


Kas Ir DNS sekvenéSana?

 DNS Ir slapekla bazu (nukleotidu) polimérs

* DNS molekulas nukleotidu secibas noteikSana
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14 October 1980

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to
award the 1980 Nobel Prize in chemistry

by one half to
Professor Paul Berg, Stanford University, USA,

for his fundamental studies of the biochemistry of nucleic acids,
with particular regard to recombinant-DNA,

and the other half jointly to
Professor Walter Gilbert, Harvard University, USA,

and Professor Frederick Sanger, Cambridge University,
Great Britain,

for their contributions concerning the determination of
base sequences in nucleic acids.

Sanger

Walter Gilbert



Pirmas paaudzes sekvenésanas
metodes

Viens paraugs viena reakcija



Kimiskas degradacijas
sekvenésanas metode

Kimiskas degradacijas metodes pamata ir 5’ gala ieziméta
DNS fragmenta kimiska bazes specifiska skelsanas
reakcija.

Sekvences garums — 200 — 300b (max 500b)
Kvalitate >99%

lzmanto elektroforézi.



Kimiskas degradacijas
sekvenésanas metode

1.Fragmenta iezimésana

A- Sarmaina fosfataze atske| 5 gala fosfatu

B- Polinukleotidu kinaze pievieno iezimétu fosfatu 5’ gala
(par substratu izmantojot iezimétu ATP)

ATGCAATACAATGCTTGAT CTTCATGC

l Sarmaina fosfataze

ATGCAATACAATGCTTGATCTTCATGC

ATP
)l Polinukleotidu kinaze
ADP

2P Q G ATGCAATACAATGCTTGATCTTCATGC




Kimiskas degradacijas
sekvenésanas metode

2.Bazu iezimésana
Paraugs tiek sadalits 4 dalas un tiek veikta:

- Purina bazu metileSana A
(dimetilsulfats) T

— 7 N

dimetilsulfats hidrazins
- PirimidTna bazu $kel$ana + *

. B skudrskabe 1.5M NaCl
(hidrazins) / / / /



Kimiskas degradacijas metode

3.DNS fragmenta skelsana

Piperidins Skel fosfordiestersaiti tieSi pirms modificéta nukleotida.
CH,

AT(L‘-CAATACAATGC'I‘I’GATC'ITCATGC

CH

| 3
ATGCAATACAATGCTTGATCTTCATGC
CH,

ATGCAATACAATGCTTGATCTTCATGC

CH
| 3
ATGCAATACAATGCTTGATCTTCATGC

i piperidins

GCAATACAATGCTTGATCTTCATGC

9101010

@

ATGCAATACAAT GCTTGATCTTCATGC

ATGCAATACAATGCTT GATCTTCATGC

OO

ATGCAATACAATGCTTGATCTTCAT GC

®



Kimiskas degradacijas metode

4.Poliakrilamida géla elektroforéze
(6%, 1x TBE (Tris-borate-EDTA) +denaturgjoss)

‘ ) g I —

Plastic
frame

Cathode

©

Sample

Gel
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T+C C

OO-A>2>202>-H>2>00 1>




Kimiskas degradacijas metode

4.Poliakrilamida géla elektroforéze
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LKB 2010 Macrophor sekvené$anas sistéma



Kimiskas degradacijas metode
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Géls tiek eksponéts uz rentgenstaru filmas 24-36h.

5.Vizualizacija



Kimiskas degradacijas metode

Minusi
Vajadzigs liels DNS daudzums;
Sameéra 1si nolasijumi 200-300bp;
Loti laikietilpigs un darbietilpigs process;
Metode nav automatizéjama;
Darbs ar veselibai bistamam vielam.

Plusi
Var sekvenét rajonus ar izteiktu otréjo strukttru;
Var sekvenét oligonukleotidus;

Var izmantot, lai noteiktu proteinu saistiSanas rajonus
(DNS footprinting).




Sangera sekvenésanas metode

Sangera metodes pamata ir DNS kedes sintézes terminacija,
izmantojot modificetus nukleotidus.

Sekvences garums — 750-1000bp
Kvalitate - >99%

Sobrid visplasak lietota metode.

lzmanto elektroforézi.
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Sangera sekvenésanas metode

1.PCR dala

Didezoksinukleotidam nevar pievienot nakamo nukleotidu,

jo nukleotida 3’ pozicija trukst OH grupa. DNS kédes
sintéze tiek partraukta.

T 1 0
O—P—0O0—FP—-0—F—-0—C
Y B S
8] 0 Q
dNTP

ddNTP

dideoxyribonucleotide triphosphate

deoxyribonuclectide triphosphate



Sangera sekvenésanas metode

1.PCR dala

Reakcijas maisijums:

Buferskidums
BigDye — dNTP; ddNTP**; viens praimeris

Polimeraze

25 cikli

957 | 95° 60° |
DNS - attirita / 550
2min 30s 4min 4°

Denaturacija 30s o 0
Sintéze

Hibridizacija
Polimeraze - bez eksonukleazes aktivitates;

- ar augstu toleranci pret modificétiem nukleotidiem.
Pieméram: Klenova fragments

Modificéta T7 bakteriofaga DNS polimeraze (sekvenaze)

Sobrid — modificétas Taq polimerazes formas



Sangera metode

1.PCR dala

PCR rezultata tiek ieguti dazada garuma produkti, kas ir radioaktivi
vai fluorescenti ieziméti

5’ -TACG. . .GTTAC GAACTAGAAGTACCG-3’

5’ -ATGC. .
5’ -ATGC. .
5’ -ATGC. .
5’ -ATGC. .

5’'-ATGC. .
5'-ATGC. .
5’ -ATGC. .
5" -ATGC. .
5’ -ATGC. .
5’ -ATGC. .

.CAATG
.CAATG
.CAATG

.CAATG

.CAATG
.CAATG
.CAATG
.CAATG
.CAATG
.CAATG

c -3’ 5’ —-ATGC
) 5/ —=ATGC

CTTGATC -3 5 —ATGO

CTTGATCTTC -3’

CTTGATCTTCATGGC -3’

CT -3’ 5’ -ATGC. .

CTT -3’ 5’ -ATGC. .

CTTGAT -3’

CTTGATCT -3’

CTTGATCTT -3’

CTTGATCTTCAT -3’

. ..CAATG CTTG -3’
.. .CAATG CTTGATCTTCATG
.. .CAATG CTTGATCTTCATGG

_3’
=37

.CAATG CTTGA -3’

.CAATG CTTGATCTTCA -3’



Sangera metode

Fragmentu ieziméSana - radioaktiva

5’ > 3’
i O
y. g primer A
template
Ay
Labeled primer "‘!«’-

fy
| primer | =
i g
Labeled dNTP "%"
L o
primer | —u

iy
Labeled terminator (ddNTP) ":.«'"

Praimeris

(PPG2p

vai

_J

Adenins

C

&3
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Sangera metode

Fragmentu ieziméSana - fluorescenta

ddCTP




Sangera metode

2. PCR produkta attiriSana un denaturacija.

PCR produkts tiek attirits - lai atbrivotos no piemaisijumiem:
liekajiem nukleotidiem un saliem.

Attirit var: izgulsnéjot ar etanolu un amonija acetatu,
attirot ar sefadeksu.

PCR dsDNS tiek denaturéta, lai atbrivotos no garajiem matricas
DNS fragmentiem.

To panak: karséjot un pievienojot denaturéjoSu reagentu
(formamidu).



Sangera metode

3. SekvenésSana
PCR produktu nes uz akrilamida géla un veic elektroforézi.
A — nukleotidi ir ieziméti ar radioktivu iezimi.

i éﬁ%i/

Paraugs

A/./\.\A =

ddGTPX ddATPX ddTTPY ddCTP< —

P00 P

Reakcijas maisijums —

QOHEHPOAAQN

Radioaktivi iezimétus nukleotidus —
pievieno katru sava stobrina. —




Sangera metode

3. Sekvenésana

PCR produktu nes uz akrilamida géla un veic elektroforézi.

B — nukleotidi ir ieziméti ar fluorescentu iezimi.

Paréugs

]
S S

ddCTP ddGTP ddTTP ddATP

!

4
|
7
|

i
\/
Reakcijas maisijums
Fluoescenti iezimétus nukleotidus
pievieno visus viena stobrina.

GATC

Fragment
migration

EEEEER

Laser beam

T

Y

(LS
~N
N
~
N
~N

5N

.

Photomultiplier

Lazers nolasa nukleotidu fluorescento signalu.



Sangera metode

3. Sekvenésana

Kapilara elektroforéze

TGATTCATC

T
-~ N
g g,
= —_— Lo
f\:‘?‘?-i"a. &{A{@"F
S o
iy,
B Y

yd Migration of DNA
( fragments
Laser’

[] []
H Sample/ 5 Buffer

Buffer
of

Fluorescence
detector

Fluorescenti iezimétu DNS
fragmentu virziba kapilara.

Sekvenators ABI 3100




Sangera metode

Rezultati, kas tiek ieguti péc fluorescento nukleotidu nolasiSanas.

c A T Cc A C G G € T A G G A A G T A G AT G C T G G A G A A G A T A G T

GGGCA NCAC h G A G G GG A G GGNWNIGTGGGNT A A A& NNGAT

A

G G G C A C A C

Sekvencé ir atpazistami SNP | & &
(viena nukleotida nomaina).  Sekvence ir atpazistama delécija




Sangera metode

Paraugs, kas satur degradétu DNS.

c A& C A & N A T A& M GT AN N M N N &G A& A& A& T T MNT M & & T M T A M G AN A

Paraugs kas satur plemalsuumus

T & & C T M A N & C N G 1T N T T T M N & C T T NG T G A& & N & A& G T T

AL ’\N‘ Vi W\‘ i \‘

TP.F'.CNTNF'.NP.I:NTGTNTTTNNF‘.CTTNCTGP.."-‘.NF'.F'.GT




Otras paaudzes sekvenésanas
metodes

Vairaki paraugi viena reakcija

Nepieciesama DNS amplifikacija, DNS
bibliotéku veidoSana



Pusvaditaja sekvenésana lon torrent

0 AOXO+>
(semiconductor) Ny —

Metodes pamata — pH merisana

Sekvenésanas apjomi — >1Gb 4,5 stundas
Sekvences garums — 200 bp
Kvalitate — 98,5%

Pielietojums:

" Genoma sekvenéSana un parsekvenésana,

" Mérka sekvenésana (konkrétus rajonus)

" RNS sekvenésana

" Kopiju skaita sekvenésana

" Visa genoma vai eksoma sekvenésana/ validésana

" Barkodu bibliotékas (var uz viena Cipa vairakus paraugus)
" De novo sekvenésana.



lonTorrent sekvenatori

Proton Personal Genome Machine
lildz 10 Gb (PGM)
30 Mb -2 Gb

http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/applied_markets marketing/documents/generaldocuments/cms__
096460.pdf



Pielietojums

Mazi genomi Génu kopas Génu ekspresija  Transkriptoms  Cilvéka eksoms Cilvéka genoms

lon PGM™ Sequencer lon Proton™ Sequencer
[l el oe]

:http:-//www3-.appliedb-iosystems.cofh/c-ms/gro-ups/applied-_fnar-kets_marketing/document-s/gener-aldocuments/cms_- jit
096460.pdf




DNS Bibliotéku sagatavoSana un
emulsijas PCR

4 _
DNA X —>)
Thermocycle
| =t
PCR
DO PO
Fragmented

Size-Selected VOIVIVIVDHIVL
DNA

Adapted DIVIVIVIVY
DHA DPVIVIVIVD
\ DNA

PCR reakcija noris ellas un tudens emulsija, kur tidens piliena atrodas
visi vajadzigie reagenti

Jonathan M. Rothberg et al., 2011,Nature 475:349-352




DNS bibliotéku sagatavosana un
emulsijas PCR

20000 WW%) ”fp; |
ﬁ%mw@ m%f. 2

)@0\ -
(, ~
&
Y 2% e
£ 5 | —> T

PCR reakcija noris ellas un tdens emulsija, kur Gdens piliena atrodas
visi vajadzigie reagenti S




lonTorrent sekvenésana

Micro-machined wells

lon-sensitive layer

Proprietary lon sensor ————

Jonathan M. Rothberg et al., 2011,Nature 475:349-352



Rezultats

legust teksta failu(s) ar 400 000 — 80 miljoniem nolasijumu

http://biocomicals.blogspot.com/2011/05/collateral-damage-of-next-generation.html



454 sekvenéSanas tehnologija

454 sekvenéSanas tehnologija pamatojas uz pirosekvenésanu.

Sekvenésanas apjomi - 0,4 — 0,6 Gb 10-23h
Sekvences garums — [idz 1000 bp
Kvalitate — 99.995%

Pielietojums:

De novo sekvenésana,

Parsekvenésana,

Transkriptomu analize,

Génu regulacijas pétijumi,

Metagenomskos un paleogenomiskos pétijumos.




454 sekvenéSanas tehnologija

leskats pirosekvenésana:

Metodes pamata ir enzimatiska reakcija, kura,
komplementara nukleotida pievienoSanas rezultata,
rodas gaismas signals.

Papildus tiek izmantoti enzimi:

ATP sulfurilaze — substrats adenozina fosfosulfats (APS);

Luciferaze — substrats luciferins;

Apiraze — substrati dezoksinukleotidi (ANTP - dATP, dTTP, dCTP,
dGTP).



454 sekvenéSanas tehnologija

S _ _ (DNA)_+ dNTP — " o (DNA)_, + PPi
1. Polimeraze inkorporé nukleotidu
Sulfurylase
2. Tiek generéts gaismas signals Iy light
APS+PPi ATP
luciferin  oxyluciferin
\4
Luciferase ||
&
ATP Light J".
N
time
nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in the Pyrogram
3. Atlikusie nukleotidi tiek degradéti dNTP _AP¥fESe o 4NDP + dNMP + phosphate

Apyrase

ATP ADP + AMP + phosphate



454 sekvenéSanas tehnologija

o
mT Flow Order
<
4 _ :C
mer N % g

3-mer ) | TTCTGCG
2-mer

|rasgrasgirpogras gras gras gras grac gracgsracsgracsg-acga-asgi-as g-ac
1010l 0]l oE11 1202100 1010010011100 30200 0100101 11 000100 100 2100

as goac gracsc grac gracgbvracgbfacgbracgbacgracgvracgracgbh acghacgracgracgrs
A0 10A00 Z0Z0 ZEE A0 0Z0 L oLI0 0ZE 1030 0L 0E L0 oD e L 10 Z0 1 10 1130 0F

Key sequence = TCAG for signal calibration




454 sekvenéSanas tehnologija

A — Paraugu bibliotekas sagatavosSana

1. DNS tiek saskelta lidz 300-800bp gariem fragmentiem.

2. ssDNS 3’ un 5’ galos tiek ligéti Tsi adapteri (oligonukleotidi) A un attiecigi B.
Adapteri tiek izmantoti fragmentu:
e Attirisana e Amplifikacija e Sekvenésana

dsDNA fragments

dsDNS adapteris

5!* 3’
—— N\ —~ _x - g .z
5 parkare PCR praimeris Sekvenésanas praimeris “Atslegas”
sekvence

*5’ B adapterim ir piesaistits biotins.



454 sekvenéSanas tehnologija

A — Paraugu bibliotekas sagatavosSana

4. Emulsijas PCR. Tiek sajaukta emulsija: lodttes ar DNS, amplifikacijas reagenti,
ddens un ella. Veidojas mikroreaktori, kas satur visus reagentus un tikai vienu
lodtti. Bead

Library
/ DNA
H'\Lf‘:_ j _\_“'.l;rff \"'Il ;
w .,/ —r R —» _
* 7 L r I\ "
' 5 \
" Water-in-oi
emulsion
1) Nepiesaistita kéde disocie. 2) Jaunas kedes sintéze. 3) Matricas DNS fragments
disocié....
|
— |
|

5. Péc emPCR emulsija tiek izjaukta, lodites attiritas un atdalitas tukSas, DNS
fragmentu nesaturosas, lodites.



454 sekvenéSanas tehnologija

B - Sekvenésana:

5.DNS nesoso lodiSu maisijumam pievieno sekvenésanas praimeri un
prameris hibridiz€jas pie adaptera.

6.Lodites tiek vienmérigi sajauktas ar lodisu inkubacijas maisijumu, kas satur
DNS polimerazi.

MaisTjums tiek uznests uz optiskas Skiedras plates.

Tiek pievienotas “enzimu” lodites, kas satur sulfurilazi un luciferazi.

Viena bedrité ir viena DNS lodite DNS lodites parklatas  Plates bedrites palielinajuma
ar “enzimu” lodttém




454 sekvenéSanas tehnologija

B - SekvenésSana

7. Tovisu liek sekvenésanas aparata GS FLX.
Pari platei noteikta kartiba tiek pludinati nukleotidi pa vienam veidam katra
reize.
Ja bedrité nonak komplementars nukleotids, polimeraze to pievieno
augoSajai kédei un tiek generéts gaismas signals.

Gaismas signals ir proporcionals pievienoto nukleotidu skaitam.

Light + oxy luciferin



454 sekvenéSanas tehnologija

B - SekvenésSana

Sekvenators GS FLX.

Parauga uzneSana



lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

Sekvenésanas tehnologija izmanto atgriezenisku sintezéjamas
kédes terminaciju ar fluorescenti iezimétiem nukleotidiem.

Sekvenésanas apjomi — 0.3 — 1000 Gb 5 stundas lidz 6 dienas
Sekvences garums — 125-300 bp
Kvalitate — 98,5%

Pielietojums:

" Genoma sekvenéSana un parsekvenésana,

" Geénu ekspresijas pétijumi, ieskaitot nelielu RNS atklaSanu un analizi,
" Hromatina imunoprecipitacija,

" De novo sekvenésana.



lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

DNS bibliotékas veidoSana

1. Genomiska DNS tiek saskelta.

2. Fragmenti tiek hibridizéti ar adapteriem (isiem zinamas sekvences praimeriem).

#

G
000
GoGD
)
2006



lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

Parauga sagatavosana

3. ssDNS paraugi tiek uznesti uz slaida 4. Brivais adapters hibridiz€jas ar
kanalu iekSpuses virsmas. Adapteri slaida virsmai piestiprinato
piesaistas pie slaida. praimeri, veidojas tilta strukttra.

Tiek pievienoti nukleotidi.




lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

Parauga sagatavosana

5. Polimeraze sintezé 6. dsDNS tiek denaturéta, 7. Amplifikacija tiek pabeigta.
komplementaru kédi — veidojas ssDNS. Uz slaida virsmas ir ciesi
veidojas dsDNS tiltins. DNS fragmentu sakopojumi

— polonijas (PCR kolonijas).




lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

Sekvenésana
8. Pievieno visus Cetrus iezimétus nukleotidus, praimerus, DNS polimerazi.
Polimeraze piesaista nukleotidu.

Liekie reagenti tiek aizvakti. Paraugu apstaro ar lazeri. Tiek fikséts
fluorescents signals un noteikta pirma baze.
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lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

SekvenésSana

* - . - —_ . - - - , e as
Pé&c signala nolasiSanas tiek novakta fluorescenta iezime un 3’ terminacija.

A .
fluorescenta V¥ linkers

iezime < )>— o) m e iaoT
iezime AA Fluorescentas iezimes
)\ molekula nodroSina art 3’
@ o O ( 7 NH; terminaciju.
HO—P—0—P-0-P-0 N
O O O _koj
OH |brivs
fluorescenta ©>—""kﬁ— - 3’ galu bloké neliela kimiska
iezime . v . . =
‘ ? grupa, kas tiek atSkelta vienlaicigi
=N ar fluorescento iezimi.

e 9 o0 PN

HO—P—0-P—0—P-0 N
O O O %Oj
blokéts



lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

SekvenésSana

9. Atkarto 8. ciklu un nolasa otru bazi.

[ 1]= - ne 4=
1}- ne 1=
ne 1
1= N - 1jm
Ji)= g [1]= ool Al
n :
| |
1
&g L,
11(9\ — (25)
B E B




lllumina Solexa sekvenésanas

SekvenésSana

tehnologija

Cikli tiek atkartoti, kamér iegata pilna fragmenta sekvence. Ar So metodi var

nolasit 125-300 bazes.

Dati tiek apstradati datora un ieglta pilna parauga sekvence.

Reference sequence

-
GCTGATGTGCCGCCTCACTCCGGTGG

CACTCCTIGTGG
CTCACTCCIGTGG
—>» GCTGATGTGCCACCTCA
GATGTGCCACCTCACTC
GTGCCGCCTCACTCCTG
CTCCIGTIGG

Unknown varicnt Eononaen
identified and caolled SHP called



lllumina Solexa sekvenésanas
tehnologija

Digitalas kameras
detektéta fluorescence.

lllumina sekvenators

NextSeq 500 Solexa
tehnologijai



SOLID sekvenésanas tehnologija

SOLID tehnologijas pamats ir sekvenésana ligéjot.

Sekvenésanas apjomi — 1 — 45 Gb diena
Sekvences garums — 75 bp
Kvalitate — 99,99% Augsta precizitate

Pielietojums:

" Parsekvenésana,

" Geénu ekspresijas pétijumi,

" MikroRNS aklasana,

" Hromatina imunoprecipitacija,
" Pilna genoma sekvenésana.

= De novo sekvenéSana.



SOLID sekvenésSanas tehnologija

Paraugu sagatavosana

VR

v

DNA Fragment

60-90 Bases

|lzmanto parsekvenésanai
(directed resequencing)

~ 0

2kb
N\
N
EcoP15I
25 base 25 base
Tag #1 | Tag #2
|

Internal Adapter

|lzmanto pilna genoma sekvenésanai



SOLID sekvenésanas tehnologija

Paraugu sagatavosana

2. Fragmentu galos tiek ligéti adapteri P1 un P2.

P1 P2
| | | |
3 3
| | | |
P1 Adapter DNA Fragment P2 Adapter
A.
Tag #1 Tag #2

B IIIIIIIIIIIIIII ENEEEEEEEEEEEND

P1 P2



SOLID sekvenésanas tehnologija

Paraugu sagatavosana

3. Emulsijas PCR

[Reakcijas maisijumam papildus tiek pievienoti praimeri P1 un P2].

O . O ...... — O ......

1) Adapters P1 (saistits ar 2) Jaunas kédes sintéze. 3) Matricas DNS fragments
fragmentu) hibridiz€jas ar disocié.
praimeri P1 (saistits pie
lodites).

Rezultata uz lodites virsmas ir liels skaits fragmenta kopiju.



SOLID sekvenésanas tehnologija

Paraugu sagatavosana

4. Mikroreaktori tiek izjaukti. Tiek atsijatas tas lodites, kas nav

saistitas ar DNS fragmentiem.
P2’

Large

P1 P2 Polystyrene WW-2
— i bead coated

P1

with P2

1) Ar P2 adapteri fragmentu saturosas lodites piesaistas pie polistirola loditém.

& ¢
Ste¢

&Y

2) Tiek veikta glicerina gradienta centrifugéSana.




SOLID sekvenésanas tehnologija

Paraugu sagatavosana

5. Pie loditém piesaistito fragmentu 3’ gals tiek modificéts.

6. 3’ modificétas lodites tiek izgulsnétas uz slaida. LodiSu kovalentu
piesaistisanos stikla slaidam nodrosina 3’ modifikacija.




SOLID sekvenésanas tehnologija

SekvenésSana

A. SekvenéSanas reakcija tiek izmantotas fluorescenti iezimétas zondes

Cleavage site,

T / Fluorescent dye

3’ Ligation site - ‘ l I [

n — degenerétas bazes Z — universalas bazes

Ir 16 zondes — 16 dinukleotidi, kas ir ieziméti ar ¢etram fluorescentam krasam.

, / AR AC AT
/ : g

|'|'|'|'|'|'|'|'{}5 nnnGGzzz + CA CC CG
e / / GC GG GT

3i.m.l...llz_n"5' I rm TA TG TT



SOLID sekvenésanas tehnologija

SekvenésSana

B. Pieci praimeri, kas ir komplementari P1 adapterim.

bead 5' 3'
F1 Adapter Template Sequence
universal seq primer

SFTTTTTITTITIINTI

universal seq primer n-1
SFTTTIITITITITIT

universal seq primer n-2 >
T

universal seq primer n-3
e

universal seq primer n-4
TITTTTTTTITTTIT

Katra praimera sekvence ir nobidita par 1 nukleotidu adaptera 5’ virziena.



SOLID sekvenésanas tehnologija

Sekvenésana ar ligésSanu

|. Solis

1. Praimeris n hibridiz&jas ar adapteri P1.

universal seq primer

EEEEEEEEEEEE N
SRR EERRRERRR RN RSN RN RNNURUNNNRN RN NN RN NN NN NET|
IZIEEZ|5! 3!
P1 Adapter Template Sequence

2. Hibridiz€jas atbilsto§a zonde, kuru ligaze pieSuj praimera 5’galam.

IIIII'
L|Wer5a|5e /

SRR RN RN RN ERR RN RRRNNN AN NU RN NN RRNRNRRN RN NET|
I:IEEH:|5: 3!

1 Adapter Template Sequence




SOLID sekvenésanas tehnologija

Sekvenésana ar ligésSanu

|.Solis

3. Tiek nolasits zondes fluorescentais signals.

S
-----
B
\\\\\
o e
nnnnnn
\\\\\\\
\\\\\

\\\\\\\\\
xxxxxxxxxx

universal seq primer _;’
MTTTTTTTITT T TIT I  TT1
bead " 3!
S P1 Adapter 4,3 Template Sequence

4. Zonde tiek saskelta. Tas atbrivo fluorescento iezimi un 5’ fosfatu uz
augosas kédes.

universal seq primer v
EEEEEEEEEREEEEEE G
Apm
bead Il I
5 4.5 3

P1 Adapter ’ \\’ Template Sequence



SOLID sekvenésanas tehnologija

Sekvenésana ar ligéSanu
|.Solis

5. Notiek nakamas zondes hibridiz€Sanas un ligéSana augosas
kédes 5’gala.

universal seq primer

B )y rrr Il SANNRARNNNRRRNRNRRNNET
I:IEildE': 3!

P1 Adapter 45 9,10 Template Sequence

Atkartojas viss cikls...

universal seq primer .

universal seq primer / P GG
4 FFTTTIIITIIIITIIT. ITlcalnl bead o 45 3,10

[ P1 Adapter Ten‘"'"*';‘equence

bead 45 3,10 3 /
P1 Adapter Template Sequence A
™




SOLID sekvenésanas tehnologija

Sekvenésana ar ligésSanu

Il.Solis

1. Praimeris n - 1 hibridiz&jas ar adapteri P1.

universal seq primer n-1

bead o 3
5 O ) i 3.4 8.3 13,14 18,13 253,24
1 Adapter
1o
*
universal seq D'm /-"' universal seq primer n-1 /*
Aum o IIIIIIIIIIIIIIIIIa+'I'I'(
bead 0 . bead ] ]
5 P1 Adapter Template Sequence 3 5 P1 Adapter * Template Sequence 3

universal seq primer n-1

FTTTTTTTIT I I T IT T T u
N NN NN NN NN NN NN AN ANNNNNNNNNNNNNNNNNANN|
Lead 5, 3] A(\upjer 34 83 13,14 18.13 23,24 3,

Kopa ir 5 soli, katra 5-7 ligésanas cikli, kuru rezultata ieglst 25-35 nukleotidus
garu sekvenci katram fragmentam.



SOLID sekvenésSanas tehnologija

~ Read Position ‘u 1121341506178 glu111213141516niw152011522,_2324!52552?28
§ ; unh.éq.rsal seq primer (n) o0 "o #e oo
3 = Uniuar:;.;ralanprimarfn-1} oo oo oo o0
S TITTITTITIrTY
"'3" é 3 Univarglalseqprimerinii . o0 e o0
% € , Llnil.rer;alsaq primer (n-3) 0 oo L) .
% : Univagga[ seq primer (n-4) ole oo oe o
3 @ Indicates positions of interrogation  LigationCycle JJ 23 ¢« B &
2
5 praimeri

Katrs nukleotids tiek noteikts 2 reizes



SOLID sekvenésanas tehnologija

SekvenésSana

Dinukleotidu atSifreSana

Katra krasa apzimé 4nk kombinacijas.

5th Base

0L 0

AA AC AT

L

@ C :. CA CC CG

. @

e GC GG GT
® @ Sppp

CGGTCGTCGTGTGCGT

1. A - zals => A-C
2. C - sarkans => C-G

Zinams péc adaptera 3. @ - zils => G-G
sekvences



SOLID sekvenésanas tehnologija

Sekvenésana ar ligéSanu

| SOLID sekvenators Digitalas kameras detektéta
fluorescence.



Tresas paaudzes sekvenésanas
metodes

Vairaki paraugi viena reakcija

Nepieciesams veidot DNS bibliotéku

Nav nepiecieSama DNS amplifikacija



Pacific Biosciences (PacBio)
SMRT sekvenésanas tehnologija

Metodes pamata ir vienas DNS
molekulas sekvenésana reala laika

(Single molecule, real-time sequencing —
SMRT).

Nav nepiecieSams amplificét DNS

Sekvenésanas apjomi— 1Gb 1h e
Sekvences garums — 4200-8500 bp PacBio RSII sekvenators
Kvalitate — 99,999%

Otras paaudzes sekvenésanas iespéjas +
L .auj noteikt DNS modifikacijas

RNS izoformas

Sarezgitu genomu sekvenésSana



SMRT sekvenéSanas tehnologija

SMRT Cells

SekvenésSana notiek SMRT “Sunas”

Lero-Mode
Waveguides

Katra SMRT “S0n&” ir daudzas mazas
bedrités, kuram netiek cauri gaisma

Phospholinked
Nucleotides

Katra bedrité tiek piestiprinata polimeraze.
SekvenésSana izmanto modificetus
nukleotidus — fosfosaistitos nukleotidus




{NANOPORE




Kopsavilkums

Pirmas paaudzes metodes
Maxam-Gilbert jeb Kimiskas degradacijas metode
Sangera enzimatiska metode

Otras paaudzes metodes
lon Torrent

454

Solexa

SOIiD

TreSas paaudzes metodes
PacBio SMRT
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