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Powtdrzenie

Podobienstwo:
> 2 sekwencji (globalne, lokalne, ...)
» wielu sekwencji (doktadne, profile)

Wyszukiwanie:
» sekwencji podobnych do danej
» badanie podobienstw: heurystyczne (FASTA, BLAST)
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Istnotnos$¢ wy W

Parametry testéw binarnych

Istotnos¢ wynikow
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Istotnos$¢ odnalezionych sekwencji

» dwie dowolne sekwencje zawsze mozna dopasowac

» wyszukiwanie w bazie sekwencji podobnych do dane;j
zawsze zwroci wyniki

» Czy dopasowanie wskazuje na podobienstwo, czy jest
wynikiem przypadku?
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Rozktad ocen dopasowan dla par losowych sekwencji

Uproszczenia:
» sekwencje bez przerw o tej samej dtugosci n
» wszystkie k symbole wystepuja z tym samym
prawdopodobiefistwem p = &
» prawdopodobienstwo identycznych symboli
k
Y. p*=kp*=p
0
» miara podobienstwa m jest liczba identycznych symboli

m
ms, = np

P(m) = ( ! )p”’(l—P)”""

o = y/np(l—p)



Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Rozktad ocen dopasowan dla par losowych sekwencji (2)

Gdy np > 3 oraz n(1 — p) > 3 to rozkfad dwumianowy®
mozna przyblizaé rozktadem normalnym P(m) ~ N(ms, o)

poz. ufnosci zakres
90% (ms, — 1.650, my, + 1.650)
95% (mg, — 1.960, my, + 1.960)
99% (mg, — 2.580, my, + 2.580)
99.74% (ms, — 30, mg + 30)

rozktad Bernoulliego

ABS - istnotnosc wyszukiwania 6/49



Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Rozktad ocen dopasowan dla par losowych sekwencji (3)

Przyktad:
GAATTCGAATTC
oATCAAGATIAs L= 5N =12,p =025 m, =3,0 =15
7= Mo _ 1.34(podobienstwo jest przypadkowe)

o
Przyktad 2: m, = 350, n = 1200, p = 0.25, m;, = 300,0 = 15

g =" Msr _ 3.33(podobienstwo nie jest przypadkowe)
o
Prawdopodobienstwo, ze sekwencje o takim (lub wiekszym)
dopasowaniu s3 przypadkowe wynosi ~ 0.05%

ABS - istnotnosc wyszukiwania 7/49



Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Rozktad ocen dla maksymalnie zgodnej sekwencji z bazy

Uproszczenia:
» sekwencje bez przerw o tej samej dtugosci n
» wszystkie symbole wystepujg z tym samym prawd.
» miarg podobienstwa m jest liczba identycznych symboli
» ocena to my,., dla wszystkich N sekwencji z bazy

Probability Density Function

e*Ammax —u

- P(mmax) - Ae_A(mmax_U)e—

10

- rozktad  wartosci  ekstremalnej
" : __ (EVD, extreme value distribution)
TS ub rozktad Gumbela

— Gumbel Max (1:0)

» rozktad uwzgledniajac przerwy jest podobny (symulacje)
» dla danego algorytmu wyszukiwania estymuje sie
parametry tego rozktadu
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

E-value - spodziewana liczba wynikéw

E = kmne™*°
gdzie:
» m dtugos¢ poszukiwanej sekwencji
» n liczbie rekordéw w bazie danych
» S ocena podobienstwa

» )\, k wspotcznniki zalezne od macierzy podobienstwa

Przyktad: E =5, baza danych z losowymi sekwencjami zwrdci
5 rekordéw

Jezeli E < 1 oznacza to, ze wynik jest istotny.

)
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Przyktad - uruchomienie algorytmu

€ > C | & httpsy//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST blasttab&LAST_PAGE=blast
U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

BLAST °» blastp suite

blastn | blastp | blastx | shiastn | thlastx

Signiin to NCBI

Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Standard Protein BLAST

rograms search protein databases using a protein query. more... Resel page  Bookmark
Enter Query Sequence BLASTP prog h protein detaby B alprols ey T e
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
MALWRLLPLLALLALHGPDPARAFVNHLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
' TPKTRREAEDLQGSLQPLALEGSLOKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN From
To
Slupluaciile Wybierz plik | Nie wybrano pliku o
Job Title

Enter a descriptive tite for your BLAST search @
Align two or more sequences &
Choose Search Set

Database

Reference proteins (refseq_protein) L)
Organism
Optional Exclude "+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa vil be shown. &
Excluﬂ‘e Models (XM/XP) L] Uncultured/environmental sample sequences
ptional

Entrez Query 1 X
Optional VoulfflTy Create cusiom database
Enter an Entrez query (o limit search &

Program Selection

Algorithm ® blastp (protein-protein BLAST)
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @
BLAST Search database Reference proteins (refseq_protein) using Blastp (protein-protein BLAST)
Show results in a new window
| Algorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with ¢ sign
4
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Badanie jakosci

Przyktad - wyniki

Istnotnos$¢ wy
Parametry test

ow

w binarnych

i Alignments
Description

insulin preproprotein [Homo sapiens]
insulin-2 preproprotein [Mus musculus]
insulin-1 preproprotein [Mus musculus]
insulin, isoform 2 precursor [Homo sapiens]

insulin-like growth factor Il isoform 1 [Homo sapiens]

insulin-like growth factor Il isoform 2 [Homo sapiens]

insulin-like growth factor Il isoform 2 [Mus musculus]

insuin-1 preproprotein [Mus muscuius]
Sequence ID: NP_032412.3 " Length: 108 Number of Matches: 1

Range 1: 110 108 Genpep: Graphics
Score Expect  Method identiies Positives Gaps
137 bits(346)  Se-43  Compositional matrix adjust. 79/108(73%)  83/108(76%)  10/108(9%)
Query 1 MALWMRLLPLLALLALWGPD PAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAED 60
MAL LPLLALLALW P AFV QHLCG HLVEALYLVCGERGFFYTPK+RRE ED
Sbjct 1 MALLVHFLPLLALLALWEPKPTOAFVKQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVED 60
Query 61 LQ---------- GSLOPLALEGSLOKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 98
LALE + QKRGIV+QCCTSICSLYQLENYCN
Sbjct 61  PQVEQLELGGSPGDLQTLALEVARQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN 108
SDownload + GenPept Graphics
insulin, isoform 2 precursor [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_001035835.1 Length: 200 Number of Matches: 1
Range 1: 110 62 Genpept Graphics
Expect  Mthod dentites Positives Gaps
112 bits(281) 5e-32 Cowvu:\l\und\ wdlnxddlu:l 62/62(100%) 62/621100%) 0/62(0%)
Query 1 MALWMRLLPLLAL NQHLCGSHLVEALYLVCG FYTPKTRREAED 60
A DA A DD AARVNL €GOl VEAL L VCCERGEFVTDTRREAED
Sbjct 1 MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAED 60
Query 61 tg 62
Sbjct 61 LQ 62

Max
score

192
140
137
12
53.9
53.9
50.8

Total
score

192
140
137
12
53.9
53.9
50.8

o

Query E

Ident
cover value

Accession

100% NP_000198.1
100%
100%
63%
92%
92%

98%

8e-65 89%
73%
73%
100%
38%
38%
2%

de-44 NP_032413.1

5e-43 0324123

5e-32 NP_001035835.1

2e-09 NP_000603.1

3e-09 NP_001121070.1

3e-08 NP_001116208.1

Related Information
Gene -associated gene details

UniGene - clustered expressed sequence tags
Map Viewer - aligned genomic context

¥ Next A Previous 4 Descriptions

Related Information
Gene -associated gene details
Map Viewer - aligned genomic context
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binarnych



Badanie jakosci

Istnotnos$¢ wynikéw

Parametry testéw binarnych

Parametry testow binarnych

macierz stan
pomytek plus minus
wonik dodatni | prawdziwie dodatni(TP) | fatszywie dodatni(FP)
y ujemny | fatszywie ujemny(FN) | prawdziwie ujemny(TN)
tos¢ (sensitivity) = L tos¢ (specifity) = ™
n - ¢ -
czuto$¢ (sensitivity TP EN , swoistos¢ (specifity TN FP
a ( )= TP
recyzja (precision) = ————

TP+ TN

Chdnodé
doktadnose = o5 TN T FP £ N’

bfad = 1 — doktadnos¢

PPV x TPR

F1l-score = 2 %

PPV + TPR
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Parametry testéw binarnych (2)

Test na kolor:

nr | stan | wynik testu
0 | NIE | NIE
1 | TAK | NIE
2 | TAK | TAK
3 | TAK | TAK
4 | TAK | TAK
5 | TAK | TAK
czutodé ~ 038 6 | NIE | TAK
swoistosé =0.6 7 | NIE | TAK
precyzja = 0.67 8 | NIE | NIE
dokfadnosé = 0.7 9 | NIE | NIE
F1-score = 0.73
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Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Badanie jakosci

Krzywe ROC (Receiver Operating Characteristics)

Graficzna ocena skutecznoéci testu, 0§ X to FPR =1 -
swoisto$¢, 08 Y to czutos¢ (TPR).

Punkty charaktery-
styezne: 1 ~*idealnie
(0,0) wszystkie 0s S
przyktady sa 3 . dobrze ',' losowo
ujemne (TP=0) : /'
(1,1) wszystkie 04 . Zle
przyktady sa 02 '/
dodatnie (TN=0) '/
° 0 02 04 06 08 1

(0,1) test idealny
y = x strategia losowa

1 - swoistos¢
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywe ROC - poréwnanie modeli

AUC ROC (area under ROC curve) — jakos¢ klasyfikatora |

1.0

0.8

model A jest lepszy niz model B,
jezeli w kazdym punkcie krzywa
ROC dla A jest powyzej ROC
dla B

sensitivity
06

0.4
I

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10

1-specificity
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa PR (Precision-Recall)

graficzna ocena skutecznosci testu binarnego; 0§ X to precyzja

(precision) 08 Y to czuto$¢ (recall, TPR).
Punkty charakterystyczne:

» nie mozna obliczy¢, gdy
wszystkie przyktady sa

ujemne (TP=0) °

(1,1) test idealny o

(1,-2-) wszystkie przyktady sa

-

idealnie

precyzja

dobrze

0.4

p+n """""""lOSOWO
. 0.2
dodatnie Sle
_ P : 0
= P strategia losowa 0 02 04 06 08 1
y p+n g czutosé

(odestek przyktaddéw
pozytywnych w zbiorze)
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa ROC i PR - przyktad tworzenia

. .4© prég | macierz pom. | czut | sw. | prec.
® % 005 | -: ™=2"110]0.0] 0500
nr [ stan [ wynik 0.15 | M=o W2t 1.0 0.2]0.556
(1’ $/'fK 81 025 | -5 W3 | 1.0]04]0625
> | Tak | 09 035 | A-o w-s | 10]0.6]0.714
3 | TAK | 0.9 045 | NZi WI3 0.8] 0.6 ]0.667
4 | TAK | 0.8 055 | =+ =2 0.8] 06 | 1.000
5 | TAK | 0.7 0.65 | fZi oY 0.8 1.0/ 1.000
6 | NIE | 0.6 TP=3 FP=0
> I NE | o6 0.75 S 0.6 | 1.0 | 1.000
8 | NIE |03 085 | N3 Tnos 0.4]1.0/1.000
9 | NIE | 02 095 | f-s Tw-s | 0.0]1.0 -
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa ROC i PR - przyktad tworzenia

prég | macierz pom. | czut | sw. | prec.
0.05 | KZs W% 1.0 | 0.0 | 0.500
015 | fnZs T2t 1.0 | 0.2 | 0.556
0.25 | o Tnod 1.0| 0.4 | 0.625
035 | HZo o3 10|06 |0.714
045 | -1 TN_3 0.8 | 0.6 | 0.667
055 | Ko7 W23 0.8 | 0.6 | 1.000
0.65 | HZi TN_% 0.8 | 1.0 | 1.000
1 - swoistos¢ 075 | fZs Tnos 0.6 | 1.0 | 1.000
085 | K-35 WIS 0.4 | 1.0 | 1.000
095 | RZ: ot 0.0 1.0 -

czutosé
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa ROC i PR - przyktad tworzenia

prég | macierz pom. | czut | sw. | prec.
0.05 | KZs W% 1.0 | 0.0 | 0.500
015 | fnZs T2t 1.0 | 0.2 | 0.556
0.25 | o Tnod 1.0| 0.4 | 0.625
035 | HZo o3 10|06 |0.714
045 | -1 TN_3 0.8 | 0.6 | 0.667
055 | Ko7 W23 0.8 | 0.6 | 1.000
0.65 | HZi TN_% 0.8 | 1.0 | 1.000
e 075 | fZs Tnos 0.6 | 1.0 | 1.000
085 | K-35 WIS 0.4 | 1.0 | 1.000
095 | RZ: ot 0.0 1.0 -

precyzja
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Badanie jakosci Istnotno$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywe ROC i PR gdy nie ma réwnowagi klas

czutosé
precyzja

1 - swoistos¢ czutos¢
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa kosztu (cost curve)

zaktadamy koszt(FP) = koszt(FN) |

graficzna ocena skutecznosci testu binarnego: o$ X to
prawdopodobienstwo wystapienia klasy plus, o$ Y to btad.
0.5; ;

____—-EFN/(TP+FN) o0 . ad
e . Lwynik: zawsze -
FP/(FP+TN)=="" . yal
®os5 \\\\/'l'
°%s 0.5 1o e PN
Pr(pozytywny) /’ ‘\
. 4 N, H
macierz pomytek to prosta na S wwyhik: zawsze +
. 4 N,
krzywej kosztu, taczy punkty oo - N
(0, %) | (1, %) Pr(pozytywny)
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Badanie jakosci Istnotno$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa kosztu (2)

Mozemy wybieraé najlepszy z wynikéw:
» zawsze zwracamy etykiete 'negatywny’
» zwracamy wynik testu

» zawsze zwracamy etykiete 'pozytywny’
1.0

Zle

btad

0.0 0.5 1.0
Pr(pozytywny)

0.0 0.5 1.0
Pr(pozytywny)
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa ROC, PR i kosztu - przyktad 2

osoba stan wynik testu
A zdrowa 0.1
B zdrowa 0.1
C zdrowa 0.2
D zdrowa 0.3
E zdrowa 0.6
F chora 0.6
G chora 0.7
H chora 0.8
| chora 0.9 3
J chora 0.9 g
TP=5[FP=1] ©
Prég 0.35:
& FN=0| TN=4
TP =5 | FP =1
Prég 0.5:
& FN=0| IN=4 L
TP=4|FP =0 1 - swoistoé¢
Prég 0.65:
& FN=1|TN=5
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa ROC, PR i kosztu - przyktad 2

osoba stan wynik testu
A zdrowa 0.1
B zdrowa 0.1
C zdrowa 0.2
D zdrowa 0.3
E zdrowa 0.6
F chora 0.6
G chora 0.7
H chora 0.8 ©
| chora . N
J chora gg g
. [TP=5[FP=1] =
Prég 0.35: EN=o0 TN =4
. . [TP=5[FP=1
Prog 05 N =0 TN=4
, . TP=4 | FP =0 czutodé
Prog 065 FN =T TN =35
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Badanie jakosci

osoba stan wynik testu
A zdrowa 0.1
B zdrowa 0.1
C zdrowa 0.2
D zdrowa 0.3
E zdrowa 0.6
F chora 0.6
G chora 0.7
H chora 0.8
| chora 0.9
J chora 0.9
TP—5|FP =1
Prég 0.35:
& FN=0| TN=4
TP =5 | FP =1
Prég 0.5:
& FN=0| IN=4
TP=4 | FP =0
Prég 0.65:
& FN=1|TN=5

Istnotnos$¢ wynikéw

Parametry testéw binarnych

Krzywa ROC, PR i kosztu - przyktad 2

0.5
7\
diN
0.4 + Y
e / \
/ \
g 03 Z A
<o.
] 7 s
. K \
n 0.2 7 Y
2 ’ \
] z v
0.1 by T e o
’ == == \
/ \
0.0 0.5 1.0
Pr(chora)
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Badanie jakosci Istnotnos$¢ wynikéw
Parametry testéw binarnych

Krzywa kosztu - przyktad 2

prég | macierz pom. czut | sw. | prec.

005 | NZo RI3 1.0 | 0.0 | 0.500

R RN 015 | [n=2 =4 1.0 | 0.2 | 0.556
04 \\\71:\ \\')( ! 025 | HZ-o W3 1.0 | 0.4 | 0.625
03 *VQ{\ 035 | f-s =22 10| 06 | 0.714
SO A P A\ 045 | [P=% =2 0.8 | 0.6 | 0.667
S R [oss | =T P2 08| 06 | 1.000

o i & [065 | £-F =% [ 08| 1.0 1.000
oo s e [075 | sy e 0.6 | 1.0 | 1.000
085 | =2 RZ° 0.4 | 1.0 | 1.000

095 | =2 RIS 0.0 | 1.0 -
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Sekwencjonowanie

Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Sekwenatory
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ekwencjonowanie
Sek j
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie DNA - proces ustalania kolejnosci nukleotydéw
tworzacych czasteczke DNA. J

» sekwencja pierwszorzedowa - ni¢ DNA jest reprezentowana
przez napis

» mapa fizyczna

G A A T T C
5,0 o—o—o—o—o,
Obecnie proces sktada sie z:
1. odczytu sekwencji fragmentéw
2. sktadania (asemblacja)

3. wykanczania
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Sekwencjonowanie
)
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Poznawanie sekwencji genomow - historia

» fag ®174, 5400 bp - 1977r

» wirus, 170kbp - 1984r

» bakteria, 1,8Mbp - 1995r

» drozdze, 12Mbp - 1996r

» ludzki, 3.3Gbp - 2004r (start w 1990r)
>

obecnie 388790 genoméw?: archea (3856), bakterie
(341318), eukariotyczne (33844), wirusy (9772)

Planuje sig, ze koszt odczytu genomu cztowieka spadnie do 100$
(w 2023 jest to 650%) Przewiduje sie, ze do 2025 roku bedzie
odczytanych pomiedzy 100 MIn a 2 Mld sekwencji cztowieka. Kazdy
rekord to 100-150GB.

2GOLD (Genomes Online Database), http://genomesontine.org/
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http://genomesonline.org/

Sekwencjonowanie
)
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Najwazniejsze projekty sekwencjonowania

Human cytomegalovirus - 229 kbp Mouse 26 Gbp Genome 10K ver
I . W D= U 1 Dog-2.3Gbp IWellcome Trust IEarth BioGenome.
Epstein-Barr virus | T M jannaschi  Human! ¢ Rat.275Gbp | UK10K GP | Project
172’kbp 0 | ® 166 Mbp 29 Ebp. e - G Zebrafish ! ? Axolotl
| T impanzee 1 1 1
Ph: X174 ! ! ! -4 Gbp 32 Gby
A ‘,fbp ] i . Arabidopsis, | | | e 24Gbp il ¢ <
: e T R A § IR ¢ P ; i
E.Coli5siRNA | ) | 0o ® 1 1 1 | i 1KGenomes | ! U AlofUst
120bp 1 i ! ! 1 Celegans | 1 1 1 1 ! Project(GP) | | 1 . 1 i
i i : ! Lo oTMbp L H ! -
1 1 1 4 1 T 1 1 1 1 ! 1 1 1 .
U, M i L — . .
L | il | | | | i i
i I K b 4 L
i |
. B v LS 1 | Comerose I | : bie
o ! N To2kop | 1 EColi ] ! ! 165Mbp | | ' ; 13Gbp
nh ! Phage A - 48 kbp | 146Mbp 0 ! o 0 ! ! !
it ! ! voast : i aegli:b P B i i
0o | Yeasf P i enisovan 10K Plants.
i | PhageMs2 112 Mbp | Malaria mosquito il O :
I\ L 3569bp (RNA) i 278 Mby | Neanderthal |
' i ¢ . P . °
4 Phage A cos-site - 12 bp M. genitalium Fruit fly Mais African clawed frog
Yeast - 76 bp (partial tRNA) 0.58 Mbp 120 Mbp 2.3 Gbp 3.1Gbp
ABS ania  31/49




ekwencjonowanie
Sek j
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Prawo Moore'a dla sekwencji genomdéw

» liczba poznawanych genoméw podwaja sie co 15 miesiecy

» wielkos¢ sekwencjonowanych genoméw podwaja sie co 18
miesiecy

» koszty sekwencjonowania (na bp) zmniejszaja sie
dwukrotnie co 18 miesiecy

Price Por Base of DNA Soquencing and Synthesis (circa 2017)

t — Cost per Raw Megabase of DNA Seqt
10! RS
— o
s ~—— -
r

1990 1995

Bioeconomy

CTAPTTAL
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Sekwencjonowanie

Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Sekwenatory pierwszej
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Metoda Sangera (1) - metoda terminacji fafcucha

Jednoniciowe, zdenaturowane DNA

: _ lI"...-. :
Znacznik izotopowy 3 a\g\“\g\ \ N a s a unaan )
M atryca D N A jeSt 5 Oligonukleotyd + polimeraza DNA , dATP, dGTP, dCTP i dTTP

denaturowana i do- l

dawany jest zna-

kowany izotopem

starter, pol imeraza Podzial prébki na 4 czesci, do kazdej dodawany jest dideoksyrybonukleotyd

DNA i nukleotydy +ddATP /+ddGTP/ +§1dCTP \+ddTTP

ABS - istnotnosc wyszukiwania 34/49



Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Metoda Sangera (2)

Sekwencja

_mweone B do rozdziatu fragmentéw
A5 uzywana jest elektroforeza

Analiza fragmentdw w zelu

- 1 N w zelu poliakrylamidowym
- — 1 ! » dtugosd¢ fragmentu
- . - c odpowiada specyficznym
—_ 1. " dd-nukleotydom
N — : » sekwencja od 5" do 3’
— — 1 ! syntezowanej nici jest

czytana od dotu zelu
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Automatyczne sekwencjonowanie metoda Sangera

» dd-nukleotydy ze znacznikiem fluorescencyjnym
» pojedyncza reakcja i ta sama linia zelu (kapilara)
» sygnat rejestrowany jako chromatogram fluorescencji

3'--GACTTAGATC.....-5'
5'--CTGAA —
polymerase
dNTP —
labeled ddNTP

5'--CCGAAT-O
5'--CCGAATC-O

5'--CCGAATCT-O NYYN

5'--CCGAATCTA-@
5'--CCGAATCTAGQ TCTAG
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Automatyczna metoda Sangera (2)

i V\ 1 h // Mf/\‘/ \ {\ f ({w ’ \/ ‘ /F |
il {N,f 1\»»%’“\ ”M I il y»”/\/,[),u M‘“\H‘s ‘»f.;»\ W\u\w/u\/ i ‘J\M {“W“f‘ Wf ﬂ [ MH{\

» pozwala odczyta¢ 2000 bp
» doktadnoéé¢ 99.999%
» zdominowata

sekwencjonowanie na 20
lat

» niska przepustowosc
i wysokie koszty
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Sekwenatory drugiej
generacji
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Klonalna amplifikacja fragmentéw, emulsyjny PCR

» reaktory: krople w
YSRN oleju
meerl)- s L. 0 i _
T aif ‘1/ /“\% ,,»if—[/) » kropla zawiera:
kulke, startery,
\ dNTP, matryce,
polimeraza

N

LN/
Vel o G
T

» jedna czasteczka
DNA na kulke
» produkty PCR zwigzane do kulek sg wttaczane
do studzienek reakcyjnych

_ S

» stosowana w urzadzeniach: Roche 454, SOLID,
lon Torrent
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Piro-sekwencjonowanie, platforma 454

» przeprowadzana jest  , ow . leenna osolcyiesna
polimeryzacja z SL_L'III'_L"T ¥ Y
dATP, pbézniej N ;fa\

} i sygnal
dCTP, dGTP, dTTP dN'rP'L ppdﬁ’ éwyiilln;

» sulfurylaza <L aPs s suluiaza
wychwytuje ¥

. N - L
pirofosforany (PPi) i PR
generuje ATP
. sekwencja
» lucyferaza generuje o g e

sygnat Swietlny

» sita sygnatu zalezna r r " | "
od ilosci zuzytego D
AT P dodawane nukleotydy
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Platforma Roche 454

pierwszy sekwenator drugiej generacji

poczatek sprzedazy w 2005 r, koniec produkcji w 2016 r
sekwencjonowanie = 10x tansze niz metoda Sangera

~ 300x bardziej wydajne

vvyyvyy
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Klonalna amplifikacja fragmentéw, mostowy PCR, lllumina

il Apiifikacia
klastrow

dNTP,
polimeraza

{ﬁ ./ ,,

amplifikacja mostowa

» biblioteka losowych fragmentéw z adapterami wigzana
dwoma koncami do powierzchni ptytki

» kazdy klaster powiela jeden fragment
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Sekwencjonowanie
Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Sekwencjonowanie metoda Illumina

B
4 nuklootydow
znakowar\y 5 3 "

Kamera CCD zbiera obraz i
archiwizuje w postaci pliku TIFF

zmevame
ﬂ Oprogramowanie "ttumaczy"
obraz na sekwencjg nukleotydowg

cO A0 sekwencja goma: CATCGT

T@ GO sekwencja dolna: CCCCCC
odaczenie

oo

» do syntezy uzywane usuwalne ddNTP wyznakowane
fluorescencyjnie

» iteracyjnie skanuje si¢ a nastepnie usuwa ddNTP
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[llumina

» sekwencjonowanie ~ 100x tansze niz Roche 454
» =~ 10x bardziej wydajne
» obecnie (2023) dominuje na rynku

lllumine HiSeq
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Sekwenatory trzeciej
generacji
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Pomiar pola elektrycznego w nanoporach

» metoda wyko-

ni¢ DNA

rzystywana
przez Oxford
nanopor i : sequence Nanopore
2 .
sequence > d’fugle
membrana Qdczyty

CGGCTTAACC > 15% bt Qd ow
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Sekwenatory Sekwenatory pierwszej, drugiej, trzeciej generacji

Synteza pojedynczych molekut w czasie rzeczywistym

» reakcja w
nano-komorach

» wyznakowane dNTP
gdy sa przytaczane,
emituja Swiattfo
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» uzywany PacBio

| |
| Emission

lllumination
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Sekwenatory PacBio i Oxford Nanopore
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