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Urceni baktérie rodu Borrelia pomoci DNA sekvenace

UvoD

Pod pojmem sekvenovani DNA nebo také ,¢teni” DNA se rozumi uréeni presného poradi neboli
sekvence jednotlivych nukleotidovych bazi (resp. nukleotid() v Useku DNA. Provadi se nejcastéji na
principu Sangerovy metody nebo novéji pomoci cyklického sekvenovani na termocykléru.
Zakladem obou metod je amplifikace (namnoZeni) vldkna DNA, jehoZ sekvenci chceme znat.

Sangerova metoda vyuzivd schopnosti enzymu DNA polymerdzy stavét k tzv. templdtovému
vldknu komplementarni fetézec DNA. Nezbytnd je pritomnost vhodného oligonukleotidového
primeru jako zdkladu nového vldkna DNA a ¢tyr typl 2¢, 3‘-dideoxyribonukleosidtrifosfatti ddNTP
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), kterym chybi na 3 uhliku ribosy hydroxylova skupina. Diky tomu jiz
nemUzZe DNA polymeraza pfi syntéze nového vlakna na tento konec navazat zadny dalsi nukleotid
a rust tohoto retézce se zastavi. Pokazdé tedy, kdyZ polymeraza zacleni urcity dNTP (napf. dATP
deoxyadenosintrifosfat) do rostouciho retézce, je urcitd pravdépodobnost, Ze misto dATP vyuZije
ddATP (2, 3‘-dideoxyadenosintrifosfat) a vtom pripadé polymerace konci. Pokud reakce probiha
dostate¢né dlouho, ziskdme tak rGzné dlouhé oligonukleotidy, které budou vSechny koncit
adeninem. Toto plati analogicky i pro zbyvajici ANTP/ddNTP. Po skonceni reakce je mozné vysledné
produkty (kterymi jsou rGzné dlouhé useky DNA) rozdélit v gelu a zjistit tak délku nové vzniklého
fetézce, pricemz délka odpovida poctu bazi od 5'-konce nového rfetézce az do mista, kde se vyskytl
ddNTP (v naSem pripadé ddATP).

Moderni sekvenovani je jiz plné automatizovdno. Sekvenaéni reakce, kdy dochazi k zaélefiovani
dNTP a ddNTP a syntéze nového vlakna, probihd v termocykléru také pomoci DNA polymerdzy.
Vyhodnoceni vyslednych produktl provadi pfistroje sekvenatory, které pracuji na principu
kapilarni gelové elektroforézy. ddNTP pouZité v sekvenacni reakci jsou znaceny rUznymi
fluorescenénimi barvivy (pro kazdou bazi je jina barva). Vyslednou sekvenci DNA pak sekvenator
uréuje na zdakladé tohoto barevného znaceni, a to na principu laserové detekce emise
fluorescenénich barev pomoci fotondsobice a velmi citlivého detektoru pfimo z gelu.

Vyznam sekvenovani: sekvenovani DNA se vyuZiva napfriklad ve vyzkumu biologickych procesdq,
dale treba v aplikovanych oborech, jimiz jsou diagnostika nemoci ¢i forenzni medicina.
Sekvenovani se uplatnilo také v projektu ctenilidského genomu (Human Genome Project), ale
precteny byly genomy i jinych organism(, véetné rlznych rostlin, Zivocichl a mikrobl. Nékdy se
sekvenuji pouze urcité ¢asti genomu, které maji pro vyzkum v daném okamziku vyznam.



PRACOVNIi POSTUP

l. Precisténi amplifikované DNA pomoci ExoSAP

Material: Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Exonuclease | E.coli (Exo), DNA, pipety, Spicky,
popisovace, mikrozkumavky (0,2 ml), termocyklér

Jednd se o purifikaci PCR produktl pomoci enzym( exonukledzy | a alkalické fosfatazy, které
odstranuji nezreagované primery.

Do zkumavky napipetujte nasledujici reagencie, zkumavku kratce promichejte na vortexu a stocte,
poté vlozte do termocykléru.

Reakéni smés pro precisténi (7 pl/vzorek):

SAP..ooomrrreen. 1,0
EXO.covvvennee. 0,5 pl
*DNA..co.n. 5,5 l

*DNA — PCR produkty po 1. PCR, resp. po 2. PCR

Teplotni protokol pro precisténi:

37 °C 15 min
80 °C 15 min

10 °C hold

I. Sekvenacni reakce

Material: BigDye Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit, pipety, S3picky, popisovace,
mikrozkumavky (0,2 ml), termocyklér, primer, PCR voda, DNA

Zakladni slozky sekvenacniho mixu:

DNA polymerasa
deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
2*,3"-dideoxyribonukleosidtrifosfaty (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP)

Do zkumavky napipetujte nasledujici reagencie, zkumavku kratce promichejte na vortexu a stocte,
poté vloZte do termocykléru.



Reakéni smés pro sekvenacni reakci (10 pl/vzorek):

sekvenacni mix ............ 2,0 ul
sekvenacéni pufr ............ 2,0 ul
PrimMer ...ocovvevevvvvervenenne 0,6 ul
PCR voda......cccovvvvveeeeer. 2,4l
) N S 3,0l

Teplotni protokol pro sekvenacni reakci:

96 °C—1 min

96 °C — 10 sek (denaturace)
35x 50 °C - 5 sek (annealing)

60 °C — 4 min (extenze)

10 °C - hold

Precisténi po sekvenacni reakci

Materidl: Chemagic SEQ Pure Kit, magneticky stojan, pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky
(1,5 ml), vodni lazen, PCR voda, DNA

DNA je vtomto kroku precisténa pomoci magnetickych kulicek, které pomdhaji odstranit

nezreagované primery a dNTP/ddNTP, které by negativné ovliviiovaly vyhodnoceni vysledkd.

Do zkumavky napipetujte 10 pl promichanych (!) magnetickych ¢astic, pridejte 10 pl DNA a 150
ul Vazebného pufru 1 a smés pipetou promichejte (5x).

Inkubujte 2 min pfi pokojové teploté.

Po inkubaci separujte magnetické Castice umisténim zkumavky do magnetického stojanku.
Pockejte, nez se Castice k magnetu pfitdhnou, odsajte supernatant a poté oddélejte zkumavku
z magnetu.

Pridejte 100 ul Promyvaciho pufru 2, dikladné rozsuspendujte c¢astice propipetovanim (5x) a
vlozte zkumavku do magnetického stojanku.

Inkubujte 2 min pfi pokojové teploté.
Odsajte supernatant.

Promyjte Castice jesté jednou 100 pl Promyvaciho pufru 2, nechte stat 2 min, poté vlozte do
magnetického stojanku.

Uplné odstrafite supernatant.



9. Oddélejte zkumavku z magnetického stojanku a nechte ¢astice vysusSit zhruba 10 min pfi
pokojové teploté. K ¢asticim pridejte 20 ul vody (nechte protéct pres kulicky) a pipetou smés
rozsuspendujte.

10. Nechte stat 5 min pfi pokojové teploté a obcas promichejte (zhruba po 2 minutach), aby se
DNA lépe uvolnila.

11. Po eluci separujte magnetické ¢astice vlozenim zkumavky na 2 min do magnetického stojanku.
12. Pfeneste eluat obsahujici purifikovanou DNA do nové zkumavky a stocte.
13. Nechte denaturovat 2 min pfi 95 °C.

14. Hned poté zchladte v mrazdku cca 1 min a stocte.

IV.  Analyza na sekvenatoru ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer

Vzorky napipetujte do desticky na sekvenaci a spustte sekvenator.

Pro analyzu pouzijeme programy 3130 Data Collection v3.0 a Sequencing Analysis 5.3.1.

V. Vyhodnoceni vysledkd

Pro vyhodnoceni vyslednych sekvenci pouzijeme program Sequence Scanner v1.0.

Vyhodnocené sekvence se poté zkopiruji do databaze BLAST (dostupné na internetu)

1. Webova stranka  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
2. Basic BLAST - zvolte program nucleotide BLAST

3. Enter Query Sequence — vloZte sekvenci

4. Choose Search Set - zatrhnéte Others (nr etc.)

5. Kliknéte na ,, BLAST“

Ve vysledné tabulce najdete podle parametru Max indent druh borrelie, ktery se nejvice shoduje s
analyzovanou sekvenci (¢im vice procent, tim |épe). Pokud by se v procentech shodovaly dvé a vice
sekvenci, vyberete tu s vyssim skére.



