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DNA

DNA:

» sekvencia nukleotidov: Adenin, Cytozin, Guanin, Tymin

> obsahuje zapis génov
> "kédujlce” gény - zapisuju proteiny
> "nekddujlce” gény - zapisuju pomocné RNA
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Ludsky geném:
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Ludsky geném:
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Sekvenovanie DNA:

» prva generacia: Sangerovo sekvenovanie

> princip " chain-termination”s pouzitim
fluorescennych znadiek

> pouZité pri "Human genome project”

» trval takmer 15 rokov
» v roku 2003 dokon¢ili 99%
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Sekvenovanie

"Sekvenovanie druhej generdcie”:

» Next Generation Sequencing, High-throughput sequencing

» viacero podobnych technolégi

> vyuZivaju princip Sangerovho sekvenovania alebo sekvenovania
syntézou

» produkuju relativne kratke retazce: sub-sekvencie
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Sekvenovanie
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Sekvenovanie Meranie expresie génov

" Sekvenovanie druhej generdcie” priklad:

1. fragmentdcia p— ~——
2. prilepenie \‘/
3. namnoZenie /J)\\\\\ ,k/\ Ve
4. pozorovanie (fluorescencia) Z
» pridanie znaciek

» odfotenie
» odstranenie znadiek >
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Sekvenovanie Meranie expresie génov

" Sekvenovanie druhej generdcie” priklad:

fragmentacia p—

prilepenie

v
namnoZenie /J)\\\\\ ,k/

pozorovanie (fluorescencia)

BN =

» pridanie znaciek

» odfotenie
» odstranenie znadiek >

: z 3 ¢y

9 o c @ a
o | e+ 0oc <
o o a 9

Sekvenovanie génov ocami informatika Peter Glaus



Sekvenovanie tretej generacie

» skevenovanie individudlnych molekil

» sekvenovanie pomocou nanopérov
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Sekvenovanie

Sekvenovanie pomocou nanopérov

» meranie elektrického pridu prechadzajiceho nanopérom

» molekuly chrakteristicky menia merany prid

nanopore

» Oxford Nanopore http://vimeo.com/52696609
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http://vimeo.com/52696609

Sekvenovanie

Sekvenovanie druhej generacie:

> vyhody
» rychlost (par dni az tyzdiiov)
» cena
> pokrytie
> problémy
» kratke retazce 30 — 400 baz
» nutnost mnoZenia molekiil
> chyby:
> zamena biz
> vynechanie/pridanie baz
velké mnoZstvo dat
» 100K - 100M retazcov
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Priklad

hejge enera druhe anied racie iedru novan uhejg
kveno ovanie enera sekve
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Priklad 2

sekvenovaniedruhejgeneracie
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Priklad 2
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VyuZitie sekvenovania:

» de-novo skladanie genému
» hladanie rozdielov (SNPs)
» hladanie miest viazania proteinov (ChIP-seq)

» meranie expresie génov (RNA-seq)
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RNA-seq:

» Sekvenovanie cDNA
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Meranie expresie génov

RNA-seq:
» Sekvenovanie cDNA
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Meranie expresie génov

RNA-seq:
» Sekvenovanie cDNA
DNA
infron exon Th; exon _infron oo 3 UR fre—mRNA
@ mRNA |
mRNA 2

mRNA 3

> potet retazcov ~ mono¥stvo fragmentov

» potet retazcov ~ (expresia) x (dizka)
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Pravdepodobnostné modelovanie + Bayesova rovnica

» Reprezentacia nezndmych pomocou pravdepodobnostného
rozdelenia
(namiesto hodnoty a odhadu chyby)
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Meranie expresie génov

Pravdepodobnostné modelovanie + Bayesova rovnica

» Reprezentacia nezndmych pomocou pravdepodobnostného
rozdelenia
(namiesto hodnoty a odhadu chyby)
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» Pouzivame Bayesovu vetu na manipulovanie pravdepodobnosti
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Meranie expresie génov

Pravdepodobnostné modelovanie + Bayesova rovnica

» Reprezentacia nezndmych pomocou pravdepodobnostného
rozdelenia
(namiesto hodnoty a odhadu chyby)

¢NN(M‘0) ¢~S:{51,...,s,,}

N\ lll.

» Pouzivame Bayesovu vetu na manipulovanie pravdepodobnosti

» Vysledok moZno zhrniit pomocou priemeru a stredne;
odchylky
E[¢] = mean(S); o4 = stdev(S)
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RNA-seq alternativny pohlad:

» Nezndma expresia prepisov 6
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RNA-seq alternativny pohlad:

» Nezndma expresia prepisov 6

P(retazec|f) = P(mRNA|0)P(fragment|mRNA)P(retazec|fragment)

P(Data|f) = H P(read;|6)
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RNA-seq alternativny pohlad:

» Nezndma expresia prepisov 6

P(Data|f) = H P(read;|6)

P(Data|0)P(0)

P(6|Data) = P(Data)
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RNA-seq alternativny pohlad:

» Nezndma expresia prepisov 6

, P(Data|0)P(0)

P(0|Dsta) = ——— i 27
(PIData) = 5 Data)

» PouZivame algoritmus " Markov Chain Monte Carlo” (MCMC)
na vypotitanie P(6|Data)
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Priklad vysledkov:
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Vysledky
MG&j vysledok: BitSeq
Aplikacia ma dva ciele
» Ur&it mnoZstvo prepisov (MRNA) pomocou dit z RNA-seq

» Vybrat tie gény a prepisy (mRNA) ktoré si rdzne zastiipené v
roznych podmienkach
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Vysledky

MG&j vysledok: BitSeq

Aplikacia ma dva ciele
» Ur&it mnoZstvo prepisov (MRNA) pomocou dit z RNA-seq

» Vybrat tie gény a prepisy (mRNA) ktoré si rdzne zastiipené v
roznych podmienkach

Aligned. veads Y— BitSeq —> ((Expression estimastes
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_DNA  Sekwnovane  Meranieexpresiegénov  Vysledky
Zaver:

» technolégie sekvenovania prudko napredujui

» produkované data vyzaduju efektivne spracovanie
> sekvenovanim vieme:

» sekvenovat nové organizmy

hladat odli¥nosti medzi DNA

detekovat mnoZstvo génov v réznych vzorkach
a ovela viac

vV vy
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Questions!
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