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 uspéesne
stanoveni sekvence:

N/

** 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

¢ Presné elektroforetické rozdéleni téchto
fragmentl na zaklad¢ jejich délky




Chemicka metoda (Maxam-Gilbert)

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

Ty se naslednée oddeéluji elektroforezou.




Chemicka metoda (Maxam-Gilbert)

Postup:

. Priprava znacené 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 denaturaénim
polyakrylamidovem gelu

. Autoradiograficka (nebo jind) detekce fragmentu DNA
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Princip modifikace
baze a stépeni
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Postup enzymatickeho sekvencovani DNA

1. Priprava ssDNA jejiZz 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
prislusSnym ddNTP (ddCTP, ddGTP, ddATP a ddTTP).

Reakce obsahuje:

*molekulu DNA

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

*smés obsahujici 4 normalni nukleotidy

jeden ddNTP (v kazdém ze 4 vzorki je jiny)

*DNA polymerazu

4. Denaturace produktu

S. Elektroforeticka separace umoznujici oddéleni fragmenti liSicich se
délkou o jednu bazi

6. Detekce fragmentu, 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
reakce

Nucleotide will
join on here at
3' position




Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy

Puvodni sekvence
GGCGACCATCGT
CCGCTGGTAGCA

Denaturovany templatovy retézec
SAGCCTGGCGACCATCGT ¥

Prfektni kopie
AGCCTGGCGACCATCGT

TCGGACCGCTGGTAGCA




Co se stane pokud pr1 reakci
pouzijete smes dGTP a ddGTP?




Puvodni sekvence

GGCGAC

CATCGT
CCGCTGGTAGCA

MO
MO
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Templatovy retézec

AGCCTGGCGACCATCGT ¥

Perfektni kopie

Smeés fetézcli ukoncenych GUANINEM
pfi pouziti smési dGTP a ddGTP

TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG




Enzymova metoda sekvencovani DNA (Sanger)
(A)

deoxyribonukleosidtrifosfat dideoxyribonukleosidtrifosfat
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3" OH
je mozno prodlouzit retézec na 3' -konci neni mozno prodlouzit retézec na 3' -konci
(B) normalni prekursory C malé mnozstvi jednoho
deoxyribonukleosidtri- A g c G el dideoxyribonukleosidtrifosfatu
fosfatii (dATP, dCTP, TTA TGaCT (ddATP)
dGTP, dTTP) ATC GA
é\A 3 CA T
TG&CT
] ] o vzacna inkorporace
oligonukleotidovy primer dideoxyribonukleosidtrifosfatu
pro DNA-polymeréazu DNA-polymerazou zastavi dalsi
5' E rast molekuly DNA
GCTACCTGCATGGA

[N CGATGGACGTACCTCTGAAGCG I
3 5"

/
jednoretézcova DNA,

ktera bude sekvenovéana in

MoV




5 1 \G
3' CGTATACAGTCAGGTC 5'

oznaéeny primer'

jednoretézcova

3' | dvoufetézcova
DNA

+ DNA-polymeraza

ATGTCAGTCCA

5"« 3
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' pNA
+ nadbytek dATP
dTTP
dCTP
dGTP
|+ddTTP |+ddCTP

+ DNA-polymeraza

AT
|ATGT
|ATGTCAGT

+ DNA-polymeraza

ATGTC
ATGTCAGTC
ATGTCAGTCC |

+ddGTP
+ DNA-polymeraza

ATG
ATGTCAG
ATGTCAGTCCAG

seq4.mov

Obraz autoradiogramu ze
sekvenacniho gelu
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Automatické sekvencovani DNA

* Je variantou enzymatického
sekvencovani DNA.

» Syntéza DNA probiha v jedné reakci

» Ke znaCeni produktu se pouzivaji Ctyrmi
ruznymi fluorescenénimi znaCkami
oznacene

* primery
* dideoxyribonukleotidy




Asymetricka PCR pro sekvencovani

Reakcni smeés

Enzym, dNTP,
ddNTP, pufr

Primer

Templat
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Strategie barevnych primeru

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY

PRIMERU Enzyme, dNTPs,
reaction-specific ddNTP
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Strategie barevnych terminatoru

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY
PRIMERU Enzyme, dNTPs, ———— A | @
—— A dye-labeled terminators A
“ “ Al® s A C(C
= . _ ———— A C C|GO
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GO ACCGTA®
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Princip detekce produktu

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

vyhodnocuje sekvenci.

CACCGCATCGAAATTAACT TECAAAGTTAAGCTTGG
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Priklad fluorescencniho znacni
primeru
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Vicenasobné detekce u ruzné
znacenych primeru




Geneticky
analyzator
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Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku




Priklad vystupu

1 draha na gelu




Genomoveé centrum zabyvajici se
sekvencovanim




Sekvencovani genomu

V praxi je velice Casto potreba stanovit sekvenci
fragmentu DNA, ktery je delSi nez prumérna délka
500 — 1 000 bazi dosahovana v jedné reakci.

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

— nahodné sekvencovani
— usporadané sekvencovani sousednich useku




Nahodné sekvencovani genomu

* Pri nahodnem sekvencovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihnanim genomove DNA fragmenty
s optimalni velikosti (1 300 — 2 000 bp) a
po Uprave jejich koncu jsou nahodile
naklonovany do vhodneho vektoru za
vzniku velkého podctu 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 sekvenacénich primeru
pripojujicich se k vektoru pobliz klonovaciho
mista jsou stanoveny sekvence kratkych useku
na koncich klonovanych fragmentu (minimalné
500 bazi).

« Stanovené sekvence jsou pak pouzity k
usporadani klonovanych fragmentu z
jednotlivych vektoru do souvislych sekvenci
genomové DNA - kontigu.
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Nahodné sekvencovani
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USPORADANE SEKVENCOVANI

— Pro doplnéni sekvence mezer zbyvajicich po nahodnem
sekvencovani

— Pro sekvencovani malych fragmentu DNA

« Dva odlisne pristupy:
— prochazeni primerem

» vyzaduje znalost sekvence, ke ktere se pripojuje primer, ktery umozni
prodlouzeni retézce 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 méla
byt ovérena sekvencovanim obou retezcu.

— postupné zkracovani fragmentu exonukleazou a tvorba
sousedicich deleci




Metody usporadaneho sekvencovani

Prochazeni primerem Y1 R{0 01 80 (5 (0
frime I:: : :
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DOKONCENI| PROJEKTU

« Sestaveni kontigu

* Anotace (bioinformatika): ORF, repetice,
regulacni 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 elektroforézu ani separaci fragmentu

Je zalozené na uvolnéni pyrofosfatu (PPi) pri enzamatické
synteze DNA

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

« DNA polymerazou Polymerase

. ATP sulfurylézou (DNA), +dNTP——(DNA]_ | +PPi

« 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

— Postupne budou pridany jeden po druhém vsechny Ctyri dNTP

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




3. krok: ATP sulfurylaza kvantitativhe preménuje PPi na ATP za
pritomnosti APS

Sulfurylase
— Vznikly ATP umozni luciferazou A e
zprostredkovanou konverzi luciferinu luciferin  oxyluciferin
na oxyluciferin, ktery vytvofri svételny Lu;}iﬁ |
zablesk zaznamenany detektorem Mf"’ug.,t ‘L‘ﬁp

fOtOnlil a ZObrazeny Jako pik na pyrogramu nuclentide incorporation generates light

seen a4z apeak in the pyrogram

4. krok: Apyraza degraduje nepripojene dNTP a
neSpOtFebované ATP ANTP b 225E_y ANDF + dNMP + phosphate

A
ATP ——P¥E222 4 ADF + AMP + phosphate

— Az je degradace kompletni je pridan dalsi dNTP, ktery je v poradi
Proces se znovu opakuje a sekvence je odecCitana z pyrogramu

Namisto standardniho dATP je pouzivan a—thiosubstituovany
dATP, ktery je prijiman DNA polymerazou, ale nikoli luciferazou
Metoda je ve vyvoji 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 odectena baze/min.

paralelniho zpracovani

velkého mnozstvi vzorku oo . . ,
« Bézna délka stanovené

] _ sekvence je cca 100 bp
Snadna automatizace

Nevyzaduje elektroforézu
a znaceneé primery




DNA Cipy (microarrays) pro

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

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

Sondy jsou

— Kratke molekuly DNA nanasene
s pouzitim robotickych systému na
sklenény 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 oligonukleotidi na cm?).

Light
(deprotection)
rrpnn | WAEERES s Tom  waaes
1 1 | 1
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Waler
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GATCG
25-mer EIHIH.'_I'EIH.T m-C _— o ==
AGCTG T T Tt
TTCCG - TTCCO4H TTOHOHO< TTOOO
Repeat iiiii iiiii
GeneChip®

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 emitované fluorescence na
povrchu Cipu pomoci konfokalniho
mikroskopu nebo laseroveho detektoru.

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




65 536 kombinaci 8-meru

hybridizace znagenych molekul DNA
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sestaveni sekvence

GGGTACTA hybridizujici
GGTACTAC ; i
GTAGTACA oligonukleotidy
TACTACAT
..GGGTACTACAT..

deduktivné stanovena
sekvence o délce 256 bp
konfokalni mikroskopie




Cipy pro sekvencovani pomoci
hybridizace (SBH)

« Sekvencovani zahrnuje:

— Hybridizaci fluorescencné znaceného fragmentu
DNA ke kompletnimu DNA Cipu obsahujicimu
vSechny kombinace (48 = 65 536 kombinaci) 8-meru
nukleotidu

— Délka sekvence muze byt max. \ 65 536 = 256 bp

— Vysledek hybridizace je odecten 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
obsahujici 1,099 x 10’2 moznych 20-meru




Princip SBH - stanoveni sekvence de novo
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ATAGGCAT
TAGGCATA Hybridizujici
AGGCATAA : :
CEC AT ollgonu.klevotldy ’
_..ATAGGCATAAG... Deduktivné stanovena

sekvence DNA




Minisekvencovani

* Metoda minisekvencovani je zalozena na prodlouzeni 3'-
konce primeru o jediny znaceny nukleotid, ktery slouzi

jako terminator, podobné jako u Sangerova
sekvencovani.

« Technologie je urCena pro overeni
jednonukleotidovych polymorfizmu (SNP) v
sekvencich a umoznuje spolehlive odlisit jednotliveé 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

SNP1 (AA) SNP2 (CG) ENPg{CC}

qlql qlql ¢
T"h _/O Jednonukleotidova ..(”1 L?chuﬁ H‘GE ho
EEENNNENNEREN extenze SNPq SNP2 SNP3
PCR produkty — .Jf-'.:"'_ y S
+ DNA-polymeraza Smés znaéenych 7 b
ddNTP g = /
(0 . ¥ AA CG CC

1. Varianta — Prodlouzeni primeru vazaného na Cipu
» Jeden primer pro kazdy SNP, ktery genotypizujeme je
Imobilizovan na sklicku.
» K Cipu jsou pridany 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 ur€uje genotyp prislusného SNP.




Stanoveni SNP pom00| DNA Cipu

SNP1 SNP2 SNP3
Extenze .

-" —_—3 TA GA GC CG AC GC —p/

. I j l'.':]t' ¥ i ?
RNA vznikla transkripci Jeden znateny dNTP & e J
+ zpétna transkriptaza a 3 neznactené AA CG CC
ha

+

Lo
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2. Varianta — Alelové specifické prodlouieni primeru

> Na skli¢ku jsou imobilizovany dva alelové-specifické primery s bazi na
3‘-konci komplementarni k obéma moznym variantdm nukleotidu v kazdém
SNP.

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

Molekuly RNA hybridizuji k €ipu a slouZzi jako templat pro prodlouzeni
primeru, ktere je katalyzované pomoci zpétné transkriptazy

Béhem zpétne transkripce jsou do kazdeho produktu zacCleneny
fluorescencné znacené dNTP.

Pro homozygotni genotypy je signal tvoreny pouze jednim ze dvou alelove-
specifickych primeru kdeZto u heterozygotnich genotypu je signal tvoieny
obeéma primery.

vV VWV V V




Stanoveni SNP pomoci DNA Cipu

\ V] § 5 T % SNP{ SNP3 SNP
. \—G—-D \ Vo 1SNP2 SNP3
SNP1 SNP3 H b H H Ot 7 7
— = | m —/ SO0 )/
S”PE.PG—Q . | HigH L
5 Zachyceni 3 3 3 g 3 3 e
c—4 na Eipu A LG W
Produkty prodlouZeni 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
» primerll 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 minisekvenaéni
reakce.




