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Technologie sekvenovani

» Sekvenovani (sequencing) stanoveni
poradi nukleotidu v molekule DNA -
primarni struktura




Dlvody FreSeni genomovych projektu

Genomika modelovych organismu (de novo sekvenovani)

Analyza mutaci a SNP, vyzkum genetickych onemocnéni
(resekvenovani genomd, varianty sekvenci, sequence
capture)

Diagnostika a identifikace (de novo sekvenovani a
resekvenovani)

Metagenomika (16S rRNA, celé metagenomy)

DNA metylacni studie (medip-seq, bisulfite treated DNA, ONT)
Analyza transkriptomu (RNAseq), diferencialni exprese
Analyza malych RNA: miRNAs, siRNA, piRNA, (small RNA seq)

CHIP-seq (Chromatin imunoprecipitation sequencing)



Techniky sekvenovani

» Klasicke techniky:

— Chemicka (Maxamova-Gilbertova)
+ Jiz se nepouziva

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

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

, lonTorrent,
lllumina, SoLiD

* Metody sekvenovani treti generace
— PacBio, NanoPore



Princip sekvenacnich metod

» Klasické sekvenovani kapilarni elektroforézou
— Vyzaduje velky pocet kopii vstupniho materialu DNA
jako templatu ve formé jednoretézcu, abychom zachytili
signal
« Sekvenovani nové generace

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

« Sekvenovani treti generace

— Jako templat slouzi jedina molekula. Nevyuziva
amplifikace za u€elem zvyseni signalu, produkuje dlouha
cteni



Projekt

Vybér platformy

A 4

Priprava knihovny

A 4

Sekvenovani

A 4

Kontrola kvality

/\

Alignment

Assembly

v

Vizualizace a analyza
* Normalizace, srovnani knihoven
* Hledani gen0, variant, vazebnych mist, ...
e Diferencialni analyza, exprese, metabolomika, ....




Bioinformaticke zpracovani

Basecalling

o o

jl> Trimming,
selection

Validation <

Graphic

visualization

i Assembly
Pipeline (automated
processing)

i Polishing
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Cloned genomes

Multiple genormes are sheared
into variable sized segments

Unordered sequenced
SEQIMEnts

Computational autemated
assembly

Resulting overdapping sequence
segments. [The higher the
coverage the better the quality
of the sequencing.

\ ATGTTCCGATTA

TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAANTATA

—
—
A

—

Overlapping sequence segments
ATGTTCCGATTA TTTCATICAGTAAAAGGAGGAAATATAA | combiteed ta corstroct th
genome consensus,
B
—_ \\
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
segments, (The

higher the coverage the better

the quality of the sequencing.

Owerlapping Lequences
segments combined (o condtruct
the genome consensus,

Celogenomove
shotgun (nahodné)
sekvenovani

Versus

postupné shot-gun
sekvenovani
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Technické pozadavky pro uspesné
stanoveni sekvence

Fragmentace DNA
zajistit dostatecné pokryti pri cteni genomu
Priprava knihovny pro sekvenovani
molekuly s presné definovanymi konci
* s mistem pro vazbu primeru
e s koncovou znackou
Priprava variant fragmentu (ssDNA) lisicich se svou délkou o

jeden nukleotid
e Syntéza
e Degradace

Detekce variant fragmentu
e Pfesna separace na zakladé jejich délky
e Detekce koncové baze po jejim pfipojeni
e Kontinualni Cteni



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 - dideoxynukleosidtrifostat (ddNTP).

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

Reakce obsahuje:

*molekulu DNA

*znaCeny primer pri pojujici se k ¢asti molekuly DNA (misto odkud zaCiname
stanovovat sekvenci)

*smés obsahujici 4 normalni nukleotidy

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

*DNA polymerazu

4. Denaturace produktu

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

6. Detekce fragmentu, 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

H
_~7 HO H
re akC e Nucleotide will >
join on here at
3' position

break this bond




Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy

AGCCT
TCGGA

AGCCTGGCGACCATCGT

AGCCTGGCGACCATCGT
TCGGACCGCTGGTAGCA



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



TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTAG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG



Enzymova metoda sekvenovani DNA (Sanger)

(A) deoxyribonukleosidtrifosfat dideoxyribonukleosidtrifosfat

5 5
EEE—0—C¢H, o CEEE—0—CH, o

3' OH
je mozno prodlouzit retézec na 3' -konci neni mozno prodlouzZit fetézec na 3' -konci
(B) normaélni prekursory c malé mnozZstvi jednoho

deoxyribonukleosidtri- - AJCG —— dideoxyribonukleosidtrifosfatu

fosfatd (dATP, dCTP, TA TGTCT (ddATP)
dGTP, dTTP) AATCGA
a ACTC VA T
TGgcT
] ] ] vzacna inkorporace
oligonukleotidovy primer dideoxyribonukleosidtrifosfatu
pro DNA-polymerazu DNA-polymerazou zastavi dalsi
& rGist molekuly DNA
GCTACCTGCATGGA
* CGATGGACGTACCTTTGAAGCG I
3 5'

jednoretézcova DNA,
které bude sekvenovana

RDNASeguencing.mov




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

oznaceny primerI

5' (GCAT 3 jednoretézcova
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' pNA
+ nadbytek dATP
dTTP
dCTP
dGTP
+ ddATP +ddTTP + ddCTP + ddGTP
+ DNA-polymeraza + DNA-polymeraza y + DNA-polymeraza + DNA-polymeraza
‘GCAT A GCAT AT IGEATIATGTC ‘GCAT ATG
'GCAT ATGTCA GCAT ATGT 'GCAT ATGTCAGTC |GCAT ATGTCAG

IGCAT ATGTCAGTCCA [GCATIATGTCAGT [GCAT|ATGTCAGTCC [GCAT! ATGTCAGTCCAG

| T/

5]

seq4.mov

Obraz autoradiogramu ze
sekvenaéniho gelu
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Automatické sekvenovani DNA

e Je variantou Sangerova enzymového
sekvenovani DNA

e Knihovnu tvori

* Klonované fragmenty v plazmidovych vektorech
* Produkty PCR

e Syntéza DNA probiha v jedné reakeci
e Ke znaceni produktu se pouzivaji Ctyrmi
ruznymi fluorescenc¢nimi znackami oznacené
® primery
e dideoxyribonukleotidy



Strategie barevnych terminatoru

asymetricka PCR

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY
PRIMERU Enzyme, dNTPs,
—— /\ dye-labeled terminators ®
“ ." . A C O
L n ® A C C[G]O
N - ACCGT®
GIO ACCGTA®
T® ACCGTA[T@®




Princip detekce produktu

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

vyhodnocuje sekvenci.

cACEGcATcGAAATTAACTTCEAAAGTTAAEETTGG

L

DETEKTOR

\

Fragmenty
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Geneticky
analyzator
ABIl 3100

Soustava Viyhfivana deska
kapilar

Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku



Priprava knihovny pro nahodné
sekvenovani genomu

* Pri nahodném sekvenovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihnanim 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?*.



g Izolace DNA

Vektor

Priprava knihovny pro Sangerovo sekvenovani

Fragmentace 1300 — 2000 bp




Metody sekvenovani noveé generace
(next generation sequencing, NGS)

LiSi se v provedeni a chemii Clonal Reaction
Amplification Output
V Zékladu se pOdObajI' Vv Pyrosequencing PCR Lumi
s s 4t s o v stis o Roche/454 —> EFR ——> tuminescence \
sekvenovani tisicu az milionu
klonalne amplifikovanych molekul Sequencingby Ligation | __, epcR _, fluorescence | SENA/Noise
. ’ , y Life Tech/SOLID Conversion
(masivni paralelni sekvenovani) S
hA Y I I H+ lon Generation —_ e —_— ange
Pr0b|ha VyVOJ teChn|k Life Tech/lon Torrent PCR PH Chang Sequence
— Vice ¢&teni
— DelSi ¢teni Reversible Dye Terminators J

. —p Cluster —» Fluorescence
lllumina

— RychlejSi sekvenovani

— NizSi cena
Nové aplikace v klinické oblasti, * Sekvenovani treti generace
vt leso i , viis voo s * Pacific Biosciences
VyVoOj k'}u Clle.rlyC’h na urC|tevca,St| * Oxford Nanophore Technologies
genomu (dediCna onemocneéni «  Helicos Biosciences
nadorova onemocneéni, *  NABsys
metagenomika, 16S rRNA) * VisiGen Biotechnologies




Vyvoj technik sekvenovani

Nanopore sequencing family

lon torrent PGM

lllumina GA
Sanger sequencing

2005 2006 2007 2010

Maxam-Gilbert sequencing

454 Pyrosequencing

ABI's SoLiD system

PacBio Sequel System

Life 2022, 12(1), 30; https://doi.org/10.3390/life12010030


https://doi.org/10.3390/life12010030

Metody pripravy knihovny

* Fragmentace DNA na uniformni delku
« Enzymaticka
» Fyzikalni (sonikace, nebulizace, Hydroshear)

« Ligace 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)



Selekce fragmentu podle velikostsi
« E-gel Systéem

-

Well raw for
library recovery

4k
o of e

Unligated lon
adaptors

« Selekce pomoci magnetickych kulicek

A Add
v
SPRIselect Size Selection Separation Ethanol Wash Elution Buffer Transfer
100-200 bp 200-500 bp 250-350 bp
size selection size selection size selection
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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 PE, MP

Mate pair (MP) reads <€ > MP




Hloubka sekvenovani (pokryti)

Coverage (pokryti) = (pocCet ziskanych cteni x
prumérna deélka cCteni)/velikost genomu

Fragment 2000 bazi sestavime z 8 Cteni o délce
500 bp -> 8x500/2000 = 2

Priklad 1: Ziskali jsme 10° &teni s technologii
lontorrent, velikost genomu je 3 Mb. Jake je
pokryti?

Priklad 2: Sekvenator lllumina poskytuje 200
milionu Cteni. Kolik genomu o velikosti 5 Mb mohu
osekvenovat s pouzitim chemie poskytujici Cteni o
délce 150 nt, abych ziskal pokryti 50x?



lon Torrent polovodicove
sekvenovani

* Nastupce pyrosekvenovani (454-sekvenovani)

* prvnim platforma, ktera 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.




Uvolneni vodiku v nepufrujicich podminkacn

4dNTPs

5!’ _E.l' 5!’ 3.!'
TN IR .' 3 5’
dNTPs
o
Example: Primer 5
e —
P or

G

X [ © 6 "M

2 Heg
-.ﬁ_
2H

e e e
Template



Priprava knihovny pri emulzni PCR

« Priprava jednoretézcové DNA knihovny

— UmozZznuje zpracovat ruzné typy vzorku
« genomové DNA
» produkty PCR
« klonované DNA
— Frakcionace dlouhych usekt na 300- az 500-bp
dlouhé fragmenty
— Vazba dvou adaptort specifickych pro 3’- a 5’-
konce na kazdy fragment
» Adaptor A obsahuje vazebné misto pro primer

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

@

2
. \@

¢
)6

i




Klonalni amplifikace knihovny

— emulzni PCR, amplifikacni reagencie ve
smesi voda-ole] — mikroreaktory
obsahuijici jedinou kuliCku 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 polovodiCcove

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 nukleotidd) 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




Micro-machined wells

ion torrent
e




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 smeru: 400bp

— Obousmerné (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
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«% Aplikace Mista Systém @; o [

Project:

stafal [Cenomic]

Location: /home/LMDM /Flocha/analyza/Stafal

Overview

Project

Farameters

Result files Alignment results

Allgnment &Variant Calling

o) =8 [

GS De novo Assembler

Ready for analysis

Flowgrams

Ct, 24. kvéten, 15:47

ig A
Sanig ElzeiE Contig: contigd0001 - 20 149 bp.
contig000o2 18 049 - it
contig00003 14 160 Base e rg S e S @
Contig0n004 11926 = R By
contig00005 8637 contig00001 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00006 7 994 HKGIEBFO1ENSSE TCTTCTC
. HKEIEBFOLARRSN TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AG
contigbooov? £8l6 HKETERFOLAIMAY TCTTCTCCTAAMAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT
Contig00008 £ 697 HKETEBFO1BRKX2 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGGGTTTTTTACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATC
Contigooog 1476 HKEIEBFOLASTHI TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTA
. HKEIEBFOLAHUAL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00010 3326 HKGTEBFOLASEQP TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00011 3095 HKG IEBFOLBKMTX TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig00012 3014 HKEIEBFOLAVLTS TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATAT
, HKETEBFO1BIYBL TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGGGTTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACT
contig00013 2722 HKEIEBFO1BBYUP TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00014 2 690 HKGTEBFOLATGAG TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contigd0015 TILE HKETEBFOLAWTYG TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
. HKGIEBFO1B1IER TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contigoo1e 2329 HKETEBFOLAYVIH TCTTCTCCTAAMAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00017 2 191 HKGIEBFO1BN288 TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig000 18 5036 HKEIEBFO1BG5KY TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
. HKGIEEFO1BIFOR TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACAT-CAGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00019 1499 HKGIEBFO1B04U2 TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACAT-CAGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contig00020 1352 HKGIEBFO1A39]2 TCTTCTCCTAAAAACCCCTAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contig0002 1 RTEE HKETEBFO1BS0DE TCTTCTCCTAAAAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
. HKGIEBFO1BPQRL TCTTCTCCTAAAAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
contigo0022 1050 HKETEBFO1BBGED TCTTCTCCTAAMAACCC -TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
CoNtig0002 3 1016 HKETEBFO1B1KOS TCTTCTCCTAARAACCC-TAAAGTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
Contigo0024 048 HKGIEBFOLAXRBZ AAAA-CCC-TAA-GTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
e = HKEIEBFOLAGETL AAAA-CCC-TAA-GTATCAAGG-TTTTT-ACAAACCTCTACATT-AGG-AAGTTAACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
HK6 LEBFO1BWHEV TTT---ACAAACCTCTACATT -AGGTAAGT -AACCGAAAGGTTCTATACTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
HKEIEBFOLAVZRG CTAGAATCTGTATATAAACTATTTGT
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Technologie firmy lllumina/Solexa

Uvedena na trh 2006
Prosla radou inovaci, zejména delky cteni

Masivni paralelni sekvenovani (,,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 koncu a vytvoreni 1 nt A-pfesahu
na 3’-konci (T4 DNA polymeraza, Klenow a |
polynukleotid-kinaza T4)

— Navazani adaptortd umoznujicich kovalentni +
vazbu na opticky transparentni povrch pro T,
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 — - |
dosazZena znacna hustota, az 1000 kopii ] i
fragmentu na yum?2 povrchu

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



Bridge amplification:
initiation

2T S

Template Initial extension Denaturation
Grafted flowcell hybridization

On the surface: complementary oligos



1° cycle 1% cycle 1* cycle
denaturation annealing extension

274 cycle
annealing




lllumina

Prabéh sekvenacni reakce

Pridani primeru ve smési s DNA polymerazou a
fluorescencné znacenymi dNTP

Nukleotidy jsou na 3'-konci modifikovany tak, ze

umoznuji reverzibilni ukonceni prodluzu1|C|ho se
retezce DNA

Je tak zajisteno, B ——
ze se retezec v

kazdem cyklu .
prodlouzi prave |
0 jednu bazi.

Po zachyceni obrazu

pripojené baze |
nasleduje
odblokovani 3'-konce

e




lllumina

Délka ¢tenych useku:
— HiSeq: 75 ntor 150 nt
— MiSeq: 300 nt
— NextSeq: 2 x 150 nt

Mnohonasobné pokryti sekvence (30 x — 100 x)

Moznost mnohonasobného sekvenovani
— Soucasné Ize analyzovat az 96 ruznych vzorku.

Produkuje desitky az stovky Gb za 1 beh (2-8d
Aplikace

— Resekvenovani
— Sekvenovani RNA
— Stanoveni metylaci

NextSeq



Specifika pripravy knihoven pro RNA-seq
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Sekvenovani treti generace

Analyza jedné molekuly

Potreba maleho mnozstvi vzorku

Bez rizika kontaminace

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

Analyza poskozenych NK (archaicke, muzejni,
forenzni)

Analyza DNA z nekultivovatelnych organismu
Absolutni kvantifikace



PacBio

Kruznicoveé kontinualni sekvenovani (Single Molecule
Real Time Sequencing — SMRT)

Templat obsahuje dvouretézcovou oblast (inzert) na
obou koncich uzavrenou jednoretéezcovymi
vlasenkovymi smyckami

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

Polymeraza prodluzuje primer z jedné vlasenkové
struktury vyuziva jedno viakno DNA jako templat a druhé
vytésnuje

Kdyz se polymeraza dostane zpet k 5’konci primeru,
zacne vytlaCovat jiz nasyntetizovany retezec a pokracuje
v syntéze DNA

Vysledna sekvence je odvozena z obou viaken



PFiprava knlhovny pro PacBio
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Template Preparation =

DNA Sample
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Repair
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P 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
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Technologie NanoPore

Vyuziva mereni elektrického potencialu pri
pruchodu DNA pres membranu (1995)

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 vodivem roztoku

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

DNA DOUBLE
HELIX

o e

© A flow of ions through
the pore creates a current.
Each base blocks the

(1] One protein tlow to a different degree,
ani:\psr;?e altering the current.
ix into

two strands. TGATATIGCTTTTGATGECE

e Asecond

protein creates

a pore in the

membrane

and holds

an "adapter”

S © The adapter molecule
keeps bases in place long
enough for them to be
identified electronically.

https://nanoporetech.com/support/how-it-works
a al -

Residual pore
current (pA)

1 A T AT AA CoC TCACCLLTC TGCA T c Tk

304 30.6 308 30 7.2
Time (s}



Flowcell -
MinlON

- 2048 jamek s poéry (zaruka na min. 800 funkcnich nanopdra)
- 512 kanall (ASIC obsahuje 1 zesilovac€ signdlu na 4 jamky)
- Cteni vidy jen z jedné jamky, po nastavenych intervalech se stridaji (tzv.

remux)

odpadove porty

nanaseni vzorku

port pro nanaseni
vzorku

g Cip senzoru musi byt neustale zaplaven
priming port pufrem vneseni bubliny nebo odsati
pufru vede k nevratnému poskozeni
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Srovnani sekvenacnich metod



Srovnani metod pro sekvenovani

Metoda Priprava knihovny

Klasické | Maxam-Gilbert (chemicka) | Radioaktivné znacené ssDNA

Sanger (enzymova) Inzerty v plazmidovych
vektorech / produkty PCR
NGS 454 (pyrosekvenovani) Emulzni PCR
PolovodiCové (lonTorrent) | Emulzni PCR
lllumina Polony PCR
Solid Emulzni PCR + imobilizace
Treti PacBio Ligace adaptort se smyckou
generace Nanopore Ligace adaptoru + molekularni
motor

Helicos Ligace adaptoru




Srovnani metod pro sekvenovani

Metoda Princip reakce

Klasické | Maxam-Gilbert (chemicka) | Degradace chemickymi Cinidly

Sanger (enzymova) Syntéza DNA polymerazou s
terminatory, elektroforéza

NGS 454 (pyrosekvenovani) Syntéza DNA polymerazou,
detekce pyrofosfatu (PP)

Polovodi¢ové (lonTorrent) | Syntéza DNA polymerazou,

detekce H*
lllumina Syntéza DNA polymerazou s
reverzibilnimi terminatory
Solid Série ligaci sond + posun ramce
Treti PacBio Syntéza DNA polymerazou
generace Nanopore Méfeni zmén el. potencialu pfi
pruchodu inertni membranou
Helicos Syntéza DNA polymerazou s

reverzibilnimi terminatory




Srovnani metod pro sekvenovani

Metoda Délka Cteni
Klasické | Maxam-Gilbert (chemicka) | 150 — 300 nt
Sanger (enzymova) 600 — 1200 nt
NGS 454 (pyrosekvenovani) 500 nt
Polovodicové (lonTorrent) | 400 nt
lllumina 1% 300 nt, 2x 150 nt, 2x 75 nt
Solid 30 — 40 nt
Treti PacBio 10 — 15 kb
generace Nanopore > 10 kb
Helicos 200 nt




Srovnani metod pro sekvenovani

Metoda Usporadani
Klasické | Maxam-Gilbert (chemicka) | Single read
Sanger (enzymova) Single read, Pair-end read
NGS 454 (pyrosekvenovani) Single read, Pair-end read
Polovodicové (lonTorrent) | Single read, Pair-end read
lllumina Single read, Mate-pair read
Solid Mate-pair read
Treti PacBio Single read
generace Nanopore Single read
Helicos Single read
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