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era pre-genomiczna

IDENTYFIKACJA GENOW
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era pre-genomiczna

BADANIE POZIOMU EKSPRESII

" 4 &

Biatko: RNA:
- techniki immunologiczne - techniki elektroforetyczne
- techniki elektroforetyczne - gRT-PCR

- spektrometria mas




pierwszy przetom - GENOM

1980 — pierwszy zsekwencjonowany wirus
1984 — sekwencja wirusa EBV

1997 — wstepna sekwencja Escherichia coli (5MB) oraz
genom drozdzy (Sascharomyces cerevisiae) — 7 lat,
100 osrodkow, 600 naukowcow

2001 — dwie wstepne sekwencje genomowe cztowieka
(HUGO/HGP oraz CELERA)




Human Genome Project

1990 — NIH przaznaje 3mld dolarow na projekt
zsekwencjonwania ludzkiego genomu w ciggu 15 lat

1999 — pierwszy zsekwencjonowany chromosom (22)
2001 — zakonczono 90% sekwencji, publikacja wynikow

2003 — ostateczne ukonczenie 99% sekwencji




“We will
sequence HG
in 3 years.”

e 1998 Craig Venter otwiera firme ,,Celera”

e 2000: HGP & Celera ogtaszajg pierwszy draft genomu

(zapowiadajg wspodlng publikacje)
e 2001: Publikacja wynikdéw jednak osobno: HGP: Nature, 15 luty; Celera: Science, 16
luty
e 2007: Craig Venter publikuje swoj diploidalny genom

(pierwszy genom zsekwencjonowany w catosci!)
2008: Start programu “The 1000 Genomes Project”, majgcego na celu zbadanie

roznorodnosci genetycznej cztowieka

Cel: zsekwencjonowac okoto 1000 genomow ludzkich w ciggu 3 lat!




era post-genomowa

znamy sekwencje nukleotydowe wszystkich ludzkich genéw

wiemy ze nie jestesSmy tak unikalni:
- 23 000 genow — podobnie jak mysz czy nicienie
- 98% podobienstwa sekwencji do myszy

- tylko 7% rodzin biatkowych jest specyficzna dla
kregowcow

Gdzie szukac roznic???




era post-genomowa

1 gen na raz to za mato!
Musimy widziec¢ caty obraz!

Czas na techniki wysokoprzepustowe!




odwrocony dot-plot + troche elektroniki!

DNA microarray making

Microscope glass slides
coated with p olylysine

+
6116 Yeast ORFs
amplified by PCR
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mikromacierze

- poziom ekspresji genow

- identyfikacja nowych genow

- alternatywne sktadanie genow

- analiza interakcji biatek z kwasami nukleinowymi (CHIP-Chip)

- sekwencjonowanie




drugi przetom - sekwencjonowanie

1990-2003: Human Genome Project
> 3mld USD, 13 lat, >3000 naukowcow

2013: Next Generation Sequencing
1 000 USD, 1 dzien, 1 osoba




Cycle-Sequencing

Template DNA
T T

‘PCR ‘with just one primer I
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-
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Chain-terminated strands —
numbers increase as more
cycles are carried out

Advantages

» ds DNA can be sequenced
« only little amounts of DNA required




Cycle-Sequencing

Template DNA
T T

‘PCR ‘with just one primer

-
-
-
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Chain-terminated strands —
numbers increase as more
cycles are carried out

Advantages

» ds DNA can be sequenced
» only little amounts of DNA required

Automated fluorescence
sequencing

(A)

ddAO ddC O ddNTPs — each with a
4dT Q ddG O different fluorescent label

Sequencing reactions,
1 fractionation of products

w— T O Imaging system
s 4 ()

s A A ()

e 4G ()

w— 0 C O Detector

s d4C ()

y =——ddcO

Fluorescent bands
move past the detector

(B)
CACCGCATCGAAATTAACTTCCAAAGTTAAGCTTGG




Dye termination reaction
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klucz do sukcesu - paralelizacja

a DNA fragmentation b DNA fragmentation
(g » [c———=] I [=—r—] g » E—— — I
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In vivo cloning and amplification In vitro adaptor ligation
A ===
. — ]
Cycle sequencing Generation of polony array
3'-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template)
5'-... CTGAT /() (primer) -
...CTGATC ,C) T
...CTGATCT
...CTGATCTA ’}D gl
...CTGATCTATGC /o @ m
Polymerase . CTGATCTATGCT (-
dNTPs ...CTGATCTATGCTC /.
Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG
Electrophorsesis Cyclic array sequencing
(1 read/capill 6
pillary) (>10° reads/array)
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3
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What is base 1? What is base 2? What is base 3?

JND

Shendure J. & Ji H., Nature Biotech 26, 2008




Podstawowe zalety technik wysokoprzepustowego
sekwencjonowania w porownaniu do techniki Sangera:

e konstrukcja biblioteki in vitro
e specyficzna amplifikacja DNA in vitro
e sekwencjonwanie na ptytkach - paralelizacja!!!
(setki milionéw odczytéw w jednej reakcji!!!)
e immobilizacja reakcji na ptytce - odczynniki mozna dostarczac
jednoczesnie do wszystkich reakgji

e bardzo niski koszt (50 - 10000 razy tansze)




drugi przetom - sekwencjonowanie




drugi przetom - sekwencjonowanie

- sekwencjonowanie genomow

- identyfikacja roznic genetycznych

- identyfikacja markerow chorobowych
- sekwencjonowanie transkryptomow

- poziom ekspresji genow

- identyfikacja nowych genow

- alternatywne sktadanie genow

- analiza interakcji biatek z kwasami nukleinowymi (CHIP-Seq)
- analiza metylacji DNA

- analiza modyfikacji RNA

- analiza struktury drugorzedowej RNA
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wyniki — réznorodnosc genetyczna
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wyniki — réznorodnosc genetyczna
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Olbrzymie ilosci danych!!!
GenBank

Bases

1 000 000 000 ... B GenBank

B WGS
100 000 000 000
10 000 000 000
1 000 000 000
100 000 000

10 000 000

1 000 000

1985 1990 1995 2000 2005 2010




Olbrzymie ilosci danych!!!

NCBI Short Read Archive (SRA

25915, X
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Total bases

Open access boses

SRA database growth

14,344,289,287 total bases
s 2 597,547 open access bases
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Olbrzymie ilosci danych!!!
Bioinformatyka

Nowe narzedzia
Nowe podejscie do analizy danych

Nowy poziom wydajnosci




Analiza danych z wysokoprzepustowego
sekwncjonowania

Sekwencjonowanie:

- analiza jakosci

- mapowanie

- sktadanie transkryptow oraz genomow

- réznicowa ekspresja genow

- Identyfikacja alternatywnego sktadania mRNA
- koimmunoprecypitacja

- identyfikacja roznic genetycznych




Etapy sekwencjonowania

1. Przygotowanie DNA

2. Amplifikacja

3. Odczyt sekwencji




izolacja

fragmentacja

ligacja adaptorow

amplifikacja

odczyt 1

odczyt 2

1. Przygotowanie DNA

¥




pirosekwencjonowanie (454)

PCR w emulsji:

e DNA z dotaczonymi adaptorami jest mieszany z kulkami (28 um) posiadajgcymi jeden z

primerow do PCR zakotwiczony na powierzchni

stosunek: ponizej jednej czgsteczki DNA / kulke

tworzona jest emulsja wodna w cieczy oleistej

faza wodna zawiera: DNA, kulki, biotynylowany drugi primer, dNTP, polimeraze DNA

prowadzona jest reakcja PCR

kulki ktore posiadaty matryce w swojej kropli i teraz posiadajg zakotwiczone zamplifikowane

DNA sg wytawiane za pomocg streptawidyny

denaturacja, w wyniku ktdrej otrzymujemy kulki z jednoniciowym zamplifikowanym DNA




pirosekwencjonowanie (454)

e kulki z DNA sg umieszczane na ptytce PicoTiterPlate (PTP) (> 400.000 studzienek)

e studzienki zalewane sg roztworem zawierajgcym:
e polimeraze DNA oraz odczynniki niezbedne do przeprowadzenia reakgc;ji
sekwencjonowania
e kuleczkami zawierajgcymi enzymy niezbedne do wzbudzenia sygnatu: sulfurylazg oraz
lucyferazg




pirosekwencjonowanie (454)
&

Sekwencjonowanie: 94
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e hybrydyzacja startera &
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e ptytka umieszczana jest przed kamerg  containing millions

. . . . of copies of a single

* ptytka jest przeptukiwana kolejnymi clonally amplified |_|ght + Oxy Luciferin

nukleotydami w ustalonym porzadku ~ "9ment

e w studzienkach, gdzie dany nukleotyd jest komplementarny nastepuje jego przytagczenie
przez polimeraze DNA — Sekwencjonowanie przez synteze!!!

e podczas przytgczenia kazdego nukleotydu nastepuje uwolnienie PPi -> utworzenie ATP
przez sulfurylaze -> utlenienie lucyferyny przez lucyferaze z uzyciem ATP

e skutkuje to emisjg Swiatta o natezeniu proporcjonalnym do liczby przytgczonych
nukleotydéw

* nie wykorzystane nukleotydy usuwane sg przez enzym apyraze




pirosekwencjonowanie (454)

[Flow order = 23
L * e
4-mer < -
-G
3-mer <:

2-mer<2|

. . — Sl . . . e . . . < —————. <————

1-mer

Figurc 4.4 Signal Howgram and base callir

Ograniczenia:

e Doktadnos¢ sekwencjonowanie traktéw homopolimerowych (AAAAA, TTTTTT itp.) jest
ograniczona: zaleznosé miedzy iloscig Swiatta a liczbg wtgczonych nukleotyddw jest liniowa
wytgcznie do 8 nt

® najczestsze btedy: insercje i delecje

e doktadnos¢: 99,5 % przy dtugosci odczytu do 200 pz (Sanger: 99,999 % przy 1000 pz)




pirosekwencjonowanie (454)

Zalety:

e KOSZT: w momencie wprowadzenia koszt sekwencjonowania genomu cztowieka 1000 razy
nizszy od HGP i 100 razy nizszy od Celery

e Dtugosc odczytow: na poczatku od 100-400 nt; w 2013: do 1000 nt

e |lo$¢ odczytow: na poczatku okoto 400 000 / ptytke; teraz: 1 000 000 / ptytke

Czerwiec 2007: zsekwencjonowanie genomu Jamesa Watsona za pomocg 454:
* Pierwszy genom ludzki zsekwencjonowany , nie-Sangerem”
* 2 miesigce

* koszt < 1 miliona dolarow




pirosekwencjonowanie (454)
podsumowanie

sekwencjonowanie przez synteze

amplifikacja klonalna prowadzona w emuls;ji

DNA immobilizowane na kulkach

w kazdym cyklu sekwencjonowania dodawany jeden typ nukleotydu, nieblokowany
trakty homonukleotydowe odczytywane przez wzrost intensywnosci sygnatu

btedy sekwencjonowania: insercje i delecje, doktadnos¢ 99,5 %

dtugie odczyty (do 1 000 nt)

duzo odczytéw w 1 reakcji w poréwnaniu z Sangerem, jednak zdecydowanie mniej niz w

innych technologiach NGS — do 1 000 000

koszt zdecydowanie nizszy niz Sanger, jednak drozej niz inne technologie NGS




Hlumina




IHlumina

amplifikacja klonalna przez ,,mostkowy” PCR:

e zdenaturowany DNA nanoszony jest na ptytke
e DNA hybrydyzuje do starterow zwigzanych
kowalentnie z ptytka

e wydtuzanie tancucha przez polimeraze —

powstanie nici kowalentnie zwigzanej z

podtozem

e denaturacja i hybrydyzacja ,,mostkowa” do
sgsiedniego startera na ptytce

e kopiowanie ,mostka” -> denaturacja ->
ponowne formowanie ,mostka”

e 35 powtdrzen tworzy gesty klaster okoto 2000

czgsteczek DNA

* nici komplementarne sg usuwane

 konice 3’ sg blokowane aby zapobiec
niespecyficznej inicjacji




a lllumina/Solexa — Reversible terminators
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IHlumina

sekwencjonowanie:

e przytgczenie startera

e dostarczenie wyznakowanych
fluorescencyjnie i zablokowanych dNTP
oraz ich przytgczenie przez polimeraze do
komplementarnych klastrow

e zdjecie

e usuniecie fluoroforow i reszt blokujgcych

e powtdrzenie cyklu

~
Repeat cycles =




IHlumina

Ograniczenia:

e krotkie odczyty: na poczgtku 35-50 nt; 2016: do 2 x 300 nt
e doktadnosé¢: 98,5 — 99,5 %
e dominujgce btedy: substytucje




IHlumina

Zalety:

e doktadne odczyty sekwencji homopolimerowych

e mozliwos¢ wykonywania odczytow typu ,paired-end”

e ilos¢ odczytow: 3 miliardy (3 x 1079) dla pojedynczych korncow lub 6
miliardéw dla dwdch koncéw (do 600 Gb)

¢ bardzo niski koszt




lllumina
podsumowanie

sekwencjonowanie przez synteze

amplifikacja klonalna prowadzona na ptytce poprzez ,,mostkowy” PCR

DNA immobilizowane na ptytce

w kazdym cyklu sekwencjonowania dodawany sg wszystkie nukleotydy, blokowane
trakty homonukleotydowe odczytywane sg podczas kolejnych cyklow

btedy sekwencjonowania : substytucje, doktadnos¢ 98,5 %

krétkie odczyty (do 2 x 300 nt)

najwiecej odczytow w 1 reakcji — do 3/6 miliardéw (6 000 000 000)

bardzo niski koszt przy duzych prébkach




mapplled
blosystems

1. Prime and Ligate

/7 POR™
PRIMER ROUND 1 Trim; ' @

Urniversel seq primer (n) I»‘«T *
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2. Image =
Excite Fluorescence
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3. Cap Unextended Strands
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SOLID

Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection

4, Cleave off Fluor

Cleavage Agent S

HO
AT
it i
ALLALLRRLLLLLLL LR RRRE, -
TA 2

5. Repeat steps 1-4 to Extend Sequence

Ligation cycle 1 2 3 4 5 G 7 .. {ncycles}

GT

6. Primer Reset

Unwersal seq primer (n-1) % =
2 yyreererrrrreeTTY | 2. Prmer reset 1. Meat off extenaea
sequence
= 3 "
Tl ALUCLLUULLLU LU UL

7. Repeat steps 1-5 with new primer

PRIMER ROUND 2

Unwersal seq pnmer (n-1)

1l
.

.I.l

TaA cA €6 AA TA CC

3mm TYTTTTTITrr Iy

LM 3

GC TT AT GG

- starter sekwencyjny hybrydyzuje do
adaptera a mieszanina 4 znakowanych
fluorescencyjnie 2nt-préb konkuruje o
przytagczenie do startera

- ligacja, detekcja, ciecie —
powtdrzone w cyklach

Ligation cycle 1 2 3 4 5 6 7 w.(ncycles)

PETTTRRRTTITEPTITL TATT TN TPITE TIRRITINY
e TEETIRRTTRI T B TR T T 1T e




1B Msyetems SOLID
by L& technologies

Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection

Read Positionlo 1 2‘3 4|56} 7|8|9[10/11{12/13{14{15/16/17|1819,20/21/22|23|24125:26|27|28/29
ﬁ 1 Uni\lsgrsal seq primer (n) ole ole ele .w. | ‘ ele
m U . l - 1 : | _,‘.. — = .’T A3
z - 2 niversal saq primer (n-1) ole ol ole ole| | [ [o]e
& 2 ___TTOTRT smEE
o cg 3 Umverg.al seq primer (n-2) Ele ole olo ole R
- - : — e
é £ 4 Umversslalseq primer (n-3) ole [ ofs olol } gle
8 S ki B Al
C . Unlveg§al seq primer (n-4) s A= | e 2l ’ ‘ | AR
v A e
3 ® Indicates positions of interrogation LigatonCycle [l 28 2« B s B
3

- powtarzamy SOLID ze starterami kolejno: n-2, n-3, n-4
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%’?Sé'yes"tems SOLID

Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection

- odczyty: nawet do 100 bp, tacznie do 60 Gb/przebieg

- koszt: okoto 4,000 USD

- kodowanie dwunukleotydowe — 99,94 % doktadnosci odczytu — przydatne
w analizie SNP

- niska ,,mapowalnos¢” odczytow




, Semiconductor Sequencing for Life™
%l‘wwg”ﬂv l i?P;.‘c?xrg?l:t I O n TO rre nt

zamiast fluorescencji odczytuje zmiany pH
kazdy dotek fazy stacjonarnej to mini-pHmetr, ktéry odnotowywuje lokalne
zmiany pH powstajgce podczas emisji protonu z przytgczanego nukleotydu!
mikrodotki = DNA ptywa w jednym rodzaju nt
wigczenie nt = uwolnienie jonu wodorowego = uaktywnienie
sensora jonowego = zaszfa reakcja
nie ma problemu z homopolimerami

koszt: 350 USD/ przebieg
ilos¢: 100 Mbp/przebieg
dtugosc¢: do 200 bp

10 MB - >1GB / przebieg

http://www.youtube.com/embed/yVf2295JqUg




Semiconductor Sequencing for Life™

ion torrent

technologies bkAOXDO+ Ion TO rre nt

Micro-machined wells

lon-sensitive layer ———

Proprietary lon sensor ——————=




Semiconductor Sequencing for Life™

ion torrent

technologies bxAOXDO+= Ion TO rre nt

Nucleotide incorporates
into DNA

Hydrogen ion
is released




Semiconductor Sequencing for Life™

ion torrent

technologies bkAOXDO+% Ion TO rre nt

Nucleotide——"
incorporates Hydrogen ion
into DNA : is released




technologies

Semiconductor Sequencing for

ion torrent

b*xAOXDO+x

Life™

lon Torrent

No hydrogen
ion released




technologies

Semiconductor Sequencing for Life™

ion torrent

b*xAOXDO+x

Two bases
are incorporated

H* H*

lon Torrent

Two hydrogen ions
are released




/&{C oloaies. | 1OM tOrrent
lon Torrent

Zalety:

« Srednia dtugo$é¢ odczytéw: do 200-400 nt
« Stosunkowo tanio dla matych projektow

« Niewielkie i tanie urzadzenia

Wady:

* Niska jakosc, jednak mozna jg ,podrasowac”




lll generacja

sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym

z pojedynczej czgsteczki DNA

, PACIFIC
ab BIOSCIENCES®




P

PACIFIC
BIOSCIENCES®

PacBio SMRT sequencing

Pacific Biosciences — Real-time sequencing

Phespholinked hexaphosphate nucleotides

\

INLENSILY m—

Limit of detection zone

Fluorescence pulse

Epifiuorescence detection
Nature Reviews | Genetics




ab PACIFIC
BIOSCIENCES®

PacBio SMRT sequencing

Zalety:

« Bardzo dtugie odczyty: do 25 kb !

« Stosunkowo tanio

« Brak amplifikacji

« Odczyt w czasie rzeczywistym — mozliwos¢ dowolnego prowadzenia reakc;ji

Wady:

» Niska jakosc¢, okoto 85% doktadnosci, jednak mozna jg ,podrasowac”




PACIFIC
BIOSCIENCES®

P

PacBio SMRT sequencing
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Circular Consensus Sequence

(Read of Insert)




T YNANOPORE

2015 — nanopores

TECHNOLOGY For more technology stories,

(M DAD MR TTLWOLOGA) LT

Reader of ganomes

Sequence DNA in seconds

DNA sequencing can now be done onadevice that  theUniversity ol Birmingham,

UK, and author of the blog

plugs into your computer like a memoary stick Pathogens: Genesand Genomes.
It showes the technology works,
Duncan Graham Rowe Genome Mology ard Technology — he says, "If you can sequence RENUNION
(AGHT) conference in Marco this genome you shoukd bo able
IT LOOKS like an ordinary USB tshand, Florida. to sequence lasger genomes.”
mernoary stick, but a litthe gadget This was done a5 a proofof Oxford Nanopore is also
that can sequence DNA while principbe. "Phi X was the first building a larger device, called

plugged into your aptop could genomeever tobe sequonced,”says  GridION, for lab use. Both GridiON




{YNANOPORE

2015 — nanopore




T YNANOPORE

2015 — nanopore
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{YNANOPORE

2015 — nanopore

Nanopore - reads
template
=========<::>mmn
complement

1D template 2D - normal

2D - full

%

1D complement
—_——————— )




. JNANOPORE

2016 — MinlION

R7: Up to May 2016

60 70 80 90 100
R9: May 2016 Onwards

60 70 80 90 100
Accuracy %




{YNANOPORE

2016 — MinlION

NEW: preparing your @nanopore library now takes 10 minutes
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T YNANOPORE

2017 — Direct RNA sequencing

Current (pA)
N
O

m= £ coli wild type (m7G527)
= E. coli RsmGA mutant (G527)
] " |
U| A| Al U c G' c| C Al C A
532 528 524 520

Ref. Position
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2017 — Voltrax




T YNANOPORE

Project Zumbador

| ~
Release DNA
S G
3 -
Fragment + add adapter

’ \

. / )
Add leader
o
i
Capture on beads
~

Bead delivery to flow cell

i
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2018 — Zumbador
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2017 — GridlON X5




PromethlON
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T YNANOPORE

2018 — SmidgION




{YNANOPORE

2018 — Flongle

e

" '

Add sample




analiza danych

wstepna analiza jakosci

-

filtrowanie

.

weryfikacja jakosci

» A

mapowanie sktadanie de novo

A »

analiza:
« profilowanie ekspresji genow
 identyfikacja wariantow splicingowych
 identyfikacja zmiennosci genetycznej
* epigenetyka
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co wptywa na jakos¢ zestawu odczytow?

btedny odczyt danej pozyciji

ominiecie/dodanie pozyciji

preferencje odnosnie sekwencji bogatych/ubogich w GC
obecnos¢ i odczyt traktow homopolimerowych

niska jakosc¢ zasad na 3’ koncu

duplikacje klonalne

zanieczyszczenia obcym DNA/RNA

zanieczyszczenia organellowym DNA/RNA

artefakty (fragmenty adaptorow, wektoréw, brak insertow itp.)




btedy odczytu
To, co nas interesuje to prawdopodobienstwo btednego odczytania danej
pozycji

RUUU'UU:A';AAUUAAU'I'_-LL'I'_-I'_-LI'_- 'L.L CGET AL'I'_-A L. L.AL dnla metOda Sangera

2810 290 310 I

eﬂ.‘,!i&‘t.muﬁ‘ ‘m““ N 1 L;‘Lxﬁll‘i“‘

0 i
- odstepy pomiedzy pikami
- dystans do najblizszego ,N”

- stosunek wysokosci pikow dla nukleotydow zgtoszonych i
niezgtoszonych w ramach okna 7 nt wokot analizowanej pozyciji

Prawdopodobienstwo btedu oznaczane jest poprzez poréwnanie wartosci
powyzszych parametrow do empirycznie zbadanych czestosci
wystepowania btedow dla nukleotydow o danych parametrach




btedy odczytu

Przyktadowe parametry dla llluminy:

 profile intensywnosci sygnatu z poszczegolnych punktow na ptytce
« profile intensywnosci tta
* inne, w zaleznosci od wersji

Wraz z kazdg zmiang w chemii, ptytkach lub instrumentach uzywanych do
sekwencjonowania oznaczany jest nowy model parametrow przewidywania
prawdopodobienstwa btedu odczytu




punktacja Phred

Q = —-10 lOgIO P

Q - jakos¢ danego nukleotydu
P - prawdopodobienstwo btednego odczytu danego nukleotydu

_Q
P =10-10




punktacja Phred

: Probability
Quality Error .
... Called Base Description
Value Probability .
is Correct
10 0.1 0.9 error rate of 1 in 10
20 0.01 0.99 error rate of 1 in 100
30 0.001 0.999 error rate of 1 in 1000
40 0.0001 0.9999 error rate of 1 in 10000

dla pozycji o Q=27 jakie jest prawdopodobienstwo btedu?

P =10"(Q/-10) = 10*(27/-10) = 0,001995262




kodowanie punktacji Phred

2 pliki FASTA z kodowaniem liczbowym:

>seql >seql
ACGTACGTACGATAGACGACGA 30 30 40 37 36 38 39 36 37 37
>seq2 35 30 30 40 37 36 38 39 36 37
CCAGGAGATACGACGTAGCATCAA 3735

>seq2

30 30 30 40 37 36 38 39 36 37
30 36 38 39 36 37 37 35 37 35
40 37




kodowanie punktacji Phred

1 plik FASTQ z kodowaniem ANSI:

@SEQ_ID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+SEQ_ID
PR CCC(R**4) ) %ohdot+) (%2%26%)  LX**-p* P IYNVKXE5CCE>>>>>>CCCCCCCH5




H N

kodowanie ANSI punktacji Phred

3 58 64 13 104 126
U oncacaococornonanonan- oo El R | e 40
-5 Beooocn- JecccoooonooooonoooooooonoD oo - 40
Jencnocns L e NI 40
U nonancncononaoanon - oo L 41
- Sanger Phred+33, raw reads typically (0, 40)
- Solexa Solexa+64, raw reads typically (-5, 40)
- Illumina 1.3+ Phred+64, raw reads typically (0, 40)
— Illumina 1.8+ Phred+33, raw reads typically (0, 41)




co jeszcze w formacie FASTQ?

Réwniez identyfikator sekwencji ma znaczenie

Przyktad dla llluminy:

@EAS139:136:FC706VJ]:2:2104:15343:197393 1:Y:18:ATCACG

EAS139
136
FC706V]
2
2104
15343
197393
1
Y
18
ATCACG

unikalna nazwa instrumentu

identyfikator eksperymentu

identyfikator ptytki

numer linii ptytki

numer segmentu w obrebie linii

koordynat 'x' odczytywanego punktu

koordynat 'y' odczytywanego punktu

kolejnos¢ w parze (1/2) — dla odczytow z dwdch koncoédw (paired-end)

Y jesli odczyt jest kiepskiej jakosci i nie spetnia minimalnych kryteridéw, N jesli jest dobry
0 jesli brak znacznikéw odnosnie kontroli jakosci, badz liczba parzysta jesli sg

sekwencja indeksu (przy multipleksowaniu probek)




analiza jakosci zestawu odczytow

FastQC

bad_sequence. tit | good_sequence_short. txt

g
0
Io

Basic Statistics . . .
Cuality scores across all bases (Ilumina 1.3 encoding)

4

Per base sequence quality _
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Overrepresented sequences (1q
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Position in read (bp)
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per base sequence quality

Quality scores across all bases (Ilumina =v1.3 encoding)

S g e

____________HH_______l_____

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Position in read (bp)

rozktad jakosci zasad w poszczegolnych pozycjach odczytow




per sequence quality scores

Quality score distribution over all sequences

60000.0 Average Qu-alil:y per read
55000.0
50000.0
45000.0
40000.0
35000.0
30000.0
25000.0
20000.0

15000.0

10000.0

5000.0

0.0

2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

rozktad srednich jakosci odczytow




per base sequence content

Sequence content across all bases
100.0 q

90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0

10.0

0.0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

sprawdzenie preferencji sekwencyjnych wzdtuz odczytéw




per base GC content

100.0 GC content across all bases

%GC
90.0
80.0
70.0
60.0
00 M
40.0
30.0

20.0

10.0

0.0

1 3 5 7 g 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

sprawdzenie preferencji w zawartosci GC wzdtuz odczytéw




per sequence GC content

GC distribution over all sequences

CGC count per read
Theoretical Distribution

50000.0
40000.0
30000.0
20000.0

10000.0

0.0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 &5 70 75 B8O 85 90 95 100
Mean GC content (%)

sprawdzenie rozktadu zawartosci GC w odczytach
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per base N content

N content across all bases

1 E TR ) |

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 139

sprawdzenie rozktadu zawartosci N wzdtuz odczytéw




sequence length distribution

Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length
16000
14000
12000
1o0aa
000

6000

4000

2000

0-199 400-599  1000-1199  1600-1799 Z200-2399 2800-2999  3400-3599 4000-4199 4600-4799 S5200-5399 5500-5999  &400-6599
Sequence Length (bp)

sprawdzenie rozktadu dtugosci odczytow




sequence duplication levels

100.0 Sequence Duplication Level >= 38.4%

%Duplicate relative to unique
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0

20.0

10.0

0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sequence Duplication Level

sprawdzenie rozkfadu ilosci duplikatéow




overrepresented sequences and k-mers

100 Relative enrichment over read length

’~ CGGAA
AGATC

90 AGCAG
CATCG

80 ATCGG

70
60
50
40
30
20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Position in read (bp)

analiza doktadnych i niedoktadnych duplikatéw




przygotowanie zestawu odczytow

Demultipleksowanie zestawu odczytow

Skracanie odczytow

e usuwanie adaptorow

* usuwanie koncow o niskiej jakosci
e usuwanie ogonow poli-A/ poli-T

Filtrowanie odczytow

1. na podstawie sredniej / minimalnej jakosci

2. na podstawie zawartosci informacyjnej sekwenc;ji
3. usuwanie duplikatow

Korekcja btedow specyficznych dla platformy




demultipleksowanie

Dwa sposoby wstawiania znacznikow:

1. Systemowe znaczniki odczytywane za pomocg osobnej reakcji

@EAS139:136:FC706V]:2:2104:15343:197393 1:Y:18:ATCACG
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+

PP CCCCR**4) ) %%%6++) (%%%%)  LX*X* 4% Y Y*¥*¥E5CCF>>>>>>CCCCCCCH5

2. ,Domowe” znaczniki dodawane do adaptorow

@EAS139:136:FC706V]:2:2104:15343:197393 1:Y:18:
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT
+

PP CCCCR**4) ) %%%6++) (%%%%)  LXX* 4% Y Y*¥*¥E5CCF>>>>>>CCCCCCCH5




usuwanie adaptoréow

3' Adapter

or

5' Adapter

or

———— Read

Anchored 5" adapter === Adapter
| I——

] Removed sequenc

rekomendowanmy program: cutadapt
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usuwanie koncow o niskiej jakosc

Quality scores across all bases (Hlumina =v1.3 encoding))

LUV LT L L

2 34 5 &6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Paosition in read {bp)




filtrowanie odczytow o niskiej jakosci

Srednia jako$é

punkty Q w odczycie Srednie Q Spodziewana liczba btedéw
140 x Q35 + 10 x Q2 33 6.4 !
150 x Q25 25 0.5

Dla Q = 2 spodziewana liczba btedéw P = 0,5

Dystrybucja jakosci !

Filtrowanie odczytow w ktérych mniej niz 80% zasad ma Q > 20 (15-25)







