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Sekwencjonowanie DNA

»Sekwencjonowanie DNA — proces ustalania
kolejnosci nukleotydow tworzgcych czasteczke
DNA

»pZastosowanie: badania podstawowe, oraz
praktyczne: diagnostyka, biotechnologia,
kryminalistyka, systematyka biologiczna

» Ludzkie DNA zbudowane jest z ~ 3,2 miliarda
par zasad utozonych w unikalny sposob, ktore
przechowuje informacje o ~20000 genach
kodujgcych biatka budujgce organizm ludzki

»Kolejnosc¢ zasad moze mieC wptyw na nasze
zdrowie:
»Rb6zna podatnosc na choroby i odpowiedz
na lekarstwa




Sekwencjonowanie DNA — warianty genetyczne

atcgtgactgattaccaggatcctageggatcctactgacctgacgtacgtaatgeagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggee
ctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaac
gtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctacgtacegtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacac
acacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatctiggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcategtga
ctgattaccaggatctactagaagaaaaattgggccectacgtaccgtaacgttgecaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgac
ttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgticaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccegtaa
cgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaacgtactagaatata
tccaggaaaatccctgggaaaaattggaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttg
aatcttggcagtcgtaacgtacgtageectacgtaccgteggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggattagatecgtagatcgtaggaaatatcteggataattaaca
gatacacacccttagaccatttaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcategtgactgattaccaggatectageggatecta
ctgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtgtegtaacgtacgtacggtactggtaacg
tgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacaga
ttgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattcaaattcagteecttgaatcttggeagte
gtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatectageggatectactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaacte
gatgagaaaaattgggccectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggecectt
gaatcttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteg
gtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggcagtcgtaacgtactagaatatatccaggaaaateectg
ggaaaaattgggcectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaat
cttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcatatatccaggaaaatcectgggaaaaattggetacgtacegtattaactaggatctecgatggtacccat
taagacacccaaaataggtaacaggtagacatattgatacccatagaggatagatttaggacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattg
tcgtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattggge
cctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaa
cgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatectactgacctgacgtacgtaatgeagtggtcaggttgttcaactegatg
agaaaaattgggccctacgtaccgtaacgttgtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegta
acgtactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgtigcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattgggeecta
cgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccagctacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaacgtac
gtacgggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatcgtgactgattaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccagge
tacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcat
ccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaa
ctgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatcectactgacctgacgtacgt
aatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgagaaaaattgggceectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtg
ttatctgacttggaactgtaggcecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctac
gtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgtac
tagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggccectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatce
tgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattgggecctacgtacc
gtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgacgtacggtactggtaacgtgaggte
aggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatecta
ctgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecectacgtgtegtaacgtacgtacggtactggtaacg
tgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacaga
ttgtcgtgttatctgacttggaactgtaggegecttgaatcttggeagtegtaacgtactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccgtaacgttgeaaattca
gtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaatcttggeagtcegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgag
gtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgt
cgtgttatctgacttggaactgtaggcacacacacactgacagagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaac
gtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgcagatagacaga
ttgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgagagtcaggttgttcaactcategtgactgattaccaggatcctageg
gatcctactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgagaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtctageggatcectactgacctgacg
tacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctggactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgeaaatt
cagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggea
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atcgtgactgattaccaggatcctageggatcctactgacctgacgtacgtaatgeagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggee
ctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaac
gtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctacgtacegtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacac
acacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatctiggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcategtga
ctgattaccaggatctactagaagaaaaattgggccectacgtaccgtaacgttgecaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgac
ttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgticaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccegtaa
cgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggcagtegtaacgtactagaatata
tccaggaaaatccctgggaaaaattggaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttg
aatcttggcagtcgtaacgtacgtageectacgtacegteggtactgefl@cstgaggtcagsttgttcaactcatccaggattagatecgtagatcgtaggaaatatctcggataattaaca
gatacacacccttagaccatttaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatcgtgactgattaccaggatectageggatecta
ctgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtgtegtaacgtacgtacggtactggtaacg
tgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacaga
ttgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattcaaattcagteecttgaatcttggeagte
gtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatectageggatectactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaacte
gatgagaaaaattgggccectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggecectt
gaatcttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteg
gtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggcagtcgtaacgtactagaatatatccaggaaaateectg
ggaaaaattgggccctacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagataga@@pttgtegtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaat
cttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcatatatccaggaaaatcectgggaaaaattggetacgtacegtattaactaggatctecgatggtacccat
taagacacccaaaataggtaacaggtagacatattgatacccatagaggatagatttaggacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattg
tcgtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattggge
cctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaa
cgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatectactgacctgacgtacgtaatgeagtggtcaggttgttcaactegatg
agaaaaattgggccctacgtaccgtaacgttgtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegta
acgtactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattgggeecta
cgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccagctacacacacactgacagatagacagattgtcegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaacgtac
gtacgggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatcgtgactgattaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccagge
tacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcat
ccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaa
ctgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatcectactgacctgacgtacgt
aatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgagaaaaattgggceectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtg
ttatctgacttggaactgtaggcecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctac
gtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgtac
tagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggccectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatce
tgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattgggecctacgtacc
gtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgacgtacggtactggtaacgtgaggte
aggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggceccttgaatctiggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgiffctgattaccaggatectageggatecta
ctgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecectacgtgtegtaacgtacgtacggtactggtaacg
tgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacaga
ttgtcgtgttatctgacttggaactgtaggegecttgaatcttggeagtegtaacgtactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccgtaacgttgeaaattca
gtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaatcttggeagtcegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgag
gtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgt
cgtgttatctgacttggaactgtaggcacacacacactgacagagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaac
gtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgcagatagacaga
ttgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgagagtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageg
gatcctactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgagaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtctageggatcectactgacctgacg
tacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctggactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgeaaatt
cagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggea
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atcgtgactgattaccaggatcctageggatcctactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggec
ctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaac
gtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacac

acacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcececttgaatctiggeagtegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcategtga ° S e kwe n CJ a J eSt
ctgattaccaggatctactagaagaaaaattgggcecctacgtaccgtaacgttgeaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgac

. f ” .
ttggaactgtaggcectigaatctiggeagtegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigticaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaa po I Im O rfl CZ N a Czyl |
cgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaacgtactagaatata » . .
tccaggaaaatccctgggaaaaattggaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttg Z an e ra Wa r | a n ty

aatcttggcagtcgtaacgtacgtagecctacgtaccgtcggtactgell@@cgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggattagatccgtagatcgtaggaaatatctcggataattaaca ,

gatacacacccttagaccatttaaatccctgggaaaaattgggepefacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegt n u kl e Otyd OW

gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggcagtggtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatecta
Cgatgactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecectacgtgtcgtaacgtacgtacggtactggtaacg

gaaaaattgggccctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacaga

tggcagtcgtaacgacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattcaaattcagtcccttgaatcttggeagte

ttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatectactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaacte ® Wyste p Uj a é re d n | O CO

3 attcagtcgcf?mfffrmm"*fmmr“‘a cactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcecectt

gtgaggtca ‘laatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgeaaattcagteg p Z
battgtegtg cccttgaatcttggeagtcgtaacgtactagaatatatccaggaaaatecctg
goetagtcggtac :gacagataga{@ipttgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaat ° S

cttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttg ngctacgtaccgtattaactaggatctccgatggtacccat Z a.C UJ e S I e y Ze W
taagacacccaaaataggtaacaggtagacatattgatacccataga ‘ aattcagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattg I, k t
tcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegtaa gtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattggge g e n Ol I l I e CZ OWI e a J eS
cctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggctaca Jattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeecttgaatcttggeagtegtaa I C h 1 O m I | I O n OW
cgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcategtg zgatcctactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggtigttcaactegatg

agaaaaattgggccctacgtaccgtaacgttgtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtegta
acgtactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegt
gttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatccaggaaaatecctgggaaaaattgggeecta
cgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccagctacacacacactgacagatagacagattgtcegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaacgtac _ m O m i e é
gtacgggtactggtaacgtgaggtcaggtigttcaactcatcgtgactgattaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccagge g a
tacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcat d et e rm i n OW a é
ccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtegtgttatctgacttggaa
ctgtaggcccttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageggatcectactgacctgacgtacgt ewn e C e C h
aatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgagaaaaattgggceectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtg p

ttatctgacttggaactgtaggcecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctac f e n Otyp OW e k O | O r

gtaccgtaac cgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcegtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcgtaacgtac

tgacttggaz

gtaacgttgc caggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggceccttgacgtacggtactggtaacgtgaggtc
ccctacgtaccgtaacgttgcaaattcagtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtegt

gttatctgac atcttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaac ctgattaccaggatcctageggatccta

ctgacctgac

ttgtegtgtte >gccttgaatcttggeagtegtaacgtactagaatatatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecectacgtaccgtaacgttgeaaattca m e d C Z n e

gtcggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggeagtcegtaacgtacgtacggtactggtaacgtgag

cgtgttatctgacttggaactgtaggcacacacacactgacagagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggcecttgaatcttggeagtcgtaacgtacgtacggtactggtaac

gtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgcagatagacaga

gatcctactgacctgacgtacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgagaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtctageggatcectactgacctgacg

tacgtaatgcagtggtcaggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctggactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgeaaatt

tagaatatat 1aaattgggccctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgtegtgttate I.
gcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgaggtcaggttgttcaactcatccaggaaaatcectgggaaaaattgggeectacgtace W os OW I o cz u
aggttgttca
ggttgttcaactcgatgactagaatatatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtgtegtaacgtacgtacggtactggtaacg | b 1 4 H
tgaggtcagg 1aatccctgggaaaaattgggeectacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggcetacacacacactgacagatagacaga u I I l I eC Z n a Cze n I e
gtcaggttgttcaactcatccaggaaaatccctgggaaaaattgggecctacgtaccgtaacgttgcaaattcagteggtacgtttccaggetacacacacactgacagatagacagattgt m et ab O | I Z m | e k c’)W
ttgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggcagtcgtaacgtacgtacggtactggtaacgtgagagtcaggttgttcaactcatcgtgactgattaccaggatcctageg
cagtcggtacgtttccaggctacacacacactgacagatagacagattgtcgtgttatctgacttggaactgtaggeccttgaatcttggea



Sekwencjonowanie DNA — warianty genetyczne - przyktady

»Polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(ang. single nucleotide polymorphism SNP)
W rejonie wzmacniacza (ang. enhancer) genu

KITLG zmienia pigmentacje wiosow b _—
»Wariant G asocjujgcy z kolorem blond e
wystepuje czesciej w populacjach Europy :
potnocnej -

»Myszy pozbawione rejonu regulatorowego ze
wzmacniaczem wykazujg obnizong
pigmentacje

» Rejon wzmacniacza wigze czynnik
transkrypcyjny LEF, ktory dla wariantu G wigze
sie z mniejszym powinowactwem do DNA co — Wiosy ciemne
skutkuje obnizeniem ekspresji KITLG i P
intensywnosci pigmentacii CGotamas B et N

ik &
enhancer >350 kb | = :

|
Wiosy blond


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+molecular+basis+for+classic+blond+hair+color+in+Europeans

Sekwencjonowanie DNA — warianty genetyczne - przyktady

»Mutacja genu TYRP1 u populacji
zamieszkujgcej wyspy Salomona zmienia o 5
pigmentacje wtosow
»Mutacje w genie TYRP1 rozjasniajg skore |
pigmentacje u wielu zwierzat, a delecja genu
wywotuje albinizm u cztowieka

»Wariant T zmienia aminokwas w biatku —
Arginina na Cysteine - R93C

Tyrosine-related Protein 1

—< Copper-binding >—@—

R93C
blond human)

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/05/Blonde_girl_Vanuatu.jpg

R38C R93C

[ Signal Peptide ] EGF Domain




Sekwencjonowanie DNA

»Metoda Sangera
»Metoda terminacji tancucha — pierwsza generacja

» Zasada dziatania

»Matryca DNA jest denaturowana i mieszana ze znakowanym izotopowo
starterem, polimearazg DNA | nukleotydami

Jednoniciowe, zdenaturowane DNA

. |
3 a\g\g\s\ﬂ\ﬁlll c R
Znacznik izotopowy ) 3
5' Oligonukleotyd + polimeraza DNA , dATP, dGTP, dCTP idTTP

Podziat prébki na 4 czesci, do kazdej dodawany jest dideoksyrybonukleotyd

/ /\ \

+ddATP +ddGTP +ddCTP +ddTTP



Sekwencjonowanie DNA
‘= @TL‘HNIJJLTJUUUNL@JIJJ@L\IU

» Sekwencjonowanie DNA —
terminacja fancucha

»W trakcie syntezy DNA, dd-
nukleotydy sg wigczane nowej T T
nici tak jak d-nukleotydy, ale brak
grupy 3'OH uniemozliwia dalsze TR TS

wydtuzanie DNA oo, b@

[ |
0—P-0—0-F—0—0—P-0—CH,
0 0 o)

»Kazda probka z ddT produkuje

serie réznej dlugosci fragmentow
zakonczonych T co odpowiada A i oo sy Moy acichs
na nici matrycowej J
SAMMMARERANE " n
. |
.nlllnn@mmmmmmmmmm=
.llllllﬂﬂﬁMMMﬁMﬂMﬂnﬂ




Sekwencjonowanie DNA

» Sekwencjonowanie DNA —
terminacja fancucha

Analiza fragmentow w zelu ggggﬁgﬁf fwzl:\rl;igctj)aNA

»Do rozdziatu fragmentow A [0 [aad [agm | trakeie reakoi
wygenerowanych metodg Sangera N A
uzywana jest elektroforeza w zelu — G C
poliakrylamidowym. Metoda ta ma T A
wystarczajacg rozdzielczo$¢, aby — _ ’: /I
rozdzieli¢ czgstki DNA roznigce _ G .
dtugoscig sie o jeden nukleotyd c G

————+ C G
»Wizualizacja fragmentow DNA o — T A
okreslonej dtugo$ci odpowiada 2 I
specyficznym dd-nukleotydom _ , .
»Sekwencja 5’-do-3’ syntetyzowanej

nici jest czytana od dotu zelu



Sekwencjonowanie DNA

» Automatyczne sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

Kazdy dd-nukleotyd jest k yEEEEEEE L
*Kazdy dd-nukleotyd jest wyznakowany SREREE
réznicowo znacznikiem fluorescencyjnym T
i wszystkie sg uzywane w pojedynczej EEEN c

i (11 Je
reakcji m
i _ lC|
»4 dd-nukleotydy sg rozwijane w tej
samej linii w zelu/kapilarze L
— ®
» Sygnat jest rejestrowany jako Cetekor I
chromatogram fluorescencji | ./:4_;;
zapisywany w postaci cyfrowe; ] &/ 7ol -

7 e 2
ICACAG TRRARARATAGGTG ATTITITG®SE® ITCTAGCT TACAG IGARRAATICICGATITGGAGSTIGEGEGEICCCATCAGTIITITITGARARACRGT




Sekwencjonowanie DNA

» Automatyczne sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

»Moze dostarczy¢ informacji o sekwencji 500-700 pz na reakcje i ma
doktadnosc 99.9%

» metoda Sangera na dwie dekady zdominowata sekwencjonowanie dzieki
automatyzacji — uzyta do wygenerowania sekwencji genomu ludzkiego

»Niska przepustowosc i wysokie koszty duzych projektow tj. badanie
genomow

2001: Human Genome Project

‘ 2,7 Mid $, 11 lat 2001: Celera

100MIn $, 3 lata

THE = -
HUMAN ',‘f.f .
GENOME . Tl

. i
3 s |
= |
- N ‘!
I

\ . :

< 44 ¥

RAY Autricax Association 1O RINRCEMENT OF SEqaNes

Mo




Sekwencjonowanie DNA

» Sekwencjonowanie genomu typu shotgun — ogo6lna koncepcja

Krétkie fragmenty DNA

ACGTGGTAA
GTAA

CGTATACAC TAGGC
CG CACCCTTAG
CGTATA

 ACGTGGTAA

CGTATACACCCTTAGGC

< /

e TG..GT ce ::..cc
TT..TC - e

o e AC..GC GA..GC
GT..GC AC..GC AC..GC

AA..GC AT.AT TT.CC

Krétkie sekwencje

ACGTGACCGGTACTGGTAACGTACA
CCTACGTGACCGGTACTGGTAACGT
ACGCCTACGTGACCGGTACTGGTAA
CGTATACACGTGACCGGTACTGGTA
ACGTACACCTACGTGACCGGTACTG
GTAACGTACGCCTACGTGACCGGTA
CTGGTAACGTATACCTCT...

Sekwencja genomu




Sekwencjonowanie DNA

per Genome

Moore's Law

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

Moore's Law

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

~1000% za ludzki genom

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

0.014%$ za Mb



Sekwencjonowanie DNA

10,000,000
lllumina
lllumina HiSeq X Ten
llumina HiSeq 2500
Complete @ ABI SOLID
Genomics 5500xI W jjumina
ABI soLip Intelligent 75 HiSeq 3000
. i Bio-Systems
]| 5500xI
100,000 [30 X ludzki genom tumina | GAI @) 75 MAXSeq
lllumina
) GAll & (55 NextSeq 500
E AB| SOLID 3
— 10.000 Helicos @
= p Heliscope
= . Polonator ;
Q. 100 x ludzki eksom  ABI SOLID Goo7 lon Toment 'lumina fon Torent
5 | i : lon PGM  MiSeq  lon Proton
o Roche/454 400
QO 1.000 GS FLX+
s 14k
£ @ 800 ‘
= Solexal/lllumina Pacific Bioscience
O sequence analyzer RSl
xford Nanopore
g Oxford N
MinlON
100 Roche/454 p
454 GS-20 GS Junior 0
pyrosequencer @
10
M 5] O A Je] o) 9 N % ) g &)
N O N) 9 N) (N N N " h N .
® P P > ® P > P P ® P P
® Roche 454 @ lllumina @ Life Technologies/Thermo



Sekwencjonowanie DNA

» Sekwencjonowanie genomu typu shotgun — masywne, rownolegte
sekwencjonowanie przez synteze DNA (sekwencjonowanie nowej

generacji)

Sanger

In vivo cloning and amplification

O-¢

DNA fragmentation

| ] I
‘% ] (—
§ ) I
é_“ EE—] E—
=" = =
rq T | I

gyl

Polony

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

(primer) 5., CTGAT jo
~CTGATC ~ o)

| _..CTGATCT o
...CTGATCTA O

__.CTGATCTAT

...CTGATCTATG ’z)
...CTGATCTATGC ,O
Polymerase ...CTGATCTATGCT
dNTPs ...CTGATCTATGCTC /?.
Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG

Electrophorsesis
(1 read/capillary)

AN A A

LU
|

In vitro adaptor ligation

—— =—
E B =

= o= > =11
——— R -
= g == —

Generation of polony array

Cyclic array sequencing
(>1 0® reads/array)
Cycle 1 Cycle 2

What is base 17 What is base 2?7

Cycle 3

What is base 37




Sekwencjonowanie DNA

Klonalna amplifikacja fragmentéw DNA z uzyciem mostowego PCR
(platforma lllumina)

Adaptery \I

Matryca,
dNTP,
polimeraza

N

DNA (5 ug)

Aplifikacja
klastrow

100-200 milionow klonow

T

phytki

amplifikacja mostowa

Biblioteka shotgun DNA (z adapterami) wigzana ,mostowo” do powierzchni

Kazdy klonalny klaster zawiera ~1000 kopii zamplifikowanego fragmentu

biblioteki



Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie przez inkorporacje znakowanych fluorescencyjnie
nukleotyddw - lllumina

@ A
@T @ Ei GT
wilgczanie
4 nukleotydow g z
znakowanych ® ®
réznymi bar-
wnikam! @ @ Kamera CCD zbiera obraz i
archiwizuje w postaci pliku TIFF
v — mm e -

. 9] o:] o] eo:] el "o
ptukanie Al C
Sbrazu ‘i :
° Oprogramowanie "ttumaczy"
/ obraz na sekwencje nukleotydowg

J cO AQ sekwencja gorna: CATCGT
T@ GO sekwencja dolna: CCCCCC
odigczenie
barwnika,
ptukanie
powtorzenie

cyklu AN




Sekwencjonowanie DNA

Klonalna amplifikacja fragmentéw DNA z uzyciem emulsyjnego PCR
(platformy 454, SOLID, lon Torrent)

Jedna czasteczka DNA na kulke.
Klonalna amplifikacja tysiecy kopii
zachodzi w mikroreaktorze

matryca,
polimeraza |

Produkty emulsyjnego
PCR zwigzane do
mikrokulek sg
unieruchamiane na
szkle lub wttaczane do
studzienek reakcyjnych




Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie bez uktadu optycznego na czipach
potprzewodnikowvch — PGM lon Torrent, lonProton (Life Technologies)

PGM - Trzy rodzaje czipow:
314 — 20Mb (1,2M)

316 - 200Mb (6,1M)

318 — 1Gb (11M)

Dtugos¢ odczytu do 400 pz

Simple chip loading Intuitive graphical
lon proton

lon Proton Chip | — 10Gb (165M)




Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie bez uktadu optycznego na czipach
potprzewodnikowych — lon Torrent, Proton

lon-sensitive layer ————

Proprietary lon sensor ————=




Sekwencjonowanie DNA

Odczyt wbudowanego nukleotydu przez pomiar zmiany pH

Bulk. Drain  Source —»To column
Silicon substrate receiver

incorporates Hydrogen ion
into DNA is released




Sekwencjonowanie DNA



Sekwencjonowanie DNA — nowe platformy, Ill generacja?

matryca DNA: TAGGCT
(A) lon Torrent PGM

R
A

e@ach basa is sequentially added and washed

MLt Gh s Ay

tirma

bead

(B) PacBio RS

fluorochromy

&-f T

& °] Co Coy
e

1]

1400

light intensity

of 0 4258
1

[ POy

=1
i:}o:(fj/cl m tima

DMA polymerase

o

(C) GridION - sekwencjonowanie (D) GridION - sekwencjonowanie
przez synteze nici homologicznej

DMNA polymerase

A.MLHJ i

z uzyciem eksonukleazy

exonuclease

L

current
disruption

neutral
—Lj
=0

time

http://en.wikipedia.org/wiki/File:From_second_to_fourth-generation_sequencing,_illustration_on_TAGGCT_template.svg

lon PGM™ Sequencer lon Proton™ Sequencer

http://www.kurzweilai.net/sequenci hi g i day-for-1000

http://www.tkbiotech.com.pl/pac-bio-rs.html

y
\ (/
\ =

A ION

e P
B ‘éf

http://www.nanoporetech.com



Sekwencjonowanie DNA

» Sekwencjonowanie nowej generacji

Krétkie fragmenty DNA

Genom, eksomy,
RNA, amplikony itd.

ACGTGGTAA CGTATACAC TAGGC
GTAA CG CACCCTTAG
CGTATA

ACGTGGTAA

CGTATACACCCTTAGGC

< /

TG..GT TC..CC
CG..CA

AC..GC GA..GC TG..AC

AC..GC
TT..TC

CT..TG
GT..GC AC..GC AC..GC

AA..GC AT.AT TT.CC

Krétkie sekwencje

Skiadanie

sekwencji

ACGTGACCGGTACTGGTAACGTACA
CCTACGTGACCGGTACTGGTAACGT
ACGCCTACGTGACCGGTACTGGTAA
CGTATACACGTGACCGGTACTGGTA
ACGTACACCTACGTGACCGGTACTG
GTAACGTACGCCTACGTGACCGGTA
CTGGTAACGTATACCTCT...

Sekwencja/

Informacja iloSciowa




Sekwencjonowanie DNA

» Sekwencjonowanie nowej generacji - zastosowanie

Sekwencjowanie genomoéw Katalogowanie zmienno$ci genetycznej wéréd osobnikéw
gatunkéw zwierzat danego gatunku

Gorilla m

Charakteryzowanie réznic
pomiedzy komérkami osobnika

Neandertal '
P 3 il
Human / \\,‘ ﬂ |
\ ! N
N A
Chimpanzee I

Immunogenomics
Epigenetic:

Cancer
genomics

Metagenomics

Histone

modifications
/ RNA

Ger]ome \\
/ life cycle e \
I"‘ RNA \.
( e folding I
| Transcription ‘
‘.\ Genome mMRNA |
\ replication degradation ,"
\\ Splicing Gﬁj /
\
mRNA
translation
RNA-protein
binding
Nat Biotechnol. 2012 Nov;30(11):1084-94.

' Charakteryzowanie molekularnych mechanizméw na poziomie komor
DNA-protein B
binding

Genome . Looping
state
DNA methylation




Nature 496, 419-420 (25 April 2013) Autor: ANDREW RAE



