Elektroforéza
Sekvenovani

GeneProof

olecular diagnostics for your routine



Vysledek PCR




Elektroforéza

* V molekularni biologii se pouziva k separaci
nukleovych kyselin a bilkovin

* Principem je pohyb nabitych molekul v
elektrickém poli

* Gelova, polyakrylamidova

tandard molekulovych hmotnosti
smer pohybu DNA
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Obr. Schéma elektroforetickej separacie (vfavo) a gél pod UV svetlom (vpravo)



Elektroforéza

* Arne Tiselius

e Svédsky chemik

* Nobelova cena v roce
1948 za objev

elektroforézy a adsorpcni
analyzy




Princip elektroforézy

* Principem metody je pohyb zaporné nabitych
molekul DNA v elektrickém poli smerem k
anode.

* Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin
jsou zaporné nabité fosfatové skupiny.

e Separace molekul DNA podle jejich velikosti.



Nosice

Agaroza e Polyakrylamid
Agarosa je ziskavana z * Polyakrylamidovy gel
morskych ras vznika polymeraci

Je to linearni akrylamidu s pfimeési

umoznuje zesitovani
linearnich vlaken a
vytvoreni prostorove
struktury.
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Nosice

Agardzovy gel
Snadna pfriprava

Velké rozmezi velikosti molekul DNA,
které je mozné na agardze délit

Vysoka cena

Prirodni produkt, jednotlivé Sarze i od
stejného vyrobce se mohou trochu
liSit a poskytovat odlisné vysledky.
DNA izolovana z agardzového gelu
muzZe byt kontaminovana latkami
(napf. sacharidy, ionty kovu), které
mohou inhibovat nasledné
provadéné reakce (restrikéni Stépeni)

Polyakrylamidovy gel

Pracnéjsi priprava

Treba davat vétsi pozor pfi
manipulaci, protoze akrylamid a N,N’-
metylenbisakrylamid jsou vysoce
toxické a kumuluji se v organismu

Vysoka rozliSovaci schopnost (0,2%),
tj. dokaze rozlisit napr. DNA o délce
500 bp od DNA 501 bp

Dokazou pojmout mnohem veétsi
mnozstvi DNA neZ agardzové gely bez
ztraty rozliseni

DNA izolovana z polyakrylamidového
gelu je vysoce Cista a mUze byt
pouZita i pro velmi narocné
molekularné-biologické techniky
(napf. mikroinjekce DNA do mysich
embryi).



Elektroforeticke pufry

Elektroforeticka mobilita DNA je ovlivhéna
slozenim a iontovou silou elektroforetického

pufru

V nepritomnosti iontu je elektricka vodivost
velmi nizka a DNA putuje velmi pomalu,
prouzky jsou rozmazané.

TAE, TPE, TBE (tris-borat, kyselina borita a
EDTA)



Horizontalni gel




Ini gel
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Barveni gelu e .

“CH,CH,

e Ethidiumbromid (2,7-diamino-10-ethyl-9-
fenyl-fenanthridiniumbromid) - mutagen

* SYBR Green

e Barveni stribrem — polyakrylamidové gely



Nanaseci pufr

* Nanaseci pufry plni tri role:
1) ZvysSuji hustotu nanaseného vzorku, ktery
ochotnéji klesa ke dnu startu.
2) Svou barvou usnadnuji nanaseci proces.

3) Beéhem elektroforézy indikuji pfibliznou polohu

jednotlivych fragmentu DNA.
-




Hmotnostni standard

* Nanasi se do jedné jamky gelu pro odhad
velikosti pozorovanych DNA fragmentu

 Ma definované velikosti jednotlivych
fragmentu




Prislusenstvi

* K dosazeni maximalniho rozliSeni fragmentd DNA vétsich nez 2 kb,
napéti by nemélo presdhnout hodnotu 5 V/cm.



Zviditelnéni gelu

e UV transiluminator




zdroj

elektroforeticky gel

smés fragmenttl

DNA ruzné velikosti

velikostni
standard

vZorek

dlouhée
fragmenty

kratke
fragmenty



Sekvenovani

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATCAAATTTCATAACCTCACCATGAGTTTGATCCGAAGCGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATCAAATTTCATAACCTCACCATGAGTTTGATCCGAAG

* Cilem je stanoveni primarni struktury neboli
poradi nukleotidi v molekulach DNA

* Znalost sekvence DNA je rutinné pouzivana
pro odvozeni aminokyselinoveé sekvence

* Puvodné 2 metody: Maxam-Gilbertovo
sekvenovani a Sangerovo sekvenovani

* Dnes jiz vice metod-next generation
sequencing



Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani

* Podstatou je specifické rozstépeni molekuly DNA chemickymi
Cinidly v mistech, kde je lokalizovana baze urcitého typu

* Vychozi material-jednoretézcova DNA, oznacena na jednom konci
radioaktivni znackou

 Podminky reakce-poskozeni pouze jedné baze v retézci
(dimethylsulfat, hydroxid sodny)

* Vysledkem modifikace je vytvoreni kiehkého mista v retézci DNA,
které je citlivé na stéepeni

 Potom je DNA vystavena piperidinu, coz vede k rozstépeni retézce v
zeslablych mistech

* Odecteni sekvence v denaturujicim polyakrylamidovém gelu

* Neni rutinné pouzivano-data nejednoznacna, vysoka uroven
radioaktivity



Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani

Strand 1o be sequenced
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Sangerovo sekvenovani

* Enzymova metoda

* Vyuziva biologického procesu replikace DNA s
radioaktivné znacenymi
2’ 3’dideoxyribonukleosidtrifosfaty — inhibitor
(terminator) syntézy DNA

e Elektrozoréza v polyakrylamidovém gelu



DNA polymeraza pri
nahodném zaclenéni dideoxy
analogu nemuze dale
syntetizovat => vznik
fragmentu

separace téchto fragmentu na
polyakrylamidovém gelu s
naslednou autoradiografickou
detekci

sekvenovany
usek DNA

1

3’ -GAATTCATTCGCCAT=5"

5:—CTTAAGTAAGCK\\\\\

primer syntetizovany reakce ve
fragment Smesis ddCTP

WATR qare 9917 qacTp

| 00

5’ -TAAGCGGTA-3’

3’ -ATTCGCCAT-5’



Sangerova metoda

* misto radioaktivniho znaéeni (°?P) pouzita fluorescenéni detekce
* dnes nejpouzivanéjsi metoda
* reakcni smés:

— fluorescencné znaceny primer (4 smési => 4 znacky)

— DNA-polymeraza

— 2’-deoxyribonukleosidtrifosfaty

— Jednotlivé smési obsahuji navic prislusné 2’ 3'-dideoxyribonukleosidtrifosfaty
(mensi mnozstvi, asi 1%)



Sangerova metoda

Strand to be sequenced
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Automaticka Sangerova metoda

* Vyuziva fluorescencné znacené terminatory

TGCAAATCGGTGTAAA

TGCAAATC

TGCAAAT

TGC

TGCAAATC

TGCAAATCG



Automaticka Sangerova metoda

» Separace jednotlivych fragmentl( pomoci kapilarni elektroforézy

—C




Automaticka Sangerova metoda

Sekvenace jednotlivych DNA fragmentu.
Moznost paralelni sekvenace

max. 96 sekvenci v jednom béehu (96
kapilarové sekvenatory)

Délka ziskané sekvence cca 650 bp.

Max. sekvenacni vytézek jednoho béhu cca 60
kb



Sekvenovani hové generace



Sekvenovani hové generace

* Fragmentace DNA.

e PCR se provadi paralelné pro vsechny fragmenty
DNA nebo neni treba.

e Paralelni sekvenovani nékolika milionu sekvenci.
e Délka ziskanych sekvenci cca 50 — 600 bp.

e Sekvenacni vytézek jednoho béhu néekolik az
nekolik tisic Gb

(0 4 az 6 radu vyssi nez u kapilarniho sekvenovani).

e Cena sekvenace za bazi o rad az dva nizsi nez u
kapilarniho sekvenovani.



Pyrosekvenovani

Monitorovani aktivity DNA polymerazy pomoci bioluminiscence

syntéza novych sekvnenci
DNA s ruznou detekci
nukleotidl bez elektroforézy

GTCAGCCCTTG...
TCAGTCGGGAAC...

pfitomno spousta enzymu ..GA
— DNA polymeraza
— ATP sulfurylaza
— luciferaza

— apyraza dATP v

substraty PPij

Apyrase ki
Pyr sulfurylase
pridavaji se nukleotidy

postupné dATP, dGTP, dCTP, ¢ ATP
dTTP za sebou

detekce uvolnéni svétla (i jeho (d)XMP

intenzita) po uvolnéni

pyrofosfatu pri zaclenéni

konkrétniho nukleotidu

— adenosinfosfosulfat
— luciferin

na konci spotreba ATP
luciferazou k oxidaci luciferinu Light
a degradace pridaného
nukleotidu

https://www.youtube.com/watch?v=nFfgWGFe0aA



454 sekvenovani

FLX System
¢ 1 million of reads/run
* 400-650 bp/read

GS Junior
¢ 0.1 millions of reads/run
* 400 bp/read




SOLEXA (Illumina) 2007

* mustkova ,bridge” PCR

* sekvenovani pomoci DNA syntézy

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE
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DNA

Adapters
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2. ATTACH DNA TO SURFACE

3. BRIDGE AMPLIFICATION

>

Adapter

DNA
fragment

Dense lawn
of primers

a

Randomly fragment genomic DNA
and ligate adapters to both ends of the
fragments.

Bind single-stranded fragments randomly to
the inside surface of the flow cell channels.

Add unlabeled nucleotides and enzyme to
initiate solid-phase bridge amplification.



4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE
STRANDED

Attached
terminus

The enzyme incorporates nucleotides to
build double-stranded bridges on the solid-
phase substrate.

5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED

MOLECULES
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Attached

Denaturation leaves single-stranded
templates anchored to the substrate.

6. COMPLETE AMPLIFICATION
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Clusters

W,

Several million dense clusters of double-
stranded DNA are generated in each channel
of the flow cell.



7. DETERMINE FIRST BASE

8. IMAGE FIRST BASE

9. DETERMINE SECOND BASE

a N

Laser
\_ N/

f

. /

First chemistry cycle: to initiate the first
sequencing cycle, add all four labeled reversible
terminators, primers and DNA polymerase
enzyme to the flow cell.

After laser excitation, capture the image of
emitted fluorescence from each cluster on the
flow cell. Record the identity of the first base
for each cluster.

Laser

- S

Second chemistry cycle: to initiate the
next sequencing cycle, add all four labeled
reversible terminators and enzyme to the
flow cell.



10. IMAGE SECOND CHEMISTRY CYCLE 11. SEQUENCE READS OVER MULTIPLE 12. ALIGN DATA
CHEMISTRY CYCLES

= A @ R 4 N

l | '
A .GCTGATGTGCCGCCTCACTCCGGTGG
® G CACTCCIGIGG
. CTCACTCAIGTGG
l —»GCIGATGTGCCACCTCA
GATGTGCCACCTCACTC
A GTGCCGCCTCACICAIG
. CTCC,IGTGG
1 Unknown varion Known
dentfied ond cofled SNP colled
G
G
® o
A
® 6
\_ y 9 \— GCTGA... - k »
After laser excitation, collect the image data Repeat cycles of sequencing to determine Align data, compare to a reference, and
as before. Record the identity of the second the sequence of bases in a given fragment identify sequence differences.

base for each cluster. a single base at time.



SOLEXA

lllumina sequencers

lllumina MiSeq [llumina GAIIX lllumina HighSeq
4 millions reads/run 300 millions reads/run 1500 — 3000 millions reads/run
150 bp/read 150 bp/read 100 bp/read




Next generation sequencing

SOLiD sequencers lon Torrent




Microarrays

Sklenéna nebo silikonova desticka s miliony jednoretézcovych
DNA oligonukleotidu

PCR + Hybridizacni reakce na Cipu

Affymetrix, Agilent Technologies, Eppendorf Ci lllumina

QRErET W

GeneChip

GeneChip*
t Mouse Genome
2 430 2 0 Array




Princip Microarrays

* https://www.youtube.com/watch?v=9U-9mI0z0Z8

DNA microarray making

Microscope glass slides
coated with polylysine

+
6116 Yeast ORFs
amplified by PCR
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Hybridisation
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Scanning (lecture)
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Results analysis

Stéphane Le Crom EYE 2003



Vyuziti Cipu v mikrobiologii

12 virovych agens zpusobujici onemocnéni
hornich cest dychacich

Cipy na chfipku

HPV Cip

Genotypizace HCV
TruArray MRSA (Akonni)



Dékuji za pozornost

Mass sequencing
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by Viktor S. Poor



