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 koncove zhacené
molekuly DNA, ktera se chemicky
degraduje v mistech, kde se vyskytuje baze
urciteho typu na fragmenty.

Ty se naslednée oddeéluji elektroforezou.




Enzymaticka metoda (Sanger)

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
syntézy DNA

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
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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




(C) 5 \G 3' | dvoufetdzcovéa
3' CGTATACAGTCAGGTC 5 |DNA

oznaéeny primer'

% . 3_ SR jednofetézcova
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' DNA
+ nadbytek dATP
dTTP
dCTP
dGTP
+ ddATP +ddTTP +ddCTP +ddGTP
+ DNA-polymeraza + DNA-polymeraza

+ DNA-polymeraza

= A
ATGTCA
ATGTCAGTCCA

+ DNA-polymeraza

ATG
ATGTCAG
ATGTCAGTCCAG

AT
|ATGT
ATGTCAGT

ATGTC
ATGTCAGTC
ATGTCAGTCC |
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Obraz autoradiogramu ze
sekvenacniho gelu

-

™ TR

i‘.- &,

=T - w
LR
F :( -._ &
T g
ST ® 5.9

ATGC ATGC ATGC ATGC




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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primeru
(560—55 |C)

Prodlouzeni
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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, ——— | @
— /\ dye-labeled terminators ACl®
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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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Fragmenty




Priklad fluorescencniho znacni
primeru
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Vicenasobné detekce u ruzné
znacenych primeru




Geneticky
analyzator
ABIl 3100
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Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku




Priklad vystupu
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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 strinanim genomove DNA
fragmenty s optimalni velikosti (1 300 —2 000 bp) a po
upraveé jejich koncu jsou nahodile naklonovany do
vhodného vektoru za vzniku velkého podétu klonu.

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

Predpoklada se, ze celkova informace o sekvenci
obsazenav prlpravenych malych klonech odpovida
puvodni DNA a sekvence fragmentu jednotlivych klonu
se vzajemne prekryvaiji.

Pomoci univerzalnich sekvenacnich primeru pfipojujicich
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 genomové DNA - kontigu.




Izolace DNA — B
= Fragmentace

Vektor




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
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DOKONCENI| PROJEKTU

« Sestaveni kontigu

* Anotace (bioinformatika): ORF, repetice,
regulacni oblasti, —» geny, — funkce




