedeni a chemii Clonal Reaction
Amplification Output
V Zékladu se pOdObajI' \/ Pyrosequencing .
s e s s o, . Roche/454 ——p EGPCR e Lumlnescence\
sekvenovani tisicu az milionu
klonalné amplifikovanych molekul Seauendngby Ugation |, epch . Fuorescence signal/Nois
. ’ , ’ ’ Life Tech/SOLiD onversion
(masivni paralelni sekvenovani) —— L
ihA Y I I H+ lon Generation . B b —
PI’ObIha VyVOJ teChnlk Life Tech/lon Torrent PCR PH Chang Sequence
— Vice ¢teni
— DelSi ¢teni Reversible Dye Terminators 3

i ——p Cluster — Fluorescence
IHlumina

— RychlejSi sekvenovani
— NizSi cena

Nové aplikace v klinické oblasti, * Third Generation Sequencing
e Pacific Biosciences

VYVO] k|:[u C|vle.nvyc’h na urC|tevca’st| «  Helicos Biosciences

genomu (dédi€na onemocnéni «  NABsys

nadorova onemocnéni, * VisiGen Biotechnologies
metagenomika, 16S rRNA) * Oxford Nanophore Technologies




Vyvoj ceny sekvenovani na
prikladu HGP

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

Human Genome ‘
—— \ e Hardware
 Bioinformatika

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

g Ti T~ $5,000

1990 ‘2003 2008 2010 2015



Typy usporadani NGS sekvenovani

Single Read

Paired-end read

Mate-pair read



Metody pripravy knihovny

Library preparation

Emulsion PCR “Polony” PCR on a slide

Semiconductor sequencing
(lon Torrent) *

Reversable terminator sequencing
(lllumina)

Pyrosequencing Sequencing by ligation
(454) (SOLID)



Pyrosekvenovani

Sekvenovani se syntezou DNA v realnem Case nevyzadujici
elektroforézu ani separaci fragmentu

Je zalozené na uvolneni pyrofosfatu (PPi) pfi enzamaticke
syntéze DNA (Nyren et al., 1987)

1. krok: Sekvenacni primer hybridizuje k jednoretezcovemu
templatu a je inkubovan s:

* DNA polymerazou Volymerase

+ ATP sulfurylazou (D e P ORI P
* Luciferazou

« Apyrazou

substratem, adenozin 5 -fosfosulfatem (APS)
* |uciferinem

2. krok: Prvni ze 4 dNTP — dATP je pridan k reakci

Pokud je na matrici komplementarni baze, DNA polymeraza
katalyzuje pripojeni nukleotidu k primeru

Pokud na matrici neni komplementarni baze nukleotid bude
degradovan apyrazou

Postupné budou pridany jeden po druhém vsechny Ctyri ANTP
Kazdé pfipojeni nukleotidu je provazeno uvolnénim pyrofosfatu (PPi)
v mnozstvi ekvimolarnim mnozstvi pfidaného nukleotidu



3. krok: ATP sulfurylaza kvantitativné premenuje PPi na ATP za
pritomnosti APS

Sulfurvlase

— Vznikly ATP umozni luciferazou A e
zprostredkovanou konverzi luciferinu lucferis awplucin
na oxyluciferin, ktery vytvori svetelny Lu:Tr‘e:;e i
zablesk zaznamenany detektorem ,,‘?"L_l "‘L—,,,,

fotonl a zobrazeny jako pik na pyrogramu  nuclestide Incorporation genaratas light

saun a5 & paak In the pyrogram

4. krok: Apyraza degraduje nepripojene dNTP a
nespotrebovane ATP LT T S —
ATP ——E¥12% _y aDP + AMP + phcsphaie
— Az je degradace kompletni je pridan dalsi dNTP, ktery je v poradi
Proces se znovu opakuje a sekvence je odecitana z pyrogramu

Namisto standardniho dATP je pouzivan a—thiosubstituovany
dATP, ktery je prijiman DNA polymerazou, ale nikoli luciferazou
Metoda je ve vyvoji a je pouzivana pro identifikaci
jednonukleotidovych polymorfizmu (SNPs)



primer templatova DNA
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Klonalni amplifikace knihovny emulzni
PCR

* Priprava jednoretezcové DNA knihovny L 0 s

— Umoznuje zpracovat riizné typy vzork( % gj
* genomové DNA ’E;)\(ng é_'
» produkty PCR ANy &
- BACs gy
« cDNA g

— Frakcionace dlouhych useku na 300- to 800-bp (
fragmenty ) ‘

— Vazba dvou adaptortl A a B — specifickych pro 3’- a 8) B }B
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
(DNA Capture Beads) pokryté streptavidinem




Klonalni amplifikace knihovny emulzni
PCR

— Separace kulicek a vyber pouze tech,

které obsahuji navazany jediny fragment
ssDNA

 Klonalni amplifikace knihovny v

emulzi

— emulzni PCR, amplifikacni reagencie ve
smesi voda-ole] — mikroreaktory
obsahuijici jedinou kuliCcku s unikatnim
fragmentem DNA z knihovny - (107) kopii

* Pyrosekvenovani
* Analyza dat s vyuzitim
bioinformatickych nastroju



Sekvenator FLX firmy Roche

* Pyrosekvenovani (One Bead = One Read)
Kuli€ky se z emulze extrahuji a jsou umistény pomoci centrifugace do
PicoTiterPlate, Cipu z optickych viaken o rozmérech 70 x 75 mm

um
* Na jednom Cipu je 1 600 000 jamek

— Prevrstveni smeési obsahujici reagencie
pro pyrosekvenovani, enzymy jsou
rovnéz imobilizovany na malych
mikrosférach

» Spodni ¢ast Cipu je v optickém kontaktu
s dalSimi optickymi vlakny napojenymi na
CCD senzor - zachyceni az 10000
emitovanych fotonl na 1 nukleotid Light + axy luciferin




« Kombinace vysoke intenzity signalu a
pozicne specifickeé informace na
mikrodestiCce umoznuje soucasne
analyzovat vice nez 1 milion
sekvenacnich béhu za 10 hod.

— Délka stanovené sekvence 400 bp

— Stanoveni az 400 Mbp de novo

— Resekvenace genomu jakékoli velikosti
 Limitujici faktory

— Negativni posuny Cteciho ramce

« 3'>5' exonukleazova aktivita DNA .7
polymerazy -t TTCTGCG
 homopolymerni Useky " \ /

— Pozitivni posuny Cteciho ramce |
« NedostateCna enzymaticka aktivita | ‘
LTI

apyrazy LI
— Presnost 99,5 % na prvnich 250 bp Klicova sekvence TCAG

I\~|]lm kalibraci signalu




Sekvenator FLX firmy Roche

« Paralelni analyza vice vzorku

— Adaptory obsahujici sekvence MID (Multiplex
|dentifiers)
« AZ 12 ruznych unikatnich sekvenci
« Pridany béhem pripravy knihovny
« Koamplifikovany s fragmenty DNA
— Rozdéleni mikrodestiCky do 2, 4, 8 nebo 16 mensich
oblasti
« Zabranéni vzajemné kontaminace vzorku

— Moznost sekvenovat souCasne az 192 ruznych
vzorku DNA
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i0A
'g ke Contig: contigd0001 - 20 149 bp.
contiglo0o2 18 049 i I _— Exit
contig00003 14 160 Base & selecte ng s @ =
Contig0n004 11976 =R - B
contig0000s £ 637 contigooo0l TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00006 7 994 HKGIEEFO1BNSOB TeTTCTC
: HKGIEBFOLARRSN TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AG
contigbo0o7 £8l6 HKGIEBFOLAIMAY TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT Mew
contign0008 6 697 HKGIEBFO1BHKX2 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGGGTTTTTTACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATC
Contigh0009 4476 HKGTEBFOLASTHT TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTA ~
: HKGTEBFOLAHUAL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT B
contig00010 3326 HKGIEBFOLASEQP TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contigdoo1l 3 095 HKAIEBFO1BKMTX TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT @5en
Contigo0o12 2014 HKGTEBFOL1AV1TS TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATAT =
: — HKGIEBFO1BJYBL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGGGTTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACT
contigdoo1s 2722 HKGTERFO1BRYUP TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig000 14 2 690 HKGIEBFOLAIGAG TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig00015 3383 HKGIEBFO LAWY G TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
. HKGTEBFO1B1IES TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig0oo1e 2329 HKGIEBFOLAYV3H TCTTCTCCTAMAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT start
contigl0017 2 191 HKAIEBFOL1BN288 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig000 18 5036 HKGIEBFO1BGSKY TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
, HKGIEBFOLBIFDR TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACAT-CAGGTAAGT-AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00019 1499 HKGIEBFO1B04U2 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACAT -CAGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig0oo02o 1352 HKGIEBFO1A30]2 TCTTCTCCTAAAAACCCCTAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT E
Contig0002 1 1166 HKGIEBFO1BSDDR TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT o
: HKGIEBFO1BPQRL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00022 1050 HKGIEBFO1BBGED TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00o23 1016 HKGIEBFO1B1KGE TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig0002 4 948 HKGTEBFO1AXREZ AAAA-CCC-TAA-GTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
— — ~| HKGIEBFOLAGEIL AAAA-CCC-TAA-GTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGG-AAGTTAACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
HKEIEBFO1BIWHBY TTT---ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
HKGTEBFO1AVZRG CTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
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lon Torrent polovodicove
sekvenovani

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

« Sekvenovani lon Torrent je zalozené na
elektrochemické detekci vodikovych iontu (pH)
ktere jsou uvolneny pri replikaci sekvenovaneho
templatu na specialnim polovodicovem Cipu.




Uvolneni vodiku v nepufrujicich podminkach

4dNTPs

5 I 3
TSR REI .' 3 5’
dNTPs
P —
Example: Primer 3
i —" =)
P on

Q& W

e e
Template


Předvádějící
Poznámky prezentace
Eliminate source of sequencing errors:

Modified bases

Fluorescent bases

Laser detection

Enzymatic amplification cascades

Eliminate source of read length limitations:

Unnatural bases

Faulty synthesis

Slow cycle time

Delivers  highly uniform genome coverage 



PGM functions by delivering natural unmodified nucleotides one at a time over the surface of the chip



Because nucleotides are unmodified and detection does not require any additional enzyme cascades it eliminates many sources of error delivering long accurate reads with highly uniform genome coverage


lonTorrent polovodicove

sekvenovani

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

« DNA imobilizovana na mikrosféerach (emulzni
PCR)

« Kapacita zavisi na typu pouzitého
polovodicového chipu
— 10 — 65 miliénu
— 100 — 600 miliénu
— > 1000 miliénu



®)
lon PGM™ System

lon 314™ i3
Chip v2 mﬁé
lon 316™ =
Chipv2 Ras
lon 318 ™

Chip v2

Sequencmg Run Time

200-base 400-base 200-base 400-base
reads reads reads reads

2.3 hrs 3.7 hrs
3.0 hrs 4.9 hrs
4.4 hrs 7.3 hrs

Output*

30-50 Mb

300-600 Mb

600 Mb —
1Gb

60-100 Mb

600 Mb —
1 Gb

1.2-2 Gb

400-550
thousand

2-3 million

4-5.5 million


Předvádějící
Poznámky prezentace
With the addition of the Ion Proton Sequencer to our Product Portfolio, Ion is now able to offer a rapid benchtop sequencing that meets everyone’s needs.






lonTorrent Cip

lon-sensitive Iayer;—T

Proprietary lon séhhl:%" %
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lonTorrent - detekce

\/
oy
Sensing Layer .

Sensor Plate 0
.-21:].
0 2 a 4 5 8 T [
Tirma (8}
Drain Source To column e
Silicon Substrate receiver W e Flow gy Wae

Rothberg J.M. et al Nature doi:10.1038/nature10242

* Prima detekce iontu vodiku a konverze na
elektricky signal zpracovany Cipem


Předvádějící
Poznámky prezentace
Schematic representation of one microwell on the surface of a chip

High signal to noise

Enables high raw accuracy

One sensor per well per sequencing reaction







Orange circle is an Ion Sphere Particle onto which is clonally amplified the sequence fragment resulting from library preparation or amplicon PCR



Release of H+ ions as nucs incorporate generates a pH change inside the well which in turn causes charge accumulation in the Ion sensitive layer which then in turn causes a voltage increase mediated through the transistors directly underneath each well. Voltage signals are turned into base calls and output either as Ionograms (SFF files) or bases (FastQ) files 



Sample at variable frame rate across pre-wash, nuc-flow, and post-wash








lon Torrent polovodicove
sekvenovani

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

Minimalni delka sekvenacniho cteni

— V jedno smeéru: 400bp

— Obousmerné (Paired end)

— Podet vzorku analyzovanych v jednom béhu

— az 96 vzorku — pomoci oznaceni tzv. barkodem
Doba sekvenacni analyzy

— 2 - 3,5 hodiny — podle pouzitého Cipu



SOLID (Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection)

* Nova generace vysoce ucinného sekvenovani, dostupna
od 2008 (Applied Biosystems)
« Zalozena na kombinaci metod

— MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) [Brenner et al.,
2000]

— Multiplex Polony Sequencing [Shendure et al., 20095]

« Sekvencné specificka ligace oktamernich
oligonukleotidovych sond oznacCenych fluorescencnimi
barvivy

* Prumérna délka sekvenovaného useku je 30 az 40 bp
* Presnost vyssi nez 99,95 % na prvnich 25 bp



SOLID

* Priprava jednoho ze dvou typu
knihovhy DNA

— Fragmentova knihovna (fragment library)
— Parova knihovna (mate-paired library)

Fragmentova knithovna

sekvencovana DNA

Parova knithovnia

sekvencovana DNA sekvencovana DNA



LIBERARY PREFARATION

SOLID

+ Amplifikace knihovny
PCR v emulzi

DNA knihovny

Primery P1 a P2

magnetické kuliCky o velikosti 1 um vazajici DNA
DNA polymeraza a nukleotidy

OR

Polymerase

P1
Coupled
5



SOLID

« Amplifikovane templaty vazane na
kulickach
— Denaturace templatu vazanych na kuliCkach a
odseparovani nepouzitych kulicek



SOLID

* Modifikace 3'-koncu pro kovalentni vazbu na
skliCko pro sekvenovani

* Naneseni kulicek

— Sklicko je rozdéleno na pole umoznujici oddéleni
vzorku do jedné, Ctyf nebo osmi oblasti.

— KliCcovou vyhodou systému je moznost pripravy
sklicek s velmi vysokou hustotou kuliCek

*\WUJ

T

DEPOSITION

BEAD



SEQUENCING BY LIGATION / DATA ANALYSIS

SOLID

« Sekvenovani prostrednictvim ligace

) y—
Ligase = TN l2=2=2
+ s l

3

— : f G-G-n-n-n-z-z-z
(E —I-l-ﬁ% 53 [Cmfimfler=r]=g==F
Boad -5 LLLCE LTty
Adapter Sequence Template Sequence
Primer +
S TTTTTITTT e
Bead -5 IETIII||III|IIIIIIIIIII[IIIIIII
Adapter Sequence Template Sequence
_ Cleavage +
% 7 Primer 717
2 TTTTTTTT T s
Bead -5 ST
Adapter Sequence Template Sequence

G=C-n-n-n=z-z-z

3

3

7

e



Opakuje se nékolik cyklu (ligace, detekce, Stépeni); pocet cyklu urcuje

délku stanovené sekvence

Po nekolika cyklech (7) je prodlouzeny produkt odstranen a templat je
resetovan s primerem komplementarnim k pozici n-1,

— celkem je pouzito 5 primeru (n, n-1, n-2, n-3 a n-4)
— Kazda baze je integrovana ve dvou nezavislych ligacich s pouzitim dvou

[ o
1. Navazani primeru, ligace sondy
-P_D-I:I"'\_
i .
PRIMER. 1 \ m
Univerzalni primer (n} |AT %
7 |
I\'T" Y
Aclaptor P1 - Templdtova sekvence

2. Zachyceni obrazu

Fluorescence

g

(UL UL, 5

TA

3. Qdstépeni fluorescencni ¢astl sondy

*

HO
AT

T P
UL AN LA UL -
TA

5. Reset primeru

Wn.,.)(ml‘nhm,ﬂnm

Univerzalni primer in-1]
EY

TITTITITITIITITIY - 1. Razktipen
2. Reset primeru prodloudend sekvence

ARLLRLRR RN RN R NN LR R LY

6. Opakovani kroku 1 aZ 6 s nowwm primerem

}-h'é.zo\r'{r poguq

b
PRIMER 2 Z "!
-1 .\.
Univerzalni primer (n-1} Lh [ie] AA TA CC
¥ TTTTTTTITITTITITIY T TTITITETTITY
L ERRNNN NN RRRNRNRRRRRRRIRRRE
T GC TT AT GG

7. Opakovani celého cyklu s primeryn-2,n-3an-4



— Cteni sekvence

SOLI

@@WAC
CGTGiCm
O MmGT
Ok -
=D
% O«
OO
<O <0
O« <0
<0 — (<
CE- 48] Og
OF o0
— (0 < ]
(<O Q«
(O] <
@
O
O

2nd Base

e —_—
TuA' wm‘._
O @
288
@ @

< O 0O
. /

aseg 1s|

CA

Sequencing primer n-4 XX NNNXX

I T 1 |

CTACGTACAATTATGGTCTTGCGC

P1 Adapter




SOLID - Pravidla a desifrovani barevného kodu

Read Position |0 1|2|3|4|5|6| 7|88 [10{11/121314|15]16]17[18|19]20[21 [22]23 2425526 21(28|129 30%31 32(33{34|35)
3 Uniusgrsal seq primer (n)
T

5 Univer?‘slal seq primer (n-1)
TR

3 Uni\.rer;al seq primer (n-2)
TITITTINTITITITIT

Primer Round

Universal seq primer (n-3)
3 yrorrrrTTTTTT

B Universal seq primer (n-4]
ER

4 LI ] LR LR L]

oo oo ole ole

® |ndicates positions of interrogation Ligation Cycle Il 2 /& 4 B 6 W

DUAL INTERROGATION OF EACH BASE

Systém pracuje se 4 zakladnimi bazemi - A, C, G, T.

Zakladni barvy jsou oznaceny 0, 1, 2 a 3 (modra, zelena, Zluta a
cervena)

Dve odlisné dvojice bazi, které maji stejnou pocCatecCni bazi, se barvi
odliSnou barvou: barva (AC) # barva (AG)

Dvojice bazi, které jsou reverzni, se barvi stejnou barvou: barva
(AC) = barva (CA)

(Délgj)ice stejnych bazi se barvi stejnou barvou: barva (AA) = barva

Dvojice bazi, které jsou odliSné, ale maji stejnou druhou bazi, se
barvi odliSné: barva (AC) # barva (GC)



SOLIiD - paralelni analyza vice vzorku

SOLID vyuziva Sestnact ruznych ,kédu” (barcoding) pro
odliseni vzorku.

— Vazany na 3'-konec sekvence pomoci modifikovaného adaptoru
P2

— Podobna teplota Tm
— Nizké procento chyb
— Unikatni v barevném kodu

— Moznost souCasné analyzovat az 256 vzorku (pfi vyuziti dvou
sekvenacnich destiCek rozdélenych na osm poli).

— Metoda SOLID poskytuje 9000 Mbp béhem 5 dnu

Fragment Mate Pair _
— Barcode
P1_ Tag 1 . .a.'“oce P1— Tagl —» lag? PZ '
I :
Internal
Adaptor
2 separate ligation-based 3 separate ligation-based
sequencing reactions _ sequencing reactions

AGGTTCCGATACGGATTACCATGTG Barcode 1
AGGTTCCGATACGGATGACCATGTG Barcode 2



Technologie firmy lllumina/Solexa

Uvedena na trh 2006

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
mikrosférach

Dosahuje 99,9 % presnosti



lllumina/Solexa

« Priprava knihovny

— Nahodna fragmentace DNA na kratké useky
200 — 500 bp

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

— Navazani adaptori umoznuijicich kovalentni
vazbu na opticky transparentni povrch pro
sekvenovani

— Kazdy fragment je na povrchu uchycen
pouze jednim koncem, po pfidani enzymu
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 shlukd, ve kterych je :
dosazena znacna hustota, az 1000 kopii
fragmentu na um?2 povrchu

— Na celém povrchu je dosazeno hustoty i
deseti miliond shlukd na cm?



B

Bridge amplification:
initiation

PT BS

Template - ; :
Grafted flowcell Hybridization Initial extension Denaturation

On the surface: complementary oligos


Předvádějící
Poznámky prezentace
Itt meg nem szekvenalasi cellal szintetizalunk. Az uj szal kovalensen kapcsolodik az uveghez, az eredeti elvesz


annealing



Předvádějící
Poznámky prezentace
Itt meg mindig nem syekvenalunk, csak soxorositunk, linearisan


lllumina/Solexa

Prubéh sekvenacni reakce
Pridani primert ve smesi s DNA polymerazou a
fluorescencné znacenymi dNTP

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

Je tak zajisteno, Y e
Ze se retezec v
kazdem cyklu
prodlouzi prave

o jednu bazi.

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

—_——

[ itk




®

lllumina (Solexa)
sequencing

Mate-pair sequencing

Fragment DNA
Perform End Repair
Biotin Label
Size-Select DNA

Circularize DNA
Digest Linear DNA

Fragment Circularized DNA

Purify Biotinylated DNA
Perform End Repair

A-tail
Adapter Ligation

PCR Enrichment
Size-Select Library

Biotin Labelled Fragment

Circularized Fragment

Fragmented Circles

Purified Mate Pair Library
Fragments, Bound to
Streptavidin Beads

Mate Pair Library Fragments
with Cluster and Sequencing
Sites Attached

Mate Pair Library Fragments
with Cluster and Sequencing
Sites Attached


Předvádějící
Poznámky prezentace
Biotinnal fogjuk meg az ertekes reszt, TRUKKOS MODSZER MINDKET VEGEN VALO SZEKVENALASRA


lllumina/Solexa

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 casti

— Vzorky oznaeny pomoci dvanacti riznych oligonukleotidu
— Soucasneé lze analyzovat az 96 ruznych vzorku.

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

— Resekvenovani

— Sekvenovani RNA MiSeq

— Stanoveni metylaci




Sekvenovani treti generace

Analyza jedné molekuly
Potreba malého mnozstvi vzorku
Bez rizika kontaminace
Analyza jakékoli NK (DNA/RNA)

Analyza poskozenych NK (archaicke, muzejni,
forenzni)

Analyza DNA z nekultivovatelnych organismu
Absolutni kvantifikace



Sekvenovani treti generace - Helicos

Incorporate
single,

dye-labelled
nucleotides

Each cycle, N
add a :

different g
dye-labelled TS Top: CTAGTG
dNV Bottom: CAGCTA
Nucleotides flown
% sequentially

Wash, one-
]
colour imaging _§§

(Dark nucleotides :
incorporation not detected)

Cleave dye
and inhibiting
groups, cap,
wash

. L
Repeat cycles ~ ™ ¥




Sekvenovani treti generace — PacBio RS

Pacific Biosciences

4 nucleotides with different
fluorescent dye simultaneous
present

Single molecule
real-time sequencing

2-3 nucleotides/sec
2-3 Kb (up to 50) read length
6 TB data in 30 minutes

laser damages polymerase

.

lllumination

Emission

0 400-

g

-
o
o
-

E \'
Fluorescence
intensity (a.u.)

g 8

0- L T '
— 104.5 105.0 105.5 106.0 106.5 107.0 107.5 108.0 108.5
Time (s)
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