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Masivné paralelni sekvenovani
Technologie SOLID (Life Technologies (Applied Biosystems))

emPCR
Sekvenovani ligaci
Velka kapacita, kratké fragmenty (75)
Silné zazemi, nizka cena za bazi
Dvoubazové kddovani, fetézeni ligaci
Chemie
Fluorescencné znacené oligonukleotidy (4 barvy)

Pool vSech oligonukleotidd/cyklus



Masivne paralelni sekvenovani Technologie SOLID

r leavable sie

* .‘*- - -ﬂuﬁF_ﬂFL_nﬁ-_E
befoee r:lica:es.-lin:;-m : 2/ XY nnnNnzazz< s’
after diﬂr&*a{i{;ﬂ ; =2/ X Y nn n® =

| - phos 'Pimjt'-’:'

"-__.H__._.r
L"‘r—"’ umversal bases

A chene pate bageg

Y dAinucleot ide
I8{Cla T
o0 @
« ;‘.... examples: AB A z2 P
% = Q% hn -L‘.l.a_’
ﬁ_'l_ oA 21:5.

TC wnn 22+




Masivne paralelni sekvenovani Technologie SOLID
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Masivné paralelni sekvenovani
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Masivne paralelni sekvenovani Technologie SOLID
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Masivne paralelni sekvenovani Technologie SOLID

Vyhody
Dostupné pfistroje \
Velka kapacita (desitky Gb) / pNne pristroj
. 5500 xL
Automatizace ?
5500
RozSifeni
. e, SOLID 3
Mnozstvi aplikaci
- SOLID 4
Cena za bazi
Presnost ? \\ /
Nevyhody

Rychlost (1 béh az 10 dni)

(Cena)



Masivné paralelni sekvenovani
Technologie Polonator

emPCR
Sekvenovani ligaci
(zatim) kratké fragmenty (26 «— 2x 13)
Otevrena technologie
Kapacita az nékolik Gb
Chemie
Fluorescencné znacené oligonukleotidy (4 barvy)

Pool nukleotidi/cyklus



Masivne paralelni sekvenovani Technologie Polonator

Genomic DNA

1_

(1) Sheering to small fragments

(2b) Circularization
and linker attachment

++1—I

(3b) Amplification
= on @ePCR beads



Masivne paralelni sekvenovani Technologie Polonator

(3b) Amplification
on ePCH beads

(4b) Beads immobilized
in a monolayer in
an acrylamide matrix
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(5b) Ligation with oligo pools added in cycles
and four-color imaging



Masivne paralelni sekvenovani Technologie Polonator

Vyhody

Dostupné pristroje
Otevfena technologie pne pristro)

G.007
Pofizovaci cena ($170k)

Cena za bazi ?

Nevyhody
Velmi kratké sekvence (7-8 nukleotidl)

RozSireni ?




Masivneé paralelni sekvenovani
Technologie cPAL (Complete Genomics)

Rolling circle amplification (RCA)
Sekvenovani ligaci
“‘DNA nanoballs” usporadané do mfizky na skliCku

(zatim) kratké fragmenty (2x 35)

Pouze sluzba — Complete Genomics

Velmi nizka cena (< $2000/lidsky genom)
Chemie
Fluorescencné znaCené oligonukleotidy (4 barvy)

Pool oligonukleotidu/cyklus



Masivne paralelni sekvenovani Technologie cPAL

400 — 500 bp -
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Masivne paralelni sekvenovani Technologie cPAL

/.__\ Unknown Sequence
Newly Synthesized

Strand

Adapter 2
" Ada pter 3

Adapter 4

Circular ssDNA

o i

Template

Palindrome

* 300 nm >
DNANanoball




Masivne paralelni sekvenovani Technologie cPAL

X R

Flow Cell . Nanoball

Etched pit
in Array

> 2,5 miliardy jamek na ploSe velikosti podlozniho skli€ka (rozestup 0,7 mikrometru)



Masivne paralelni sekvenovani Technologie cPAL
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Sekvenovani - 10 bazi na obé strany od kazdého adaptoru



Masivne paralelni sekvenovani Technologie cPAL

Vyhody
. Dostupné pfistroje
Nizka cena
Pouze sluzba
Nevyhody

Pouze sluzba
Kratké fragmenty

Spektrum aplikaci



Masivneé paralelni sekvenovani
Technologie SMRT (Pacific Biosciences)

Single Molecule Real Time
Sekvenovani syntézou
ZMW — Zero Mode Wavelength — velmi malé reakcCni jamky
| velmi dlouhé fragmenty — az nékolik kb
Opakované cteni stejné molekuly — Circular consensus sequencing
4teni pouze Casti velmi dlouhych fragmentt — strobe sequencing
Kratce na trhu
Chemie
Fluorescencné znacCené nukleotidy (4 barvy)

Nema cykly < real-time



Masivneé paralelni sekvenovani Technologie SMRT

With an active polymerase
immobilized at the bottom of each
ZMW, nucleotides diffuse into the
ZMW chamber. In order to detect
incorporation events and identify
the base, each of the four
nucleotides A, C, Gand T are
labeled with a different fluorescent
color. Since only the bottom 30nm
of the ZMW is illuminated, only
those nucleotides near the bottom
fluoresce.




Masivneé paralelni sekvenovani Technologie SMRT

Vyhody

Dostupné pristroje
Velmi dlouhé fragmenty pne pristro]

_ PACBIO RS
Single molecule

Nevyhody
Nova technologie

Chybovost ?

http://www.pacificbiosciences.com/aboutus/video-gallery

http://www.dnatube.com/video/3003/SMRT-DNA-Sequencing


http://www.pacificbiosciences.com/aboutus/video-gallery

Masivneé paralelni sekvenovani

Oxford Nanopore

Nanopores — exonuclease, strand sequencing

http://www.nanoporetech.com/sequences

Life Technologies

technologie podobna SMRT
fluorescence generovana béhem inkorporace nukleotidu
Prenos energie z Qdot nanokrystalu na polymeraze

ZS Genetics, Halcyon Molecular, Toste research group at UC Berkeley

Elektronova mikroskopie viakna DNA
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