9. Urceni baktérie rodu Borrelia pomoci DNA sekvenace

Uvod

Co je sekvenovani DNA? Pod pojmem sekvenovani DNA nebo také ,,Cteni* DNA se rozumi
urceni presného poradi neboli sekvence jednotlivych nukleotidovych bazi (resp. nukleotidi)
v useku DNA. Provadi se nejCastéji na principu Sangerovy metody nebo novéji pomoci
cyklického sekvenovani na termocykleru.

Princip sekvenovani. Zakladem obou metod je amplifikace (namnozeni) vlakna DNA, jehoz
sekvenci chceme znat. Sangerova metoda vyuziva schopnosti enzymu DNA polymerazy
stavét k tomuto tzv. templatovému vldknu komplementarni fetézec DNA. Nezbytnd je
pritomnost vhodného oligonukleotidového primeru jako zdkladu nového vldkna DNA a ctyt
typt 2¢, 3°-dideoxyribonukleosidtrifosfati ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), kterym
chybi na 3¢ uhliku ribosy hydroxylova skupina. Diky tomu jiz nemize DNA polymeraza
pii syntéze nového vladkna na tento konec navazat zadny dal$i nukleotid a riist tohoto fetézce
se zastavi. Pokazdé tedy, kdyz polymerdza zacleni uréity dNTP (napt. dATP
deoxyadenosintrifosfat) do rostouciho fetézce, je urcitd pravdépodobnost, Ze misto dATP
vyuzije ddATP (2, 3°-dideoxyadenosintrifosfat) a v tom piipad¢ polymerace konci. Pokud
reakce probiha dostate¢né dlouho, ziskdme tak mnoho rizné dlouhych oligonukleotidii, které
budou vsechny koncit adeninem. Po skonceni reakce je mozné vysledné produkty (kterymi
jsou ruzné dlouhé useky DNA) rozdé€lit v gelu a zjistit tak délku noveé vzniklého fetézce,
pricemz délka odpovida poctu bazi od 5°-konce nového fetézce az do mista, kde se vyskytl
ddNTP (v nasem piipadé¢ ddATP).

Moderni sekvenovani je jiz pln¢ automatizovano. Reakce probiha v termocykléru také pomoci
DNA polymerazy a vyhodnoceni vyslednych produktti provadi pfiistroje sekvenatory, ve
kterych se vyuziva 2¢, 3‘-dideoxyribonukleosidtrifosfati, které jsou znaceny riznymi
fluorescenénimi barvivy (pro kazdou bézi je jind barva). Vyslednou sekvenci DNA pak
pfistroj urc¢uje na zaklad€ tohoto barevného znaceni, a to na principu laserové detekce emise

fluorescencnich barev pomoci fotonasobice a velmi citlivého detektoru piimo z gelu.

Vyznam sekvenovani. Sekvenovani DNA se vyuziva napiiklad ve vyzkumu biologickych
procest, dale tfeba v aplikovanych oborech, jimiz jsou diagnostika nemoci ¢i forenzni
medicina. Sekvenovani se uplatnilo také v projektu ¢teni lidského genomu (Human Genome

Project), ale precteny byly genomy 1 jinych organism, véetné



ruznych rostlin, Zivocichti a mikrobii. N¢kdy se sekvenuji pouze urcité ¢asti genomu, které

mayji pro vyzkum v daném okamziku vyznam.

U vzorkd klist’at, u nichz byla detekovana ptitomnost borélii je nutné pro ziskani specifického
templatu pro sekvenaci provést naslednou jednokrokovou PCR, v pfipadé vzorka s nizkou

koncentraci vstupni DNA, dvoukrokovou PCR.

Material:

Vzorek izolované DNA

KAPPA 2G ready mix

primery BO1, B02, B03, B04

PCR voda

Shrimp Alkaline Phosphatase

Exonuclease I E.coli

BigDye Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit
Chemagic SEQ Pure Kit

Amplifikace izolované DNA pomoci nested-PCR — 1. krok

Do zkumavky napipetujeme nasledujici reagencie, zkumavce kratce promichame a sto¢ime.

Reagencie:

KAPPA ready mix 12,5 pl
primer B03 0,5 ul
primer B04 0,5 ul
voda 6,5 ul
vzorek Sul

Mikrozkumavku vlozime do termocykléru a spustime nasledujici teplotni protokol:

95°C — 15 s (denaturace)
Ix 95°C —2,5 min 30x  56°C — 15 s (annealing)

72°C — 20 s (extenze)



Gelova elektroforéza:

Po PCR naneste 5 ul amplifikatu na ptipraveny 1,5 % agar6zovy gel v elektroforetické vané.
Vanu piipojte ke zdroji elektrického napéti a nechte prob&hnout elektroforézu cca 60 minut
pfi konstantnim napéti 80V.

Poté vyjméte gel z elektroforetické vany a vlozte jej do transiluminatoru k vyhodnoceni. U
slab& pozitivnich vzorki proved’te druhy krok nested-PCR.

Amplifikace izolované DNA pomoci nested-PCR — 2. krok

Do zkumavky napipetujeme nésledujici reagencie, zkumavce kratce promichame a sto¢ime.

KAPPA ready mix 12,5 ul
primer BO1 0,5 ul
primer B02 0,5 ul
voda 10,5 pl
vzorek (amplifikat) 1w
Amplifikace:

Mikrozkumavku vlozime do termocykléru a spustime nasledujici teplotni protokol:

95°C — 15 s (denaturace)
Ix 95°C—2,5 min 30x  60°C—15s (annealing)
72°C —20s (extenze)

Gelova elektroforéza:

Po PCR naneste 5 ul amplifikatu na ptipraveny 1,5 % agardzovy gel v elektroforetické vang.
Vanu pfipojte ke zdroji elektrického napéti a nechte probehnout elektroforézu cca 60 minut
pfi konstantnim napéti 80V.

Poté vyjméte gel z elektroforetické vany a vlozte jej do transilumindtoru k vyhodnoceni.
Sekvenaci nasledné neprovadéjte u vzorkd s velmi slabym signalem.



1. Precisténi amplifikované DNA pomoci metody ExoSAP

Jedna se o purifikaci pomoci enzymii exonukledzy I a alkalické fosfatazy, které odstranuji
nezreagované primery a ANTP z reakce.

Do zkumavky napipetujeme nasledujici reagencie, zkumavku kratce promichame a sto¢ime.

1 ul SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)
0,5 pl Exonuclease I E.coli

5,5 ul amplifikované DNA

Mikrozkumavku vlozime do termocykléru a spustime nasledujici teplotni protokol:

37 °C 15 min
80 °C 15 min
10 °C hold

2. Priprava sekvenacéni reakce

Pouziva se BigDye Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Obsah
tohoto kitu tvofi sekvenacni pufr a sekvenacni mix.

Zakladni slozky sekvena¢niho mixu:

DNA polymerasa

deoxyribonukleosidtrifosfaty (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

2,3 “~dideoxyribonukleosidtrifosfaty (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP)
Do zkumavky napipetujeme nésledujici reagencie, zkumavku kratce promichame a sto¢ime.

0,6 ul primeru

2,0 pl sekvenacniho pufru
2,0 pl sekvena¢niho mixu
3,0 ul DNA

2,4 ul PCR vody



Mikrozkumavku vlozime do termocykléru a spustime nasledujici teplotni protokol:
96 °C 1 min
96 °C 10 sek
50 °C 5 sek 35x
60 °C 4 min

15 °C hold

¥ Wew

3. PreciSténi sekvenaéni reakce

DNA pftecistime pomoci purifika¢niho kitu Chemagic SEQ Pure Kit:

1. Napipetujte 10 pl (promichanych) magnetickych ¢astic na destiCku (desticka s okraji),
pridejte 10 ul DNA a 150 pl Binding Buffer 1.

2. 4-5x pipetou promichejte smés a inkubujte 2 min pii pokojové teploté (delsi inkubace
mize vést k navdzani neinkorporovanych barviv na castice): 1 min 30 sek inkubace, 30

sek zabere nasledné umist'ovani na magnet (v bodé 3).

3. Po inkubaci separujte magnetické castice umisténim desticky na magnet tak, aby se hroty
magnetu dotykaly jamek desti¢ky ze strany. Pockejte, nez se ¢astice k magnetu pfitahnou,

odsajte supernatant (!!! dilezité odsat vsechen !!!) a poté oddélejte destiCku z magnetu.

4. Ptidejte 100 ul Wash Buffer 2, vlozte desticku na magnet, nékolikrat ji piesunite ptes hroty

magnetu a poté posad’te na hroty. Dikladné€ rozsuspendujte ¢astice propipetovanim (4x).

5. Inkubujte 2 min pfi pokojové teplote.

6. Oddelte magnetické Céastice vlozenim na magnet tak, aby se hroty magnetu dotykaly
jamek destiCky ze strany a odsajte supernatant (!!! odsat vSechen).

7. Promyjte Castice jest¢ jednou 100 ul Wash Buffer 2, nechte stit 2 min, poté vloZte na
magnet a nékolikrat prehod’te pfes hroty magnetu (kulicky jsou nyni na boku jamky).

8. Uplné odstraite supernatant.

9. 0Oddélejte desticku z magnetu a nechte ¢astice vysusit zhruba 10 min pti pokojové teplote.
K casticim pfidejte 20 pl vody (nechte protéct pies kulicky) a pipetou smes

rozsuspendujte.



10. Nechte stat 5 min pii pokojové teploté a ob¢as promichejte (zhruba po 2 minutach), aby se

DNA Iépe uvolnila.

11. Po eluci separujte magnetické Castice pfilozenim na magnet na 2 min tak, aby se hroty
magnetu dotykaly jamek desticky ze strany, lehce povytdhnéte desticku a zase spustte

dold, aby se kulicky nachéazely na stran¢ jamky (kuli¢ky lehce povylezou nahoru).

12. Pieneste eluat obsahujici purifikovanou DNA do nové desticky na sekvenaci (desticka bez
okraji).
13. Nechte denaturovat 2 min pii 95 °C.

14. Hned poté zchlad’te v mrazaku cca 1 min.

DNA piipravena na sekvenaci.

4. Analvza sekvenacni reakce v sekvenatoru ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer

Spustit sekvenator.

Program 3130 Data Collection v3.0: po levé strané rozkliknout kolonku ga3130 — Plate
Manager — New (zaloZit novou desticku) — Name (pojmenovat desti¢ku, napt. SeqPlate45),
Application (vybrat z nabidky: SequencingAnalysis), Plate Type (vybrat z nabidky: 96-Well),
Owner Name, Operator Name (jméno toho, kdo s destickou pracuje), OK.

V otevieném okné SequencingAnalysis Plate Editor: Sample Name (ndzev vzorku), Results
Group 1 (vybrat znabidky: sekvenace), Instrument Protocol 1 (vybrat z nabidky:
BDTI1.1 36 POP7 Ultra), Analysis Protocol 1 (vybrat z nabidky: BDT1.1), OK.

Programu 3130 Data Collection v3.0: vlevo rozkliknout kolonku 3130 — Run Scheduler —
Plate View — Find All (najit ndmi zaloZenou desticku SeqPlate45), vlozit odpovidajici
desticku do sekvenatoru, vpravo kliknout na obrazek desticky se zlutymi policky, ktera
zezelenaji, pokud si odpovidd ndmi zadana desticka s destickou vloZenou do sekvendatoru,

v horni li$té kliknout na zelené tlacitko Start, OK

Po skonceni béhu otevtit program Sequencing Analysis 5.3.1 — Add Samples - kliknout na

zelené tlacitko Start (zhodnoceni spravnosti vysledki)



5. Vyhodnoceni vysledku

Program Sequence Scanner v1.0 — Import Traces — Add Selected Traces — OK
Danou sekvenci otevtit kliknutim na mys
Vysledné sekvence se zkopiruji do databdze 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 borélie, ktery se nejvice
shoduje s analyzovanou sekvenci (¢im vice procent, tim 1épe). Pokud by se v procentech

shodovaly dv¢ a vice sekvenci, vyberete tu s vys§im skore.



