
CO JE TO SEKVENACE A CO 
SE BUDE SEKVENOVAT?



PO ADÍ NUKLEOTIDU V DNAŘ



  

SEKVENOVÁNÍ DNA
od manuálních metod po plně automatizované

1. generace (od cca 1976):
Maxam-Gilbert (čtyři štěpící reakce – G, AG, C, TC)
Sangerova metoda (terminace syntezy druhého vlákna)

2. generace (next-gen; NGS; od cca 2000-2005):
Solexa/Illumina (polymerace fluorescenčně značených oligonukleotidů)
454/Roche (pyrosekvenace, PP enzymaticky vázán na emisi světla)
SOLiD/LifeTechnologies (ligace fluorescenčně znač. oligonukleotidů)
Polonator (ligace fluorescenčně znač. oligonukleotidů)
Complete Genomics (nepoužívá PCR, ligace na shluky ssDNA)

Sekvenování jednotlivých molekul:
Helicos (optika)
SMRT/Pacific Biosciences (nanopovrch s ukotvenou polymerázou)
IonTorrent (polovodičové sekvenování, místo světla protony)

Sekvenování na membránách:
Oxford Nanopore
NABSys
NobleGen



KRITICKÁ FÁZE ANALÝZ 
1. a 2. GENERACE

Sekvenace Příprava 
knihovny  Analýza dat 



PRINCIPY SEKVENACE DNA

sekvenčn -specifické št pení DNAě ě

polymerace:

ATCAGTGCGATGCA - (ANCHOR)
TAGTCACG                 <-C*

hybridizace:

ATCAGTGCGATGCA - ANCHOR
TAGTCACGCTACGT*

ligace:

ATCAGTGCGATGCA – ANCHOR
TAGTCACG----CTacgt*

nanopory a pr chod membránouů

DNA pol

DNA lig



- de novo sekvenace
- organismy
- populace (metagenomika)

- resekvenování
- detekce polymorfismů

- SNP
- rekombinace

- zjištění stavu metylace

- měření exprese 
(jako náhrada technik založených
na hybridizaci)

DUVODY SEKVENACE



DNA-seq

ChIP-seq (imunoprecipitace chromatinu) 

RNA-seq

sRNA-seq

Bis-seq, BisChIP-seq (metylační analýza)

CLIP-seq (“cross-linking immunopreciputation”; RNA-prot)

Ig-seq,... (viz *Seq @ http://liorpachter.wordpress.com/seq/

 

DRUHY SEKVENACE

dle zp sobu p ípravy vzork  a použitých reaktantů ř ů ů



Klíčové kroky a parametry sekvenování DNA

- izolace DNA

- fragmentace DNA

- ligace adaptérů

- namnožení sekvencí

- typ podložky nebo média

- typ enzymů (pol, lig)

- typ detekce (světlo, proud)



Illumina



Illumina (“bridge amplification”)



Illumina (“bridge amplification”)



Illumina



Illumina



Sekvenování nanopory



Nanopor tvořen proteinem 
alpha-hemolysin s  
cyclodextrinovým 
adapterem (místo detekce 
nukleotidů).

Oxford Nanopore Technologies


