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        PODSTAWY BIOINFORMATYKI



       WYKŁAD 4
   ANALIZA DANYCH NGS
SEKWENCJONOWANIE GENOMÓW – NEXT GENERATION

 METODA NOWEJ GENERACJI
   • Sekwencjonowanie bardzo krótkich fragmentów
   • 50-700 bp
   • DNA unieruchomione na płytce
   • Szybkie
   • Tanie
   • Platformy: Ilumina, 454 technology, SOLiD
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SEKWENCJONOWANIE GENOMÓW – NEXT GENERATION
PORÓWNANIE METOD


                     SANGER SEQ             NEXT GENERATION SEQ
               Separate reaction for the    One single reaction for the
               sequencing of all exons of   simultaneus analysis of
STRATEGY
               a single gene / any piece    different genes / whole
               of the genome                genomes!
                                           Cost-effective and efficient
                                           by simultaneus and fast
ADVANTAGE      High reliability
                                           analysis Relatively cheap
                                           (0.001$ / 1000 bp)
               Expensive (0.1$ / 1000 bp) Interpretation of the
               Time consuming due to       abundance of data
DISADVANTAGE   limited automation and      challenging
               necessity of many different High coverage needed for
               reactions                   accuracy

                      Maga Mielczarek                            3
SEKWENCJONOWANIE GENOMÓW – NEXT GENERATION

 KOSZT/CZAS ZSEKWENCJONOWANIA CAŁEGO GENOMU
 CZŁOWIEKA

 • Projekt poznania genomu człowieka
      ~ 13 lat      ~ 15 000 000 $
 • Technologia NGS
      ~ kilka dni   ~ 2 000 $
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                                                                          Szyda
NEXT GENERATION SEQUENCING - PLATFORMY

1. Roche (454)
   • 700-400 bp; pirosekwencjonowanie; fluorescencja
2. Illumina (Solexa)
   • 100-150 bp; sekwencjonowanie przez syntezę;
       fluorescencja
3. Pacific Biosciences (PacBio)
   • >20 000 bp; sekwencjonowanie przez syntezę;
       fluorescencja
4. … i inne



Sekwencjonowanie… i co dalej?
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NGS PIPELINE - przykład


    Surowe Dane
                      • Pipeline = łańcuch przetwarzania
   Kontrola jakości     danych

  Przyrównanie do     • Uproszczony schemat
       genomu
   referencyjnego
                      • Jedne z podstawowych zagadnień
                        w analizie danych NGS 
      Detekcja          przyrównanie do genomu
   polimorfizmów        referencyjnego oraz detekcja
     DNA/RNA            mutacji/polimorfizmów

  Sens biologiczny
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SUROWE DANE – FORMAT FASTQ


   Surowe Dane       Read 1
                     @HWI-1KL157:109:C448WACXX:7:1311:12007:37445 1:N:0:ACAGTG
                     AGAAATGCCAGGCTAGATGAGTTACAATCTAGTATCAAGATAGGC
  Kontrola jakości   +
                     @@@FFDFFGHGHHFDDDGHHHDDDDHIIIJJDDIIIGDDJGDDGDD
                     (…)


  Przyrównanie do
       genomu
   referencyjnego


      Detekcja
   polimorfizmów                         Single-end
     DNA/RNA           Read 1
                        AGAAATG…

  Sens biologiczny
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SUROWE DANE – FORMAT FASTQ


   Surowe Dane       Read 1
                     @HWI-1KL157:109:C448WACXX:7:1311:12007:37445 1:N:0:ACAGTG
                     AGAAATGCCAGGCTAGATGAGTTACAATCTAGTATCAAGATAGGC
  Kontrola jakości   +
                     @@@FFDFFGHGHHFDDDGHHHDDDDHIIIJJDDIIIGDDJGDDGDD
                     (…)


  Przyrównanie do    Read 2
       genomu        @HWI-1KL157:109:C448WACXX:7:1311:12007:37445 2:N:0:ACAGTG
                     TTAAATGCCAGGCTAGATGAGTTACAATCTAGTATCAAGATAGGCT
   referencyjnego    +
                     DD@FF@@FGHGHH01DDGHHHDDDDHIIIJJJDIIIGDDJGDDGDD
                     (…)

      Detekcja
   polimorfizmów                         Paired-end
     DNA/RNA           Read 1                                   Read 2
                        AGAAATG…                        ... GGCTGAA

  Sens biologiczny
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KONTROLA JAKOŚĆI SUROWYCH DANYCH


   Surowe Dane       @HWI-1KL157:109:C448WACXX:7:1311:12007:37445 1:N:0:ACAGTG
                     AGAAATGCCAGGCTAGATGAGTTACAATCTAGTATCAAGATAGGC
                     +
  Kontrola jakości   @@@FFDFFGHGHHFDDDGHHHDDDDHIIIJJDDIIIGDDJGDDGDD
                     (…)



  Przyrównanie do
       genomu
   referencyjnego


      Detekcja
   polimorfizmów
        DNA

  Sens biologiczny
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