Sekvencovani DNA

 stanoveni poradi nukleotidu v
molekule DNA (primarni struktury)
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* pouzivaji se 2 metody:
— Chemicka (Maxamova-Gilbertova)
— Enzymova (Sangerova)

» spolecny rys obou metod: priprava a
separace fragmentu DNA, jejichz velikost
se lisi o 1 nukleotid




Zakladni pozadavky pro uspesne
stanoveni sekvence:

NG

** DNA s presn¢ definovanymi konci
* s mistem pro vazbu primeru
* s koncovou znackou
¢ Pfiprava souboru vSech fragmenti ssSDNA
liSicich se svou délkou o jeden nukleotid
¢ Pfesné¢ elektroforetické rozdéleni téchto
fragmentl na zakladé¢ jejich délky




Chemicka metoda (Maxam-Gilbert)

Sekvence je odvozena z molekuly DNA,
ktera se chemicky degraduje v mistech,
kde se vyskytuje baze urcCiteho typu na
fragmenty.

Ty se nasledne oddeluji elektroforézou.




Chemicka metoda (Maxam-Gilbert)

Postup:

. Priprava znaceneé jednoretezcove DNA, jejiz sekvence
ma byt stanovena

. Rozdéleni vzorku DNA do 4 casti

. Chemicka modifikace jednoho nebo dvou typu bazi v
nahodnych mistech molekuly DNA v kazdem vzorku

. St&peni molekuly DNA v mistech, kde do$lo k modifikaci
bazi

. Elektroforéza fragmentu DNA v denaturacnim
polyakrylamidovem gelu

. Autoradiograficka (nebo jina) detekce fragmentu DNA
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Princip modifikace
baze a stepeni
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Postup enzymatickeho sekvencovani DNA

1. Priprava ssDNA jejiz sekvence ma byt stanovena

2. Rozdéleni do 4 vzorku

3. Reakce s DNA polymerazou pri niz se zacleni do syntetizované DNA
misto normalniho deoxyribonukleosidtrifosfatu jeho analog, ktery pusobi
jako koncovy inhibitor syntézy DNA - dideoxynukleosidtrifosfat (ddNTP).

V kazdém ze 4 vzorku vzniknou fragmenty, které jsou zakonceny
prisluSnym ddNTP (ddCTP, ddGTP, ddATP a ddTTP).

Reakce obsahuje:

*molekulu DNA

eznaceny primer pri pojujici se k ¢asti molekuly DNA (misto odkud zaciname
stanovovat sekvenci)

*smés obsahujici 4 normalni nukleotidy

*jeden ddNTP (v kazdém ze 4 vzorku je jiny)

* DNA polymerazu

4. Denaturace produktu

5. Elektroforeticka separace umoznujici oddéleni fragmentu liSicich se
délkou o jednu bazi

6. Detekce fragmenti, které nesou oznaceny konec




Dideoxynukleotidy nemaji hydroxyl na 3’-konci

Ribose Deoxyribose Dideoxyribose

'HO-CH, HO-CH, HO-CH,

23.4 DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE 23.7 DIDEOXYRIBOSE BLOCKS ELONGATION

t No 3' “reactive” group; synthesis blocked




Pokud je
dideoxynukleotid
inkorporovan do
syntetizujiciho se
fetézce, pusobi
jako terminator
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Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy

AGCCTGGCGACCATCGT

AGCCTGGCGACCATCGT
TCGGACCGCTGGTAGCA




Co se stane pokud pri1 reakci
pouzijete smes dGTP a ddGTP?




AGCCTGGCGACCATCGT

TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG




Enzymova metoda sekvencovani DNA (Sanger)

(A) deoxyribonukleosidtrifosfat dideoxyribonukleosidtrifosfat
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Automatické sekvencovani DNA

e Je variantou enzymatickeho
sekvencovani DNA.

» Synt¢za DNA probiha v jedn¢ reakci

» Ke znaCeni produktu se pouzivaji Ctyrmi
ruznymi fluorescenCnimi znaCkami
oznacene

* primery
» dideoxyribonukleotidy




Asymetricka PCR pro sekvencovani

Reakcni smés

Enzym, dNTP,
ddNTP, pufr
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Strategie barevnych primeru
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Strategie barevnych terminatoru

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY
PRIMERU Enzyme, dNTPs, —— | ©
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Princip detekce produktu

Detekce produktu probiha béhem elektroforézy pomoci laserového detektoru
(laserem indukovana fluorescence, LIF) napojeného na pocitac, ktery

vyhodnocuje sekvenci.
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Priklad fluorescencniho znacni
primeru
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Vicenasobné detekce u ruzné
znacenych primeru

S,




Geneticky
analyzator
ABI 3100

Soustava Viyhfivana deska
kapilar

Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku




Priklad vystupu
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Genomové centrum zabyvajici se
sekvencovanlm




Sekvencovani genomu

V praxi je velice Casto potreba stanovit sekvenci
fragmentu DNA, ktery je delSi nez prumeéerna delka
500 — 1 000 bazi dosahovana v jedne reakci.

K tomuto ucelu sekvencovani genomu mohou byt
zvoleny dve zcela odlisné strategie:

— nahodne sekvencovani
— usporadané sekvencovani sousednich useku




Nahodné sekvencovani genomu

* Pri nahodnem sekvencovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihanim genomoveé DNA fragmenty
s optimalni velikosti (1 300 — 2 000 bp) a
po uprave jejich koncu jsou nahodile
naklonovany do vhodného vektoru za
vzniku velkého poctu klonu.

» Ke stepeni DNA se vyuziva sonikace nebo
pankreaticka DNaza | za pritomnosti
Mn2+.




* Predpoklada se, ze celkova informace o
sekvenci obsazena v pripravenych malych
klonech odpovida puvodni DNA a sekvence
fragmentu jednotlivych klonu se vzajemné
prekryvaii.

* Pomoci univerzalnich sekvenacnich primeru
pripojujicich se k vektoru pobliz klonovaciho
mista jsou stanoveny sekvence kratkych useku
na koncich klonovanych fragmentu (minimalné
500 bazi).

« Stanovene sekvence jsou pak pouzity k
usporadani klonovanych fragmentu z
jednotlivych vektoru do souvislych sekvenci
genomove DNA - kontigu.




Izolace DNA

Vektor

Fragmentace




Nahodné sekvencovani

Nepokryte OBJASNENI
konce Pouze 1 fetézec NESHOD




USPORADANE SEKVENCOVANI

— Pro doplneni sekvence mezer zbyvajicich po nahodnem
sekvencovani

— Pro sekvencovani malych fragmenti DNA

« Dva odlisne pristupy:
— prochazeni primerem

« vyzaduje znalost sekvence, ke ktere se pripojuje primer, ktery umozni
prodlouzeni retezce DNA-polymerazou.
« ziskana sekvence z prvni reakce je pouzita pro navrh primeru pro dalsi

reakci a tento krok se opakuje, dokud neni dosazeno kompletniho
stanoveni sekvence.

» Tento proces nevyzaduje dalSi klonovani a minimalizuje stanoveni
nadbytecnych sekvenci, ale spravnost stanovené sekvence by mela
byt ovérena sekvencovanim obou retézcu.

— postupné zkracovani fragmentu exonukleazou a tvorba
sousedicich deleci




Metody usporadanéeho sekvencovani

Prochazeni primerem  [ROYV 0T 00 80 (3 (S5
‘ I Frime I: :




DOKONCENI| PROJEKTU

» Sestaveni kontigu

* Anotace (bioinformatika): ORF, repetice,
regulaéni oblasti, - geny, - funkce
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Alternativni pristupy pro stanoveni
sekvence DNA

* Pyrosekvencovani

» Sekvencovani prostrednictvim hybridizace




Pyrosekvencovani

Sekvencovani se syntézou DNA v realném Case
nevyzadujici elektroforezu ani separaci fragmentu

Je zalozeneé na uvolneni pyrofosfatu (PPi) pri enzamaticke
syntéze DNA

1. krok: Sekvenacni primer hybridizuje k jednoretezcovému
templatu a je inkubovan s:

DNA polymerazou Pelymerase

ATP sulfurylazou s g
Luciferazou

Apyrazou

substratem, adenozin 5°-fosfosulfatem (APS)

luciferinem

2. krok: Prvni ze 4 dNTP — dATP je pridan k reakci

— Pokud je na matrici komplementarni baze, DNA polymeraza
katalyzuje pripojeni nukleotidu k primeru

— Pokud na matrici neni komplementarni baze nukleotid bude
degradovan apyrazou

— Postupné budou pridany jeden po druhem vsechny cCtyri dNTP

— Kazdé pripojeni nukleotidu je provazeno uvolnénim pyrofosfatu (PPi)
v mnozstvi ekvimolarnim mnozstvi pridaneho nukleotidu




3. krok: ATP sulfurylaza kvantitativneé premenuje PPi na ATP za
pritomnosti APS

Sulfurylase
— Vznikly ATP umozni luciferazou e
zprostredkovanou konverzi luciferinu luciferin  oxyluciferin
na oxyluciferin, ktery vytvori svételny Luz.‘r;ﬁ_;& |
zablesk zaznamenany detektorem AT‘?"’UQM 'L‘—ﬂ

fOtOﬂloJ a ZObrazeny jakO pl’k na pyrogramu nucleatide incorparation generates light

zeen as a peak in the pyrogram

4. krok: Apyraza degraduje nepripojene dNTP a
neSpOtFebované ATP ANTP—DB¥I3%_ o NOF + dNMF + phosphiate

Apyraze
ATF LI ADF + AMP + phosphate

— AZ je degradace kompletni je pridan dalsi dNTP, ktery je v poradi
Proces se znovu opakuje a sekvence je odecitana z pyrogramu
Namisto standardniho dATP je pouzivan a-thiosubstituovany
dATP, ktery je prijiman DNA polymerazou, ale nikoli luciferazou
Metoda je ve vyvoiji a je pouzivana pro identifikaci
jednonukleotidovych polymorfizmu (SNPs)




primer templatova DNA
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Pyrosekvencovani

Vyhody Nevyhody
Vysoka presnost . Rychlost
. . pyrosekvencovani je cca
Flexibilita a moznost 1 odedtena baze/min.

paralelniho zpracovani

velkého mnozstvi vzorku oo . ,
« Bézna délka stanovené

) _ sekvence je cca 100 bp
Snadna automatizace

Nevyzaduje elektroforezu
a znacene primery




DNA Cipy (microarrays) pro

hybridizacni analyzu
DNA Cipy slouzi k paralelnimu provadeni DNA hybridizace
testované DNA s velkym poctem (desetitisice) sond.
Jejich hlavni aplikaci je vyhledavani polymorfizmu, napf. SNP,
nebo srovnavani vzorku RNA izolovanych z riznych bunék.

DNA Cip je mala destiCka nesouci velky pocCet sond DNA, kterée
se vzajemne lisi svou nukleotidovou sekvenci a na Cipu jsou
umisteny v definovanych polohach.

Sondy jsou

— Kratké molekuly DNA nanasene
s pouzitim robotickych systému na
skleneny Ci nylonovy povrch matrice ,array”

* cDNA

 PCR produkty

— synteticky pripravene oligonukleotidy
primo na povrchu Cipu




Technologie fotolitografie umoznuje syntetizovat
sondy s ruznou sekvenci pfimo na povrchu Cipu a
dosahnout tak na stejne plose podstatne vyssi
hustoty sond (az milion oligonukleotidd na cm?).

Light
(deprotection)
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Microarray




* Prakticky se pri praci s DNA Cipy postupuje
tak, ze je Cip inkubovan se znacenou cilovou
DNA za podminek, umoznujicich hybridizaci
k sonde.

» Poloha oligonukleotidove sondy, k niz se
hybridizuje testovana DNA, se stanovi
detekovanim emitovane fluorescence na
povrchu Cipu pomoci konfokalniho
mikroskopu nebo laseroveho detektoru.

* Pri vyhledavani jednonukleotidovych
polymorfizmu (SNP) je tak mozné v jedinem
pokuse proverit az pul milionu polymorfismu
za predpokladu, ze jsou k dispozici
oligonukleotidy pro obe alely kazdeho SNP.




65 536 kombinaci 8-mert

hybridizace znaéenych molekul DNA

PDUINEIEE,

sestaveni sekvence

G88¥QS$QC hybridizujici
CTAGTAGA oligonukleotidy
TACTACAT
..GGGTACTACAT..

deduktivné stanovena
sekvence o délce 256 bp

konfokalni mikroskopie




Cipy pro sekvencovani pomoci
hybridizace (SBH)

« Sekvencovani zahrnuje:

— Hybridizaci fluorescencne znaceného fragmentu
DNA ke kompletnimu DNA Cipu obsahujicimu
vSechny kombinace (4% = 65 536 kombinaci) 8-meru
nukleotidu

— Délka sekvence mUze byt max. v 65 536 = 256 bp

— Vysledek hybridizace je odecCten pomoci
konfokalniho mikroskopu

— Sekvence je odvozena dedukci z hybridizujicich
pozici
— Metoda je velice perspektivni, avSak v souCasne

dobe je limitujicim faktorem miniaturizace spolecné
s moznosti vizualni detekce

— Pro sekvencovani 1 Mb by bylo treba vytvorit Cip
obsahuijici 1,099 x 10'?2 moznych 20-meru




Princip SBH - stanoveni sekvence de novo

0000 nNnrn-

,\glngm>m>
BN
\\<\§§>mon>mm

—N>r00N0>0Pr

QoP>»0n
—0>000>00N
A

N

NroOonron-

- :;:JEWM
Konfokalni

mikroskopie

Hybridizace

ATAGGCAT
TAgG(C:ﬁI_iA Hybridizujici
AGG ‘ :

GEE ETAAL ollgonulklecv)tldy ’

...ATAGGCATAAG. .. Deduktivné stanovena

sekvence DNA




Minisekvencovani

* Metoda minisekvencovani je zalozena na prodlouzeni 3'-

konce primeru o jediny znaceny nukleotid, ktery slouzi
jako terminator, podobne jako u Sangerova
sekvencovani.

* Technologie je urCena pro overeni
jednonukleotidovych polymorfizmu (SNP) v
sekvencich a umoznuje spolehlive odlisit jednotlive alely
genu.

— Primer se vaze svym 3'-koncem v tesném sousedstvi
polymorfniho mista.

— K prodlouzeni primeru DNA-polymerazou dojde pouze tehdy,
jestlize znaCeny nukleotid pritomny v reakci je komplementarni
k bazi v cilovém miste.

— Produkty prodlouzenych primeru jsou analyzovany
elektroforeticky a vyznacuji se odliSnou pohyblivosti.




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu

SNPq (AA) SNP2 (CG) SNP3 {CC]

19 9lal 94
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ddNTP v v —
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1. Varianta — Prodlouzeni primeru vazaného na Cipu
» Jeden primer pro kazdy SNP, ktery genotypizujeme je
Imobilizovan na skliCku.

» K Cipu jsou pfidany multiplex PCR produkty, 3’ fluorescencné
znacene ddNTPs a DNA-polymeraza.

» Probehne prodlouzeni primeru o jeden ddNTP a vysledek reakce
je vyhodnocen.

» Pozice primeru na Cipu definuje, ktery SNP analyzujeme a
fluorescence nukleotidu urCuje genotyp prislusného SNP.




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu
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2. Varianta — Alelové specifické prodlouzeni primeru

>

YV V. V 'V

Na sklicku jsou imobilizovany dva alelové-specifické primery s bazi na
3‘-konci komplementarni k obéma moznym variantam nukleotidu v kazdém
SNP.

Produkty multiplex PCR jsou prepsany do mnoha kopii RNA pomoci RNA-
polymerazy.

Molekuly RNA hybridizuji k Cipu a slouzi jako templat pro prodlouzeni
primeru, které je katalyzované pomoci zpétne transkriptazy

Béhem zpétné transkripce jsou do kazdého produktu zacCleneny
fluorescencné znacené dNTP.

Pro homozygotni genotypy je signal tvoreny pouze jednim ze dvou alelove-
specifickych primeru kdezto u heterozygotnich genotypu je signal tvofeny
obéma primery.




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu
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c—4 na &ipu AA CG CC
Produkty prodiouZeni primeru
v roztoku

3. Varianta — Prodlouzeni primeru nesoucich specifickou
sekvenci na 5‘-konci
» Cyklické prodlouzeni primeru o jeden dideoxynukleotid je provadéno s
denaturovanou DNA v roztoku za pritomnosti
» fluorescencné znacenych ddNTPs,
» DNA-polymerazy
» primeru nesoucich na 5'-konci pfidatnou sekvenci (tag).
» DNA-Cip, ktery je komplementarni k pfidatnym sekvencim primeru (tag
array) je potom pouzit pro zachyceni produktu cyklické minisekvenacni
reakce.




