Next Generation Sequencjing
— Sekwencjonowanie XXI
wielu



* Sekwencjonowanie pierwszej generacji (Sangera)
* NGS (obecnie)

* Druga generacja metod sekwencjonowania
* Sekwencjonowanierownolegte (rownoczesne) wielu fragmentéw
e Ultra high-throughput sequencing (wysoka przepustowos¢)

* Co przyniesie przysztosc?
* Wyzwanhia zwigzane z analizg danych NGS



Sekwencjonowanie pierwszej generacii
(metoda Sangera)
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Jay Shendure & Hanlee Ji, Nature Biotechnology 26, 1135 - 1145 (2008)



Metoda cyklicznych — macierzy (NGS)

DNA fragmentation
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In vitro adaptor ligation

* Ligowane sg adaptory (o znanej sekwencji)

* Tworzenie macierzy z bibliotekom klonow
| fragmentow DNA (kilka roznych protokotéw)

* Cykliczna reakcja polimeryzacji z
wykorzystaniem znakowanych nukleotydéw
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* Automatyczne sczytanie wynikéw poprzez
Gyclc ey sequencing cykliczng analize obrazu macierzy
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Jay Shendure & Hanlee Ji, Nature Biotechnology 26, 1135

- 1145 (2008)



Dostepne platformy NGS

* lllumina/Solexa
 ABI SOLID
* Roche 454

 Polonator

* HeliScope



PCR w kropli

Fragmenty z adaptoramisg amplifikowane (PCR w kropli wody w
oleju).

Jeden starter jest przyczepiony do powierzchni kropli.

Uzywany przez 454, Polonatori SOLID.

Rothberg and Leomon Nat Biotechnol. 2008
Shendure and Ji Nat Biotechnol. 2008




454 Seqguencin Statystyki-

e odczytaj dtugosci 200-300 pz

* problem dokfadnosciz
homopolimerami

e 400 000 odczytow na run

* kosztuje 60 USD za Mb (1
000 000 pz)
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Bridge PCR
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* Fragmenty DNA ligowane s3 do adaptorow na macierzy szklanej

* Macierz zawiera dwa typy czasteczek ktore sg komplementarne do obydwu
adaptorow prztagczonych do fragmentu DNA

* Amplifikacja cykliczna (PCR) — Brideg PCR
* Powstajg klastry — grupy klonow wyjsciowych fragmentow DNA
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* Wykorzystywana przez lllumina/Solexa



Sekwencjonowanie przez synteze

Clusters

W kazdym runie kilkadziesigt
miliondw dwunicowego DNA jest
generowanych w kazdym kanale
,flow-cel”

http://www.illumina.com/pages.iimn?ID=203



Sekwencjonowanie przez synteze

W pierwszej rundzie
sekwencjonowania dodawane s3a:
Startery, polimerazai 4 typy
nukleotydéw wyznakowanych
fluorescencyjnie
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Sekwencjonowanie przez synteze

Yo Q.

1. Robione jest
zdjecie po
pierwszym cyklu

2. Fluorochromy sg
usuwane

3. Usuwane sg blokery
reakcji na koncu 3’




Sekwencjonowanie przez synteze
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Odczyty powtarzane sg w cyklach,
aby okresli¢ sekwencje catego
fragmentu DNA




Statystyki:
odczytaj dtugosci do 36 pz
wskazniki btedow 1-1,5%
kilka milionéw ,,clastrow" na sciezke (8 sciezek
na ptytke)
kosztowaé 2 USD za Mb (1 000 000 pz)

http://seq.molbiol.ru/



Konwencjonalne sekwencjonowanie

* Pozwala na sekwencjonowanie fragmentow do 1000 pz, z
doktadnoscig 99,999%. Koszty sekwencjonowania metodg Sanger w

ujeciu sekwencjonowania genomu metoda ,strzelby genowej”
wynoszg ok 0,50 S za kbp (1000 pz).



JakoscC sekwencii

* W wiekszosci przypadkow jakos¢ odczytu jest najnizsza na koncach, a
nalwyzsza w rejonie srodkowym odczytywanej sekwencji
* Wykorzystanie miary jakosci sekwencji (specjalna jednostka)
e "Przycinanie" odczytow
e Usuwanie koncow niskiej jakosci
* Oznaczanie konsensusu podczas sktadania sekwencji
e variant calling” — detekcja mutacji SNP
* Ogolnie rzecz biorgc, nowsze podejscia dajg wieksze ilosci sekwencji,
ktore sg krotsze i majg nizszg jakosc

* Sekwencjonowanie nowej generacji ma wspotczynnik btedu okoto 1% lub
wiecej



Phred Quality Score — jednostka ,jakosci”
sekwencj

q=-10log,,(p)

* p = prawdopodobienstwo btednego odczytu zasady

* Jezeli p = 0.01 (1% szans na btad) to g wynosi 20

* Jezeli p = 0.00001 (doktadnos¢ 99.999%) to g wynosi 50

* Wartosci Phred (q) sg zaokraglane do najblizszej liczby catkowitej



Gtowne czynniki obnizajgce jakoscC
odczytow




Porownanie istniejgcych metod

Feature generation Sequencing by synthesis

454 Emulsion PCR Polymerase (pyrosequencing)

Solexa Bridge PCR Polymerase (reversible terminators)
SOLID Emulsion PCR Ligase (octamers with two-base encoding)
Polonator Emulsion PCR Ligase (nonamers)

HeliScope Single molecule Polymerase (asynchronous extensions)

Cost per Cost per 1° error

megabase instrument Paired ends? modality  Read-length
~$60 $500,000 Yes Indel 250 bp
~$2 $430,000 Yes Subst. 36 bp
~$2 $591,000 Yes Subst. 35 bp
~$1 $155,000 Yes Subst. 13 bp
~$1 $1,350,000 Yes Del 30 bp

Jay Shendure & Hanlee Ji, Nature Biotechnology 26, 1135 - 1145 (2008)



Ditugosci odczytow | parowanie (pair-edn)
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* Krotkie odczyty sg problematyczne, poniewaz krotkie sekwencje moga
mapowac sie w wielu miejscach

* Rozwigzanie #1 sekwencjonowac diuzsze fragmenty
* Rozwigzanie #2 sekwencjonowac dwa konce dtuzszej czgsteczki



Sekwencjonowanie trzeciej generacjl

* Sekwencjonowanie pojedynczej czasteczki
* Sekwencjonowanie bez amplifikacji DNA
* Helicos HeliScope
* Pacific Biosciences SMRT

e Dtuzsze odczyty
* Roche/454 > 400bp
* [llumina/Solexa > 150bp
 Pacific Bioscience > 1000 bp i pojedyncza czgsteczka



Zastosowanie NGS

* Sekwencjonowanie genomow

* Targetowe resekwencjonowanie fragmentéw genomow
* Genotypowanie

* RNAseq

* Analizy metylacji DNA



Wyzwania w analizie danych

* Wyznaczanie zasad (base calling)
* Mapowanie do genomu referencyjnego

* Asambling de novo (sktadanie genomu de novo)



