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Nobelova cena za chemii (1958) — amino acid sequence of insulin
Nobelova cena za chemii(1980) — dideoxy method of DNA sequencing

Frederick Sanger (13. 8. 1918 — 19. 11. 2013)

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR (December 1977). "DNA sequencing with
chain-terminating inhibitors". Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74 (12): 5463-7.



Historicky prvni metoda: 1975 - Sanger and Coulson — Plus-minus sekvenovani

(4 plus reakce (1 dNTP) a 4 minus reakce (3 dalSi dNTPs), restrikéni fragmenty pouzity jako
primery pro elongaci DNA polymerazou I. Elfo detekce, ve kterych plus a minus reakcich doslo k
zabudovani.

— metoda pouzita pro sekvenovani 5,386 nt genomu - jednovlaknové DNA bakteriofaga ¢X174

Chemické sekvenovani / Maxam-Gilbertovo sekvenovani (Nobelova cena 1980)

1976-1977- Allan Maxam and Walter Gilbert (Maxam AM, Gilbert W (Feb 1977). "A new method for
sequencing DNA". Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74 (2): 560-4).

1) radioaktivni znac€eni na 5‘ konci DNA (typicky pomoci kinazy s pouzitim gama-32P ATP) a
purifikace fragmentu DNA, ktery se ma sekvenovat .

2) Chemické pasobeni vytvari zlomy v malé frakci u jedné nebo dvou bazi ze 4, v kazdé se 4
reakci: (G, A+G, C, C+T).

puriny (A+G) se depurinuji s pouzitim kyseliny mravenci,

guaniny (G) (a castecné i adeniny) se methyluji dimethylsulfatem

pyrimidiny (C+T) — baze se odstépuji hydrazinem.

Pridavek soli (NaCl) k hydrazinu inhibuje methylaci thyminu, reakce je pak specificka pro C.
3) Modifikované DNA jsou pak Stépeny v horkém piperidinu v pozici modifikované baze. Tim
se vytvari soubor znacenych fragmentd od znaceného konce az po prvni Stépeni v kazdé
molekule.

4) Fragmenty z jednotlivych reakci jsou naneseny na elfo vedle sebe v denaturujicim PAGE pro
separaci podle velikosti. Vizualizace pomoci autoradiografie (rtg film)



Maxam-Gilbert sequencing
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Sangerovo sekvenovani (Chain-termination seq., dideoxy-seq.)

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR (December 1977). "DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors". Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74 (12): 5463—7. (Nobel Prize 1980)
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- Pozadavky: ss- (tepelné denaturovana) templatova DNA, DNA primer, DNA polymeraza,
normalni deoxynukleosidtrifosfaty (ANTPs) a modifikované nukleotidy (dideoxyNTPs, ddNTPs)
které terminuji prodluzovani fetézce DNA.

- Vzorek DNA se rozdéli na 4 oddélené sekvenacni reakce, obsahujici vSechny 4 standardni
deoxynukleotidy (dATP, dGTP, dCTP and dTTP) a DNA polymerazu. Do kazdé reakce se prida
jen 1 ze 4 ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP, or ddTTP) jako terminacni, postrada 3'-OH skupinu
nezbytnou pro vznik fosfodiesterové vazby mezi dvéma nukleotidy, ¢imz ukondi prodluzovani
retézce DNA, vznikaji fragmenty rtizné délky (koncici ale v dané reakci vidy stejnym dNTP).

- Nové syntetizované a znacené retézce jsou tepelné denaturovany a separovany podle
velikosti (s rozliSenim 1 nt) gelovou elektroforézou na denaturujicim polyakrylamidovém
gelu s mocovinou. Kazda ze 4 reakci bézi ve své draze (drahy A, T, G, C);

- prouzky DNA se vizualizuji autoradiograficky. DNA sekvenci Ize Cist pfimo z rtg filmu (v
klasické verzi)



u='E,_'i' 1 Jedna ze 4 sekvenacnich reakci

IIJ—IJ—l] 0 BASE dideoxy nucleotide
O 0o

H H
DHA
AATCTGGGCTACTCGGGCEGT

DHA POLYMERASE CGCA
+ 4 dNTP LABELED
+ ddATP pelelabg@ PRIMER

AGCLC GCGT
(i)

ATGAGCC GCGT
11

IEAEEEEATEAEEE GCGT

18 AGACCCGATGAGCC GCGT

- Na obrazku vpravo byl rtg film exponovan na gelu. Tmavé prouzky
odpovidaji fragmentum DNA ruznych délek. Tmavy prouzek v draze
odpovida fragmentu DNA, ktery vznikl terminaci retézce po
zabudovani ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, or ddTTP). Vzajemna
poloha ruznych prouzki mezi 4 drahami se pak pouzije ke Cteni
sekvence DNA (zdola nahoru).
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(A) Initiation of strand synthesis

Primer
5' m— 3' Template DNA
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(B) A dideoxynucleotide
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(C) Strand synthesis terminates when a ddNTP is added
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Figure 4.2 Genomes 4 (© Garland Science 2018)
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(A) Capillary gel

- Capillary,
50-80 cm
in length
Gel,
0.1 mm
diameter

Figure 4.1 Genomes 4 (© Garland Science 2018)

(B)

Electrophoresis of chain-terminated
DNA molecules

Load molecules to the top of the capillary

Molecules become
separated
according to length

Longest

Shortest



(A) ddA . ddC ‘ ddNTPs — each with a
ddT . ddG . different fluorescent label

Sequencing reactions,
fractionation of products

— ddT ‘

e ddA .

s ddA ‘

T ddG. M =) |maging system
mesn ddC @)  Detector

m ddC @

e ddG .

v

Fluorescent bands
move past the detector

(B)
CACCGCATCGAAATTAACTTCCAAAGTTAAGCTTGG

|

10 20 30
Figure 4.3 Genomes 4 (© Garland Science 2018)



(A) Forward, reverse, and internal primers

3' =IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII PR R R DAAES R AR R I NASARE R

5' @

Forward sequence Reverse sequence

Internal primer
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Internal sequence

(B) Universal primer
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1-—_— 5
Vector DNA Insert DNA

Figure 4.5 Genomes 4 (© Garland Science 2018)



ACCATCGTAGCTTCAGTATGTATGTACTAG
ATGTTTGTAGCTAGGATCGTAGCTACC

TTTGTAGCTAGGATCGTAGCTACCATCGTAGCTT
TTGTAGCTTCAGTATGTATGTACTAG

GGATCGTAGCTACCATCGTAGCTTCAGT
ATGTTTGTAGCTAGGATCGTA

ATGTTTGTAGCTAGGATCGTAGCTACCATCGTAGCTTCAGTATGTATGTACTAG

Figure 4.6 Genomes 4 (© Garland Science 2018)

Read 1
Read 2
Read 3
Read 4
Read 5
Read 6

Deduced sequence



Obecna sekvenacni strategie v 90. letech (pred nastupem NGS a TGS)

DNA extraction

1

DNA fragmentation

Clone into Vectors

o)

Sequence the library

Pro vétsi genomy je tieba (kvUli usnadnéni
sestavovani vyslednych kontigl) nejprve
klonovat vétsi fragmenty do vektord s vysokou
kapacitou (YAC, BAC), a teprve jejich inzerty
rozklonovat do béznych plazmidovych
vektort s kapacitou 2-3 kb vhodnych pro ¢teni
Snagerovym sekvenovanim.

U velmi velkych, zejména polyploidnich
rostlinnych genom{ (napf. pSenice) se ukazalo
jako vyhodné pro tvorbu BAC knihoven vyuzit
specifické (pritokovym tfidénym izolované)
chromozomy. Sekvenovani chromozom-
specifickych knihoven snizilo komplexitu
problému a odstranilo problém s prislusnosti
sekvence na konkrétni chromozom. (Jaroslav
Dolezel, UEB AVCR Olomouc).

| potom je ale extrémné obtizné spravné
sestavit oblasti vysoce repetitivni DNA (naptf.
centromery, rDNA). To umoznily aZ techniky
TGS (viz dale).



@ Haemophis Prvni sekvence celého genomu — bakterie Haemophilus
influenzae — 1.83 Mb

(tym J. C. Ventera - The Institute for Genome Research (TIGR),
Science, 1995)

l Extract DNA

| R Dulezité rysy:
D —— f 1. Zacina se z nahodnych fragmentt (neni zapotiebi pfedbézna
- E— O S — DNA fragments . y
s o - s g oSS genetickd mapa)

— - 2. Nasleduje ¢teni koncovych sekvenci fragmentu
o i A 3. S vyuzitim softwarovych nastroji (TIGR assembler), jsou tisice

LANE 1: Sonicated H. influenzae DNA fragmentu porovnavany, klastrovany a skladany na zakladé shod do
el kontigu pro sestaveni celého genomu (contigs). Nejvice informativni
a neopakujici se sekvence jsou identifikovany nejdfiv, repetitivni
& — fragmenty jsou porovnavany nasledné. DelSi fragmenty pomohly

'] By seradit nékte’ré Orepetitivm’ a téméF’ id’entické §ekvence. Mensi

D re—— mezery, které zustaly po zpracovani pomoci TIGR assembleru byly

—— . 1.6-2.0kb pak doplnény pomoci jinych — pomocnych- strategii.

l Prepare a clone library

N Pro sekvenovani eukaryotickych genomu bylo nutné pred klonovani
S do plazmidovych vektor (s kapacitou cca 2 kb, tedy vhodnych pro
samotné sekvenovani pomoci Sangerovy metody) klonovani vétsich
fragmentt do vektor( typu YAC nebo BAC (kapacita 2Mb, resp. 100
kb). Teprve jejich inzerty se subklonuji do plazmidovych vektor( —
snadnéjsi sestavovani genomu z vétsich kusu.

Pro velmi velké genomy (psSenice — 15 Gb) strategie chromozom-
specifickych knihoven (J. Dolezel).

- - -74-

End-sequences

Construct sequence
contigs

Figure 4.17 Genomes 4 (© Garland Science 2018)



Projekt sekvenovani lidského genomu - HUGO

1983 — zacatek mapovani lidského genomu (Laborator Los Alamos a Laborator Lawrence
Livermora

1987 — vyvinuty kvasinkové arteficialni chromozomy (YAC — yeast artificial chromosomes),
klonovaci kapacita az 2 Mb

HUGO (HUman Genome Organisation) — zalozena 1988

1990 - zahajeni projektu mapovani lidského genomu - U.S. Department of Energy (méli zajem
sledovat vliv zareni na lidskou populaci) a National Institute of Health U.S.). Byly pripraveny
umélé bakterialni chromozomy, tzv. BAC, které umoznuji klonovat dlouhé useky DNA (cca
100 kb) - sice niZsi kapacita neZ YAC, ale pohodIné&jsi prace

1996 - zverejnéna kompletni geneticka mapa mysi domaci (Mus musculus), byl sekvenovan
kompletni genom Saccharomyces cerevisiae a prvni archaebakterie Metanococcus jannaschi

1998 - soukroma spolecnost Celera Genomics se rozhodla také sekvenovat lidsky genom

2001 - zverejnéna 1. verze sekvence lidského genomu obéma paralelnimi projekty, HUGO -
cca. 3 miliardy dolard, Celera vystacila s €astkou 10x nizsi



Next generation
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Obecné pristupy k imobilizaci a amplifikaci fragmentl genomové DNA pro NGS

(A) Glass slide method - : EI A 1 :
3 PCR products =8 - -1 -

" EEFEEE rx - EEEE

- - e = - — = = = - -

(B) Metallic bead method

PCR
o— —

PCR products

Figure 4.10 Genomes 4 (© Garland Science 2018)



Obecné pristupy k amplifikaci fragmenti genomové DNA pro NGS

(A) Attachment to beads by streptavidin—biotin linkages (B) Beads in water droplets in an oil emulsion
Bead Water droplet Bead and attached DNA fragment
> )
AAREERRREER R R ERRRERRERERRERER R RN R EEREN /O
OIL /
Streptavidin—biotin \ / EMULSION ©
) o / o
" i
A S s /
< \

Figure 4.9 Genomes 4 (© Garland Science 2018)



SOLID sekvenovani (ukonceno) — technologie vypracovana jako prvni NGS technika

(prvni MPSS na trhu). Vzhledem k velmi kratkym ¢tenim vSak nenasla takové rozsiteni, jako po ni
pyrosekvenovani a pozdéji lllumina. Vypracovala vSak koncept NGS pfistupl pouzivany i v jinych platformach
(pFiprava knihovny — ligace adaptort, emulzni PCR na kuli¢kach, imobilizace...)

SOLID technologie (Applied Biosystems) vyuziva jako jedina k sekvenovani ligaci.

Priprava NGS knihovny z

XS e , fragmentu DNA
2 oy =
NS
. Emulzni PCR na
S0 S Y kuliCkach, modifikace
g RS ‘ad templatové DNA na
[ Tty ol 3’konci pro pfipojeni na
| 4 § .
e i < sklicka
e 5 Naneseni kulicek s
by LCE 2 W W e modifikovanou DNA na
o, 2N 3’konci na sklitko



Ligase J , + +
* Prmer 9 + i By A 3._',} =1 '-
I’;'ﬂ-l—n-”TI— 0
Baad -5’ LT SIRRRRNRRNNY

Adapter Sequence Templzte Sequence
7))
A
=) ’ Prmer +
2 © TTETTT ] Coteropevess
R ST
= Adapter Sequence Templzte Sequence
S Cleavage +
= & Prmer ~
E ST
- ‘MHJHJ_HU.H.!HHHl ;

Adapter Sequence

SEQUE

Sekvenovani ligaci

lemplzte Sequence

1. Primery hybridizuji k P1 adaptoroveé sekvenci na kulickach s templatovou DNA.
2. Sada Ctyr fluorescencné znacenych dvoj-bazovych sond soutézi o ligaci k sekvenacnimu
primeru. Specifita dvoj-bazové sondy je docilena zkouSenim kazdé 1. a 2. baze v kazdé

ligaCni reakci.

3. Opakovaneé cykly ligace, detekce a Stépeni se délaji v pocCtu, ktery urCuje potfebnou délku

Cteni.

4. Po dokonceni ligacnich cykll je extendovany produkt odstranén a na templat se hybridizuje
primer komplementarni k n-1 pozici na druhé kolo ligacnich cyklu.



Princip:

5-mer oligonucleotides
[Sussm
—— ==
N N
Primer
Sl”-l3l
IR RRRRRNRORENRORRNRNRD

3 . 5

First oligonucleotide
hybridizes and is
i—

ligated to primer

3 e 5

hybridizes and is

Second oligonucleotide
ligated

3 . 5

Figure 4.13 Genomes 4 (© Garland Science 2018)
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Figure 4.14 Genomes 4 (© Garland Science 2018)
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TACggAATCAATCCgCCACTACgTICAAgTIgAgATY

Primer Reset

Five rounds of primer reset are completed for each sequence tag (Figure 5). Through the primer reset process,
virtually every base is interrogated in two independent ligation reactions by two different primers.

For example, the base at read position 5 is assayed by primer number 2 in ligation cycle 2 and by primer number
3 in ligation cycle 1. This dual interrogation is fundamental to the unmatched accuracy characterized by the

SOLID™ System.



Pyrosekvenovani — celkové az druha popsana NGS, ale zaznamenala rychly rozmach
Pyrosequencing (Ronaghi and Nyrén, 1996), Ukoncena podpora

Paralelizovana verze pyrosekvenovani vyvinuta firmou 454 Life Sciences, (nyni souCast Roche Diagnostics) — odtud
nazev 454 Pyrosequencing. Detekuje se difosfat (pyrofosfat) pfi zabudovani nukleotidu do DNA. Jednotlivé dNTP se
pfidavaly postupné, vzdy jeden v jednom reakcnim cyklu. V homopolymernich traktech je svételny signal umérny poctu
zafazenych nukleotidu, tedy i uvolnénych PPi.

——— Nudooidesoquen(o
Template GG cC T
New Soquence ws @ o ) AP
1. Polymerase 2. Sulfurylase 3.Luciferase | Light Peak J~
L | Nudoohdoudded
Enzyme Apyrase
Ay \A A Catalys
Label
d Polymerase
B] BY /B AP
llllrllllllllllllll
Annee|ed
l primer
: Sulfurylase
(DNA)n + dNTP > (DNA)n+1 + PPi Y
Luciferin

(polymeraza)

PPi + APS - ATP + SO42- (ATP sulfurylaza) Light + Oxy Luciferin



TCACCTT T TTTAACARTCARCTTTT TECATTAARATCTAGATARCTS
CATARRTTARTARACATCACATTAGTCTCATCAGTGAATTTAT

- 6-Mmer
- S-mer
- 4-mer
- 3-mer
- 2-mer
- 1-mer




lllumina (Solexa) sekvenovani

Solexa, nyni soucast lllumina, vyvinula sekvenacni technologii zalozenou na
reverzibilnich barevne znaCenych terminatorech.

DNA molekuly se nejprve pfipoji k primerim zakotvenym k desticce a amplifikuiji
se tzv. mustkovou izotermalni amplifikaci, ¢imze se tvofi klonalni kolonie
(isothermal bridge amplification).

Glass slide method

Viz téz videa, napr.:
https://www.youtube.com/watch?v=fC
d6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?v=wo

PCR products

MyCagWhwB8E

MK fikWIxM -k HE
https://www.youtube.com/watch?v=H ‘ | | | | .


https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8
https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E
https://www.youtube.com/watch?v=HMyCqWhwB8E

KLASTROVA (MUSTKOVA) PCR

Phisednuti fragmentu

ke komplementamimu

oligonukleotidu Denaturace vznikiého fetézce
na jednofetézcové viakno a odmyti
pavodnich fetézcl

g >

Extenze oligonukleotidu

SEEEREREL IEEERR RN

Navazani voiného konce k sousednimu
komplementamimu oligonukieotidu

?  Denaturace vznikiého fetézce

na jednofetézcové viakno a odmyti
plvodnich fetézcl

-«

Extenze oligonukleotidu




Prito¢na cela pro lllumina sekvenovani




(A) A reversible terminator nucleotide

0~ 0~ 0~
I I I

"0—P—0—P—0—P—0—CH;

Il Il Il
0 0 0

0

H

Fluorescent blocking group

(B) Reversible terminator sequencing

Figure 4.11 Genomes 4 (© Garland Science 2018)

From fluorescent blocking group,
identify terminal nucleotide as G

Remove blocking group

Identify next nucleotide as A

Pridaji se vSechny 4 typy
reverzibilnich nukleotidovych
termindtord (RT-bases) (podobné
jako ddNTP u Sangerovy metody),
a nezabudované nukleotidy jsou
odmyty. Na rozdil od
pyrosekvenovani mize byt DNA
prodlouzena v kazdém reakcnim
cyklu jen o jeden nukleotid.
Kamera sejme obraz
fluoreskujicich nukleotid(, pak je
barvicka spolec¢né s koncovou
blokujici skupinou v poloze 3*
chemicky odstranéna z DNA, ¢imz
se umozni dalsi reakéni cyklus.



1. PREPARE GENOMIC DNA
SAMPLE

Randomly fragment genomic DNA
and ligate adapters to both ends of
the fragments.

2. ATTACH DNA TO SURFACE 3. BRIDGE AMPLIFICATION

Adapter

DNA
fragment

Dense lawn
of primers

Bind single-stranded fragments Add unlabeled nucleotides and en-
randomly to the inside surface of the zyme to initiate solid-phase bridge
flow cell channels. amplification.



4. FRAGMENTS BECOME
DOUBLE-STRANDED

Attached
terminus

Attached Free
terminus  terminus

The enzyme incorporates nucleotides
to build double-stranded bridges on
the solid-phase substrate.

5. DENATURE THE DOUBLE-
STRANDED MOLECULES

Denaturation leaves single-stranded
templates anchored to the substrate.

6. COMPLETE AMPLIFICATION

i
VYASRA L YW

£ 7 it SRR B

Several million dense clusters of
double-stranded DNA are generat-
ed in each channel of the flow cell.



7. DETERMINE FIRST BASE

Laser

The first sequencing cycle begins
by adding four Iabeled reversible
terminators, primers, and DNA
polymerase.

8. IMAGE FIRST BASE

After laser excitation, the emit-
ted fluorescence from each cluster
is captured and the first base is
identified.

9. DETERMINE SECOND BASE

Laser

The next cycle repeats the incor-
poration of four labeled reversible
terminators, primers, and DNA
polymerase.



10. IMAGE SECOND CHEMISTRY
CYCLE

After |laser excitation, the image is
captured as before, and the identity
of the second base is recorded.

11. SEQUENCING OVER MUL-
TIPLE CHEMISTRY CYCLES

B
@..
lo
®e ¢
lo
®e o
|

G
‘e @
lo
.@G
\*’GCTGA...

The sequencing cycles are repeated
to determine the sequence of bases
in a fragment, one base at a time.

12. ALIGN DATA

T
. GCIGATGTGCCGCCTCACTCCEGTGG

CACTCCIGTIGG
CICACICCIGIGG
—>GCTICATCTCCCACCTCA
GATGTGCCACCTCACTC
GIGCCGCCTCACTCOTG
CTCCTIGTGG

Liskrowan weriost Known
«dentified ond coled SINP coled

The data are aligned and com-
pared to a reference, and sequenc-
ing differences are identified.



I Adapter

Paired - End sekvenovani ———

Cteni z lllumina platformy jsou pomérné kratkd (100-  Read 1 Adapter  Read 1 Read 2 Adapter
150 nt, vyjimecné 400 nt). Pokud chceme vylepsit :_ ~ e
. . &) d v 4 ré v 7 v “ .5
informaci o vzajemné poloze ctenych sekvenci, pouziva o T

Inner distance

A
v

se tzv. paired-end sekvenovani. Pfi ném se Ctou oba
konce daného fragmentu (po mustkové amplifikaci
klastru). Tim ziskame kromé ¢teni samotnych i
informaci o jejich vzajemné poloze na genomu (jejich
vzddlenost Ize vyhodnotit z velikosti fragment(
pouZzitych v dané NGS knihovné).

Insert size

A
v

Fragment length

Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence

e Pr—LY
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\
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Read 2
Paired-end sequencing enables both ends of the DNA fragment to be sequenced. Because the distance

between each paired read is known, alignment algorithms can use this information to map the reads over
repetitive regions more precisely. This results in much better alignment of the reads, especially across

difficult-to-sequence, repetitive regions of the genome.



Sekvenovani na polovodicovém cCipu

lon Torrent Systems Inc. (nyni vlastnéna Life Technologies) vyvinula systém
vyuzivajici standardni sekvenacni chemie, avSak s novym systémem detekce na
polovodi¢ovém Cipu. Tato metoda je zalozena na detekci vodikovych iont,
které se uvolnuji pfi polymeraci DNA, namisto optické detekce pouzivané ostatnimi
sekvenacnimi systéemy.

Mikrojamka obsahujici fetézec templatové DNA k sekvenovani je zaplavena jednim
typem nukleotidu. Pokud je tento komplementarni k templatovemu nukleotidu, je
zabudovan do rostouciho komplementarniho fetézce. To zpusobi uvolnéni
vodikoveho iontu, ktery je detekovan vysoce citlivym iontovym senzorem (v
podstaté mikroverzi pH detektoru), coz ukazuje, ze reakce probéhla. V pripadé
homopolymernich useku v templatu se zabuduje pfislusny pocet nukleotidu v
jednom cyklu, coz vede k uvolnéni odpovidajiciho poctu vodikovych iontl a umérné
vysSSimu elektrickému signalu.

http://www.iontorrent.com/

Hlavni aplikace: genotypovani, cilené resekvenovani (diagnostika, forensni DNA
analyza)....ukonceno
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Kdyz je nukleotid zabudovan do rfetézce DNA polymerazou, uvolni se vodikovy
lon jako vedlej$i produkt a muze byt detekovan citlivym pH detektorem



Micro-machined wells ————

lon-sensitive layer ————

Proprietary lon sensor ——————=

lon Torrent™ vyuziva vysokohustotni sit' mikrojamek, aby byl mozny vysoce
paralelni zpusob provadéni reakci. Kazda jamka obsahuje jiny templat DNA. Pod
jamkami je iontoveé-citliva vrstva a pod ni specialni iontovy senzor.



incorporates Hydrogen ion

into DNA is released

Jestlize je nukleotid, napf. dCTP, pridan k templatové DNA a je do n&j zabudovan, uvolni se
H* iont. Jeho naboj zméni pH roztoku, coz je detekovano iontovym senzorem. Tento
sekvenator je vpodstaté miniaturnim vysoce paralelnim solid-state pH metrem. Pak se
zaplavuje destiCka postupné dalSimi dNTP a zaznamenavaji pripadné signaly, kdyz dojde k
jejich zabudovani.



Two bases
are incorporated

Two hydrogen ions
are released

V pripadé vyskytu dvou stejnych bazi po sobé bude zaznamenana zména potencialu
dvojnasobna. Diky pfimosti detekce — bez skenovani, videokamer a snimani

svételnych zableskl — je zabudovani kazdého nukleotidu snimano pomérné rychle -
béhem sekund.



Sekvenovani treti generace (TGS): dlouha cteni a
sekvenovani jednotlivych molekul bez amplifikace (single
molecule sequencing).

-y

V soucasnosti se jako nejperspektivnéjsi jevi:

PacBio
SMRT seq

Oxford
Nanopore

DNA passes thru
polymerase in an
illuminated volume

-

DNA passes thru

nanopore i.\‘

| S

Raw output is fluorescent signal
of the nucleotide incorporation,
specific to each nucleotide

Raw output is electrical signal
caused by nucleotide blocking
ion flow in nanopore

m

A,C,T.G have known pulse
durations, which are used to
infer methylated nucleotides

T C A  4mC

™~

e ————— : } - -

Each nucleotide has a specific
electric “signature”




Second Generation
Massively Parallel Sequencing

First Generation
Shotgun Sequencing

Primer
5" FrerrTRITTH
3'

Sl

Template
P ® daare P ddcre

ddGTe P ddrTe

SR £
ST o £
S ST PPP 3 ﬂ
SR T o &
Srmmrey T TAC T
« Sequencing by synthesis
« High accuracy
« Long read lengths

« Relatively small amount of
data generated

« Sequencing by synthesis

- Amplified templates are generated
during sequencing, reducing the
requirements for starting material

« High accuracy

« Short read lengths

e.g., ABI capillary sequencer (ABI)
e.g., MiSeq (lllumina), lon Torrent

(Thermo Fisher Scientific)

Third Generation
Single-molecule Sequencing

4/////

_;_s ———

—— Mask hairpin
sequences

Generate consensus
sequence

«Single-molecule templates
+Low accuracy
«Long read lengths

e.g., Single-Molecule Real-Time (SMRT) —
Sequencing (Pacific Biosciences),
MinlON (Oxford Nanopore Technologies)



Single molecule real time (SMRT™) sequencing

SMRT sekvenovani je zalozeno na sekvenovani syntézou. DNA je syntetizovana v
mikrojamkach zero-mode wave-guides (ZMWSs) s polymerazou zachycenou na dné
ZMW jamKky. Fluorescencné znacCené nukleotidy plavou volné v roztoku. Jamky jsou
konstruovany tak, ze jen fluorescence, ktera se objevi pfimo na dné jamky je
detekovana. Fluorescencni znacCka je odstépena pri zabudovani nukleotidu, takze
rostouci fetézec DNA zustava nemodifikovany. Tato metodika umoznuje kromé Cteni
sekvence take detekci modifikaci (napf. methylace cytosinu — z pomalejsSi kinetiky
polymerace). Tento pfistup umoziuje ¢teni i pfes 100,000 nt, prumérna délka cteni
kolem 45 kb.

Boundary Surface
»

i

A\

. Iz Diffracted Wave

N

Evanescent Wave (totally reflected part not shown)



Aktivni polymeraza je imobilizovana na dné kazdé
ZMW, nukleotidy difunduji dovnitf ZMW komdurky.
Pro detekci zabudovani a identifikaci baze je kazdy
ze Ctyf nuklotidi A, C, G a T znacen jinou
fluorescencni barvickou s odliSnym emisnim
spektrem. ProtoZe excita¢ni zareni sméruje na
dno ZMW, nukleotid drzeny polymerazou pfred
zabudovanim emituje signal, ktery identifikuje
zabudovavanou bazi.

Reakéni komurka pro SMRT

Klicovym problémem pozorovani ¢innosti DNA
polymerazy v realném case je moznost
zabudovat jediny nukleotid vzaty z velké
zasoby potencialnich nukleotidi b€hem
syntézy, aniz by ostatni znacCené rusily. Stejny
princip se vyuziva u mikrovinné trouby, kde relativni
velikost otvor( v perforované desce na sklenéném
okénku prachod mikrovin, ale mnohem kratSi vinové
délky viditeIného svétla propusti a je mozné
pozorovat potraviny pfi ohfivani. Tento princip,
miniaturizovany do nanorozméru, vyuziva zero-

mode waveguide, or ZMW.




ZMW je nano-jamka, desitky nm v praméru, vytvofena ve 100nm kovovém filmu, deponovaném na sklenéném
podkladu. Mala velikost ZMW brani viditelnému paprsku laseru, jehoz vinova délka je asi 600nm, v pruchodu
celou ZMW. Misto aby paprsek prosel celou ZMW, se sveétlo pfi vstupu do ZMW exponencialné tlumi. Proto pfi
posviceni laserem pres sklo dovnitf ZMW, dojde pouze k osvétleni dna ZMW do vzdalenosti asi 30 nm. V
kazdém ZMW je pfipojena ke dnu jedna molekula DNA polymerazy. Nukleotidy (kazdy znaceny jinym
fluoroforem) pak te€ou nad mikrodesti¢kou se ZMW a rychle difunduji do ZMW, takze béhem mikrosekund se
dostanou az ke dnu ZMW a k polymeraze. Obklopi ji a pak opét difunduji z jamky. ProtozZe laserové svétlo
neprojde nad dno dovnitf jamky dal nez 30 nm, nedochazi k excitaci volnych dNTP a prostfedi uvnitit ZMW je
tmavé. Kdyz je polymerazou detekovan spravny nukleotid, je béhem milisekund zabudovan do rostouciho
fetézce DNA, na rozdil od difiize, ktera trva mikrosekundy. Tento rozdil v €ase zpusobuje vyssi intenzitu
signalu zabudovavanych versus nezabudovavanych nukleotidu, coz zvySuje pomér signalu vuéi Sumu. Tim
padem ma ZMW schopnost detekovat jednotlivou inkorporaci nukleotidu na pozadi roztoku vSech
fluorescencné znac¢enych nukleotidu.

Sekvenovani DNA se provadi ve specialnich SMRT
komurkach, z nichz kazda obsahuje pole asi 75000
jednomolekulovych sekvenacnich reakci vedle sebe.




Phospholinked nukleotidy — fluorescenc¢ni zna€ka pripojena k fosfatovému
retézci, nikoli k bazi

- fosfatovy retézec je pfi inkorporaci baze odstépen spolu s barvickou, difunduje pry€ a
fetézec zustava neznaceny — diky tomu znacka neblokuje dalSi praci polymerazy (pfi
SMRT sekvenovani se provadi ¢teni opakované — viz dalSi obrazek

Pacific Biosciences — Real-time sequencing

Phospholinked hexaphosphate nucleotides

Limit of detection zone

Fluorescence pulse

INtensity  —

Epifluorescence detection
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Schema PacBio real-time single molecule sequencing. (A) Bo¢ni pohled na jednu ZMW nanostrukturu
obsahuijici jednu molekulu DNA polymerazy (®29) vazané ke dnu sklenéného povrchu. ZMW a konfokalni
zobrazovaci systém umoznuje detekci fluorescence jen na povrchu dna kazdé ZMW. (B) Znazornéni
zabudovavani fluorescencné znac¢eného nukleotidového substratu do sekvenovaného templatu.
Odpovidajici Casovy pribéh detekce fluorescence vzhledem ke kazdému z 5 inkorporacnich kroku je
ukazan dole.

Thomas P. Niedringhaus; Denitsa Milanova; Matthew B. Kerby; Michael P. Snyder; Annelise E. Barron; Anal. Chem. 2011, 83, 4327-4341.
DOI: 10.1021/ac2010857

Adaptory maji vlasenkovou strukturu (. >
(SMRTbell, dumbbell adaptors) .
L LREAY "%, polymerase Read: ==
";; *‘::3“' T Tt ,'ilt::.* -;'. \ \ / /
’tx - Subreads: ——
To umoznuje cyklické cteni |
polymera,zou ph Vlastni se kvenaC| Circular Consensus Sequence (CCS) Read: m--——



Nanopore sekvenovani (Oxford Nanopore Technology)

Nanopory: alfa-hemolysin

(A) No DNA present (B) DNA passing through the nanopore (aHL), por odvozeny od
.... 3000000000 toxinu Sz‘apv/? ylocgccus
72 aureus, dalsi napr.
2 Mycobacterium
. . Helicase smegmatis porin A (MspA)
Nanopore

Soucasny MinlON
sekvenator od Oxford
Nanopore pouziva
vylepsenou mutantni
e Perturbed flow ofions  \,ar7j CsgG poru,

°.° amyloid secretion
channel z £ col/

Unimpeded flow of ions
through the nanopore

=) Sequence

Ve vyvoji: solid-state pores
v tenkych syntetickych
membranach

Current across membrane
Current across membrane

Time Time
Figure 4.16 Genomes 4 (© Garland Science 2018)

Detaily viz napf. https://nanoporetech.com/resource-centre



Nectou se jednotlivé baze, ale celad skupina bazi limitujici proud. Oranzové vyznacena oblast v
nejveétsim zuzeni uvnitf nanoporu ma nejvétsi proudovou hustotu, vtomto useku DNA je tedy

vliv bazi a jejich modifikaci na velikost el. proudu nejvétsi.

Irans Irans
Vyvijeji se ONT aplikace na primou detekci modifikaci RNA — téch je asi 170 !!! —klicovy
nastroj pro rozvoj EPITRANSKRIPTOMIKY.

\TCECGC

-CGAAT



Hlavni vyhody nanopore sekvenovani:

* V soucasnosti umoznuje nejdelsi cteni (omezeno jen schopnosti pripravit dostatecné
dlouhé vysokomolekularni DNA — vétSinou stovky kb) — snazsi sestavovani kontigd,
chromosomalnich scaffoldli a genomu, moznost procteni rozsahlych repetitivnich
oblasti (napf. centromer, rDNA klastr()

 Metoda bez PCR (nebo podobné amplifikace) — nedochazi ke zkresleni zastoupeni
raznych oblasti genomu ve vysledcich

* Moinost pfimé detekce modifikaci nukleotidd (napt. methylace cytosinu)

* Moznost pfimého sekvenovani nativni RNA (bez reverzni transkripce) — tim padem i
moznost primé detekce modifikaci RNA, sestfihovych forem, vylouceni artefakt(

spojenych s RT-PCR.

Oxford

NANOPORE

Technologies

DNA was extracted from giant
sequoia (Sequoiadendron giganteumn)
needle tissue, prepared for
sequencing using a ligation-based
method, and sequenced for 48 hours
on 13 MinlON Flow Cells. Hybrid
assembly was then performed, with
the incorporation of chromatin
conformation capture data.

RESEARCH SPOTLIGHT Salzberg et al.,
2019

The use of long-read sequencing data generated on the MinlON™ device
significantly improved the assembly of the giant sequoia genome, and
facilitated the generation of the largest chromosome scaffold to date.

genome depth of assembled increase in N60 from  largest scaffolded reduction in
coverage with genome size addition of long chromosome contig number
nanopore reads nanopore reads by including

nanopore data



Optické mapovani

Technika
preklenujici
mezeru mezi
sekvenacnimi a
zobrazovacimi
technikami (FISH,
fibre-FISH)

Optical mapping: bridging between chromosome and the sequence

» Opticky ¢arovy kod se vytvari fluorescenénim znaenim kratkych sekvenénich motivu podél
natazené DNA

» Optické mapy doplnuji sekvenacni vysledky pro ucely uzavirani mezer, dokoncovani a validaci
de novo sestavenych genomd.

» Strukturni varianty genomu nepfistupné sekvenacnim technikdm mohou byt pfimo
vizualizovany.

» Lze mapovat i epigenetické znacky jako methylaci DNA, vazbu DNA-vazebnych protein(
primo na jednotlivych fragmentech genomu.

Michal Levy-Sakin, Yuval Ebenstein
Beyond sequencing: optical mapping of DNA in the age of nanotechnology and nanoscopy

Current Opinion in Biotechnology, Volume 24, Issue 4, 2013, 690 - 698
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Schema optického mapovani. (a) Snimek vysoce paralelniho nanokanalkového Cipu (BioNano Genomics ) ziskany pomoci
skenovaci el. mikroskopie (SEM) (b) DNA molekuly BACU (zelené) jsou stépeny v jednom vlakné DNA specifickym enzymem
v urcitych sekvenénich motivech a opraveny polymerazou, ktera zabudovava fluorescenéné znac¢ené nukleotidy (oranzové
tecky) jsou snimany v nanokanalku. (c) Molekularni ,Cesani“ DNA (combing). Rozsahla pfeuspofadani v lokusu BRCA1 jsou
detekovana u pacientek s rakovinou prsu. Del ex 8-13 je viditelna jako delece modrého signalu S7B1. (d) Restrikéné-optické
mapovani. 90 kbp inzerce (Eervené Sipky). Pod mapou je fotomontaz nékolika jednomolekulovych snimku které dokazuji tuto
inzerci. (e) optické mapovani v nanokanalcich: molekuly DNA (zelené) jsou specificky znaéeny riznobarevnymi sondami
ukazujicimi rizné genomické/epigenomické informace jako sekvenéni motivy a mista methylace (barevné tecky). Vlozené
elektrické pole tahne molekuly pres stale jemnéjsSi nano-prekazky (Sedé kulicky), které usmérfiuji molekuly do nanokanalka.
Jakmile je DNA nataZena a uvnitf kanalku, Ize pfesné méfit vzdalenosti mezi znackami pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Software generuje konsensualni mapu sekvencnich motivl a epigenetickych modifikaci jednotlivych molekul. Tyto mapy usnadnuji
analyzu strukturnich a apigenetickych variant, napf. rozsahlych duplikaci a variant v methylacnim obrazu.

Beyond sequencing: optical mapping of DNA in the age of nanotechnology and nanoscopy
Current Opinion in Biotechnology, Volume 24, Issue 4, 2013, 690 - 698 Michal Levy-Sakin , Yuval Ebenstein



Hlavni milniky v sekvenovani DNA

1953 Objev struktury DNA jako dvojité Sroubovice.

1972 Vyvoj technologii rekombinantni DNA, umozuijici izolaci definovanych fragmentl DNA

1977 Prvni kompletni sekvenovany DNA genom - bakteriofag ¢X174.

1977 Allan Maxam a Walter Gilbert publikuji "DNA sequencing by chemical degradation”.

Frederick Sanger, nezavisle, publikuje "DNA seguencing with chain-terminating inhibitors".

1984 védci z Medical Research Council rozlustili kompletni sekvenci DNA Epstein-Barr viru, 170 kb.

1986 Laborator Leroye E. Hooda, CalTech oznamuje prvni poloautomaticky sekvenator DNA.

1987 Applied Biosystems uvadi na trh prvni automaticky sekvenator, model ABI 370.

1990 U.S. National Institutes of Health (NIH) zacina rozsahlé sekvenalni projekty na Mycoplasma capricolum,
Escherichia coli, Caenorhabditis elegans, a Saccharomyces cerevisiae (cena US$0.75/base).

1991 laborator Craiga Ventera zagina sekvenovat lidské EST (expressed sequence tags) ve shaze
charakterizovat kédujici frakci lidského genomu.

1995 Craig Venter, Hamilton Smith a dalSi z Institute for Genomic Research (TIGR) publikuji prvni uplny genom
volné zijiciho organismu, bakterie Haemophilus influenzae. Kruznicovy chromozom ma 1,830,137 bp. Prvni
pouziti celogenomoveho shotgun sekvenovani, bez potfeby pfedchoziho mapovani.

1996 Pal Nyrén a jeho student Mostafa Ronaghi v Royal Institute of Technology ve Stockholmu publikui svoji
metodu pyrosekvenovani.

1998 Phil Green a Brent Ewing, University of Washington, publikuji ,pyrex” - nastroj pro analyzu dat ze
sekvenatoru.

2000 Lynx Therapeutics publikuje a uvadi na trh "MPSS" — paralelizované sekvenovani zalozené na ligaci (prvni

next-generation” sequencing).

2001 Prvni verze sekvence lidského genomu publikovana.

2004 454 Life Science uvadi na trh paralelizovanou verzi pyrosekvenovani. Prvni verze jejich sekvenatoru snizila

naklady na sekvenovani 6x v porovnani s automatickymi Sangerovymi sekvenatory, stala se druhou (ale

rozSifenéjSi) NGS technologii, po MPSS.




Porovnani v soucasnosti nejuzivanéjsich NGS a TGS technologii/platforem

llumina PacBio Oxford Nanopore
(Hiseq 4000) (Sequel) (MinlON)
Read length Up to 150 bp 10-15kb Up to 900kb
Number of reads 2.5-5 Million 500 K Upto1M
Processing time <1-3.5 days Up to 10 hours ~ 6 hours
Error rate <1% 10-15% 5-15%
Cost per run ~$3000 ~$850 $500-$900
Instrument price $900 K $350K $1K

Advantages

Highly accurate

Sequence long reads

Sequence long reads
Portable device



Four decades, three generations

1976 2016
1983 PCR 1990 HGP starts (3B $) 1998 “olexa 2005 Roche 454 2016
1977 Sanger Pyrosequencing 2006 GA
SOLID
X174 genome 2000 454 LS Corp
1976 N—_e
Maxam-Gilbert ) . 2008 :r" —
1987 First automated 2003 First human 2014
sequencer genome sequence 2009 Facli HiSeqX
2011 I it
MiSeq
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Second generation (NGS)
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Next-Generation Sequencing for Clinical Bioinformatics

* NGS revolutionised our access to genomic information
* 2™ generation technology allows WGS for less than 1000 GBP
* However, a number of challenges exist

e Data creation

* Data analysis/processing

e Data (clinical) interpretation
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Nékteré zakladni pojmy a strategie sekvenovani

Referenéni genom — dulezity, kdyz provadime re-sekvenovani genomu nebo jeho
vybrané oblasti (napf. v molekularni diagnostice) nebo kdyz vyhodnocujeme
TRANSKRIPTOM, pfepisované oblasti, TSS, urovné transkriptu.

Reads

— o, —

reference genome |

Figure 4.19 Genomes 4 (© Garland Science 2018)

Overlaps
| e 1] |
ATGCAGCTATATAGC
ATAGCGGATGACCATA
Reads GATGACCATAAGTGACTAG
GACTAGGACGACTAATATAT
GACTAATATATGACTCAAT

Assembled sequence  ATGCAGCTATATAGCGGATGACCATAAGTGACTAGGACGACTAATATATGACTCAAT

Figure 4.21 Genomes 4 (© Garland Science 2018)



(A) Ambiguous sequence assembly Repetice vSeho druhu jsou
problematické pro sestavovani
Bl ——— ?  genomu - nejednoznacéné moznosti

Vo sestaveni.
S R-B
N\ Sekvenovani s parovymi konci Cteni

| [ — je nejbéznéjSim rfesenim.

Repeat sequences Single-end reads
L]
(B) Paired-end reads resolve the assembly -
e e [eTerENCe
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} Paired-end reads
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Figure 4.23 Genomes 4 (© Garland Science 2018) == =
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Contig 1 Contig 2 Contig 3

Short reads — — —

I | | | | N | | | | N Scaffold

B B B 0 B»
Paired-end reads of long fragments

Figure 4.24 Genomes 4 (© Garland Science 2018)

PE Cteni ale nemohou vyfesit problém dlouhych oblasti tandemovych repetic.
Soucasnym feSenim je optické mapovani, nanopore sekvenovani...



Sequence capture — vychytani zadouci frakce genomu: moznost zamérit sekvenacni
kapacitu na zadouci oblasti genomu (napf. geny spojené s urcCitym onemocnénim, exony
— exome sequencing) nebo omezit plytvani kapacitou na ¢teni vysoce repetitivni oblasti.
Pfi sekvenovani celého transkriptomu se naopak provadi deplece rRNA (ktera jinak
tvofi pres 90% veSkeré RNA v bunce).

(A) DNA capture

‘FEEEE — EE| ‘:z‘ |‘ ‘::l I‘ ‘:z = =I=IEI=IEE
Baits Targeted DNA fragments Magnetic beads are attached
are captured to enable collection
(B) Comparison between sequencing before and after capture
I DN DN N ] ==
I N DN DN [T
I D B S S ——) —
5 N N N —
— S e . I
| | |
GCTCAGCATGTAAGTATAGTGAGT GATCGAGCTAGTAGCTAGCTAC
TAGCTAGCATCAATGAGCTATGATA ATGACTGCTAGCTAGGTCATCAT
GATAGAGATATTACGAGTAGCACG GATCGAGCTAGTAGCTAGCTAC
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(A) Assembly of short reads into contigs
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(C) Further gap filling Partially anchored paired-end read
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Aplikace

De novo sekvenovani. v soucasnosti pomoci kombinace Nanopore, PacBio,
optického mapovani a lllumina.

Resekvenovani. Solexa/lllumina, u jednotlivych sekvenci Sanger

Sekvenovani transkriptomu — nahradilo dfive pouzivané cDNA/RNA microarrays,
vetsSinou lllumina

- representace Cteni transkriptd (normalizovana k referenénimu transkriptu) odrazi
hladinu transkriptu

- PfesnéjSi nez microarrays, moznost detekce neznamych transkriptll — vyhoda oproti
RT-gPCR. Cena za sekvenovani transkriptomu odpovida cené analyz nékolika
desitek ruznych transkriptu pomoci RT-gPCR

Celogenomova sekvenovani, 1000 genome project (variace lidského genomu),
obdobné projekty u jinych modelovych organismu

Metagenomika — analyza kompletniho genetického materialu ze vzorku prostredi
bez kultivace — ukazuje skute¢nou rozmanitost (napf. sloZzeni mikroorganismu
stfevniho traktu a jinych organu — jen asi 1 z 10 bunék v lidském téle je skute¢né
lidska bunka: vétSina bunék nasich tél jsou mikroby!)

Epigenetika / epigenomika — Analyzy DNA methylace, ChlP-Seq, Hi-C — viz dalsi
prednaska.



Dékuji Vam za pozornost...
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..... a tésim se na Vase dotazy
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