Uj generdcids szekvenalas

(Next Generation Sequencing)

Technikak

Alkalmazasi terliletek

Bioinformatika, BME ABET, 2019 tavaszi félév
El6add: Békési Angéla

Hypersensitive Sites -

CH,

i
J

o
N

\.
2

" 0 RNA polymerase

oo 0 ey
//Cf-looo/

5C DNase-seq | | ChIP-seq | | WGBS Computational RNA-seq | | CLIP-seq
ChIA-PET | |FAIRE-seq RRBS predictions RIP-seq
Hi-C ATAC-seq methyl array
/ 1 énes
I = |==—=1
Long-range regulatory elements Promoters

{enhancers, repressors/silencers, insulators)

FONNRIT N

Transcripts

Basec on ar image by Darryl Leja INHIGHIL, 1an Dunham (L1, Micaael Pazin (NHGRI)



mitokondrium

Mit és miért szekvenalunk?
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A poszt-genomi kor el6zményei

A DNS orokitd anyag — kromoszomak, karyotipzalas 1930as évek
A DNS szerkezete — Watson és Crick 1953

DNS szekvenalas a Sanger féle didezoxi
modszerrel 1977
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A poszt-genomi kor el6zményei

A DNS 0rokité anyag — kromoszomak, karyotipzalas 1930as évek

A DNS szerkezete — Watson és Crick 1953

DNS szekvenalas a Sanger féle didezoxi

modszerrel 1977
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A poszt-genomi kor el6zményei

A DNS orokité anyag — kromoszomak, karyotipzalas 1930as évek

A DNS szerkezete — Watson és Crick 1953

DNS szekvenalas a Sanger féle didezoxi
modszerrel 1977

Automatizalas lehetbsége:

4 féle fluorofdrral jelolt dANTP
Kapillaris gél-elektroforézis
Folyamatos kromatogramm

2001
human genom projekt
3*10° bp — haploid genom

ATGCGGTACT TCGCAY ...Annotdlds: ENCODE konzorcium

2004-t51 uj generaciés szekvenalasi médszerek = 2012
1000 human genom




A poszt-genomi kor lehetdségei és kihivasai

DNS szekvenalas — linearis informacio elolvasasa
NGS technikak — exponencidlisan gyorsulo litem és csékkend dr

Alapvet6 valtozasok a kisérletes tudomanyban is:
Fehérje tudomany:
-predikcios lehetGségek
-Uj fehérje azonositasi (MS) és klénozasi stratégia (cDNS konyvtarak)

Rendszer szint( vizsgalodast célzo uj tudomanyteriiletek: ...omika
genomika
transzkriptomika
proteomika

Trikkos kisérleti elrendezések (mit szekvenalunk!!!)
— intenziv annotacio, rendszerezés (ENCODE)

A mikroszkopos és molekularis vizsgadlatok 6sszekétésének uj

lehetbdségei:
citogenomika — a kromatin 3D szerkezetének feltérképezése
epigenomika —a DNS modositasok és a kromatin szerkezet jelent6sége



Nagy ateresztoképességli szekvenalasi lehetéségek fejlodése:
1. Microarrays / DNS chipek

Meghatarozott szekvenciak detektalasa, szemi-kvantitativ expresszios adatok,
klinikai jelentbsség

2. Next Generation Sequencing (NGS)

(massively overlapping sequencing, deep sequencing, HTP-sequencing (HTS)

2A) second generation sequencing (2004-2010)
Short reads, paired-end vagy mate-pairs, PCR amplikonok ritkan egyedi molekulak

2B) third-generation sequencing (2010-t6l), next-next generation, now-generation

long-read — a problémas repetitiv szakaszokra, szerkezeti variansokra, human genom bef-e
Egyedi molekula (single molecule (SM)) — nincs PCR-b6l eredé mennyiségi eltolddas, hiba
Valds idejli detektalas (real-time (RT)) — gyorsabb, olcsobb

Kémiai jelolés nélkili — kevesebb valtozo, kevesebb hiba, olcsébb, gyorsabb
Single-cell sequencing

3. Jovendd lehetbségek

Erdekes prébalkozasok alapvetéen Gj megkdzelitések kidolgozasara: pl.: alagitmikroszkdpia,
mechanikai azonositas, tomegspektrometria (MS), elektronmikroszkdpia (EM), rontgen
foton-elektron mikroszkopia (XPS), RNAP, FRET és Raman spektroszkdpia



K6zos lépések a kilonbozb technikakban

I. Templat preparalas:

1) Egyedi DNS molekulabdl klonalisan felszaporitott templat

DNS fragmentalas - fragmens vagy ,,mate-pair” konyvtar generdlas: adapter ligalas >

klonalis amplifikacio:
*szilard fazison bridging PCR
*emulzié PCR (EmPCR)

* picotite r PCR Long inse-rt paired end reads
(mate pairs)

*digital droplet PCR

Short insert paired end reads De novo assembly

——— =
B
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_
_

*in situ rolling circle amplification (RCA)

,Konnyebb” detektdlds, de az un. signal dephasing néveli
zajt és a hibas leolvasdsok szamat, ill. roviditi a leolvasast.

2) Egyedi DNS molekula templat

3 stratégia az egyedi molekulak térben elkilonilé immobilizalasara:

1) univerzalis primer egyedi molekulai
2) az egyedi DNS molekuldk
3) a polimeraz egyedi molekulai

Elkeriili a PCR-bél szarmazo mennyiségi
eltolodasokat, ill. hibakat, viszont a detektdlas
triikkosebb. Dupla nt beéplilés eqgy ciklusban vagy
sotét nt beépiilés - deléciok

Metzker, M. L. (2010). Sequencing technologies —
the next generation. Nature Reviews Genetics,
11(1), 31-46. http://doi.org/10.1038/nrg2626

W/, Ansorge. (2015). Next Generation DNA
Sequencing (ll): Techniques, Applications. Journal
of Next Generation Sequencing & Applications,
01(S1).

Goodwin, S., McPherson, J. D., & McCombie, W. R.
(2016). Coming of age: ten years of next-
generation sequencing technologies. Nature
Reviews Genetics, 17(6), 333—351



K6z6s lépések a kiilonboz6 technikakban

Il: Szekvenalas:

Sequencing by synthesis (SBS) DNS/primer-3’-OH + dNTP > DNS/primer-dNMP + PP, + H*
DNS polimeraz

1) Ciklikus reverzibilis termindcio (cyclic reversible termination (CRT))
1 nt beéplilés, mosas, leolvasas, hasitds, mosas
pl. llumina
2) egy-nukleotid hozzdadas (single-nucleotide addition (SNA))
1. dNTP, beépilés, jeldetektalas, maradék dNTP elbontas, 2. ciklus: 2. dNTP...
pl. piroszekvenalas
3) Valos idejii szekvenalds (real-time sequencing (RTS))
nt beépulés, lehasadd fluorofdr, jeldetektalas...
pl. PacBio Sequel

Sequencing by ligation (SBL) DNS, 3-OH + 5-PO,-DNS, = DNS,,
DNS ligaz
4) Ligdlas altal torténd szekvenalas
1-2 bazisos fluorescens prdba, hibridizalas, ligdlas, mosas, leolvasas, mosas(hasitas, emésztés),
regeneralas

*Nanoporuson keresztiil torténo elektroforetikus athaladas soran
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K6z6s lépések a kiilonboz6 technikakban

Ill. Detektalas, sltalaban képalkoté eljarassal (Imaging/detection):
Total internal reflection fluorescence (TIRF) — fluorescens jel pl. [llumina, Helicos

Epifluorescens mikroszkdp — fluorescens jel pl. polony szekvenalds, SMRT

CCD kamera (high-resulotion charge-coupled device) — bioluminszcens jel pl.
piroszekvenalas

PH-feszlltség = szemikonduktor pl. ion torrent

Szemikonduktor alapu mikrochipek — aramerd@sség jel pl. nanopore technika

IV. Adatelemazés:

A maddszerekrdl részletesen kovetkezd érakon lesz szé.
Az alkalmazott technika és a feltett bioldgiai kérdés nagyban meghatarozo!!!



Marguiles et al (2005) “Genome sequencing in microfabricated

Pi rosze kve na’ I als ( py roseq uen C| ng ) : high-density picolitre reactors” Nature 437, 376-380

, . . 1-2 million template beads loaded into PTP wells

Az els6 NGS mddszer 454 Life technologies/ Roche S
1) DNS fragmentacio, adapter ligalas B U 5 9> @ B
2) Templat amplifikacié emulzié PCR-rel (EmPCR) R

a Roche/454, Life/APG, Polonator
Emulsion PCR

OCne DNA molecule per bead. Clonal amplification to thousands of copies occurs in microreactors in an emulsion

PCR Break Template
amplification emulsion dissociation

- | x 4 ﬂ
-> i
Primer, template,

dNTPs and polymerase | :
3) Szekvenalas: p ~vf
*amplifikalt DNS-t tartalmazé gyongydk mikrotiter lemezre

*tovabbi ATP szulfurilazt és luciferazt kotott gyongyok és APS
*aramlasi kamra, egy ciklus - egy dNTP
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*polimeraz reakcido = pirofoszfat ,\Apsr?—b

Template / .: “ :
4) Detektdlds | 0T e ol
CCD kamera — biolumineszcens jel

Light and oxyluciferin
d Flowgram ki oese

TCAGGTTTTTTAACAATCAACTTTTTGGATTAARATGTAGATAACTG -

CATAAATTAATAACATCACATTAGTCTGATCAGTGAATTTAT

Z;ﬁ“ﬂ,”_ﬁ,,ﬂﬁvv,ﬁﬁﬁﬁ,}é_mer Tobb millié 200-400 bp read
ST oo ____f5me Homopolimerek 6 nt-ig megbizhatdak
F-1--- o %;‘;::: Leggyakoribb hiba az inzercid, aztan a delécid
f '-_2__-—;_—1-- -——--I-}f_r:‘:rr 2013: a Roche leallitotta
o RHMHk s b+ HEERHE A iHE IR Qiagen - egyedi piroszekvendlas, kvantitativ...



lon-torrent, Thermo Fisher Scientific

Hasonlé elv, mint a piroszekvenalas:
~mintaelSkészités
~mikrotiter lemez platform
~SBS, a dNTP-ket egyesével probalja

A felszabadulo H*-okat detektalja a PP, helyett
—> kihagyja a bonyolult enzim kaszkadot
=2 mas detektor: licensz a DNA Electronics-t6l

A felszabaduld H* pH valtozast okoz, ez feszlltség jellé
konvertalddik, amit szemikonduktor chip detektal

Olcsobb, rugalmasabb, egyszerlbb gyorsabb...
Tobb platform:

lonPGM: 5,5 millid read, ~400 b, 2Gb, 2-7h/futas
lonProtonSystem / lonPI chip: 80 millié read, ~200 b, 10 Gb, 2-4 h/futas
lonS5 / lon540 chip: 80 millié read, ~400 b, 15 Gb, 2,5-5 h/futas

Kevés kiindulasi DNS ~10 ng elegend = mutdcid analizis, gén expresszids profil
Kiegészitd kit-ek: target kivalasztashoz, konyvtar preparalashoz
Egyszer(sitett adatelemzés. lon Reporter Software and Server



Illumina/Solexa, SBS (sequence by synthesis) - 2006

b lllumina/Solexa
Solid-phase amplification

1 ) KO nthé r p re pa ré Ié S: One DNA molecule per cluster

A DNS vagy cDNS random fragmentacioja | |
Adapter ligalas az 5’ és 3’ végeken . Pl prepertion
(vagy egy |épéses ,tagmentation”) e ( |
PCR amplifikacio es gélbdl tisztitas pobmerese

2,.) Klaszter generdlas: "l |
Aramlasi cella felszinen immobilizalt oligdkkal

Reverz komplementerei a konyvtar adaptereinek
Konyvtar betoltése higan %% s

Klaszterek |étrehozasa szilard fazist amplifikaciéval (bridging PCR) =&
each label
xw“t\‘:?ent dye b

Bridge amplification
a Illumina/Solexa — Reversible terminators

3.) Szekvenalds: 4-szin CRT

3'-O-azidomethyl reverzibilis terminator

TCEP: fluorofor hasitasa és 3’-OH regeneralasa

Kialon forward és denaturaciot kovets reverz szintézis
- kontextustdl figgetlen pontossag

Wash, four-
colour imaging

Cleave dye
and terminating
groups, wash

4.) Detektalas
Total internal

reflection fluorescence (TIRF) e T
cO 20 Top: CATCGT o ) '
T@ cO https://emea.illumina.com/science/technology/next-generation-

Bottom: Cccccc
sequencing/sequencing-technology.html?langsel=/hu/




Illumina dominalja/ta a piacot,
tobb szekvenator az elmult 15 évben,
50-300 bp leolvasasok,

Tokéletesitett biokémia

0.001S / 1000 bazis 2016-ban

lllumina platformok

MiSeq: kis genomokra, amplikon vagy célzott génpanel szekvendlasra
25 millié leolvasas, 0.3-15 Gb, 1 aramlasi cella, 2X300 bp leolvasas, 5-55 h

HiSeq: genomok, exomok, transzkriptomok szekvendlaséra

HiSeq 2500:
300 millio leolvasas, 10-300 Gb, 1-2 aramlasi cella, 2X250 bp leolvasas, 7-60 h

HiSeq 4000: populécié skaldju teljes genom szekvendlasra is
2,5 milliard leolvasas, 125-1500 Gb, 1-2 aramlasi cella, 2X150 bp leolvasas, 7-60 h

Synthetic Long Reads (SLR)

Nagy DNS fragmenseket elvalaszt emulziéban vagy mikrotiter lemezen

A particiokban kulon-kilon fragmentalja 6ket (~10 kb), és barcode-t ad hozzajuk
Ezutan klasszikus HiSeq szekvenalas = a short read-eket barkédok szerint el6szér lokalisan
szerelik 6ssze, majd ezeket a ,,szintetikus hosszu szakaszokat” rendezik a referencia genomhoz
500 ng kiindulasi DNS, csak 384 particio és index



Emulsion PCR

In vitro mate -paired library construction

Polony sequencing (Church’s lab) -2006

Dover/Polonator instrument - 2009 _

1) DNS fragmentalas (~1kb) i
2) paired end konyvtar gyartas: cirkularizalas T30 univ. QJ\
linkerrel, cirkularis PCR, emésztés Mmel enzimmel

f

~1 kb genomic
DNA fragment

universal
sequences

==
[ I —

@ pairedﬁumic tags

f

digestion

Mmel

c Enrichment & Monolayering D Cycles of Sequencing and
Four Color Imaging

- mate-paired konyvtar, 135 bp
3) EmPCR primerrel valé ligalas, EmPCR = konyvtar
4) A felszaporitott fragmenseket kot6é gyongyok
dusitasa, felvitel egy rétegben poliakrilamidban
mikroszkép targylemezre

Raster Position 432 Raster Position 432

1.5 cm? Distal Tag, Base +5 Distal Tag, Base +4

PR1-F tag 1 T30L T30R tag 2 PR1-R
= | | | | E Shendure, J., ... Church, G. M. (2005).

Accurate Multiplex Polony Sequencing

PPA DMA
PvEE= [ -6 ovs = (I o of an Evolved Bacterial Genome.

Science, 309(5741), 1728-1732.
5) Szekvendlas — SBL

anchor primers fluorescent nonamers
— anchor primerek
n 5
|::uri{|:'n;33rr Sequence Phosphorylated? | g 5"-Cy5-NNNNNNNNT-3’ degenera’lt 9mer pr(’)ba’k
PM | 5"AUCACCGACUGCCCA-3’ yes DACHA NI 2, egy pozicio fix — fluorescens jelolés
5"-Texas Red-NNNNNNNNC-3" Sy :
S T—— o | 26 kombindcid, 26 leolvasds
OYSNOEINNINNNGS™ > 2X13bp paired read
PPB | 5-CGCCUUGGCCUCCGACT-3’ no 71 . . ,
6) Detektalads: epifluorescens mikroszkdp
DMA | 5-AGUCGGAGGCCAAGG-3’ yes I]]]]]]]]]]]]] 5"-phos-TNNNNNNNN-Cy5-3"
5’-phos-ANNNNNNNNN-Cy3-3” Porreca, G. J., ... Church, G. M. (2006). Polony DNA
DMB | S-AGUUGGACGUACGGE-¥ ™ 5%-phos-CNNNNNNNN-Texas Red-3  S€duencing. In Current Protocols in Molecular
Biology (Vol. 76, p. 7.8.1-7.8.22). Hoboken, NJ, USA:
DP | 5-CCCGGGUUCCUCAUUCUCT-3’ no 5-phos-GNNNNNNNN-CYR-CYS-3 | 1\ @ Sons, Inc




Supported Oligonucleotide Ligation
Detection (SOLiD) (SBL) B e D

Thermo Fisher Scientific/Life Technologiesynversa! seq primer(n)

b

. . l 3
Appll@d B|Osystem5/ 2% Target sequence
Agencourt Personalized Genomics (APG) ’ \ ¥ Fluorescence,

zzlfz)rﬁl?:r'srogation - Excite four-colour imaging
1) DNA fragmentation, adapter ligation 2 Degshorte bes A J
Z |
2) EmPCR ?,fragmens kényvtar P it m i
3) Szekvendlas: SBL, LU Sﬁ foszfor-tiolat > Ag?*
- ; ribonukleotidok = RNase
2-bazisos fluorescens pdba - o \/
3 5 Cleavage agent *
V4 7 . 7 7 . Xynnnzzz
hasithato kotés az 5. és 6. nt kozt S ™
. . . 1 L. 3 e AT
inozin univerzalis bazis XyTnnzzz gmnm'rrr P N
4) Detektalas: fluorescens mikroszkop o /?' TA
(Two-base encoding: each target L e ) *
nucleotide is interrogated twice

Template Repeat ligation cycles Ligationcyclel 2 3 4 5 6 7.(ncycles)

2nd base sequence o L ™ LNy R s R
eeccoco | 100 mill6-1 millidrd 35b read <( TA AA GA CA AA GT CG

OO ATACAAGA , . et s
ggg%gggg 1 futas, 5 primer uj ratoltés Reset primer (n —1), repeat ligation cycles
TATGTTCT - 60 Gb *
/ o V4

Alignment of colour-space reads to Mlnden nt ketszer tESZtelve

colour-space reference genome z

2OR00Q o 9 9994% pontossag Primer round 2 1 base shift

Aluldetektalja a valds Universal seg «— 1

primer (n — 1)

AA, CT GC TG AT CC CG

(RN .7
2000 3:‘:3*’% X028 3“ ’ variansokat.
85588 oeooec 880 Leggyakoribb hiba a bazis Lo Ll St
+SNP e ey,
szubstitucio

TCGCATTCAGCCTGCTECTCTATCA : Reset primer three more times
A

3!



€ Helicos BioSciences: one-pass sequencing

Helicos BioSciences: HeliScope % Y —

Single molecule: template immobilized

pioneer in Single Molecule Detection /Wﬂj |

1) DNS fragmentdlds, adaptor ligdlds ﬂl
2) Immobilizdlas ... felszinen: ] ﬂﬂ ﬂﬂ ﬂ

i
!

ﬂ
|
(

a) univerzdlis primer egyedi molekuldi ﬂ ﬂ
b) az egyedi DNS molekuldk (kétszeres /eolvasds)\:} _— / Billons of primed, single molecu temphtes
illions of primed, single-molecule templates
3) Szekvendlds: ¥/ egy SZI,n ” - CRT € Helicos BioSciences — Reversible terminators
Virtualis terminator: Cy5 fluorofor és gatld 2. nukleotid s
eqgy lépésben hasithato a beéplilt nt-rél ;g‘.pbnd
1 H . H z nZE;eacat’ied:s Each cycle,
Leggyakoribb hiba: a homopolimer szakaszoknal adda

dye-labelled N

delécidé < két nt beépiilés egy ciklus alatt

4) Detektdlds: eqgy csatornds TIRF

- Wash, cne- |
Ch _'O 2C T 'O.‘. A o.- G . -.O'l colour imaging L
c T A
Cleave dye
TOP: CTAGTG and inhibiting
Bottom: CAGCTA \%:;)SLILDS- cap,

From a single HeliScope run using only 7 /50 channels,

~2.8 Gb of high-quality data in 8 days

>25-base consensus reads with 0, 1 or 2 errors.

>99% coverage of the C. elegans genome

At regions >5-fold covered, the consensus accuracy was 99.999%

Repeat cycles Ak =

Stopped production = ...cont.
2015: GenoCare instrument from
Direct Genomics at BGI



Complete Genomics — 2006 2013-tél BGI

1) Genomi DNS ~400 bp fragmensek
2) Rolling cycle amplification (RCA) = DNS ,,nanoballs”
3) Mintdzott fellleten eloszlatva
4) Ismételt fluoreszcens hibridizacids prébak ligalasa (SBL)...

d In-solution DNA nanoball generation
(Complete Genomics (BGl))

b Complete Genomics
(BGI)

Single-base-encoded probes
A probe with a single known base and degenerate bases
hybridizes to a template and is imaged

N,
Probe with known = -
base at n+1

A

A

Paired-end sequencing
Sequencing is performed for both the left and right sides of

Cleavage
Circular DNA
templates

are cleaved
downstream
of the adapter
sequence

Iterative ligation
Three additional
rounds of ligation,

Adapter ligation
One set of adapters
is ligated to either

end of a DNA circularization and
template, followed cleavage generate a
by template circular template with

circularization

SUUUUIUUUTLLT SRR AR LI LR,

Reset
After each imaging step, both the probe and anchor are removed

Anchon" with aJlLHS offset
r % ﬁ d % 7/
% G

Offset anchors
Subsequent rounds of hybridization and ligation use offset

four different adapters

Rolling circle amplification

Circular templates are amplified to generated long
concatamers, called DNA nanoballs; intermolecular
interactions keep the nanoballs cohesive and
separate in solution

*

L P
® 8 &
i‘i

Hybridization
DNA nanoballs are
immobilized on a
patterned flow cell

Goodwin, S., McPherson, J. D., & McCombie, W. R. (2016).
Coming of age: ten years of next-generation sequencing
technologies. Nature Reviews Genetics, 17(6), 333-351.

Platformok:
Revelocity: mate pair seq: 300 b insert

2X28b reads, hiba arany 10”7

BGISEQ-500: 200 Gb/futas,
rugalmasabb alkalmazhatdsag, single

cell seq.



A hosszu leolvasas
egyértelm( el6nyei:

*de novo Gsszeszerelés
konnyebb és pontosabb
repetitiv régidkban is

*allélek kozti kiilonbség
egyértelm(ibb
(genome phasing)

*RNS izoformak elklilonitése
—pontosabb expresszios adatok,

—pontosabb génmodellek

*szélsbséges szekvencia

kdrnyezetben a PCR okozta

torzulasok elkeriilése

van Dijk, E. L., Jaszczyszyn, Y., Naquin, D., & Thermes, C. (2018). The
Third Revolution in Sequencing Technology. Trends in Genetics, 34(9),
666—681. http://doi.org/10.1016/j.tig.2018.05.008

Comparison of the Performance of Next-Generation Sequencing (NGS)
Short-Read and Long-Read Methods

(A)

NGS short reads
assembly * Contig 3

Contig 1 — Cantfiz 1/
N Conﬂﬁtl

Long reads

(C) Exonl Exon2 £Exon3 Exon4 Exon5 Exoné6
Gene

isoforms

Ll e e
mRNA -
=m0 =

= = = = =
Shortreads | == = - =

Long reads—[

(B)

Maternal Al |
Paternal c j— |
NGS short reads
assembly *
A  —
P vl

Long reads

(D)

[
j=)
T

GC content (%)
w
S
1

G..._

Short reads— = = = | =mrmaEeem

Long reads



van Dijk, E. L., Jaszczyszyn, Y., Naquin, D., & Thermes, C. (2018). The

SynthEtic Iong-read tEChnO|6gia’k Third Revolution in Sequencing Technology. Trends in Genetics, 34(9),

666-681. http://doi.org/10.1016/j.tig.2018.05.008

BAC-by-BAC sequencing régebbi technoldgia
Atfed bakterialis mesterséges kromoszéma (BAC) klénok végig a genomon
Ezek szekvenalasa kilon-kilon

[[lumina SLR (ld. kordbban)

Genomic DNA shearing to
(A) 10-kb fragments, ligation of ~3000 molecules per well,
‘long-fragment’ adapters w- long-range PCR
> W

PEllns [BCF7
Further shearing and adapter addition PCR amplification of tagmented DNA e (BCFT] Pooling and classical
through ‘tagmentation’ . - fragments: P5/P7 and barcode addition m Hm pcez] lllumina sequencing
2= maanrll  BBans O e > -' ,- wRECET] o >
= Enns 5l [ECP7] FSlbews [BCFT)
[ e . | PEBewws [BTPT]
[hre [V PSR [BCFT PElbAAERECFY |

10X Genomics, emulsion based system

~1 ng kiindulasi DNS, méretfliiggetlen természetes fragmensek
GemCode 2015-ben:

akar 100 000 particio és 737 000 kilonb6z6 barcode
Chromium 2016-ban:

akar 1 millié particié és 4 millio kilonb6z6 barcode

/-_4 Emulsion PCR amplification of natural ﬂ

DNA fragments with barcoded primers
[EClmmn  [ECiAnan

to produce ~350-bp fragments
(B) @ /ﬂ g

[BCiAmnn  [ECiAnn

Pooling, classical
lllumina library preparation, and
sequencing

“ ‘
'

B>




Pacific Biosciences Single Molecule Real Time (SMRT) szekvenélas

1) DNS preparalas, fragmentalas

2) Polimeraz (¢29) egyedi molekulai immobilizalva Zero-Mode Waveguide (ZMW) platformon
3) Primerrel hibridizalt DNS fragmensek egyedi molekulai kotédnek

4) Real-time nukleotidok (y-foszfaton fluorescensen jelolt dNTP, bazison quencher) pM-nM

Pacific Biosciences — Real-time sequencing

5) DEtEktéléS : a ‘yt Phospholinked hexaphosphate n-_:ci;t.:des
epifluoreszcens mikroszkop : . | T ) L R
I E h_.-' E =

>

4 szin, fluorescens
fluktuacio
Detektalasi zonaa
polimeraz kordal

o Tnuik

El6nyei: SM, és RT, hosszu .\,
read-ek, egyszer(ibb kémia... J

Lmit of detection pomne!

Fuorescence pulse

Eredendden nagy hiba arany ..

15X Gjraszekvenalas = 99% 3

megbizhatdsag A
2009: E. coli genom
38-szoros bazis lefedetteg,
99.3% genom lefedettseg
Pontossdag >99.999%
Atlagos read: 964 bp

INTENSITY — K\



Pacific Biosciences Single Molecule Real Time (SMRT) szekvenalas

1)
2)
3)
4)

5)

4 szin, fluorescens
fluktuacio
Detektalasi zéna a =
polimeraz korul | LI ;

El6nyei: SM, és RT, hosszu
read-ek, egyszerlbb kémia...

Detektalas: a
epifluoreszcens mikroszkop ‘)/

DNS preparalas, fragmentalas

Polimeraz (¢p29) egyedi molekuldi immobilizalva Zero-Mode Waveguide (ZMW) platformon
Primerrel hibridizalt DNS fragmensek egyedi molekulai kotédnek

Real-time nukleotidok (y-foszfaton fluorescensen jel6lt dNTP, bazison quencher) pM-nM

Pacific Biosciences — Real-time sequencing

Phospholinked hexaphosphate nucleotides

Eredendben n agy hiba ara ny ces z Number of Bases:  3.98Gb (0.49)  |4000
15X ljj raszekvenalas 2 99% t £ | etrceling 200 Number of Reads: 450,972 (56,372) {3500
m egb I,Zhato,sa,g Epifluorescence detection Mean Read Length: 8,821 3000 '.g’
. - 15000 Mean Read Score: 0.83 2500 g
2009: E. coli genom 2014: 3 3
s e 7 200 o>
38-szoros badzis lefedettég, 8 SMRT cella ™ w0 A
4 . 7 =
99.3% genom lefedettség P5 polimerdz .. 1000
Pontossdg >99.999% C3 kémia 5‘“’

Atlagos read,' 964 bp %0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000

Read Length



https://www.pach.com/smrt-

PacBio platformOk PacBio RS II. e . v, science/smrt-sequencing/single-
150 000 ZMW / SMRT cella Tokéletesitések:. molecule-resolution/
1 Gb / SMRT cella *Ujraszekvenalas (circular consensus
1-16 cella / futas seguencing (CCS))
0.5-6 h / SMRT cella nsert
PacBio Sequel (2015) Adapte (ﬂ. ——— ))

(Roche-sal egyiitt fejlesztették klinikai
alkalmazasokra is)

Polymerase read

1 millid6 ZMW / SMRT cella

5-20 Gb / SMRT cella ™~ N / -
Akar 30 kb atlagos read hosszusag J—

500 000 long SM read

>99% biztonsag -- teljes genom szekvenalas |

Highly accurate longreads — nosss——m 99% accuracy (>Q20)

>99.999% biztonsag -- RNS vagy amplikon

szekvenalas o )
*HiFi polimeraz

<1 nap

Sequel System Il I

hamarosan véarhaté!!!  © i -
Epigenetikai modositasok &3 ' G £ Lo

A 21 /4 % 2 200] ; > &
kézvetlen detektdldsal!! £ A |
PI. 6meA je,lemzoen OJ{ 70.5 71?“{{5”4{20 725 73.0 73.5 v 74.0 74.5 % 0 10,000 20,000 30,000
hosszabb interpulse ) TEEEE Read Length (bp)

. van Dijk, E. L., Jaszczyszyn, Y., Naquin, D., & Thermes, C.

dUI’GtIOI’) (IPD) (2018). The Third Revolution in Sequencing Technology.

Trends in Genetics, 34(9), 666—681.



Lu, H., Giordano, F., & Ning, Z. (2016). Oxford

Na nopore sze kvené IéS Nanopore MinlON Sequencing and Genome
. Assembly. Genomics, Proteomics &
Oxford Nanopore Technologies (ONT) Bioinformatics, 14(5), 265-279.

Teljesen ujszerii elv:

Membranba agyazott nanopdruson (porin fehérjék) keresztiil,
elektroforézis segitségével, ,athuzott” ssDNS vagy RNS bazisai
kiilonb6z6 mddon befolyasoljak a péruson athalado

aramerg@sséget Porin fehérjék: A-hemolizin, MspA, CsgG
. 7 Ay B A
Fejlesztése: 5 T !
The Nanopore Community oo SR |; Ch s s
£ 7 £40
*MinlON Analysis and Reference Centa ﬁt . -
Consortium (MARC) e ¢ |m )
rans o =l 315- T -316- —T -3.7. ™ .3,8. — .3.9

exit

*MinlON Early-access Program
(MAP)

Residual current (%)

1) DNS izolalas, >30 kb fragmensek
2) Konyvtar preparalas: vég javitas, két adaptor ligaldsa: vezetd Y-adapter, hairpin adapter
Nincs fragmentalas, nincs amplifikacié!!ll single-molecule és real-time

3) A pdruson vald atjutas sebességét a kettds hélixet kinyitd motorfehérje szabalyozza

4) Valos idejd jel detektalas: ASIC mikrochip

Bazis hivasa: 5-6 bazisonként kapott jel profil elemzésébbl HMM-segitségével

Elonyok: nagyon hosszu leolvasasok (néhany100 kb), kémiai mddositas nélkiil, kozvetlen
leolvasas, akar RNS-t is!!!, gyors, kis eszkdz igény szallithatd, skalazhato...
Hatrany: nagy hibaarany...

5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGCACAATGCAGCATTBtN-3"'
5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGTACAATGCAGCATTBEN-3"'
5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGAACAATGCAGCATTBtN-3"'
5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGGACAATGCAGCATTBtNn-3"'



Minlon
Oxford Nanopore, 2012

a zseb-szekvenator...

Lu, H., Giordano, F., & Ning, Z. (2016). Oxford
Nanopore MinlON Sequencing and Genome
Assembly. Genomics, Proteomics &
Bioinformatics, 14(5), 265-279.

512 nanopodrus, mindegyik 4-

szeresen kotve a microchip-hez

%} § Motor enzyme
§ HP motor
G-tube shearing (Covaris) | ® Tether
A
A= - //___ = A
End-repair and dA-tailing |
v
= —
Adapter ligation |
His-tag bead purification ;
oo - N
Tether attachment !
L)
‘ = — - ':--,':'_,-___. = — -_-_.'--"
o

eoo0cOOO0OCO0OOOOOO0COO00000CO0O00CO0DODD
C00QOOOO0O00000DO0O0000000000000O00D
0000000000000 0000000000000000000

00000000000 0000O00O00O000C00000O0OD

eoo0OOOCOGOOOO0OOOCOC0COOROCOCOOCOO0OCOOO0O
eooocoOOOOOCOPOOOCOO0O0ORCCODOOCODDOCRD

‘90000000000000000000000000000000 -
‘o000 O00OOCCOOOOOOOOOO0CCO0OOCCCOOOCODO0DD I

P00 C00CORO00COO00CRO00OPOO0OO000

W Sgnal = coarmps

T @ s 138 604

rﬂﬁ'ﬁ ﬁm b, kb rw u'ﬂl u[ i m ,.}tw 1| 'h. M

bl Mk e fi kit

4
r Milf W‘n}”ﬂ; h“r Fj l#ﬁpﬁllrrftﬁhﬂﬁ H‘.w ”‘“ﬂ’g *,,

e

5' CGATGC-AT-GCTAGCATCAGTTT-ACGT-CAGTAGAC 3

1D Template
1D Complement 5 GT-TACCGAACGTGARACCCGAGCTAG-AATTGCATCG 3

2D 5 CGATGCAATTGCTAGCTCCGSTTTCACGTTCGGTAGAC 3

48h futas 2>
10-20 Gb,
Szimultan
adatelemzés

A 2D
leolvasas
noveli a
megbizhato-
sagot



GridION

Multiple sequencing devices, one compute module
Use up to five MinlON Flow Cells at a time
Benchtop processor capable of handling high data
volumes in real time

Rapid, real-time applications such as Read Until ...

PromethION, 2015

High-throughput, high-sample number
benchtop system

Modular: Up to 48 flow cells, each with up to
3,000 nanopore channels (total up to 144,000)
Flow cells may be run individually or
concurrently

Same workflow as MinlON at larger scale



Genia 2009-ben alakult, 2013-tdl a Roche része
szilard nanoporus technoldgia fejlesztése

Elonyok: ellenalldobbak, kiszamithatobbak, konnyebben elballithatoak

Szilard fazisu membranok = tul vastagok (10-20 nm), 30-50 bazis egyszerre
Grafén nanopdrus =2 tul vékony, a bazisnak csak 1/3-a van a csatornaban egyszerre

Tul gyors a DNS athaladasa = kiilsé felszinen immobilizalt polimerazhoz kotott DNS
lassubb

https://sequencing.roche.com/en/technol

NanoTag sequencing technologia - 2014 ogy-research/technology/nanopore-

sequencing.html

*Polimeraz immobilizalva a
nanoporus kozelében

*Real-time nukleotid: dNTP a y-
foszfaton jelolve egy nanoTag-gel
*A nukleotid beépiléskor lehasadd
tag halad at a poruson, és ad jelet.
Detektalas: mikrochip
(szemikonduktor integralt aramkor)

A beépitett elektromos szenzor technoldgia a membran ﬁﬁﬁﬁ%ﬁ%%ﬁf

0sszeszerelést, a nanopodrus beillesztését, és aktiv
kontrolljat is lehet6vé teszi.

2015-ben ezzel a 100S / human genom elérhetévé valt!!!



van Dijk, E. L., Jaszczyszyn, Y., Naquin, D., & Thermes, C. (2018). The
Third Revolution in Sequencing Technology. Trends in Genetics, 34(9),
666—681. http://doi.org/10.1016/j.tig.2018.05.008

Egyéb genomikai kiegészité technoldgiak:

Nanochannel genome mapping (optical mapping)
Irys System,BioNano Genomics

long >100 kb DNS,

szekvencia specifikus nicking endonukleaz reakcid

in vitro DNS javitas fluoreszcens dNTP-vel

fluoreszcenciat detektal a nanocsatornan valé athaladaskor
- nem nagyfelbontasu szekvencia, hanem specifikus genomi helyek
tavolsaga = optikai térkép, ami segiti a genom 6sszeszerelést...

Chromosome Conformation Capture (Hi-C)
- 3D szervez6désrél informacio:
1) kromoszdma kolcsénhatasok,
2) contig-ok sorba rendezését és orientaciojat segiti

Tovabbi cégek sajat fejlesztésii szekvenatorai
Qiagen GeneReader
Agilent/Lasergen fejlesztés alatt: lightning terminator

Jovobeli lehet6ségek: egészen Uj alapu technikdk (pl.: MS, tunneling microscope,
EM, XPS, FRET, Raman SpektrOSZképia, RNAP) W, Ansorge. (2015). Next Generation DNA Sequencing (11):

Techniques, Applications. Journal of Next Generation
Sequencing & Applications, 01(S1).



NGS adatok jellege, mérete — adatbazisok

NGS nyers adatok processzalasa és elemzése
alkalmazasi terilettdl fliggd — sok féle irany, sok
buktato, nagy szamolasi és tarhely kapacitas...

— Ligeti Balazs el6adasai



NGS alkalmazasi teriiletei:

1) Teljes genom szekvenalds (WGS), teljes exom szekvenalds (WES), specifikus gén készlet
szekvenadldsa (targetted sequencing) — varidcio analizis (,variation calling”) _+tsbb adat

Single Nucleotide Polimorfism (SNP) — populdcié genetika
Copy Number Variation (CNV) — klinikai jelent6ség

Structural Variations (SV)
2) Metagenomika: 1) baktérium fléra jellemzése..., 2) kérnyezeti mintdk elemzése...
3) RNA-seq 1) Reverz transkripcié (RT) és DNS szekvenalas vagy 2) direkt RNS szekvenalds
Expressziods szint — teljes transzkriptom analizis
Riboszdma vagy poliszoma profil
Regulald RNS-ek jellemzése: miRNA, ncRNA,
RNS szerkezet vizsgalat
RNS-fehérje kdlcsonhatas (CLIP-seq)
4) Specifikus régiokra dusitott mintak analizise / chromatin profiling — ,,peak calling”
ChlIP-seq (transzkripcids faktor koté helyek, hiszton mddositasok...)
ATAC-seq
DNase-seq
DIP-seq (mddositott bazisok) Bisulfite-Seq, MeDIP-Seq, excision-seq, dU-seq, U-DNA-seq
5) 3D kromatin szerkezet leirasa
Hi-C
ChlA-PET
gradient-seq to determine sonication resistant heterochromatin regions (srHCR)
6) Antitest repertoire jellemzése ,clonotyping”

7) Mitokondrialis DNS vizsgalata...



. . HiSeg/Illumina, lon Torrent/Thermo Fisher Sci.,
TE']ES genom szekvenalas PromethlON/Oxford Nanopore Technologies,

SMRT-seq PacBio

Human referencia genom tokéletesitése — repetitiv szakaszok
Csak 1.5% fehérje kdédolo

42% class |. transzpozabilis elem (retrotranszpozonok maradvanyai): LINE, SINE, LTR, ERV
2-3% class Il transzpozabilis elem (DNS transpozonok): a-szatelitok = higher order repeat (HOR)

>160 vakfolt az eukromatinban; a centromérak, telomerek repeat-jei is
problémasok

SMRT seq =2 1Mb Uj szekvencia
- tobb 10 000 SV megoldasa

- short tandem repeats (STPs) (pl. 2.25 kb tandem repeat of CGG)
Nanopore seq > kevesebb lyukat tud kitolteni, mint az SMRT

- extrém hosszu leolvasas is: pl. Y kromoszéma centromere
60-szoros lefedettség, teljes hosszu leolvasas néhany 100 kb a-satelite repeat

Szerkezeti variaciok — kromoszoma atrendez6dések, CNV
csak teljes genom szekvenalassal

short readek sokszor nem elégségesek
klinikai jelent8sség is
Populacio genetika
Uj model organizmusok teljes genomja — de novo assembly

odsszehasonlité genetika, evolucio



Teljes exom szekvenalas (WES)

1-2%-a a teljes genomnak
85%-a az ismert betegségokozé mutacioknak
WES = mélyebb szekvenalas, tobb minta, kevesebb forras = klinikai jelentGsség

Mutacié/SNP analizis — ,variation calling”
— Populdcié genomika
—>betegségek genetikai hatterének felderitése
—2>tumorképzbdés és terapia
-, driver mutations”

- ,drugable mutations” = precizids, személyre szabott terapiak
- ,inherent tumor heterogeneity” (ITH)

- vérplazmaban cell-free DNA, circulating genomic subclones (cGSs)

A célzott szekvenadlas (targeted seq) egyik fajtaja:
az exonokat tartalmazé régiokat fel kell dusitani...

Specifikus gén készlet szekvenalasa
Targeted sequencing

*olcsdbb, gyorsabb, konnyebben kezelheté adat
*tobb minta

* ,mélyebb”, nagyobb tobbsz6ros lefedettség



Roche/ NimbleGen SeqCap EZ Libraries:

a Microdroplet PCR b Solid-phase capture

B CenemiE b and hibridizacids oligonukleotid probak—>dusitas
reverse-targeting associated PCR

primer droplets reagent droplets SeqCap EZ MedExome Target Enrichment Kit

SeqCap Epi System (metilacios targetek)
SegCap RNA Enrichment Kits

Shear and ligate
adaptors

- =]
Microfluidic C—
chip |
o
Microdroplet PCR Hybridize and wash
in a single tube unbound fragments away

Merging area *

RainDance Technologies,
microdroplet PCR

3,976 kilbnboz6 DNS szakasz
szimultan felszaporitasa

NimbleGen arrays, =60-mers

lon AmpliSeq NGS Panels

for Targeted Sequencing
Primer panels, Thermo Fisher E—
Scientific

l Elute and PCR

Figures from: Metzker, M. L. (2010). Sequencing

Tewhey, R. et al. Microdroplet-based PCR enrichment for large-scale technologies — the next generation. Nature
Reviews Genetics, 11(1), 31-46.

targeted sequencing. Nature Biotech. 27, 1025-1031 (2009). http://doi.org/10.1038/nrg2626



¢ Solution-phase capture
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RNS szekvenalas

1) Reverz transzkripcido és DNS szekvenalas: single read, szal-specifikus protokoll
2) Direkt RNS szekvenalas (nanopore seq., ONT)

Eléonydk a microarray-hez képest:
*Nem szoritkozik csak az ismert genomi szekvenciakra

*Alacsony hattér zaj (referencia genomhoz rendezett szekvenciak)
*kvantitativabb

Alkalmazasok:

*transcriptional profiling (milyen szovetben, milyen mértékben, melyik izoforma
expresszalodik)

*SNP azonositas

*RNS editalas

*differential gene expression analysis (pl. kezelés hatasara megvaltozott exp. szint)
*0j small, micro, és egyéb non-coding RNS-ek azonositasa

A teljes transzkriptom minden RNS-t tartalmaz:

MRNS, rRNS, tRNS, ncRNS, smallRNS, miRNS

Reverz transzkripcid: univerzalis RNS-tag-en keresztul
Régebben: random hexamer primerrel; oligodT-vel csak a polyA végli érett mRNS-ek

Bioinformatikai eszk6zok:
Sailfish, RSEM és BitSeq - expresszios szintek kvantifikalasara
MISO - kiilonb6z6 izoformak expresszidjanak kvantifikalasara



Ingolia, N. T. (2014). Ribosome profiling: new

RibOSZéma Vagy pOIiSZ()ma prOfiI views of translation, from single codons to
genome scale. Nature Reviews Genetics, 15(3),

205-213. http://doi.org/10.1038/nrg3645

Riboszdma-RNS izoldlas El6z6leg RNA footprinting
Fixalas, RNase emésztés -prcl)'ble,ma’ska:zonosnats srtelm A transzlacio sebessége
4 - nyom nem r m .
Védett szakaszok Eiz thSrr:sitéiéy:ssaé 3 NEM EEYEIEIMY nt felbontasban
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Nagy atereszt6képességl, nagyfelbontasu RNS szerkezet vizsgalat

Szerkezeti RNS prébak (enzimatikus vagy kémiai) és HTS kombinalasa

K6z06s elv:

1) RNS folding

2) Szerkezet fliggd jelolés szerk. spec.
probakkal

Reactivity

. : / \
3) Reverz transzkripcid: a moédositasnal Cremicty mosy Bl
megall vagY rlnutaC|o e|:3u| be . . : :
4) Szekvenalas, leolvasasok [ ey
6sszerendezése -> akar egész ; =
. 7 . transcribe | S —

transzkriptom analizise . b

ktivitas szamol3 ind t-r :
5) Reaktivitas szamolasa minden nt-ra Strobel E.J. et al 2018 NatRevGenet

6) 3D szerkezet modellezés https://doi.org/10.1038/s41576-018-0034-x

Szerk. spec. proba__| Detektalss elve technikgk

RNadz szenzitivitds, ds- RT mapping of fragment  PARS, FragSeq, dsRNA-seq

vagy ssRNS spec. ends, read coverage

Nukleotid felbontasu RT-stop, RT-mutate SHAPE-seq, DMS-seq, Mod-seq, CIRS-seq,

kémiai RNS prébdk Structure-seq, ChemModSeq, MAP-seq, SHAPE-
MaP, RING-MaP, icSHAPE, MOCHA-seqSHAPES,
DMS-MaPseq

Ligalas alapu mapping of ligated RNA proximity ligation, LIGR-seq, PARIS, SPLASH

technikak junctions



RNS-fehérje kdlcsonhatas

CLIP-seq
(Cross-linked immuno-
precipitation)

HITS-CLIP (CLIP-seq)

PAR-CLIP

Fotoaktivalhato ribonukleozid:

4-tiouridin

iCLIP
Individual nucleotide
resolution CLIP

PAR-CLIP HITS-CLIP

UV 365 nm UV 254 nm

(e

Immunoprecipitation of crosslinked protein-RNA complexes

Lysis
3" RNA adaptor ligation
s Ik 3

P

Proteinase K leaves polypeptide (£>) at the crosslink nucleotide iCLIP

}

5"RNA adaptor ligation

-

Reverse transcription Reverse transcription Reverse transcription
Transition
Deletion or mutation Truncation
— —_— T .
G
cDNA o cDNA ' s
Reverse transcription
or or primer: two
cleavable adapter
_ 3 regions (blue) and
Rea(§rough Read-through barcode (green)
A <DNA Circularization
PCR PCR
1 Linearization and PCR
High-throughput sequencing High-throughput sequencing High-throughput sequencing

——— - .
G ./

Konig, J., Zarnack, K., Luscombe, N. M., & Ule, J. (2012). Protein—RNA
interactions: new genomic technologies and perspectives. Nature
Reviews Genetics, 13(2), 77-83. http://doi.org/10.1038/nrg3141



Specifikus régiokra dusitott genomi DNS mintak analizise
chromatin profiling

A genomi DNS szerkezete:

1) Konstitutiv heterokromatin: kompakt, nincs transzkripcido — pl. telomerek,
(peri)centromérak — kromatin szervezddés a sejtmagban... a laminhaléhoz van
kihorgonyozva

2) Fakultativ heterokromatin: sejttipus és —allapot fliiggé kompakt kromatin

3) Eukromatin: a sejtmag belsejében |évé laza szerkezet(i kromatin, transzkripcio
lehetséges:

3A) represszalt eukromatin (silencer vagy represszald TF)
3B) aktiv eukromatin (aktivalé TF, coaktivator, RNA pol)

Ezt a sokrét(i szerkezetet lehet feltérképezni:
- Specifikus dusitashoz kapcsolt NGS-sel - lefedettség: IP vs. Control — peak calling
- DNase szenzitivitas jellemzéssel

- Térben kozeli régidk keresztkotéseit kovetd ligalassal és NGS-sel — SV szer(
események detektalasa

Adatbazisok:

Cistrome, REMAP  CNCODE projekt

Encyclopedia of DNA Elements
https://www.encodeproject.org



ChiP-seq

1) Kromatin izolal3s, reverzibilis keresztkotés

2) Fragmentacioé: szonikalds vagy enzimatikus

3) Immunoprecipitacio (IP) a kivalasztott kromatin koté fehérjére
(transzkripcios faktorok, hiszton modositasok, RNS polimerdz, egyéb
kromatin reguldlo fehérje), elucié proteinaz K-val

4) NGS konyvtar generalas az IP el6tti kontroll mintabdl és az IP-t mintabdl,
szekvenalas

N, ™ - C4ETGATAASCTOAGTIG .
, '} — - = J'.""‘;"h - cf - -“.“'.h"h;h"‘-'"" Py -5
Lehetséges output-ok: _— > = — 13108 Y YRR ITAY
. - TCTAGATTATGCTTTAAATA
*konszenzus szekvencia —— = I’ Sl
a kétShelyre (specifikus ChIP Library construction Sequencing
TF-ok esetén) l
*profil atlapolasa egyéb A
regulalé elemekkel, Cr1:24323-24283
specifikus genomi Crri $4321.84351
régidkkal -> funkcionalis Chtl:89456-59456
kovetkeztetések b

Analysis and visualization Peak calling Alignment

https://bmcbiol.biomedcentral.com/
articles/10.1186/1741-7007-8-56



Hozzaférhetd DNS régiok feltérképezése

eukromatin

ATAC-seq

Hiperaktiv transzpozaz - rovid DNS szakaszok

atirasa a nem védett helyekrdl
—->NGS

DNase-seq

Izolalt sejtmagban a kromatin limitalt

emésztése DNase | enzimmel

— a DNase hiperszenzitiv régiok
degradaldédnak

- A keletkez6 végek biotin-tag-gel jel6lése,
sztreptavidin gyongyon immobilizalas

= Restrikcidos emésztés (Mmel)

- Linker ligdlas

- NGS

Song, L., & Crawford, G. E. (2010). DNase-
seq: a high-resolution technique for
mapping active gene regulatory elements
across the genome from mammalian cells.
Cold Spring Harbor Protocols, 2010(2),
pdb.prot5384.

Buenrostro, J. D., Giresi, P. G., Zaba, L. C., Chang, H. Y.
& Greenleaf, W. J. Transposition of native chromatin
for fast and sensitive epigenomic profiling of open
chromatin, DNA-binding proteins and nucleosome
position. Nat. Methods 10, 1213-1218 (2013).
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3D kromatin szerkezet leirasa:

Chromosome 9

interphase cell

[

nuclear nucleus
envelope 10 um

Figure 5-18 Essential Cell Biology (© Garland Science 2010)

Tavoli enhancerek, silencerek

Kromoszdma kolcsonhatasok

Kromatin atrendez6dés: 6regedés, szeneszcencia, lamin
mutdacidk okozta szindrémik...

’
Mddszerek:
Hi-C
Crosslink DNA Cut with Fill ends. Ligate Purify and shear DNA;  Sequence using
restriction and mark pull down biatin paired-ands
BAZyMe with biotin

740 1N | N Lo e

R~

van Berkum, N. L., Lieberman-Aiden, E., Williams, L., Imakaev, M., Gnirke, A., Mirny,
L. A, ... Lander, E. S. (2010). Hi-C: a method to study the three-dimensional
architecture of genomes. Journal of Visualized Experiments : JoVE, (39).

Cell-nucleus-mitochondrium-
peroxisome_2018-VV
http:/semmelweis.hu

ChIA-PETS Chromatin Interaction Analysis
by Paired-End Tag Sequencing

*Kromatin izolalas, keresztkotés

*DNS emésztés az elérhetd helyeken, végjavitas
*Biotinilalt linker ligaldsa a szabad végekhez

*proximity ligation
Fullwood & Yijun, (2009). ChIP-based

*Biotin pU” down methods for the identification of long-

* NGS range chromatin interactions. J Cell
Biochem. 107(1); 30-39.

gradient-seq to determine sonication
resistant heterochromatin regions (srHCR)

Becker, J. S., McCarthy, R. L., Sidoli, S., Donahue, G., Kaeding, K. E., He, Z,, ...
Zaret, K. S. (2017). Genomic and Proteomic Resolution of Heterochromatin
and Its Restriction of Alternate Fate Genes. Molecular Cell, 68(6), 1023—
1037.e15



A legfontosabb tudnivalok:
NGS: a kozos léepések

Konkrét technologiak: Illumina, piroszekvenalas, ion torrent, SOLID,
BGI Nanoballs sequencing, PacBio SMRT, ONT nanopore seq,

Alkalmazasok: WGS, WES, RNA-seq, ribosome profiling, RNS szerkezet,
ChlP-seq, ATAC-seq, DNase-seq, 3D kromatin szerkezet

K6szonom a figyelmet! ©






