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Von der DNA zur Datenbank:
Sequenzierung & Assemblierung
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Friedrich Miescher
(1844-1895)

1869 Miescher entdeckte DNA in der
Kiiche des Schlosses Hohenttibingen
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1953 Watson und Crick

- Struktur der DNA ist eine Doppelhelix

- Die Reihenfolge der Basen enthélt Informationen, die
in der Zelle verarbeitet werden




Genes contain
instructions
for making
proteins

Proteins actalone

or in complexes to"
perform many cellular
functions
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1955 Biochemiker Frederick
Sanger bestimmt die erste
| vollstandige
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. Proteins, Insulin.
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1975 Frederick Sanger
entwickelt die
Kettenabbruchmethode

' zur Sequenzierung von
'\ ﬁi DNA Azoc

T
A
G
G

Wikipedia.org




UNIVERSITAT

el DEINGEN 1 Genomics

@ Genomics ist das Studium der
Genomsequenzen einzelner Organismen
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@ Sequenzierung und Assemblierung
@ Annotation und Analyse
@ Genomvergleich

Genomics

@ GenomgroBen:
@ Virus 5-10 Kilobasen (kb)
@ Bakterien: 1-10 Millionen Basen (Mb)
® Arabidopsis thaliana: 120 Mb
o Fruchtfliege: 140 Mb
@ Mensch: 3 Millarden Basen (Gb)

“Genetics is a way of thinking.

Genomics is a set of tools.”
Mary-Claire King (Science, Feb 2011)
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Sequenzierung

10 000 Basen DNA (x150000)

Probe ele: . enz Datenbank

heiBt ,Read”




ITAT

et BGIN 'Sanger Sequenzierung

AGTGTTAGTTGACGCGATATCTGCC..

T C
c © T, oA C c
A LeAT et
AT ¢ T ©
Deoxynukleotide
UG i Sanger Sequenzierung
;Axpiymetase
AGTG
AGTGTTA
AGTGTTAGTTGACGCGATAT
T
G TCor
C TA A (o} A ¢ C
AACATcCG " C 4 @
T AT A A c A G - G
Deoxynukleotide G- fér te di-Deoxynukleotide

@

. : Kapillar-Technologie

Las




UNIVERSITAT
TUBINGEN

i Sequenzfabriken

UNIVERSITAT

o BINCER, t Genomik

2001

Die Sequenzierung des
Genoms des Menschen

“Mondlandung”
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Library Construction Random Sequencing Phase Assembly & Annotation

Ido o ealign DNA

“Schrotschuss” Klonierung und  Assemblierung
Zerteilung der DNA Sequenzierung  und Annotation
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i Sequenzierungsprojekte

Genome Sequencing Projects on GOLD
Septemnber 2009, 5643 projects
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GOLD: Genomes online database
www.genomesonline.org
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454 $CiEnces

Applied
Bi85ysiems

@ Seit 2005 neue Hochdurchsatzmethoden
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i Second-Generation Sequenzierung

www.454.com
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Nature, 2005

Source: Stephan C. Schuster, Penn State
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Mikroreaktoren
-

i Emulsion Amplifikation

a) Wasser-in-Ol
“Mikroreaktoren”

c) Auflosung der
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b) Klonierung des
Fragments und
Befestigung an
der Kugel
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Kugeln werden
in Mikrowells

H Kugeln verteilen auf einer PicoTiterPlate™

Enzyme
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Source: 454
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woBNCIN ¢ Pyrosequenzierung
@ Parallele Sequenzierung der Fragmente:

Fluss ~
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@ Parallele Sequenzierung der Fragmente:

Fluss -

Fluss —r
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Pyrosequenzierung
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o Erste Generation (Sanger Sequenzierung):

© 100kb/Lauf, mittlere Read Lange 1000bp, Preis: 500$/Mb
o Zweite Generation:

o Roche(454): 600 Mb/Lauf, 600bp, 20$/Mb

@ |llumina: 400 Gb/Lauf, 100bp, 0.50$/Mb

® SOLiD: 500 Gb/Lauf, 50bp, 0.50$/Mb
o Dritte Generation:

® PacBio SMRT: 25Gb/Lauf, >1000bp, ?$/Mb

e Ganz neu:
@ |on Torrent: 100bp/Lauf, 10x billiger als Roche(454)
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Genom

Shotgun
Sequenzierung

1 Mapping auf das Genom
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@ Sequenzierung produziert Millionen von
kurzen DNA Reads

@ Bioinformatik: Suche tberlappende
Sequenzen und flige sie zusammen

AGGTTTAG
TTTAGGAT
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AGGTTTAGGAT
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H NCBI Datenbank

@ Die Hauptresource fiir Sequenzdaten ist NCBI:
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Genome.

Using Ganome Resurces_Sgige by crganism rups  thrResrces
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Genome Tools Genome Assemblies Custom resources
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¥ NCBI Datenbank

g Group: (sbsnors ) Sequencig Sius: (41 5] Sequeacing Mothod: (41
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NCBI Datenbank Hund-Genom?
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NCBI Datenbank Hund-Genom...

This

lT\L“\“”\“'['““? Zusammenfassung
@ DNA enthdlt Bauanleitungen fiir die Zelle
@ Sequenzierungsmethoden produzieren kurze
“Reads” von DNA Sequenz
@ Lingere Sequenzabschnitte werden aus Reads
assembliert
@ Es gibt > 5000 Sequenzierungsprojekte

@ Sequenzdaten (DNA, Proteine, RNA) werden
in der NCBI Datenbank abgelegt und sind dort
frei zuganglich
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