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Prehlad sekvenovacich technoldgii

Technolégia Dizka &itania Chybovost Zaden  Cenaza MB
1. generacia
Sanger do 1000 bp < 1% 3 MB $4000

2. (next) generacia (cca od 2004)

lllumina 2x150bp (250bp) < 0.1% 150 GB $0.03

3. generacia (cca od 2018)

PacBio cca 15 Kbp ~ 10% 700 GB $0.02
PacBio HiFi cca 15 Kbp < 1% 70 GB $0.20
Oxford Nanopore 5-100+kbp do 10% 50 GB $0.02



Na minulej prednaske
e Gendm je potrebné zostavit zo sekvenacnych Citani
e Zostavovanie gendmov pomocou de Bruijnovych grafov

e Nie je vhodné pre najnovsie technoldgie s dlhymi a chybovymi Citaniami

— Rozklad na k-tice zahadzuje prili§ vela informéacie
(dizka &itania 10000+, & obvykle medzi 30 a 70)

— Chybovost okolo 10% robi de Bruijnov graf neprehfadnym

(pre k = 31, kazda k-tica v priemere 3 chyby)



Pristup Overlap—Layout—Consensus

e Overlap: N3jdi prekryvy medzi ¢itaniami

a zostav tzv. graf prekryvov

e Layout: Zjednodus graf prekryvov a najdi v nom cesty, ktoré budu

zodpovedat’ kontigom

e Consensus: Ku kazdému kontigu zostav sekvenciu, ktora je konsenzom
sekvencii Citani, ktoré kontig tvoria

(opravovanie lokalnych chyb)



Overlap: hfadanie prekryvov

CATCTCTAGGCCAGC

NN
TAGGCCTGCTTCTTG

e Specialny pripad zarovnavania sekvencii (nasledujuca prednaska)

e prekryvy budu obsahovat’ chyby

(v nasom pripade cca 1 chyba na 10 baz prekryvu)

e cCitani je vela: 30X pokrytie lTudského genému
= cca 9 mil. &itani dizky 10000
nemoézeme porovnavat kazdé cCitanie s kazdym
e prakticky pristup:

— rychle predfiltrovanie vhodnych kandidatskych parov citani

(napriklad musia obsahovat dost’ dih( spolo¢nl k-ticu)

— pomalsie zarovnavanie len pre kandidatske pary



Zostavenie grafu prekryvov

e \ysledok predchadzajucej fazy:
CATCTCTAGGCCAGC / TAGGCCTGCTTCTTG, prekryv 9 baz

e Zostavime graf prekryvov:
vrcholy: &itania ~ ohodnotené hrany: prekryvy s dizkami

Priklad:
to_every_thing_turn_turn_turn_there_1is_a_season

&itania dizky 7 pismen, minimalny prekryv 4



Priklad:

Season

a__

_turn turn there i1s

y_thing_ turn

Tto _ever

&itania dizky 7, minimalny prekryv 4

Priklad a obrazky Ben Langmead



Layout: Tranzitivhe hrany

e Niektoré hrany su nadbytocné, lebo hovoria to isté ako cesty z inych hran




Layout: Odstranenie tranzitivhych hran




Layout: Rozdelenie na kontigy
P6vodna sekvencia:
to_every_thing_turn_turn_turn_there_is_a_season

Nerozvetvujuce sa cesty reprezentuju kontigy

Vysledok:
Contig 1 Contig 2
to_every_thing turn_ turn_there_is a season

—_—
Unresolvable repeat
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Consensus: Ziskanie finalnej sekvencie

TAGATTACACAGATTACTGA TTGATGGCGTAA CTA T
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAAACTA | Take reads that make
TAG TTACACAGATTATTGACTTCATGGCGTAA CTA | upacontigand line
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA | themup
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA

l l l l Take consensus, i.e.

TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA

majority vote
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Ako sa lisi de Bruijnov graf od grafu prekryvov?

de Bruijnov graf

fixna dizka prekryvov

zahadzujeme informaciu o kontinuite

presahujlcej k znakov
cesty reprezentuju geném
chyby = bubliny a vybezky

rieSia sa v predspracovani

kontigy pokryvaju takmer vsSetky

hrany
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Graf prekryvov

variabilna dizka prekryvov

maximalne vyuzitie informacie o pre-

kryvoch
cesty reprezentuju geném
chyby su zvacsa “schované”

rieSia sa dodatoCne

(consensus)

treba odstranovat tranzitivhe hrany



Priklad: Skladanie genomu Magnusiomyces capitatus

(dizka genému 19.6 Mbp, 4 chromozémy + mtDNA)

Technoldgia Pokrytie  # kontigov najvacsi N50

lllumina / Spades 250x 1102 172.6 Kop  62.0 Kbp
PacBio / Canu 37x 17 4.7 Mbp 1.7 Mbp
PacBio + nanopore  65x 11 4.4 Mbp 2.0 Mbp
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Zhrnutie

e Dlhé ¢itania nam umoznuju poskladat genémy do podstatne mene;

fragmentovanej podoby ako kratke Citania

e Na hlfadanie prekryvov medzi Citaniami su potrebné rychle algoritmy (niektoré

si ukazeme o dve prednasky)

e Grafy prekryvov a de Bruijnove grafy sa podobaju, existuju snahy o

zjednotenie tychto dvoch konceptov
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Historia sekvenovania genomov

1976
1988
1995
1996
1998
1998
2000
2001
po 2001
2007
2012
2021
2021
2022

MS2 (RNA virus) 40 kB

projekt sekvenovania fudského genému (15 rokov)
baktéria H. influenzae 2 MB, shotgun (TIGR)

S. cerevisiae 10 MB, BAC-by-BAC (Belgicko, Britania)
C. elegans 100 MB, BAC-by-BAC (Wellcome Trust)
Celera: fudsky gendm do troch rokov!

D. melanogaster 180 MB, shotgun (Celera, Berkeley)

2x fudsky gendm 3 GB (NIH, Celera)

Mys, potkan, kura, Simpanz, pes,...

Watsonov a Venterov gendm (454)

1000 ludskych gendémov

3,5 milibna gendmov SARS-CoV-2

UK Biobank 200,000 fudskych genémov + vefa dalSich dat
Naozaj dokonéeny fudsky gendm (telomere to telomere)
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Pouzitie NGS: Populacna genetika
e Sekvenujeme vacsinou kratke Citania z gendmu urcitého Cloveka
e Ako sa mgj vlastny gendm liSi od referencného fudského genému?
e Ako jednotlivé genetické rozdiely ovplyvnuju fenotyp?
e Personalizovani medicina
e Populacna Struktura, histéria ludstva
e [Etické otazky
Problémy:
e Mapovanie Citani na referen¢ny geném

e Identifikacia rozdielov (malych a vacsich)
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Pouzitie NGS: Environmentalne sekvenovanie — Metagenomika

e Aké mikroorganizmy ziju v nasich telach?

Crevna a zaludocna flora, ustna dutina, koza, ...
e Diverzita mikroorganizmov v réznych ekosystémoch
e Tazké izolovat jednotlivé organizmy
e Sekvenujeme zmes Citani z réznych genémov
e Snazime sa zostavit aspon kratke kontigy
Problémy:
e Oddelenie Citani/kontigov patriacich do r6znych genémov

e Porovnanie velkého mnozstva Citani s velkou databazou znamych gendémov
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Pouzitie NGS: HFadanie génov, vazobnych miest,...
o RNA-seq: Sekvenovat m6zeme aj RNA, dostavame gény v gendme

e ChlIP-seq: vyfiltrujeme kusky DNA, na ktoré je naviazany urcity protein,

sekvenujeme, mapujeme na geném

e Vela d'alsich technoldgii mapujucich pomocou sekvenovania modifikacie

DNA, stav chromatinu, 3D rozmiestnenie a pod. (vid predmet Genomika)
Problémy:
e Opat mapovanie Citani na refereCny geném
e |dentifikacia miest zostrihu

e IdentifikAcia vazobnych miest podra hibky pokrytia
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