WPROWADZENIE DO METOD
SEKWENCJONOWANIA NASTEPNEJ GENERACII

Monika Gos
Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka

Warsztaty: Sekwencjonowanie nastepnej generacji — warsztaty
dla pracownikow laboratoridw, 23-24.03.03.2022
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Projekt sekwencjonowania genomu ludzkiego

Genom Metoda Koszt
Human Genome Project (13 lat) Sekwenator kapilarny 2,7mld S
Venter Genome (9 miesiecy) Sekwenator kapilarny (>340tys. reakcji) 70min S
James Watson Roche, 454 (234 reakcje) 1min$
James Lupski Life/APG (3 reakcje) 75 tys. S

Cost p¢ 'aw Megabase of DNA Sequence
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700
— Autosomal dominant genes
— Autosomal recessive genes
X-linked genes
—— Total genes

600

Sekwencjonowanie

500

400

* sekwencjonowanie nastepnej generacji
(NGS) - wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie réwnolegte,

Number of novel ID genes identified over time

pierwotnie opracowane do .
sekwencjonowania genomow de novo; : .;
aktualnle resekwenCJonowanle 195 1085 1900 1995 2000 2005 2010 2015
Year
* sekwencjonowanie Il generacji Nature Reviews | Genetics

wymaga amplifikacji materiatu przed

, . : . . Pierwsze publikacje - 2012
wtasciwg reakcjg sekwencjonowania

zespot Kabuki — KMT2D
« sekwencjonowanie Ill generacji zespot Freemana-Sheldona - MYH3
nie wymaga amplifikacji materiatu; zespot Millera — DHODH

sekwencjonowanie bezpoérednie zespot Schinzla-Giediona - SETBP1
nieswoiste zapalenie jelit

przypominajgce zespot Crohna - XIAP
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Protokot

KAPA HyperPrep Kit

gTotal time ~3.0 hours

Mechanical
Shearing

| Bead Clean-up |
:
E I Bead Clean-up I

KAPA HyperPlus Kit

ET{J’[EI time ~2.5 hours

I Enzymatic Shearing

|  DNA:100ng, HQ, ds

End Repair & A-tailing

Adapter Ligation

Adaptery: UDI

Czas fragmentacji: 25 minut
Kulki: Roche, AMPure Beads
Praca na lodzie

I Bead Clean-up

| Mozliwos¢ automatyzacji

Fragmentacja

enzymatyczna: zmniejszona
efektywnos¢ w przypadku

3
% I Bead Clean-up

| domieszki EDTA, EtOH
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Analiza NGS na poziomie genomowego DNA

* izolacja DNA

* technika w zaleznosci od aplikacji

e krotkie odczyty — moze by¢ pofragmentowane; aktualnie
izolacja automatyczna (kulki magnetyczne)

e dfugie odczyty — wysokoczgsteczkowy DNA — specjalnie
techniki izolacji DNA (kolumny, wytracanie
izopropanolem)
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Jakos¢ DNA

p Rk o = AE=R = O |

DNA dwuniciowe, nie zdegradowane (zel)
odpowiednio przechowywane

(np. nierozmrazane wielokrotnie,
odpowiednie pH i temperatura)
0D260/0D280 - 1,8-2,0

0D260/0D230~ 2,0

brak wytrgconych krysztatow lub resztek kulek magnetycznych
bez domieszki RNA

bez domieszki odczynnikdw wykorzystywanych do izolacji DNA
(sole guanidynowe, fenol, SDS)

brak zanieczyszczen biologicznych

(np. hemu, bakterii — wymazdéwki — 30% DNA z bakterii)
pomiar ilosci i jakosci DNA — Nanodrop vs. Qubit/Quantus (!!!)
QC-PCR — AMEL-XY/GAPDH
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Fragmentacja DNA

Fragmentacja mechaniczna

Fragmentacja enzymatyczna

Covaris® M220

I E—— Enzymy

. Yt 5 restrykcyjne

% ——————————
e —————

| ===———==_ Nukleazy

e ———— e —
——————————————————

——

Transpozazy

Transposomes Genomic DNA

¥

~300bp
g —

¥ Tagmentation

[ e —_—

~300 bp

Sonikacja / Nebulizacja

Mieszaniny enzymow (komercja)
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Fragmentacja DNA

Fragmentacja mechanicza Fragmentacja enzymatyczna

e ,ztoty standard” * mozliwos¢ fragmentacji duzej liczby
* tatwa kontrola dtugosci fragmentow probek
(amplituda drgan) * zmienna objetosc¢ reakcji
* taki sam protokdt niezaleznie od ilosci e tatwosé wykonania
DNA i zawartosci par GC * zminimalizowane ryzyko degradacji DNA
* znaczny koszt aparatu i materiatow e zalezny od sekwencji DNA
zuzywalnych e wrazliwy na obecnos¢ kontaminacji w
* mozliwos¢ degradacji DNA probkach
» stafa objetosc reakgji * moze by¢ konieczna optymalizacja
e czasochtonny (?) metody

* transpozazy — specyficzne wymagania
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Przygotowanie biblioteki

DNA

P

Naprawa koncow P

A-tailing P A
A P

POLIMERAZA, KINAZA
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Przygotowanie biblioteki e

USER Excision
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Przygotowanie biblioteki

Oczyszczanie biblioteki - separacja magnetyczna

wigzanie separacja  ptukanie elucja

e . magnes. magnes magnes
kwasy nukleinowe kulki magnetyczne & & 8

zanieczyszczenia
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Sekwencjonowanie celowane - wzbogacenie

SOGGO0000000C
dodatkowy I
00006 00000 gece Ans AAS

[ FareSelnct
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fragmentow D ’

e ' ‘ Straptavidin beads
O Hybridization 4. Bead Capture 4
’/.-— Capture Beads

" | 24 hours ?
Wzg I e d e m m {}'}gﬁ'; {W STREPTANIDIN COATED MAGNETIC BEADS . :ﬂ”nﬂ‘ é f g 1.'
analizowanej TR0 RS 4 Gy T

sekwencji na . -
tr .
tzw. TARGET Wy

7. Enrichment QC
s smsl + D " E f]_ C'

% Amplfy 8. Sequencing .
J\Jm}w . ;.-"\;"\' F\'!. ssqwﬂ'ﬁl.ﬂg - Saquencing-Ready Fragment
~~~~~ AGGAGR

T .
FAY A B AN o) K E. Elute from beads
AVAY KV AT o SAcccroaTacARCTAGS

G. Hybridize biotinylated probes to targeted regions

\l/ 1“‘ D. Enrich using streptavidin beads
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Sekwencjonowanie celowane - wzbogacenie

Scalo

100 —
| smanisol seaarzol seasn2sol seeer 300 584613  Seasraco]  58.441.450]

| 55 _CRANIO_V3c_regions_cons_rpt.bd

|7 55_CRANMIO_V3c_regions_cons.bed

|7 S5_CRANMIO_V3c_regions.bed

|7 S5_CRANIOQ_V3c_primary_targets.bed

|| S5_CRANIO V3c_predicted_uncovered_targets.bed

1kb} | hgas
chris: | 8,855,000] 88,855,500] 88,856,000/ 88,856.500| 88,857,000/ 88,857,500/

55 CRANIO V3c_coverage_summary.bit

| 55_CRANIO_V3c_coverage.bet n ® Cocties Tadebs

|7 S5_CRANMIO_V3c_capture_targets.bed soris e ——— U_cmmmi Al ]

20055563655 CRANIO_V3c_report. pof U e Ll | See— L L
B —— "

chrl 243612950 243613070 > e ' ——.

chri2 65914699 65914925 : ; 3 T

chr12 110167860 110167988 N il | = =

chrid 58441210 58441353 U = . = S

chris 48729407 48729417 S 11T hdd e | bbbef TER STl TIAddoh] FBASTT ookt (b | ool

chris 88855561 88856715 m o LU

chri6 53956672 53956799 R F——

chr2 33323486 33323511 ztate potesrsncl JELE I N R ML L) ML 1P D it e OB st I o e

chr2 112566747 112566905 ) e
ALGTINM 0012572212 dhfme e LN RO NRTINR R TRTRNRRTTTIT] T T

chr20 32372153 32372179 < brisVpehesi

chr? 100116503 100116611 * -

chr? 100118385 100118484 -—

chr7 158905164 158905293 = i

chrx 658747 658867 : — =

chrX 53648562 53648629 e
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Sekwencjonowanie celowane - wzbogacenie

n exon1 exon2
- —

o
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E exon 1 exon?2 exon 3 exon 4 exon 5 exon 6

- -— - -— - -—

Lo

Wykorzystanie
amplikonéw —
koniecznosc
zaprojektowania
odpowiednich
starterow;
allele drop-out
ALE: do reakcji brana
jest mniejsza ilos¢ DNA
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Sekwencjonowanie Il generacji - lllumina

Amplifikacja klastrowa (mostkowa) Sekwencjonowanie
a (M i 0 o i ;
‘ 1‘1”.1" ‘”‘i{ ‘i ”i”f .. .. ;
- & e = .
— —
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Sekwencjonowanie Il generacji - lllumina

o
1> @ @ ¢ @ ®
A G T C A G T C

Ale|Tlc]| ™~|a a T c

MiSeq, HiSeq

GAGC... JPG, BCL = fastq
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Parametr MiniSeq MiSeq NextSeq NovaSeq
Czas reakgcji 4-24 godz. 4-55 godz. 12-30 godz. 16—44 godz.
Max ilos¢ danych 7.5 Gb (5Gb) 15 Gb (5Gb) 120 Gb (80Gb) 6000 Gb
Max liczba odczytow 25 min 25 min* 400 min 20 mld
Max dfugos¢ odczytu 2 x 150 bp 2 x 300 bp 2 x 150 bp 2 x 150 bp
Genom ludzki 30x 21 reakgcji 2 reakcje 1 reakcja (3-19)

| oommme

koszt
pokrycie +
llos¢ danych ++++
CNV

nowe geny ? +

+ (strukturalne)

++

+++ ++++
++ +
+/- +/-
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pliki *.bcl = plik *.fastq (CASAVA, bcl2fastg, basespace)

dopasowanie wygenerowanych przez sekwenator
sekwencji do genomu referencyjnego (hg19,hg38)

plik *.bam (BWA)

analiza sekwencji pod kagtem obecnosci zmian — podstawien pojedynczych
nukleotyddéw lub insercji / delecji + anotacja

plik *.vcf (m.in. GATK, SAMTools)

’4'

analiza funkcjonalna — odniesienie do populacyjnych baz danych
(gnomAD, ClinVar), analiza predykcyjna

plik Excel (*.tsv, *.txt, *.csv) lub oprogramowanie komercyjne

wybor wariantu zwigzanego z patogenezg choroby
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File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

Human hg13 - |dviz v 1225, 368, 327-25,38,641 o it « > @R | =L =

~-"EN T T T T O B BN O T T O e e
332 pL32 pi23 pi22 plal’ plL22  pild g2 g3l q313  qi33 qdl qia? a5 @l qi2  qA3l g3l 07 31 B2 533 qAI 420 2423 q431 0432 qBn

F 315hp

25368 400 bp 25 368 500 bp 25 368 600 bp
I I |

- 1)
RG-550815_S3.bam Coverage

m

chil2:25 368 462
Total count: 115

POKRYCIE nt

1 T:115 (100%, 46+, 69- )

_ 7 -

zmiany sekwencji |——— — _
/ \ Y I

l ODCZYT

(najczesciej 75-150pz)

RG-E5015_53 bam

~"

PARA ODCZYTOW
. z jednego fragmentu DNA

Sequence

RefSeq Genes

sekwencja referencyjna
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Jakie mutacje identyfikujemy za

pomoca

sekwencjonowania?

GCAAAT

&3d

-

-

T

chr17:29,665,110

Total count: 184
A:0
C:94 (51%, 51+, 43-)

b= =]

0 (49%, 44+, 46- )

Z-m

NM _001042492.3:c.6772C>T
(p.Arg2258Ter)

AGCAAACGAGTGTCT
5 K

R

AGTATCCAGGAC
350 I 3110

hri7:29.653.078 chr17:29,496,098
I 7:29,653,07 s =
Total count: 78
Total count: 169 ADIED coun
T——— .
I{a:0 — s——c:0
I C:0 G:0
I G:0 T:78 (100%, 33+, 45-)
T: 169 (100%, 88+, 81-) —5——N:0
N:0 _:_ ---------------
| [ . DEL: 37
I|DEL:O INS: 0
INS: 77

TGCAAAATTAAAACGAC'
& K L K R

NM_001042492.3:¢c.5076dup
(p.His1693Serfs*2)

NM_001042492.3:c.568_572del
(p.Leu190Thrfs*9)
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