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Sekven(c)ovani
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Gel — kapilarni elektroforéza
Dideoxy-NTPs — ukonCeni polymerace

Znacené primery nebo ddNTPs

Cycle sequencing
3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template)

5-.. CTGAT ’( [primear)
..CTGATC }3
‘ ...CTGATCT l.
..CTGATCTA ,.D
LLCOTGATCTAT ’
...CTGATCTATG

...CTGATCTATGC ’?_)
‘ Folymerase ...CTGATCTATGCT _,D'
dNTPs ...CTGATCTATGCTC

Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG '.
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Sekven(c)ovani

Analyzuje smés DNA fragmentu

Heterozygotni mutace (1:1) —

Smés fragmentu
(napf. nespecificka PCR amplifikace)
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Jednotlivé fragmenty (jednotlivé alely z jednotlivych bunék)
— klonovani a sekvenovani



Masivné paralelni sekvenovani

PCR amplifikace jednotlivych DNA fragmentu a sekvenovani

nebo

Sekvenovani jednotlivych DNA fragmentu

= Single molecule sequencing l
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Cycle 3
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Technologie a pfistroje pfizplsobeny paralelizaci
Stovky milionu jednotlivych PCR reakci a sekvenaci najednou
(bézné prodavané kapilarni sekvenatory jsou max. 96-kapilarni)
VétSinou kratSi sekvence — desitky bazi

(kapilarni — bézné az 1000 bazi)



Masivné paralelni sekvenovani

Sequencing by synthesis

Polymeraza

Sestavovani nového fetézce z jednotlivych nukleotidu

Cleave Image

Sequencing by ligation Probes
| LLELLILLS
Ligaza LELLLLES
Sestavovani nového fetézce z oligonukleotidd LLLLLLLLIN
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Matching

probe binds to
DNA Ii?ase binds genomic DNA
matching probe
to anchor

Anchor

Adaptor



Masivné paralelni sekvenovani

Technologie Roche/454

Prvni na trhu
Emulzni PCR + pyrosekvenovani
Picotiter plate

Sekvenadni reakce ve vlastnich
(mikro)jamkach

Dlouhé fragmenty, mala kapacita

Chemie

Nemodifikované nukleotidy

Jeden typ nukleotidu/cyklus .




Masivne paralelni sekvenovani Technologie Roche/454

Emulzni PCR
DNA sample adapter ligation A-B adapter selection single stranded 454
DT sequencing library
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parallel sequencing after bead enrichment



Masivné paralelni sekvenovani

Pyrosekvenovani

Single-stranded
DM A teinplate

CDD camera

Signal detection
1

‘ Pyrogram
T Mucleotide added

QTHCTG Mucleatide sequence

Technologie Roche/454



Masivneé paralelni sekvenovani Technologie Roche/454

Vyhody

] / Dostupné pristroje \
Dlouhé sekvence

_ _ Genome Sequencer FLX
Diagnostika - Roche

GS Junior

Nevyhody . /

Chybovost - homopolymerni useky

Cenalkapacita
Pracnost

Standardizace

Mala kapacita — analyzy exprese RNA obtizné



Masivneé paralelni sekvenovani
Technologie lon Torrent

Emulzni PCR

Monitorovani H" uvolnénych pfi inkorporaci nukleotidu
Specialni Cipy
Sekvenacni reakce ve vlastnich (mikro)jamkach, dno tvofi polovodiCova
elektroda citliva na pH
Mala kapacita, zatim kratSi fragmenty (100+)

Nizka cena

Chemie
Nemodifikované nukleotidy

Jeden typ nukleotidu/cyklus




Masivne paralelni sekvenovani Technologie lon Torrent

Micro-machined wells

lon-sensitive layer

Proprietary lon sensor ————=

Two bases
are incorporated

Nucleotide——"
incorporates Hydrogen ion
into DNA is released

Two hydrogen ions

are released No hydrogen
ion released
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