MOZLIWOSCI SEKWENCJONOWANIA
NASTEPNEJ GENERACJI (NGS)

Monika Gos
Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka

Warsztaty: Sekwencjonowanie nastepnej generacji — warsztaty
dla pracownikow laboratoridow, 23-24.03.2022
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W kazdej (prawie) komorce znajduje sie taka sama informacja genetyczna (DNA)
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GENOM: 3 miliardy par zasad (pz) - 46 chromosomoéw (22 autosomy + 2 chr. ptciowe)

=~ 2m DNA / komorka

2.0 x 1013 m DNA we wszystkich komarkach (70x storice-ziemia-storice)
Upakowanie DNA — rdzen histonowy — 146bp
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GEN — fragment DNA (lub u niektérych wirusow RNA) kodujgcy okreslone biatko lub RNA.
W bardziej potocznym rozumieniu gen jest odcinkiem DNA warunkujgcym wystgpienie
okreslonej cechy organizmu.

W jaki sposdb 4 zasady azotowe A, T, G, C tworzg
organizm sktadajacy sie z 3.72x10*3 komorek?
KOD GENETYCZNY — system zapisu informacji genetycznej
oparty na kombinacji 3 zasad azotowych (64 potencjalne kombinacje)

specyficzna

AGTCLAGTC sekwencja DNA
Transkrypcja l
AGUCCAGUC specyficzna
sekwencja RNA
Translacja l l l

_‘O@_ specyficzny
peptyd (biatko)
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Jesli w kazdej komdrce mamy takg samg informacje genetyczng,
to dlaczego kazda komoérka jest inna?

Rozna ekspresja gendw (transkrypcja) — czasowo- i tkankowospecyficzna
Regulacja epigenetyczna — stopniowe wyciszanie ekspresji gendw w trakcie rozwoju
EPIGENOM — metylacja DNA, modyfikacje biatek histonowych, chromatyna (eu- i hetetro-)

Fundusze . Qo . . .
ﬁ Europejskie — g(z)?sc'fapospollta N Instytut Unia Europejska - edu—metgen.lmld.med.p|

Wiedza Edukacja Rozwdj M(Jfki i DZi ec kO Europejski Fundusz Spoteczny



Omiki

dziedziny nauki zajmujgce sie zbiorczg analizg jakosSciowa
EPIGENOM i ilosciowg czgstek biologicznych, co ma przetozyc sie
modyfikacje na stworzenie catosciowego obrazu dziatania organizmu
epigenetyczne (jego struktury, funkcji i dynamiki funkcjonowania)
GENOM TRANSKRYPTOM PROTEOM METABOLOM

DNA meesssssss) RNA ) biatko =ssssss—=) organizm
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Genom: 3 000 000 000 pz (3x10°) — 25 000 genow
Srednia wielko$é genu: 16,3 x 103 pz
x liczba genow = 4,07x108
1.5% genomu — geny unikatowe, kodujgce biatka, RNA (EKSOM)
>95% genomu — DNA niekodujgcy (m.in. sekwencje powtdrzone)

GENOMIKA — najbardziej statyczny materiat
(nie dotyczy mutacji somatycznych)

Sekwencjonowanie genomow de novo (de novo assembly)
Resekwencjonowanie (mapowanie do sekwencji referencyjnej)
- ldentyfikacja wariantéw powigzanych z fenotypem

. genome: 5 000 000 SNV - Genome vs. genome analysis
Genotyping Interpretation
Q: 2 800 000
y y e
S)DJ/"J Interpretation Genotyping
coding: 28 000 —
Y y s 2020
non-silent: 16 600 ke
L r Costs per
A genome umber of
rare: 2600 : e ooy e
de novo: 68
predicted pathogenic: 20 |
Causat|ve' 1 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
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https://kccg.garvan.org.au/confluence/display/PUB/BioInfoSummer+2015+-+Variant+Calling+Practical+using+DNANexus
https://kccg.garvan.org.au/confluence/display/PUB/BioInfoSummer+2015+-+Variant+Calling+Practical+using+DNANexus

Wady , krétkich” odczytéw

* Problemy z sekwencjonowaniem regiondéw bogatych w pary GC

e Staba rozdzielczos¢ w regionach ,kompleksowych” np. MHC

* Regiony powtdrzone / paralogi — problemy z uliniowieniem sekwencji

* Brak mozliwosci identyfikacji rearanzacji chromosomowych (rozlegte
delecje/duplikacje; warianty strukturalne)

* Brak mozliwosci ,fazowania” wariantow
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Epigenomika

DNA methyltransferases CH:1
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Analiza metylacji

wdrozenie NGS — mozliwos¢ rezygnacji z macierzy DNA

Widely used to
analyze DNA™ Sensitive in regions
before NGS era  With LCpG density

I l

BS-Seq MeDIP-Seq

Frommer et ol Weber et al.

Meissner et al Lister et al.

RRBS-S5eq WGBS

l l

Areas dense in  Genome coverage
CpG methylation  at a single-base
are covered resolution

Deep sequence

Discriminate SmC from ShmC

coverage of | CpG l
density regions f 1
oxBS-Seq
Booth et al.
MethylCap-Seq MBD-Seq TAB-Seq
Brinkmanet al Nair et ol Yuetal

Clark et al.

SMRT

|

Reduced background
noise and less
consuming time

Masser et al.

BSAS

|

Analyze more samples decreasing
the amount of sequence required
per sample

Deep coverage and higher
resolution of differential
methylated regions

l

SeqCap Epi CpGiant

Kozorewo et ol
Schatz et al.
Nanopore-Seq

l

No need of PCR
amplification or chemical
labeling of the sample

Genes (Basel). 2018 Sep; 9(9): 429.
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Analiza metylacji

* Metody oparte o powinowactwo do metylowanego DNA —
wykorzystanie przeciwciat (methylated DNA immunoprecipitation /
MeDIP-Seq) lub biatek wigzacych metylowane DNA (MBD-Seq) do
selecji metylowanych fragmentow DNA — dobre do analizy regionow
bogatych w pary GC (wyspy CpG, promotory); brak mozliwosci oceny
iloSciowej

* metody oparte o enzymy restrykcyjne np. Mspl (CCGG) — do
sekwencjonowania nadajg sie tylko krétkie (40-220pz) fragmenty
DNA (zaleznos$¢ od sekwencji) - RRBS

* metody oparte o zastosowanie biatek majgcych powinowactwo do
metylowanego DNA — MethylCap-Seq — MBD-MECP2

Genes (Basel). 2018 Sep; 9(9): 429.
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Analiza metylacji

* Metody oparte o modyfikacje DNA kwasnym dwusiarczynem
sodowym — BS-Seq — konwersja C=2T; konieczno$¢ wykorzystania
innych narzedzi do przyrownania sekwencji; najbardziej informacyjna
i najdrozsza technologia (WGBS); modyfikacja: bisulfite amplicon
sequencing (BSAS)

* Metody oparte o modyfikacje DNA dwusiarczynem sodowym z
dodatkwym etapem utleniajgcym — Ox-BS
- mozliwos¢ odrdoznienia 5mC od 5hmC e

* Metody BS-Seq z enzymem TET (TAB-Seq) -@ onc '@- " -@ Smc,-@-

_ SmC 9 5cac 9 BS 9 U /T Bisulfite treatment + PCR Bisulfite treatment + PCR

_ShmC > BS S C -T@@_ _T@T_

Comparison of results reveals locations of ShmC
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ChiIP-Seq

DNA + bound protein Fragment DNA Immunoprecipitate

r genomic DNA antbody
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Adapted from siide setby: Stuart M. Brown, Ph.D.,
Canter for Haaith Informatics & Bioinformatics, NYU School of Madicine

https://noorsiddiqui.com/what-is-chip-seq-atac-seq/
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Badanie konformacji chromatyny

crosslink digest crosslinked ligation reverse
chromatin chromatin crosslinking

\ c?
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DOI: 10.1016/bs.ircmb.2014.11.004
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Badanie konformacji chromatyny

Repressed TAD
compartments
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' Regulatory element!

* Gene

https.//en.wikipedia.org/wiki/Topologically _associating_doma 4 TAD boundary
in#t/media/File:Structural_organization_of chromatin.png
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ATAC-Seq, DNAse-seq, FAIRE-Seq
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DNase-Seq analysis
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https://www.qgenewiz.com/en-GB/Public/Services/Next-Generation-Sequencing/Epigenomics/ATAC-Seq/

DOI: 10.1101/s9b.2012.76.010587
doi: 10.1007/978-1-62703-284-1_2.
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https://www.genewiz.com/en-GB/Public/Services/Next-Generation-Sequencing/Epigenomics/ATAC-Seq/

Integracja danych

MNase

ATAC
e Miase

_alls alls il s allh olls

IIIIIIIIII DNase

ATAC

https://www.the-scientist.com/lab-tools/reveling-in-the-revealed-34261
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Transkryptomika

-
i
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Transkryptomika

* Badanie RNA (poszczegdlnych klas, lub wszystkich czgsteczek RNA)

* Badania jakoSciowe (obecnosé alternatywnych transkryptéw)

* Badania ilosciowe (okreslenie poziomu ekspresji poszczegdlnych genow)

* Wczesniej: analiza ekspresji z wykorzystaniem mikromacierzy — gtéwnie
analiza mRNA (specyficzne oligonukleotydy)

* Aktualnie RNA-seq z wykorzystaniem sekwencjonowania nastepne;j
generacji

e Zalety: mozliwos¢ analizy wszystkich klas RNA lub wybranych, mozliwos¢
analizy izoform (réwniez zaburzen sktadania transkrytptow i gendw
fuzyjnych), mozliwos¢ analizy czgsteczek RNA niezaleznie od poziomu ich
ekspresji; mniejsza ilos¢ RNA do analizy
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Transkryptomika

* |zolacja RNA — kolumny, izolacja na piechote

* RNA szybciej ulega degradacji — konieczno$¢ stosowania preparatéw
zapobiegajacych jego degradaciji
(RNAlater, PAX blood tubes)

* Jakos¢ RNA — dobra (RNA Integrity Number — RIN, Agilent)

~
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Ze wzgledu na niestabilnos¢ RNA...

e Obligatoryjny etap przygotowania bibliotek: odwrotna transkrypcja —
przepisanie RNA na cDNA (heksamery, oligo dT)

e Otrzymujemy stabilny materiat, ktéry poddawany jest dalszemu
procesowi (sekwencjonowanie, analiza bioinformatyczna) w taki sam
sposob jak przy sekwencjonowaniu DNA

* Mozemy sekwencjonowac wszystkie czgsteczki RNA lub zastosowac
podejscie celowane (specyficzne startery do amplifikacji lub sondy do
hybrydyzacji)

* Procedury wzbogacania:

1) selekcja transkryptéw zawierajgcych poliA
2) deplecja rRNA (80%)
3) deplecja beta-globiny
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Czemu ma stuzyc¢ prowadzona analiza?
* llosciowa — badanie roznic w ekspresji genow
* Jakosciowa — identyfikacja nowych transkryptow
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Techniki analizy RNA i ich specyficzne wykorzystanie

Metody do analizy ekspresji gendw

* jeden fragment analizowany reprezentuje ekspresje catego genu

* metoda podatna na wptyw takich czynnikow jak ligacja adapterdw, sposoéb
fragmentacji; duza zmiennosé

* ekonomiczne — mniej odczytow niezbednych do przeprowadzenia analizy

* brak mozliwosci analizy izoform / wariantow splicingowych

Fragmentation Sequencing Quantification
s | NA | M3 @y Streptavidin- | AMAAAAA-3: W AnaaanA-3:
& | TTTTTTT- 5 @™~ Beads B T 5 By TTTTTTT- s . 1
5! AAAAAAA-3' AAAAAAA-3' AAAAAAA-3'
3 CDNA s @ . e @ : TITTITT-5" .
5 AAAAAAA-3' AAAAAAA-3' AAAAAAA-3'
3 CDNA e @ - mee @ _ TITTTTT-5"
5 TN | aaaaan-3: @ l AAAAAAA-3' I " Ananaan-3: 4
3 cD TITTTIT-5 | TTTTTTT-5" ol TTTTTTT-S -

§  Assembly
s | a3 @ | AAAAAAA-3: ¥ AfAAAAA-3:
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Techniki analizy RNA i ich specyficzne wykorzystanie

Metody do analizy alternatywnego splicingu i obecnosci gendw fuzyjnych

Geny wieloeksonowe podlegajg alternatywnemu splicingowi (izoformy) —
zaburzenia procesu mogg skutkowac wystgpieniem okreslonego fenotypu

Geny fuzyjne — powstajgce w wyniku rearanzacji chromosomowych —
20% nowotwordw (koniecznosc¢ identyfikacji tzw. fusion junctions, co jest
mozliwe jedynie w dfugich odczytach lub na poziomie RNA)

Mo | . | | | Anchored Multiplex PCR (AMP™) Traditional Opposing Primers
otiva st avaia coiouan, s R e et
intronéw lub wiedzie¢ gdzie jest e e a0
punkt ztamania I
IHOOOOOONY DOOOOI™™ Xpoooor™
I i ® OO(
ArcherDX
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Techniki analizy RNA i ich specyficzne wykorzystanie

Metody do analizy alternatywnego splicingu i obecnosci gendw fuzyjnych

Alternatywy:

A Gene structure

sekwencjonowanie transkryptow
od poczatku do konca -\/—\-;—\-@:

PacBio (SMRT) lub Oxford Nanopore mRNA isoforms

SN ANANNNANNS RN
SANAANNS ARARA
badanie obecnosci zaburzen sktadania & shortread Ria-seq
. - - .- m - - -
RNA na podstawie danych uzyskanych i
R , . - - .- -m - -m -
z krotkich odczytow: specjalne progra- N Mool N R R
. . Moo | Moo
my do analizy wykorzy.stUJace ggnom/ B oonomareonsnsoens N
traskryptom referencyjny, w ktorym — SRS — R ———
okreslone sg konstytutywne miejsca ¢ Longread RNAseq
sktadania RNA B o TRy - —-
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Single cell sequencing (10x Genomics)
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ChiP-seq
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