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MIS ON OLEMAS PRAEGU? MIKS VAJA
UUT TEHNOLOOGIAT?

v Rapidlrack Whole Genome Sequencing Service pakub
sekveneerimist teenusena, tulemus vahem kui 2 naddalaga.
v' 3 Ug proov
v HiSeq 2500 platvorm
v Minimaalne keskmine katvus 30x
v SNP calls, insertsioonid, deletsioonid jne.

v Hind $2500 /proov voi $7600 kui +50 proovi) (suvi 2012 )
v' Praegu $5000 /proov ja $4,000 (50+ samples))



TEISED FIRMAD

v’ Centrillion Biosciences, Inc (California)
v Kogu genoomi sekveneerimine 3000 $

v Axeq Technologies, Inc. ( Rockville US only)
v 3300 $ (30-160x kattvusega tdisgenoom)
v Eksoom 30x 650% /proov
v Eksoom 50x 850%/proov



MILLINE PEAB OLEMA 3 PVK?

Kolmanda polvkonna sekveneerimine ehk Uhe
molekuli sekveneerimine.

OMADUSED:

v el vaja amplifikatsiooni ega nukleotiidide
margistamist

v'el kasutata kloonimist ega ligeerimist
v lugemite pikkus Ule 1000pb

v olematu vigade arv

v odav




TEHNOLOOGIAD

Nanopoor DNA sekveneerimine

SBS (sequence by synthesis) tehnoloogiq,
Tunnelling currents DNA sekveneerimine
Sekveneerimine kasutades hubridisatsiooni
Sekveneerimine mass-spekiromeetriaga
Microfluidic Sanger sekveneerimine
Mikroskoopial baseeruvad tehnikad

RNAP sekveneerimine



IBM DNA TRANSISTOR

« Watson Research Lab Gustavo Stolovitzky
(genomics) ja Stanislav Polonsky (IBM pooljuhid,
fOUsika) (New York in 2007)

» DNA liigub |abi nanopoori mitu miljonit aluspaari
sekundis.

» Anfud tehnoloogia lubab puUda DNA elekirivalja
|Ioksu ning ligutada edasi 1 nukleotiidi kaupa

» Juulis 2010 alustasid Roche ja IBM koostodd



IBM DNA TRANSISTOR




IBM DNA TRANSISTOR

electrode

Biasing
voltage

lonic solvent electrode



OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES

* Inimese genoom sekveneeritakse 15 minutiga
- Hind pidi jddma alla $200
* MinION — USB (10kb lugem)

e £40 million 9. okt t‘-\




ARTIKKEL

Autorite eesmark oli luua tehnoloogia Uhe molekuli
sekveneerimiseks, kaustades selleks DNA polUmeraasi

elektrijuhtivust.



SISU

» Mittekovalentsed interaktsioonid substraadi (dNTP)
ja ensuumi (DNApol) vahel muudavad kogu
sUsteemi elektrijuhtivust.

« RUhm [0 valgutransistori, mis on voimeline hoidma
DNApolUmeraasi ning mootma eletrijuhtivust, kui
sUnteesitakse uus ahel.



VALMISTAMINE

* 50nm laiuse elektroodi tehti 10nm |ohe elektronkiire
itograafiaga.

» 5nm kulla nanoosakesed paigutati elektroodile
kasutades - atomic force microscope

- Jargnevalt kaeti susteem poludimetullsiloksaaniga
— kaitsta fuusiliste kahjustuste eest.

- |gG lisati konsentratsioonis 1pg/ml
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VALGUTRANSISTOR

Scanning electron microscopy

Icroscopy

lectron m
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POLUMERAAS

e Phi29

« Monomeerne

» Korge protsessiivsus (Ule10kb fragmendid)
* Proofreading aktiivsus- madal vigade arv



Time (s)



Table. $1

Sequences of the oligonucleotide template and primers

Template cgccgeggag ccaagaaaaa aaaaaaaaaa aaaaattgca tgtectgtga®*
i Primer tcacaggacatgcaa
. . Template gatcgatcgatcgatcgatcgatcgatcgatcgatcgatcgate
e Primer gatcgatcgatcgatcgatc
: Template ttccggaattccggaattccggaattccggaattccggaattecggaa
e Primer ttccggaattccggaa
Template aagaagttac gattgcgcgg gtcctcagaa tgaacattca gagaatcata ctaacaccag
aaaccagtac ataggccaca gegttcttca acgecggtac gaattactcc ccattgaaga
Oligo 3
cgecegeggagecaag
Primer cttggctcegeggceg
: Template cgcegeggagecaagecgggeecggeeggecegegettgeatgtectgtga
ik Primer tcacaggacatgcaa
. . Template cgcatgatctgtacttgatcgacccgecgeggagecaattgeatgtectgtga
s Primer tcacaggacatgcaa

*All sequence are written from 5’ to 3'.
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TULEMUS

« Algandmetest valitud 50 000 juhuslikku platoo piiki
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TULEMUS

Suhteliselt vaikse varieeruvusega platoode pikkus ja
tippude jaotus naitab, et polUmeraasi katalbutiline
akfiivsus on konstantne (katalUUs toimub kindlat
rada mooda)ja mitte stohhastiline (juhuslik).

Kui lisatit ddNTP-sid saadi ainult seondumistipud
graafikul, kuid mitte reaktsiooni platood



SUPPLEMENTARY
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Kui reaktsioon oli peatatud ddNTP-ga ja hillem lisati dNTP oli ndha
seondumise piike, aga ei teki reaktsiooni platood



KORDUSJARJESTUSED
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ERINEVAD POLUMERAASID

Table 1' Heights and widths of the platsaux sequenced by various polymerases,

el

T4

Poll

HI* (pA)
G
314041
32404
334042

34403

T

30104

324036

364043

3.740.68

A

31043

31043

31404

Jz .12

C

311042

331054

31+041

381067

T (ms)

G
223124
222425
231423

201124

-

209122

202+24

64+23

204124

A

05121

01423

102421

62123

C

02823

05423

283¢22

33226



TULEMUS

* Molekulaarsed mehhanismid, nukleotiidide
aluspaardumine ning fosfodiestersideme
moodustumine — kdik need protsessid toimuvad
sarnaselt polumeraasides.

* Phi29, T4 ja T/ koik osutusid vaga headeks
kandidaatideks antud tehnoloogia juures.



TEADMATA

- TApselt el ole teada veel:

* Vigade arv

« Kuigi Uhe oligo (nr3) 20 kordsel sekveneerimisel 4 erineva
polumeraasi poolt ehk 50 000 nukleotiidi sekveneerimisel ei leitud
Uhtegi viga.

* jarjestuste pikkus, mida suudetakse lugeda

EnsuUmi ja dsDNA kompleksi kasvav fuusiline suurus ning mass
vOivad muuta juhtivust voi mura suurendada
« Rakkudes leiduv bioloogiline vedelik voib tekitada liigset
mura ning antud tehnoloogia ei pruugi olla kasutatav invivo
single-cell



TANAN KUULAMAST




