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NAMEN VAJE

V sklopu vaje se boste spoznali s teoretiCnimi osnovami
sekvenciranja nove generacije. V prakticnem delu se boste
spoznali s pripravo vzorcev in analizo podatkov na napravi
za doloCanje zaporedja GS Junior.



Sekvenciranje prve generacije

Sangerjeva metoda — sekvenciranje z zaustavitvijo verige z

dideoksinukleotidom, Frederick Sanger, 1977
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Viri slik: wikipedia; http://scilogs.be/starttoknow/index.php?op=ViewArticle&articleld=103&blogld=4; http://www.genomebc.ca/education/articles/sequencing/



Sekvenciranje naslednje generacije

Danes lahko sekvenciramo v eni analizi celoten Cloveski genom ali
genom katerega koli drugega zivega bitja. Lahko doloCimo zaporedje
vseh prepisov RNA, ki so v celici. V nekaj dneh na eno bazo natancno.

Vec fragmentom naenkrat paralelno doloCamo zaporedje, vendar so ti
med seboj prostorsko lo¢eni: na 20 um kroglicah v pikotitrski ploscici (454
sistem), 1um klonskih kroglicah (SOLID), na klonskih kolonijah pritrjenih

na podlago (HiSeq).

Poznamo drugo in tretjo generacijo:
Druga generacija s pomocjo PCR pomnozi DNA fragmente za
sekvenciranje. Pomnozevanje je nujno, da je signal fluorescence dovolj
velik, da ga zazna CCD kamera.

Tretja generacija sekvenciranja ne potrebuje pomnozevanje vzorca,
ampak prebere zaporedje ene izvorne DNA molekule.



Naslednja generacija sekvenciranja

Poznamo sekvenciranje:
S sintezo na kroglicah na pikotitrsk ploscici na sistemu 454 (GS
FLX Titanium XL+, GS FLX Titanium XLR70 in GS Junior) podjetja
Roche

S sintezo na pretocni celici (flow cell) na napravi HiSeq 2500q,
HiSeq X Ten, NextSeqg500 in MiSeq podjetja lllumina

Z ligacijo na kroglicah na napravi SOLID 5500x| podjetja Life
Technologies (Applied Biosystems); SOLID — Sequencing by
Oligonucleotid Ligation and Detection

S sintezo na kroglicah na lon Cipu na napravi lon Torrent (Life
Technologies) ; http://www.youtube.com/watch?v=MxkYa9XCvBQ



Tretja generacija sekvenciranja

Heliscope (tSMS, angl. »true single molecule sequencing«)
Priprava DNA knjiznice (fragmentacija DNA in dodajanje poliA repov)

Hibridizacija DNA fragmentov na poliT oligonukleotide, ki so pritrjeni na
pretoCno celico in ti s sintezo sekvencirajo paralelno. Sekvencira do 55 b.

SMRT (angl. »single molecule real time sequencer«)
Priprava DNA knjiznice s fragmentacijo.
Cip ima vec tiso¢ jamic, kjer je pritrjena DNA polimeraza in le ta prepisuje
DNA fragment s fluorescencno oznacenimi nukleotidi. Sekvencira daljSe
od 1000 baz.

RNAP (angl. » single molecule real time sequencer«)

RNA polimeraza je pritrjena na polistirensko kroglico in DNA fragment je
pritrjen na drugo kroglico, naprava meri razdaljo med kroglicama

»Nanopore« naprava za doloCanje zaporedja

DNA molekula potuje skozi alfa-hemolizin poro s ciklodekstrinom, kjer
nanj vezan nukleotid spremeni ionski tok skozi poro.



Aplikacije
DNA.

sekvenciranje genoma de novo: sestavljanje novih genomoy,

resekvenciranje genoma: ponovno sestavljanje genomov, detekcija
novih in pogostih razliCic, strukturne razliCice,

tarCno (re)sekvenciranje , sekvenciranje amplikonov — genaotipizacija,
sekvenciranje celotnega eksoma,

ChiP-Seq (kromatinska imunoprecipitacija): vezavna mesta TF,
metilirana DNA - Met-Seq: epigentika in struktura kromatina.

RNA:
sekvenciranje celotnega transkriptoma (RNA-Seq) in sestava de novo,
doloCevanije diferencno izrazenih genoy,
sekvenciranje kratkin RNA: miRNA in druge nekodirajoCe RNA.



Aplikacije

Metagenomi:

- genetski material kompleksnih vzorcev iz okolja

identifikacija vrst mikrorganizmov — biodiverziteta

Pridobimo zaporedja vseh genov vseh mikroorganizmov v vzorcu.

Mikrobiom Cloveka Cg
Biogorivo e
Ekosistemi — ekologija, varstvo okolja
Biotehnologija

eeenArcreceee |

Viri slik: wikipedia



Primerjava naprav za doloCevanje zaporedja

GS FLX

Hlumina

Hlumina

(Gb/d)

GS Junior ot/ 1K  HiSeq G Alle SOLiD4  SOLID PI
‘E:fd length 400 400/ 800 2x100  [2x100 — 2x150| 2x50 - 2x75 2x50
Accuracy >99.9% >99.9% 98% 98% 99.95+% 99.95+%
#reads/run | 100 000 1 000 000 550M 200M | 640M-24B| 640 M
Run time 10 h 10/16 h 8 d 10 d 16 d—-24 d 16 d
Yield/run 40Mb  |400/1,000 Mb 200 Gb 20 Gb 64-300 Gb 50 Gb
Throughput 0.08 0.8-1.0 25 2 4-23 7




Priprava vzorcev in sekvenciranje




|lzbor metode

|zbira metode sekvenciranja je odvisna od cilja raziskave!

Cilj in namen raziskave vplivata na odlocitve o:

vrsti vzorca (genomska DNA, eksomi, transkriptom, amplikoni,...),
globini sekvenciranja (10x — 300x),
Pripravi vzorcev za sekvenciranje: sekvenciranje samo z ene strani

(single-end), z obeh strani (paired-end), z ujemajocCimi konci (mate-
pair),...

|zbira naCina sekvenciranja: kratki — dolgi fragmenti (SNP,
insercije/delecije, procesiranje DNA, miRNA,...)

|zbira reagentov za lllumina

http://www.illumina.com/prebuilt/kit-selector/sequencing-sample-prep-kit-
selector.html?iframe



Globina sekvenciranja

Globina pomeni kolikokrat bo doloCen fragment DNA prebran med
sekvenciranjem.

Vecja globina = vecja statisticna mo¢/manjsi del DNA sekvenciran

Odvisna od vrste Studije in vrste vzorca (velikost genoma):
SNP v ¢loveskem genomu (pogost, redek) : 10 — 30 x
SNP v zarodni liniji (podedovan) : 50 x
SNP v somatski celici : 300x
transkriptom : odvisno od ravni izrazanja genov

Lander/Watermanova enacba:

C — globina

G — dolzina haploidnega genoma C =
L — dolzina branja

N - Stevilo bran;




Priprava vzorcev in sekvenciranje

Globlna pokntja

~ |TruSeq v3 Reagents (one flow cell)

~ [Clustersimm? (800K @85%PF)
- |%PF may vary based on library

680000 -

e Area of a lane (mm?)

o3|l =

Reads/lane

186,048000 -~

~ |Genome or region size (in bases)

3,000,0000000

Coverage

lotal number of cycles (e.g. 200 for ZxT00)

i Total output required (in bases)

Output/lane (bases/lane)

Number of lanes

e Mumber of samples/lane

T
200 =
90,000,000000
B
.




Globina vs dolzina

Cloveski genom je 3.000.000.000 baz (3 Gb) dolg.
Genom ima okoli 180.000 exonov, kar predstavlja 1% genoma.
Cloveski eksom je 30.000.000 baz (30 Mb) dolg.

V povprecCju sekvenciranje eksonov odkrije 12.000 razlicCic (okoli 10 %
je novih), sekvenciranje genoma pa okoli 5 milijonov razli€ic (le nekaj %
je novih).

Zato je sekvenciranje eksonov cenegjSe in lahko tudi dovolj informativno
za iskanje mutacij v genih, ki sodelujejo v razvoju bolezni in omogoca
natancnejse diagnoze pacientov.



Priprava vzorcev in sekvenciranje

Priprava vzorcev in sekvenciranje

Koraki skupni vsem aplikacijam druge generacije so:
1) priprava DNA knjiznice,

2) pomnozevanje s PCR,

3) CiSCenje in priprava za sekvenciranje,

4) sekvenciranje,

5) analiza podatkov.

Vzorci:
- DNA: genomska, plazmidna, amplikoni
- RNA: mRNA, miRNA, rRNA

Kvaliteta je zelo pomembna!!! (260/280, 260/230, stopnja razgrajenosti)

|zbira metode izolacije ima mocan ucinek na kvaliteto in kvantiteto
izolatal!



Priprava vzorcev in sekvenciranje

LELED " 4

1) Priprava DNA Kknijiznice

Intaktna genomska DNA (do 5 ug)
1) Fragmentacija

2) Poravnava visecCih koncev
3) Lepljenje adapterjev

4) Cis&enje fragmentov

5) Kratek PCR

6) lzolacija fragmentov doloCene
dolzine in CisCenje

7) Analiza kvalitete DNA knjiznice

Viri slik: http://users.ugent.be/~avierstr/nextgen/nextgen.html
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Priprava vzorcev in sekvenciranje

1) Priprava DNA Kknijiznice

1) Fragmentacija DNA Connect to

———p compressed air
Z nebulizacijo ali z

source
ultrazvokom (,sonication®) /—Clamp
nakljucno raztrgamo DNA na

razlicno dolge fragmente.

Nebulizacija: DNA raztopino
veckrat potisnemo skozi ozko
odprtino s pomocjo
stisnjenega zraka ali dusika.

Koliko odvisno od izbrane
tehnologije sekvenciranja:
lllumina < 800 bp, SOLID od DNA
100 do 250 bp,...

Viri slik: Roche



Priprava vzorcev in sekvenciranje

1) Priprava DNA knjiznice

2 — 3) Poravnava visecCih koncev in lepljenje adapterjev:

1. DNA je raztrgana in ima zato 5'-in 3'- viseCe konce, ki se poravnajo v
ravne konce in doda se dA rep.

2. Lepljenje dveh adapterjev z ligazo, vsakega na svoj konec:
454 sistem: adapter A in B, SOLID : adapter P1 in P2.

Fragment Library
# Sequemeupm?ﬁbpﬁemmmtn!ﬁhp#l # Sequence 5 or 10 bp

ead [ P1.T Adaptor DMNA Fragment Eﬂm P2 Adaptor

Mate-Paired Library

* Sequence up to 60 bp # Sequence up to 60 bp

ead ] P1-T Adaptor Mate Pair Tag m Mate Pair Tag P2-T Adaptor

Viri slik: SOLID



Priprava vzorcev in sekvenciranje

1) Priprava DNA Kknijiznice

4 — 6) Cidcenje in izolacija DNA
fragmentov doloCene dolzine

Kratek PCR, da namnozimo fragmente z

700bp
razlicnima adapterjema.
400bp we
Med ¢&is&enjem z magnetnimi kroglicami 300bp -
200bp - .
Agaroznem gelu 100bp @

- -




Priprava vzorcev in sekvenciranje

2) Pomnozevanje DNA knjiznice

Koraki pri pomnozevanju knjiznice DNA fragmentov:

1. DNA fragmenti se preko adapterjev vezejo na:
- kroglice (SOLID, Roche, lon Torrent), po en fragment na kroglico,
- preto¢no celico (flow cell) (lllumina).

2. PCR:
- Emulzijski na kroglicah (Roche, SOLID, lon Torrent)
- Na nosilcu preko mostu (llumina)

3. Cid&enje produktov
4. Priprava za sekvenciranje

Viri slik: Roche



Priprava vzorcev in sekvenciranje

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE

2. ATTACH DNA TO SURFACE

3. BRIDGE AMPLIFICATION

oo 00

y SBOOO 15 G0

&

g i
At 8 [1!

A 11

z 27 44 Lt
g = L
limdomly fragment genomic DNA

and Egate adapters to both ends of the

Bind single-stranded fragments randomly to Add unisbeled nudeotides and enzyme to
the inside surface of the flow cell channels.
fragments.
4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE
STRANDED

initiate solid-phase bridge amplification.
5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED
MOLECULES

6. COMPLETE AMPLIFICATION

The enzyme incorporates des to D stion leaves single-stranded
build double-stranded bridges on the sokd- templates anchored to the substrate.
phase substrate.

Several million dense dusters of double-
stranded DNA are generated in each channel
of the flow cell.

Viri slik: http://seganswers.com/forums/showthread.php?t=21, http://biosciences.exeter.ac.uk/facilities/sequencing/illumina/, lllumina



Sekvenciranje — detekcija fluorescence s
CCD kamero

454 sistem (Roche):

Pomnozeni DNA fragmenti so vezani na kroglice (eden na kroglico in
mesSanico teh nanesemo na pikotitrsko ploscico (picotiter plate).
Ploscica je iz zlepljenih opti¢nih viaken. Sledi doloCevanje zaporedja na
kroglicah s sintezo DNA verige.

SOLID:

Pomnozeni DNA fragmenti se vezejo na stekleni nosilec. Sledi
sekvenciranje z ligacijo oligonukleotida, detekcijo, odstranitvijo
produkta in lepljenjem novega oligonukleotida in ponavljanje ciklov.

Hlumina:

DNA fragmenti se pomnozijo na pretocni celici in na tej poteka tudi
sekvenciranje teh fragmentov preko sinteze.



Priprava vzorcev in sekvenciranje

(c) (d)

-
\‘ > S CTGGTATCTGCANTCGTTCAATACTGTCCTGCCGGAATGAAATTGTTCTGGA
\\ el ATCTGCGTTCG CCTGCCGGAATGAAATTGTTC
\\ S < S TCTGCGATCGTTCAAT TGCCGGAATGAAATIT'

~ TCTGCGTTCGTTC GTCCTGCCGGAATGAAATGG
\\ - \ CGTTCAATACTGTCCTGCCGGA
\\ - > ATCTGCGTTCGTTCAA CTGCCGGAATGAAATGGTTC
B, el Variant previously Novel variant
\ ¥ - recorded - known

> - SNP

Viri slik: http://bmb.oxfordjournals.org/content/early/2011/06/23/bmb.ldr029/F2.expansion.html



Priprava vzorcev in sekvenciranje

Sekvenciranje RNA

RNA:
- Kvaliteta:
- Cistost: 260/230 = 2,0-2,2; 260/280 = 2,
- RIN: od 7 do 10 (nad 8), vzorci naj varirajo znotraj 1 in 1,5 razreda.

- Kolicina: 25 ng mRNA ali 200 ng RNA brez rRNA ali do 4 ug totalne
RNA.

- Odstranitev DNA
- Odstranitev rRNA
- Obogatitev mRNA



Priprava vzorcev in sekvenciranje

RNA-Seq —priprava knjiznice

Koraki so:

1. Ce zagnes$ s totalno RNA, sledi najprej selekcija RNA s poli A
repi preko magnetnih kroglic (lllumina).

o Ce zacénes$ z RNA brez rRNA ali Ze izolirano mRNA, ni
selekcije.

Fragmentacija RNA, <D
Prepis v dvoverizno cDNA,

Na obe strani se doda A,
Lepljenje adapterjeyv,

PCR,
Kontrola knjiznice (velikost fragmentov, Cistost in koli€ina).

® N o o s W

Sekvenciranje



Priprava vzorcev in sekvenciranje

Mikrobiom

genomes in the microbiota

(raw sequences)
—————
f_— "'""--.._____
""--_r__-———t
=
__.__._.—-—-
targeted amplicon sequencing — . T
(eg 165 SS1UT rDNA) : :
obtain raw metagenomic sequences
search against references
to get identity of full genome identify fu fons
{eg through KEGG)

}

== s

of microbiota
identify metabolic potential
of microbiota

Viri slik: wikipedia



Priprava vzorcev in sekvenciranje

Tarcno resekvenciranje - eksom

Exon1 Exon2 Exon3 Exond4 Exon5 Exoné 1+ Fragment

& add linkers
R L LR L AR -. —-
Genomic DNA :
2. Hybridize (3 days)
3. Wash
4. Elute
Background DNA Target DNA

.H- L
LY. Q NimbleGen Sequence
Capture Array

(385,000 or 2.1 million probes)

- 5. LMPCR Amplification
e 6. qPCR assessment
|'|:'I|:I: |: |I: |-|||:| of capture success

7. Sequencing
8. Bioinformatics

Viri slik; Roche






Analiza podatkov

KoliCina podatkov — shranjevanje in analiza (terabiti)
Roche — 500 milijonov baz na analizo
lllumina — milijardo baz na analizo

Primer: SOLID — ena analiza = 90 do 200 gigabaz podatkov —
vzporejanje z refenCnim genomom: 4 h na 250 serverijih

Ogromna izbira programov in metod (preko 200)
Komercialni — enostavni za uporabo, podpora, dragi, ni izbire

Prosto dostopni - zahtevajo vecC bioinformatiCnega znanja (UNIX
programiranje), ni podpore, zastonj, ni omejitev v analizi



Analiza podatkov

Analiza podatkov - oblaki

Physical
transport
Of NGS data

Cloud compute nodes

Ethernet |

Next-Gen Virtual
Sequencer OSimage
Next Generation Cloud compute

Sequencing client

Virislike: Gullapalli R.R. et al., Next generation sequencing in clinical medicine: Challenges and lessons for pathology and biomedical informatics, 2012, J
Pathol Inform, 3:40.



Analiza podatkov

Vzporejanje odcitkov zaporedij

Genomska DNA

4

Fragmenti DNA

4

Vzporejanje na
referencni genom

@

‘ r

TGACATGTCGATCGATGCTGGATCGA

GACATG GATCGA GATCGA

GTCGAT GCTGGA
GACATG CGATGC GGATCG



Analiza podatkov

Koraki v analizi podatkov (iskanje razlicic)

Procesiranje slike in generiranje odCitkov zaporedja (reads)
Ocena kvalitete odCitkov zaporedja

Vzporeditev odCitkov zaporedja na referencni genom
|dentifikacija razliCic (variant)

Anotacija razliCic

Vizualizacija

@ OB O3 I

Pabinger S. et al., A survey of tools for variant analysis of next-generation
genome seqguencing data, 2013, Brief Bioinform, 21.

https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/ebi-next-generation-sequencing-
practical-course



Analiza podatkov

Computationally
intensive data analysis

Sequencing

Pass/Fail DNA Read De novo " Contigs in FASTA

Report (NGS) assembly format

Read ~ Reference MUIIpIE

Map Report ; Sequence
- mpmg Genome Alignment

QcC - e

) Variant BAM Phylogenetic
Metrics i

Calling creation tree inference

SNPs, CN sv/Large Indel Structural
changes Dataction Variant analysis
( | Database ) .
| storage Y

and archival

Struural
Variants

Cancer specific
Analysis?

Downstream Analysis

Viri slik: Gullapalli R.R. et al. 2012)



34

Analiza podatkov

INSTRUMENT VARIANT

CONTROL BASE CALLING

EXPERIMENTAL CLUSTER IMAGE CALLING FILE VARIANT

DESIGN GENERATION ANALYSIS Q-SCORING CONVERSION DEMULTIPLEXING ALIGNMENT COUNTING  VISUALIZATION
Design Studio
Experiment
Manager
cBot Control
MiSeqg Control/RTA
HiSeq Control/RTA
GA Sequencing Control
RTA
Sequencing Analysis
Viewer
Off-Line Basecaller
SOFTWARE Analysis Visual Controller
MiSeq Reporter
BaseSpace
CASAVA
HiSeqg Analysis Software
iGenomes

Komercialni programi podjetja lllumina

http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software.ilmn

VariantStudio
GenomeStudio

Amplicon
Viewer

beol2fasta




1) Ocena kvalitete

Ocena kvalitete odCitkov zaporedij. Ali smo dobili dovolj odCitkov
zaporedij v analizi? Ce ne, zavrnemo celotno analizo.

Potrebno je odstraniti odCitke, ki ne ustrezajo kriterijem. So verjetno
artefakti nastali med pripravo ali sekvenciranjem vzorca.

Potrebno je skrajsati oziroma odrezati dele odcCitkov, kjer branje ni veC
zanesljivo ali vsebuje zaporedje adapterja in drugih pomoznih
zaporedij.

Vsaka platforma ima svoje kriterije in programe, ki to omogocajo.
Obstajajo tudi neodvisni programi.



2) Vzporeditev odcitkov zaporedi

Problem: odkriti vir odcCitka zaporedja — ,paired-end” metoda je
pomembna sekvenciranje genoma ali eksonov.

Problem vzporeditve odcCitkov zaporedij, ki se ne vzporejajo dobro zaradi
na primer insercije/delecije, ki je ni v referenénem genomu; ponavljajocih
se zaporedij,... Taki odcitki so izloCeni iz nadaljnjih analiz — izgubljena
informacija.

Pomembna izbira referenCnega zaporedja:

UCSCS (University of Santa Cruz) — ENCODE — GRC (Genome Reference
Consortium)

Na voljo je vrsta programov vsak s svojim pristopom k poravnavi odcitkov.
Bowtie, BWA, SOAP, MAQ, mrFAST, Novoalign, SSAHA2, Stampy,...



Analiza podatkov

|dentifikacija, anotacija in vizualizacija razliCic

- Ali identificirajo zarodne razliCice

CRISP; GATTK, SAMtools, SNVer, VarScan 2,..
- Ali identificirajo somatske razliCice

GATK; SAMtools, SomaticSniper, VarScan 2, ...
- ldentifikacija CNV - razlika v Stevilu kopij

CNVnator, RDXplorer, CONTRA, ExomeCNYV,...
- Identifikacija SV — strukturnih razlicic

BreakDancer, Breakpointer, CLEVER,....

- Anotacija razliCic:
ANNOVAR, AnniTool, NGS-SNP, VARIANT, VEP,

- Vizualizacija razliCic:
Na spletnih straneh: Ensembl, USCS, VEGA,
Artemis, Integrative Genomics, Viewer,...



Analiza podatkov

Sestava zaporedij de novo

Sestava transkriptoma de novo
SOAPdennovo-Trans, Trinity, Cufflinks, Velvet/Oases,...

Sestava genoma de novo (velik ali mali genom, kratki ali dolgi
fragmenti)

Velvet, EULER, ABySS, SOPAdenovo, MIRAS3, CABOG,..
(reads — contigs - scaffolds)

Anotacija genov



Analiza podatkov

Analiza pri sekvenciranju RNA

RNA-Seq reads

= o 3 — ]
B2 5= R =

Align reads to
genome

- 03 e
O0————AOoOoOo0—4 o
0 00— OO0 080 r—s/aca,
| - o s s I s e i |
= L O0—— A COOOOoO0—— & o
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—
==
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Genome

Assemble transcripts
from spliced alignments

[ B0 ] More abundant
Ll ]

[ ==l ] Less abundant

Viri slik: http://mww.nature.com/nbt/journal/v28/n5/full/nbt0510-421.html

Assemble transcripts
de novo

5 otnd

Align transcripts
to genome
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Demonstracija: GS Junior

GS Junior

http://vimeo.com/24229714



http://vimeo.com/24229714

GS Junior

Pikotitrska plosSCa 1

Dolzina branja ~400 bp

- 85% vseh prebranih baz je iz produktov dolgih >400 bp

Ucinkovitost - 45% vsej prebranih baz je iz produktov dolgih >500 bp

Vseh prebranih baz ~35 Mb

Fragmentov na analizo | ~100,000 ,shot gun®, 70,000 amplikon

Q20 dolzine produktov je 400 baz (99% natancCnost pri

Nanchos 400. bazi in viSja za baze pred njo)
Cas analize 10 ur
Vzorci genomska DNA, PCR produkti (amplikoni) ali cDNA,...

Hkratno sekvenciranje |do 153 vzorcev




Demonstracija: GS Junior

Velikost genomov

P/Iants - Amphibians

bt E y Cartilaginous
C  Protists Insects fish Mammals
10 Gbl = / 1\
: N Y Reptllesl

1Gb

-, Birds
100 Mb Mollusks __Bony fish

10 Mb Fungi

1 Mb

100 Kb

«—Viruses
10 Kb

Genome size (number of base pairs per haploid genome)

1 Kb

© 2012 Pearson Education, Inc.

Vir slik: http://mww.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-18/CB18.html



GS Junior

Lahko sekvenciramo:
celotno genomsko DNA (virusi, bakterije, glive),

dele daljSih genomskih DNA (zivali, rastline) z namenom resekvenciranja,
PCR produkte (amplikone), BAC in cDNA oziroma transkriptom.

Aplikacije so:
Tarcno resekvenciranje: genotipizacija, detekcija redkih razlicic,
sekvenciranje posameznih genov ali podrocCij genoma.

Sekvenciranje genoma: sekvenciramo SNPs, insercije, delecije,

genomske regije, Cista genomska DNA bakterij, rastlin, zivali, gliv, virusov,
BAC ali katerekoli drugega vira DNA.

Metagenomika: diverziteta mikrobnih zdruzb.
Sekvenciranje transkriptoma: novi transkripti in isoforme.




Metode priprave DNA knjiznice

Pristopi k pripravi knjiznice za sekvenciranje so:
»Shot gun«: dolge odseke DNA fragmentiramo v naklju¢no dolge

fragmente, jim nalepimo posebne adapterje in jim preberemo
zaporedje; poseben program jih sestavi v pravo zaporedje.

Amplikoni: na PCR produkt ligiramo adapterje ali pa uporabimo
dolge oligonukleotide, ki imajo poleg specificnega zaporedja tudi
adapter.

»Paired end«: genomsko DNA fragmentiramo v 20, 8 ali 3 kb dolge
fragmente, na konce nalepimo adapterje in jih zlepimo v krog. Krozna
DNA je fragmentirana in fragmenti z adapterji so izolirani in
sekvencirani.

cDNA knjiznica: RNA se fragmentira in nato prepiSe v cDNA s
pomocjo nakljucnih zacetnih oligonukleotidov, doda se druga veriga,
adapterji in sledi sekvenciranije.



|zbira metode - pokritost

S katero metodo bomo sekvencirali je odvisno od tega kaj zelimo
detektirati. Primer je resekvenciranje doloCenega gena in iskanje SNP.

Poznati moramo ali je sprememba zaporedja redka ali pogosta
oziroma ali je somatskega izvora ali podedovana kaijti to vpliva na
pokritje/globino sekvenciranje, ki jo moramo imeti v analizi, da jo bomo
lahko identificirali.

Primer je sprememba zaporedja, ki je prisotna smo v 1% celic, kar
pomeni, da jo bomo na 5000 odcitkov prebrali samo 50x. To pomeni,
da lahko samo 14 vzorcev hkrati analiziramo.

Naslednji primer je detekcija heterozigota, kjer potrebujemo 40x
pokritje, da bomo imeli 99,9-odstotno verjetnost, da ga bomo
detektirali.

V eni analizi dobimo 70.000 odcCitkov, kar pomeni, da z 40x pokritjiem
lahko preberemo 1750 amplikonov dolgih 400 bp hkrati.

Spoznali se bomo s tarCnim resekvenciranjem gena z amplikoni.



|lzbor metode

Prvi korak je izbor metode priprave PCR produktov In
nacina sekvenciranja.

Odlociti se morate ali boste dodajali adapter in MID med
pomnozevanjem produkta in sta ti zaporedji del zaCcetnega
oligonukleotida ali pa boste prilepili adapter, KEY in MID na PCR
produkte po pomnozevanju.

Pomembno je tudi vedeti ali zelite sekvencirati kratke (pod 800 bp) ali
dolge PCR produkte (nad 1500 bp) ali zelite sekvenco prebrati z obeh
verig ali samo z ene.

Primer: kratki PCR produkti (od 400 do 500 bp), kjer zelimo prebrati
DNA z obeh strani in kjer boste dodali adapter in MID med
pomnozevanjem z vgnezdenim PCR.



Demonstracija: GS Junior

Priprava vzorcev (2-3 dni)

PCR s
specificnimi
fuzijskimi

oligonukleotidi

4 \

Cis¢enje PCR

produktov

Kvantifikacija
PCR produktov

Cidcenje
produktov na
kroglicah

Emulzijski PCR
na kroglicah

Ekvimolarna
mesSanica PCR
produktov

Kvantifikacija
produktov

Priprava
mesanice za
sekvenciranje

Nanos na

pikotitrsko

ploscico in
sekvenciranje



Demonstracija: GS Junior

Priprava PCR produktov s specificnimi

fuzijskimi zaCetnimi oligonukleotidi

PCR reakcija s ,FastStart High Fidelty® PCR sistemom:

- Vsebuje ,FastStart” DNA polimerazo in termostabilen protein za
kontrolno branje.

Velikost PCR produktov mora biti med 200 in 600 bp

5 ng genomske oziroma morajo biti do 150 bp razlicno dolgi.
DNA

3 o

1. PCR - N

[~ 454 adapter A
100-1000x l -
keyrwln u\'\“’h

2. Vgnezdeni PCR [i)

W MID
U«;\N key

454 adapterB ™ |

Vir slik: Lewinska M, seminar 2012



Demonstracija: GS Junior

Fuzijski zacetni oligonukleotidi

454 ADAPTER - KEY — MID(multiplex identifier) — specificno zaporedje

Smerni zacCetni oligonukleotid (Primer A-Key):
5'-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA-TCAG-MID-{specificno zaporedje}-3’

Protismerni zaCetni oligonukletoid (Primer B-Key):

5-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC-TCAG-MID-{specificno zaporedje}-3’

ID MID Sequence ID MID Sequence
MID1 ACGAGTGCGT MID8 CTCGCGTGTC
MID2 ACGCTCGACA MID9 TAGTATCAGC
MID3 AGACGCACTC MID10 TCTCTATGCG
MID4 AGCACTGTAG MID11 TGATACGTCT
MID5S ATCAGACACG MID12 TACTGAGCTA
MID6 ATATCGCGAG MID13 CATAGTAGTG
MID7 CGTGTCTCTA MID14 CGAGAGATAC




Demonstracija: GS Junior

Hkratno sekvenciranje vzorcev

Jan

12 different samples
uniquely labeled

with MIDs Samples combined

for emPCR and

sequencing

Sample-specific data
deconvoluted
bioinformatically

wmé

Vir slik: Roche




Demonstracija: GS Junior

Cis¢enje PCR produktov

Agencourt
¢ AMPure XP Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer  Transfer
F.2 7 @t "M -
W ey v
v A Lo & '
& o 2 -
- : Magnet 4 Magnet Magnit
S - - —
I 2 3 4
K & En PCR produkt = ena PCR

reakcija = eno CiSCenje

)

iSCenje odstrani vse fragmente
pod 200 bp.

Viri slik: https://lwww.beckmancoulter.com/wsrportal/bibliography?docname=AMPureXPvsAMPure.pdf, Roche



Demonstracija: GS Junior

Kvantifikacija PCR produktov

- S PicoGreen reagentom na Nanodrop ND-3000

= PicoGreen - dsDNA

| — - -
File Edit Configuration Standard Curves Help Figure 2 = dSDNA speclﬁclty
Measure Re-blank Print Screen View Valid User Default
Exit
L Blank | Print Report | Show Report| Standard Curve | " 13/01/2014 1108 X <o
e TYN A Ex=480nm
Lid ] ) \ A
Method |PicuGreen - dsDNA Source I Blue Measuremgn‘[ Type
Sample | Standards | c
o
- p—
w
Load 1 to 2 ul of your sample and click the measure button. %2}
o —
Sample EX2 E
1950.0~ ID [«F)
18000 Dilution Factor 100 &
1600.0 /TN [
\ / \ Sample# 30 ]
1400.0 &)
VAN 4
1200.0
Y AN =
- 1000.0 o)
: \ =
a00.0 \ T8
£00.0

A0 \ Actual Gain A RFU

: )
\ 668 525 17179 500 600 700
200.0
0.0 \ FAutD Gain Wavelength (nm)
T A e N RRUSSEam] _1717.9 Fluorescence enhancement of the PicoGreen* Quantitation
Wavelength nm nimi 514 Reagent upon binding dsDNA, ssDNA and RNA.
26.0F0522

Virislik: http://www:.lifetechnologies.com/order/catalog/product/P11496



Demonstracija: GS Junior

Priprava mesanice PCR produktov

- lzraCunate koncentracijo PCR produktov v molekul/pl.

Molekul (koncentracija vzorca ﬁ—‘?] ¥ 6,022 * 1023)

ul (656,6 * 10° * dolzina amplikona [bp])

- Pripravite meSanico vseh PCR produktoy, ki jin boste hkrati
sekvencirali : 1x10° molekul/ul v TE pufru.

- Preverite Cistost/dolzino produktov na s High Sensitivity DNA chip na
Agilent Bioanalizator 2001.



Demonstracija: GS Junior

: 000 — =——
Kvaliteta PCR produktov —
100 — ——
O — ——
[FU]_ Loy — —— |
40— —
300 1] 1 P
200 —
200 — ——
100 — 150 —
ﬂ [ o —
0
m 1T 1T 1T T T T 1T 1T TT1T 11 35— ——
35 150 300 500 1000 [bp]
L 1
Region table for sample 1 : sample 1
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/pl] [pmol/I]

200 1,000  557.9 93 464 2.4 414.74 1,354.4{



Demonstracija: GS Junior

PCR na kroglicah v emulziji voda-olje

1) Pripravimo dve encimski
mesanici (A in B), dve mesanici
kroglic (A in B) in dve redcCitvi
knjiznice PCR produktov.

2) PCR produkte redcite In
dodajte toliko v mesanico, da
boste dobili razmerje dve
molekuli na kroglico.

3) Vse skupaj zmesate in
napravite emulzijo s posebno
napravo.

Viri slik: Roche
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ena kroglica

Mikroreaktorji v emulziji (10%/ml)

~ en DNA fragment

Viri slik: Roche



Demonstracija: GS Junior

Izolacija kroglic s pomnozenimi fragmenti

i | 1 ‘

& o = =,
Bt == )2 =
B - —

&

Viri slik: Roche



Demonstracija: GS Junior

Izolacija kroglic s pomnozenimi fragments

Odstranitev ostankov PCR
reagentov

Obogatitev kroglic z DNA
fragmenti

Prileganje oligonukleotidov
za sekvenciranje

Kvantifikacija kroglic

Viri slik: Roche



Kvantifikacija kroglic

v

2 milijona kroglic ~—

500,000 kroglic

Za sekvenciranje potrebujete 500.000 kroglic.
Ce jih je ve& (do 2 milijona oziroma do zgornje meje), se preostanek kroglic spravi.
Ce je manj kot 500.000, jih lahko spravite.
Ce jih je vet kot 2 milijona, zavrzite!

Viri slik: Roche



Demonstracija: GS Junior

Priprava GS Junior naprave

Viri slik: Roche

& Cis&enje

I

,Priming*

l

o

Sekvenciranje

~

/ 1




Demonstracija: GS Junior

Sestava naprave za nanos kroglic

Viri slik: Roche



Demonstracija: GS Junior

Priprava pikotitrske ploscCice

Plast  Vrstakroglic

kroglic

Plast 1 kroglice z encimi (pre)

Plast 2 pakirne kroglice in
kroglice z DNA

Plast 3 kroglice z encimi (post)

Plast 4 Kroglice z ppiazo

Viri slik: Roche




Demonstracija: GS Junior

A'ER "4

Pikotitrska ploscCica

Pakirna kroglica

Kroglica z DNA
(0,8 pm)

(20 um)

Kroglica z encimi
(2,8 um) —

Viri slik: Roche



Demonstracija: GS Junior

Vrata kamere, Kjer je pikotitrska ploscCica

Viri slik: Roche



Demonstracija: GS Junior

Sekvenciranje s
sintezo

Signal image

lucdenn

Viri slik: Roche Ltght + oxy luciferin



Demonstracija: GS Junior

Analiza podatkov

'“.‘ \

PIXﬁl-lével ‘data reduction
Well detectm

Viri slik: Roche



Programi

»

G5 Junior Sequencer

L L

]
35 Run Browser

G5 Amplicon Variant

Analyzer

- _a

G5 De Novo
Assembler

AR

G5 Reference
Mapper

GS Junior Sequencer
GS Run Processor

GS Run Browser

GS Reporter
GS De Novo Assembler
GS Reference Mapper

GS Amplicon Variant
Analyzer (AVA)

Upravljanje z napravo, pridobivanje slik

Procesiranje slik in procesiranje signala
(.cwf in .sff)

Vizualizacija rezultatov, upravljanje
programov

lzvoz rezultatov v drugih formatih
Sestavi nove genome.

Vzporedi zaporedja z referencnim
genomom in poisS¢e SNP, insercije,
delecije in strukturne spremembe
Vzporedi PCR produkte na izbrano

referencno zaporedje, detektira in
kvantificira znane in nove razliCice



Demonstracija: GS Junior

Analiza podatkov

Data Flow For Image
Processing

Image

Processing scnpt

Data Flow For Signal

Processing

Signal

Processing script

dataRunParams parse

PIF Images

imagelog parse

H‘E-HE parer

CWF Files
gsRunProcessor CWF Fles gsRunProcessor
SFF Fles

.,

gsRunProcessorlog
gsRunProcessor_er log

1

Mapper

gsRunProcessor log Aesembier/
gsRunProcessor_er.log AVA

AML
FASTA fnalqual
45400 bicsy

wells f legacy
Field Run report

Viri slik: Roche




Procesiranje sighala

GS Run Processor

Procesira slike: normalizacija in subtrakcija ozadja, detekcija aktivnih
jamic in ustvari .cwf datoteke (composite wells format).

Procesira signal in naredi .sff (standard flowgram format).
SFF datoteke potrebujejo nadaljnji programi.
CWEF spremeni GS Reporter v druge formate (FASTA,...).

Procesiranje signala:

Ostrani se signal iz jamic, kjer je zaporedje prekratko (short), sta dva
ali veC fragmentov (mixed), ni signala (empty).

Odreze se dele zaporedja, kjer je kvaliteta preslaba in odreze se
dodana zaporedja adapterjev, MID,..

Normalizira se za ucinkovitost inkorporacije nukleotidov, motnje
sighala med jamicami, napake pri dovajanju reagentov za sintezo,
popravek ozadja,...).

Prebere se zaporedje.



_fullPre

Control DF

=

Open

®

About




Demonstracija: GS Junior

o, GS Run Browser =S

&% CS Run Processor data set: D_2013_03_27_17_05_14_JROS110684_fullProcessingAmplicons

Overview Wells Signals | Reads | Comtrol DNA Filters Adaptor Match
Read Attributes —————————————— @
@ Read Length — 5.000 Mumber Of Library Reads
' Base Contribution
 Base Quality a 4.500 -
Well Categoriess ————————
@ TCAG (Librany) @ I 5
() CATG (Control-Type [y
(1 ATGC (Control-Type II) 3,500 4
3,000 A
2,500 A
2,000 A
1,500 A
1,000 A
00 4
o - T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 &00 /50 700 750 800 §50 %00 S50 1,000 1,100
Fead Length, Region Total
TCAC (Librarng Fegion
@ 1 Total
0 Raw Wells 236,249 236,249
>30 /O Key Pass Wells 212,598 212,598

Fassed Filter Wells 72,895 72,895
>7OOOO Total Bases 29,921,526 (29,921,526

Awerage Read Length 410.47 410.47
Length 5td Dewviation 93.83

Longest Read Length 1,195 1,195
Shortest Read Length 43 43
Median Fead Length 437.0 437.0

Modal FEead Length 411.0 411.0




Demonstracija: GS Junior

Normaliziran ,Flowgram" signala

Inkorporacija nukleotidov je normalizirana tako, da signal 1,0 pomeni en
nukleotid, 2,0 dva, itd.

-

4-mer
-]

3-mer < |
2-mer <- i

1-mer <* [

Viri slik: Roche

| bacgbhacobhogbacghac ghac gh acghac gh acgbacgbacgbacgba yhﬁ:gb-:w-:gb-::ﬂ?ﬂ:gbl:g'hwb cgbacghacobac gbl:gb.:ﬂ:.:gb.:ﬂ:.:g’b e e e
A ADO1O010 PLILAIZFOZ100 010010011 1001 100010 100101 1100 X0 001002 Z 100 100100 FIOXys0ZZZ0O1I010Z 0001l 100X F10AO010Z 000100 100L I0X0 100 W11 1102

Key sequence = TCAG for signal calibration



Demonstracija: GS Junior

G5 Amplicon Variant Analyzer

Froject Mame: Training_&vA_project

Location: Jhome/adminrig/Desktop/Training_AVA_project
Overview [ Project [ | Computations [ | Variants [ Global Align Consensus Align Flowgrams
Variants

: EX] Anja Ela Emila Cregor Jaroslaw Krystyna Marjan Monilka Fol Tanja |
Alignment Read Type —J|CF51 2903:T/- 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.0=
® Consensus CYP51 L1787:G/T | 100.00 100.00 0.00 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.00 | +61.11 0.
2 individual ollcrrse 23809:C/T [+ 75.51 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | +7551 0.00 0.00 0.00 0.
Show valuas CYP51 27481:G/C | 100.00 100.00 0.00 35.96 0.00 56.18 41.56 0.00 28.24 0.00 0.
® Combined i CYPS1 27607:T/C | 100.00 100.00 0.00 35.96 0.00 56.18 41.56 0.00 ~41.18 0.00 Q.
) Forward + reverse
1 All three

[ 5show denominators

Filter values
Min =  0.00 %
Max = 100.00 %

Apply min/max % to

® Forward or reverse
) Forward and reverse
1 Available data

[ Combined also

Variant status

[] Compact takle

Mo
Variants To Load

Variants:
Samples:
Meet filter:




Demonstracija: GS Junior

Analiza najdenih razli€ic:
1

2
3.
4

GS Amplicon Variant Analyzer (AVA)

Sample_2

0.59

0.00

e ]

0.35

Exon-8

49.53

0.00

0.00

|lzvozite zaporedje v FASTA formatu.
Blast zaporedja v Genome Browser.

Preverite ali je razliCica v podatkovnih zbirkah: spletna stran Ensembl.

\

20% > heterozigot > 80%

A

homozigot

Kako razliCica vpliva na aminokislinkso sestavo in delovanje proteina

uporabite progrma SIFT in PolyPhen.

Statisticna analiza.



Razprava

Razprava

1. Kako potrdimo rezultate (nov SNP) pridobljene s
sekvenciranjem nove generacije?

2. Kaksne probleme imamo pri iskanju novih vrst in kako
bi jih resili?



Literatura
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Next-generation sequencing for dummies:
http://users.ugent.be/~avierstr/nextgen/Next generation sequencing w
eb.pdf

nttp://seqanswers.com/ - forum z odgovori

Chandra Shekhar Pareek et al., Sequencing technologies and genome
sequencing, 2011, J Appl Genetics, 52, 413-435.
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http://www.illumina.com/applications/sequencing.ilmn

http://www.lifetechnologies.com/us/en/homellife-
science/sequencing.html
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