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Sekvenovani

Rozhodujici metoda pro stanoveni
nukleotidovych sekvenci

» Konecna faze procesu individualizace jednotlivych
izolatu

» Metoda je pro vetsinu mikrobiologickych aplikaci
priliS presna



Metody sekvenovani nukleovych
kyselin

Chemicka metoda sekvenovani
(Maxamovo-Gilbertovo sekvencovani)

Enzymova metoda sekvenovani
(Sangerovo sekvenovani)

Pyrosekvenovani

Kombinované velkokapacitni systémy



Chemicka metoda sekvenovani
(Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani)

Podstatou je specifické stéepeni molekuly ssDNA po
modifikaci jednotlivych bazi chemickymi Cinidly
s naslednou elektroforetickou detekci
v denaturujicim polyakrylamidovém gelu.

Chemicka ¢inidla jsou specificka pro modifikaci
urcitych bazi:

G — DMS
A+G — piperidin
C+T — hydrazin

C — hydrazin + NaCl



Chemicka metoda sekvenovani

Priprava
ssSDNA a znaceni

|

Modifikace
bazi

|

Stépeni
SSDNA

|

Odecteni
vysledku




Chemicka metoda sekvenovani

Priprava
ssDNA a znaceni

5°- GATCAGG - 3°
3°- CTAGTCC - 5°

|

Modifikace
bazi

|

Stépeni
SSDNA

|

Odecteni
vysledku

VAR

Asymetricka PCR Vyuziti vazby

biotinylovaného primeru
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Chemicka metoda sekvenovani

Priprava
ssDNA a znaceni

|

Modifikace
bazi

|

Stépeni
SSDNA

|

Odecteni
vysledku

32p - GATCAGG - 3°

/AN
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DMS  piperidin hydrazin Hydrazin
+ NaCl




Chemicka metoda sekvenovani
32p - GATCAGG - 3°

Priprava
ssDNA a znaceni

|

Modifikace
bazi DMS piperidin hydrazin Hydrazin
l + NaCl
Stépeni Stépeni piperidinem pfi vysoké teploté
SSDNA 0 0 s Q
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32P - GATCAGG - 3
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Realny vysledek chemické metody
sekvenovani
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Ukol

Z vyse uvedeného zaznamu odectéte
vyslednou nukleotidovou sekvenci




dideoxyterminatory

NTP M-

R

7]
= .
5" PPP
H
H

H H H H
3’0H OH H o

5

H
3 OH H

H, 3"
dNTP %II A
PPP N z
H

N

H

NH,

ddNTP
%II )
=



Dideoxyterminatory

5 PPP
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Prubéh sekvenovani

1. denaturace (92-96°C)

FMMTTTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T I TTI Tl
Lttt a1y dsDNA

2. annealing (45-72°C)

3. extenze (72°C)



Prubéh sekvenovani

1. denaturace (92-96°C)

FTIT T I T I T I TTITTITTITTTTTITTITTITTITITTIT
TR

2. annealing (45-72°C)

3. extenze (72°C)



Zarazovani ddTTP

5 PPP

TTTT1ITTGCAAATCGGTGTAAACGG
TTTT1TTGCAAATCGGTG
TTTTITTIGCAAATCGG
TTTTITIGCAAA

ATGCTACGTTTAGCCACATTTGCCATATGAACCT




Zarazovani dalsich ddNTP

TITTT1ITTGCAAATCGGTGTA
TT11ITIGCAAA
TT111I1TGCAA
TTTTITIGCA

ATGCTACGTTTAGCCACATTTGCCATATGAACCT
LU UL L L L L L L L L L L L L)

TTTT1ITIGCAAATCGGTGTAAAC
TTTTTTGCAAATCC
TTTTTTGCAAATC

TTTTITGC

ATGCTACGTTTAGCCACATTTGCCATATGAACCT
LULL L L L L L L L L L L L L L L)



Vysledek sekvenovani




Nasleduje rozdéleni fragmentu




Nasleduje rozdéleni fragmentu
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Sekvenovani - zaznam




Kapilarni gelova elektroforeza

» rozdeli produkty sekvenovani podle velikosti
» detekuje fluorofory laserem



Ukol

V praktickém cviceni zaradte na
zakladé vysledku sekvenovani izolaty
bakterii Celedi Pasteurellaceae




Prohledneéete si animaci na

http://wwwnc.cdc.gov/eid/article/13/2/06-1032_article.htm



Pyrosekvenovani

» Metoda popsana Mostafa Ronaghi et al. v roce 1990
» Urcena pro kratké useky DNA, SNP a useky metylované

Polymerase
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Pyrosekvenovani - zaznam

nudeobde sequence
G C - A GG cC I
)5
G C T A o C I
-
nucleotide added

Intenzita signalu odpovida poctu za€lenénych nukleotidu



Prohlednete si animaci
0 pyrosekvenovani na

http://www.youtube.com/watch?v=jylICHBxTKkw&feature
=related



Emulsni PCR

ﬁ} -~ » Amplifikace probiha
% v emulsi (voda-olej)

» DNA je fragmentovana
na useky dlouhé 300-800

bp

) » Jednotlivé matrice jsou
navazany samostatné na
povrch jednotlivych
kapek obalenych
primery

aaaaaaaaaaaaa
acrylamide gel

Genotype first

second psy | PSV2AC
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Emulsni PCR

» Amplikon je vysledkem jedinecné PCR
> Méné nespecifickych produktu
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Komercni aplikace emulsni PCR

454 sekvencni systém firmy Roche

o~ Signal image
T

1 GAATUCGGCATGCTAAAGTCA _
/(‘I/‘ - / APS Annealprimer|
“ M\'; ,' . y b M ‘
g [
A Sulfurylase
" ATP
Luciferase

Liahl + oxy luciferin

» Produkty PCR jsou sekvenovany pyrosekvenovanim
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454 sekvencni system

Zakladni kroky

Tvorba jednoretézcovych DNA matric
Pripojeni adaptéru a vazba na pevné ¢astice
Amplifikace DNA matric v emulzi

Vytvoreni sekvencnich dat

Analyza sekvenci riznymi nastroji bioinformatiky

Podivejte se na komercni prezentaci na strankach
http://454.com/products/technology.asp



454 sekvencni system

Vysledny zaznam




Dalsi moderni pristupy
najdete na

http://grf.lIshtm.ac.uk/sequenc
INg.htm

SOLEXA
(Roche) (llumina)



Hovorime o

NGS = Next generation
sequencing

TGS = Third generation
sequencing




Sekvenovani RNA

Whole Transcriptome Shotgun Sequencing (WTSS)

> Je mozno provést sekvenovani cDNA a tim ziskat
informaci o obsahu RNA v daném okamziku zivota
bunky

Morin et al. (2008): Profiling the HeLa S3 transcriptome using
randomly primed cDNA and massively parallel short-read
sequencing". BioTechniques 45 (1): 81-94.



Separace ruznych druhu RNA

... je prvnim krokem pri sekvenovani RNA

/ \ \
ostatni

MRNA (polyA) |
rRNA (90%) tRNA

(regulacni geny)

.. k separaci se pouzivaji nejcastéeji magneticke kulicky
s poly(T)



Separace RNA

Isolate Total RNA

Fragmentation

and/or Isolation
In this case, isolation via Poly(T)
coated magnetic beads

Poly(A) RNA molecules
bind to the Poly(T)
magnetic beads

L e LT

AA




Zpetna transkripce

... po separaci RNA nasleduje jeji fragmentace na
kratke oligonukleotidy ....

... delsi useky RNA totiz tvori e

sekundarni struktury B
... fragmentace ale neni vzdy Faie A
nezbytna

... fragmentované molekuly jsou prepsany do cDNA ...

... ktera je nasledné podrobena sekvenovani



Zpetna transkripce

Magnetically isolate
and wash beads

Fragment and/or Reverse Transcribe

Fragmentation (if not done already),
size selection, and sequence

AAAAA

LLLLLLLLLLLL T Muuummuuumluuuummumum

TTTT O

lllumina Solexa, Roche 454, or ABI SOLID
Graphic shown here is lllumina




Na jakeé fragmenty nastrihat RNA?
bp 250 100 35

Mb/run 100 Mb 300 Gb 3 Gb

Doba 7 hod 7-14 dnu 5 dnu

Podrobnosti k modernim sekvenacnim metodam v 5. rocniku



Co s vzniklymi fragmenty?

> Poskladani do
souvislych sekvenci

> Porovnani s
genetickymi
databazemi

Short read is split by
intron when aligning
to reference Genome "EERTTIn

Intron

\

>

—

Vice uslysite v 5. roéniku (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)




Prime sekvenovani RNA

V prubéhu pripravy cDNA vznikaji artefakty

|

Snaha sekvenovat RNA primo

|

Direct RNA Sequencing (DRSTM)

|

Helicos Biosciences (http://www.helicosbio.com/)



Princip primého sekvenovani RNA

» Pripojeni jednotlivé molekuly k ukotvenému oligo(dT)
» Polymerace virtualniho terminatoru

A A C )

U U Xm U

c c Y g

G G G

U U U

G G G=C
Cw G C =G C=G Y7
AwT, AwT AwT ™~
AwT AwT AmT
AmT A=T AwT
AwT AwT AwT

A { A { AwT

http://www.rsc.org/chemistryworld/News/2009/September/23090903.asp



Prubéh primého sekvenovani RNA

NANAMAMMAMAAAAEE 202090 0 0 0 B Image 4 .
5 templates i
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» Pripojeni k oligo(dT)
» Fixace a uzamceni

» Polymerace NTP s VT
» Odmyti zbylych NTP

» Zachyceni
fluorescence

» Odstepeni VT

» Polymerace dalsiho
NTP s VT




Vyuziti priméeho sekvenovani RNA

Prvne pouzita k sekvenovani mRNA ze S. cerevisiae

Oszolak et al. (2009): Direct DNA sequencing. Nature
8,461(7265):814-8

Firma HelicosBiosciences doporucuje
» Kvantitativni mapovani polyA/Digitalni genova
exprese
» Analyza transkriptomu

» Kvantifikace RNA ve formalinovych a parafinovych
preparatech

» Malé RNA/nekodujici RNA
» Imunoprecipitace RNA
» Charakterizace RNA na urovni atomolu



Otazka

Jeden attomol, kolik je to molekul RNA
0 délce 300 a 500 nukleotidu?

1 mol = 6,023 x 102 molekul
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Pro naruzivé statistiky

Statistical Design and Analysis of RNA
Sequencing Data

Auer a Doerge (2010): Statistical Design and
Analysis of RNA Sequencing Data. Genetics
185: 405-416



Novinky ze sekvenovani RNA
najdete na

http://www.rna-seqblog.com/

Ale je to spis o vyssich
eukaryotech




Komercni aplikace

lllumina (TruSeqg RNA Sample Preparation Kits)

http://www.illumina.com/applications/sequencing/rna.il
mn?source=transcriptome

Invitrogen (lon Total RNA-Seq Kit)

http://products.invitrogen.com/ivgn/product/44 |- ] —
75936 e




Prohlednéete si animaci
o lllumina na

http://www.youtube.com/watch?v=l99aKKHcxC4&feature
=related



Otazka z cervna 2012
Zdro|

http://[seqganswers.com/forums/showthread.php?t=21016

Can we separate virus using small RNA sequencing?

We have a plant material which infected virus. Now we want to
know the detail information about the virus. How should we do?
Can we use small RNA sequencing to separate it? Thank you!



Sekvenovani proteinu

Mastedon

Ancient proteins sequenced today f
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Sekvenovani proteinu

... je stanoveni sekvence aminokyselin
v polypeptidovem retezci

» Prvni protein, bovinni inzulin byl sekvenovan
v roce 1953 Frederikem Sangerem

» Sanger obdrzel Nobelovu cenu v roce 1958

Methods in Molecular Biology-
Volume 64

____PROTEIN
SEQUENCING
PROTOCOLS
bind by

Bryan John Smith




Strategie sekvenovani

> Zjistit pocCet polypeptidovych retézcu
(podjednotek)

> Urcit pocet disulfidickych mustku (uvnitr
retéezce a mezi retezci)

» Stanovit sekvenci aminokyselin kazdeho
Z fetézcu

» Je-li podjednotka prilis dlouha, fragmentovat na
kratsi polypeptidy

» Sekvenovat fragmenty metodou podle Edmana
> Poskladat sekvence analyzou prekryvu



Analyza koncovych skupin

» PocCet podjednotek Ize zjistit podle poctu N a
C koncu
» Analyza N koncl
— Dansyl chlorid
— Fenylisothiokyanat/ Edmanovo reagens
— Aminopeptidaza
» Analyza C konclu
— Karboxypeptidaza



Preved'te usek DNA do sekvence aminokyselin,
vyznacte C a N konec

kodujici DNA-retezec:

5°-ATG AAATAC GCT CCCTTAAAA -3
antikédujici DNA-retezec:

3-TAC TTT ATG CGA GGG AAT TTT -5

Tabulka genetického kodu:

N - Met - Lys - Tyr - Ala

AAA —Lys GCA - Ala -Pro -Leu-Lys-C
AAU — Asn GCU - Ala
ACU - Thr GGG - Gly =

_
ene

AUG - Met UAC - Tyr -
CGA - Arg UGA — Term "
CGU - Arg UUA - Leu gy

CCC -Pro UUU - Phe




Analyza N koncu dansyl chloridem

> Hlavni reagencie: 1-dimety| Y 0.
aminoftalen-5-sulfonyl " R a
chlorid (dansyl chlorid)

1 dimethylaminophthalene.
5 sulfomyl chlorid

» Priprava dansylovaného ol ey
polypeptidu I

» Kysela hydrolyza — uvolnéni
vSech AA a N-koncové S s
dansylovane AA N CH— G = CH—C N — = — .

dansyl polypeptide

» Separace aminokyselin

» Detekce fluoreskuijici
dansylované AA

» Porovnani s dansylovanymi i _
Standardy AA dangylamino acid - ""”M




Analyza N koncu podle Edmana |

Metoda degradacni

> Nukleofilni atak fenyl
izothiokyanatu, Edmanovo

reagens, v mirném I TR R P ol
alkalickéem prostredi (N-
metylpiperidin/voda/metan | g
ol) -

» Tvorba fenylcarbamyl
derivatu (PTC-peptid) LSV Ve W S




Analyza N koncu podle Edmana Il

» Kyselina trifluoro octova
(TFA) stepi koncovou
aminokyselinu — vznika
thiozolinovy derivat a
zbyly nemodifikovany
peptid

» Thiozolinovy derivat je
extrahovan organickym
rozpoustedliem (napr. N-
butyl chloridem)

» Zbyly nemodifikovany
peptid nese volnou
koncovou aminokyselinu

N
A

= -

I_ D-‘: I_|
s T I

AN=CH=C—HN—CH—C—HN—CH—C=— - -

PTC polypepiide

anhydrous trifluaroacetic aci

'—'.\- 0
]

(F3CC0),0




Analyza N koncu podle Edmana lll

» Thiozolinovy derivat extrahovany
v organickém rozpoustedle je
opracovan kyselinou (25% TFA) — |
vznika derivat n
fenylthiohydantoinu (PTH) ANE

thiazolinone darivative

» PTH je detekovan na zaklade
absorbce UV pri 296 nm

» PTH AA je separovana 1,'
chromatograficky nebo elfo Ry,

» AA je detekovana podle
retencniho casu nebo hmotnosti

FTH amino acid

» Sekvenci lze opakovat 40-60x



Analyza N a C koncu exopeptidazami

» Exopeptidazy stepi AA od W

koncu retézce e

» Aminopeptidazy od N-konce Fra—

> Karboxypeptidazy od e §
C-konce N—C + A= CH—C—HN—CH— ..

» Oba enzymy jsou vysoce
specifické, ale pracuji a0
pomalu a nékteré AA jimi i
nelze odstepit




Stépeni disulfidickych mastku

» Redukce na thioly R
prostrednictvim " |
dithiothreitolu nebo g: 7w
2-merkaptoetanolu

dithiathreitol (DTT)

» Thioly jsou opracovany ey
alkylaénimi €inidly (napr.
kyselinou jodooctovou), aby l
se zabranilo reoxidaci
béhem nasledujicich kroku




Uéinné sekvenovat lze do 50
aminokyselin, pak se reakce
zahlti zplodinami

Pracujte s fragmenty




Jak ziskat fragmenty?

Trypsin
Stépi pozitivhé nabité AA (Arg nebo Lys), jestlize dalSi
AA neni prolin

Stépi od C-konce

Endopeptidazy

Pepsin; stepi u N-konce Phe, Tyr, Trp neni-li predchozi
AA prolin

Chymotrypsin: stepi u C-konce Phe, Trp, Tyr jestlize
dalsi AA neni prolin

Endopeptidaza GluC: stepi u C-konce Glu



Jak ziskat fragmenty?

Exopeptidazy
Leucin aminopeptidaza: stépi N-koncovou AA leucin,
nestépi N-koncovy prolin
Aminopeptidaza M: stepi vSechny AA od N-konce

Karboxypeptidaza A: stépi vSechny AA kromé Arg,
Lys, and Pro, zvlast’ uc¢inna pro AA s alifatickymi a
aromatickymi postrannimi retézci, nestépi je-li
nasledujici AA prolin

Karboxypeptidaza B: stepi C-koncovy Arg a Lys, neni-
li nasledujici AA prolin

Karboxypeptidaza C: stepi aminokysliny od C-konce



Existuji i chemické metody
stepeni uvnitr
polypeptidovych retézcu

Cyanogen bromid




Jak rozdelit fragmenty?

Tradicni metody

Separace podjednotek po stépeni S-S mustku
metodou SDS-PAGE nebo HPLC

Zapotrebi hmotnostni standardy a kalibracni
krivka

Priblizny pocCet AA ve fragmentu lze urcit

Z molekulové hmotnosti fragmentu/110

Moderni postupy
MALDI — presnejsi a rychlejsi



Stanoveni sekvence aminokyselin

1) Ziskani fragmentu vice metodami
2) Sekvenovani jednotlivych fragmentu
3) Poskladani fragmentu s vyuzitim prekryvu

trypsin
- f—m—m—m >

Ala-Phe-Lys-Asp-Met-Cys-GIn-Arg-Leu-Pro-Met-Ser-Gin

& f—mmm> >
CNBr



1)
2)

3)

4)

Stanoveni pozice S-S mustku

Fragmentace polypeptidovych retézcl

2D gel smési fragmentu, stejné podminky v obou
rozmeérech

Po separaci v prvnim rozmeéru opracovat kyselinou

permravendi, ktera stépi vSechny S-S mustky

Separace ve druhém rozmeéru

- Fragmenty bez S-S mustku se rozmisti podél
diagonaly

- Fragmenty s S-S mustky vytvori spoty mimo
diagonalu

- Fragmenty s S-S mustky Ize z gelu extrahovat a
sekvenovat



Priklad analyzy proteinovych komplexu

A Not Boiled, SDS-PAGE

'

kDa

250 -
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Gubbens et al. (2008): Protein complexes in bacterial and yeast
mitochondrial membranes differ in their sensitivity towards
dissociation by SDS. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins
& Proteomics 1784 (12), 2012-2018.



Sekvenovani MALDI-TOF

matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight

» varianta hmotnostni spektrometrie

> peptidy jsou ionizovany a stanovi se pomér hmoty
K naboji na zakladé doby letu (time-of-flight)
k detektoru

Lager

> vypoéte se M a ta O
- - 4 \"7 o i Time-of-flight
je §peC|f|cka pro | brtpeag
kazdou
aminokyselinu
o . ™
- ™




Schema zarizeni

Target plate spotted with
proteins of interest

l Pulsating light Detection Reflection

Sample plate
-1 Laser
>. |||||||5|1I| '
W nm

lonisation l

Protein identification




Zaznam z MALDI-TOF
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Shotgun protein seqguencing

» Tento koncept vychazejici z analogie pro
sekvenovani DNA se objevil v roce 2007

» Byla zpracovana data ziskana ze smesi
proteinu sekvenovanych hmotnostni
spektrometrii

» Analyza podobne jako v pripadé prace s DNA

Bandeira et al. (2007): Shotgun Protein Sequencing. Molecular &
Cellular Proteomics 6:1123-1134.
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Kolik materialu potrebujeme na
analyzu?

imit je kolem 2 pmol, tj. asi 101° molekul
orotein by mel byt co nejcCistsi (purifikace

HPLC)
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