Sekvencovani DNA

» stanoveni poradi nukleotidu v
molekule DNA (primarni struktury)
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Techniky sekvencovani

» 2 klasicke metody:
— Chemicka (Maxamova-Gilbertova)
« Jiz se nepouziva

— Enzymova (Sangerova)
* V soucasnosti se pouziva automaticka varianta

— spolecny rys obou metod: priprava a
separace fragmentu DNA, jejichz velikost se
lisi o 1 nukleotid

* Néekolik novych vysoce ucinnych metod
nové generace (Pyrosekvencovani,
SOLID, Solexa, aj.)



Zakladni pozadavky pro uspesne
stanoveni sekvence:

¢ Piiprava knihovny pro sekvencovani - DNA
s presn¢ definovanymi konci
* s mistem pro vazbu primeru
* s koncovou znacCkou

¢ Piiprava souboru vSech fragmentli ssDNA
liSicich se svou délkou o jeden nukleotid

¢ Piesné elektroforetické rozdéleni téchto
fragmentu na zakladé¢ jejich délky



Postup enzymatického sekvencovani DNA

1. Priprava ssDNA jejiz 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
prisluSnym ddNTP (ddCTP, ddGTP, ddATP a ddTTP).

Reakce obsahuje:

*molekulu DNA

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

*smés obsahujici 4 normalni nukleotidy

cjeden dANTP (v kazdém ze 4 vzorkii je jiny)

*DNA polymerazu

4. Denaturace produkti

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

6. Detekce fragmentii, které nesou oznaCeny konec



Dideoxynukleotidy nemaji hydroxyl na 3’-konci

Ribose Deoxyribose Dideoxyribose

'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 T

join on here at
3' position

break this bond



Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy
A G
TC
AGCCTGGCGACCATCGT

AGCCTGGCGACCATCGT
TCGGACCGCTGGTAGCA



Co se stane pokud pr11 reakci
pouzijete smeés dGTP a ddGTP?



TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG



Enzymova metoda sekvencovani DNA (Sanger)

(A deoxyribonukleosidtrifosfat dideoxyribonukleosidtrifosfat

base base

BB@—0—CH, o BB@—0—CH, o

3' OH
je mozno prodlouzit retézec na 3' -konci neni mozno prodlouzit fetézec na 3' -konci
(B) normalni prekursory C malé mnozstvi jednoho

deoxyribonukleosidtri- AC-E(CG —— dideoxyribonukleosidtrifosfatu

fosfatt (dATP, dCTP, TATGIC (ddATP)
dGTP, dTTP) AAT QFGAT
ACCINAT
CTGgeT
vzacna inkorporace
oligonukleotidovy primer dideoxyribonukleosidtrifosfatu
pro DNA-polymerazu DNA-polymerézou zastavi dalsi
5' rist molekuly DNA
GCTACCTGCATGGA

* CGATGGACGTACCTTTGAAGCG I
3 5"

jednoretézcovd DNA,
kterd bude sekvenovéana

iINng.mov




3' CGTATACAGTCAGGTC 5 |DNA

[

c ' GCATATGTCAGTCCAG 3' % Obraz autoradiogramu ze
© ? ? :ldvouretézcové sekvenaéniho gelu

oznaceny primer I
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Automatické sekvencovani DNA

* Je variantou enzymatickeho
sekvencovani DNA.

» Synteza DNA probiha v jedn¢ reakci

» Ke znaceni produktu se pouzivaji Ctyrmi
ruznymi fluorescencnimi znackami
oznacené

e primery
* dideoxyribonukleotidy



Asymetricka PCR pro sekvencovani

Reakéni smés

Enzym, dNTP,
ddNTP, pufr
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Strategie barevnych primeru
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Strategie barevnych terminatoru
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Princip detekce produktu

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

vyhodnocuje sekvenci.

CACCGCATCOAAATTAACT TCCAAAGTTAAGCTTGG
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BARVY:
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Priklad fluorescenc¢niho znacni
primeru
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Vicenasobné detekce u ruzné
znacenych primeru




Geneticky
analyzator
ABI 3100

Soustava Vyhfivana deska
kapilar

Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku



Priklad vystupu
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Sekvencovani genomu

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

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

— nahodné sekvencovani
— usporadané sekvencovani sousednich useku



Priprava knihovny pro nahodnée
sekvencovani genomu

* Pri nahodnem sekvencovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihanim genomoveé DNA fragmenty
s optimalni velikosti (1 300 — 2 000 bp) a
po uprave jejich koncu jsou nahodile
naklonovany do vhodneho vektoru za
vzniku velkého poctu klonu.

« Ke stéepeni DNA se vyuziva sonikace nebo
pankreaticka DNaza | za pritomnosti Mn?".



* Predpoklada se, ze celkova informace o
sekvenci obsazena v pripravenych malych
klonech odpovida puvodni DNA a sekvence
fragmentu jednotlivych klonu se vzajemné
prekryvaji.

* Pomoci univerzalnich sekvenacnich 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.



: Izolace DNA

Fragmentace

O+ == T -




Nahodne sekvencovani
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USPORADANE SEKVENCOVANI

— Pro doplnéni sekvence mezer zbyvajicich po nahodném
sekvencovani

— Pro sekvencovani malych fragmentu DNA

« Dva odlisné pristupy:
— prochazeni primerem

» vyzaduje znalost sekvence, ke které se pripojuje primer, ktery umozni
prodlouzeni reteézce 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 retézcu.

— postupné zkracovani fragmentu exonukleazou a tvorba
sousedicich deleci



Metody usporadaneho sekvencovani
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DOKONCENI PROJEKTU

« Sestaveni kontigu
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« Anotace (bioinformatika): ORF, repetice,
regulacni oblasti, —» geny, — funkce
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Nove pristupy pro stanoveni
sekvence DNA

Pyrosekvencovani (454 sekvencovani)
SOLID
Solexa

Komparativni genomové sekvencovani
prostrednictvim hybridizace



Pyrosekvencovani

Sekvencovani se syntézou DNA v realnem Case
nevyzadujici elektroforézu ani separaci fragmentu

Je zalozené na uvolneni pyrofosfatu (PPi) pfi enzamaticke
syntéze DNA (Nyren et al., 1987)

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

* DNA polymerazou Volymerase

+ ATP sulfurylazou (D e P ORI P
* Luciferazou

« Apyrazou

substratem, adenozin 5 -fosfosulfatem (APS)
* |uciferinem

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

Postupné budou pridany jeden po druhém vsechny Ctyri ANTP
Kazdé pfipojeni nukleotidu je provazeno uvolnénim pyrofosfatu (PPi)
v mnozstvi ekvimolarnim mnozstvi pfidaného nukleotidu



3. krok: ATP sulfurylaza kvantitativné premenuje PPi na ATP za
pritomnosti APS

Sulfurvlase

— Vznikly ATP umozni luciferazou A e
zprostredkovanou konverzi luciferinu lucferis awplucin
na oxyluciferin, ktery vytvori svetelny Lu:Tr‘e:;e i
zablesk zaznamenany detektorem ,,‘?"L_l "‘L—,,,,

fotonl a zobrazeny jako pik na pyrogramu  nuclestide Incorporation genaratas light

saun a5 & paak In the pyrogram

4. krok: Apyraza degraduje nepripojene dNTP a
nespotrebovane ATP LT T S —
ATP ——E¥12% _y aDP + AMP + phcsphaie
— Az je degradace kompletni je pridan dalsi dNTP, ktery je v poradi
Proces se znovu opakuje a sekvence je odecitana 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
(GS20 firmy 454 Life Sciences, rok 2005)

Vyhody Nevyhody
Vysoka presnost . Rychlost
. . pyrosekvencovani je cca
Flexibilita a moznost 1" odeétena baze/min.

paralelniho zpracovani

velkého mnozstvi vzorku .
« Maximalni délka

] , stanovené sekvence je
Snadna automatizace cca 100 bp

Nevyzaduje elektroforézu « (0,3 Gbp za tyden
a znacene primery



Soucashna technologie

pyrosekvencovani
* Priprava jednoretezcové DNA knihovny X & s
— Umoziiuje zpracovat rtizné typy vzorku 29 & X
« genomové DNA “!:;,:(Lg é_'
 produkty PCR AW Q¢
- BACs o
« cDNA g
— Frakcionace dlouhych useku na 300- to 800-bp ¢
fragmenty )

— Vazba dvou adaptortl A a B — specifickych pro 3’- a 8) B }B
5’-konce na kazdy fragment '

« Adaptor A obsahuje vazebné misto pro primer

» Adaptor B B obsahuje 5'-biotinovou znacku, ktera
slouzi k imobilizaci DNA knihovny na mikrosfery
(DNA Capture Beads) pokryté streptavidinem




Soucashna technologie
pyrosekvencovani

— Separace kuliCek a vybéer pouze téch,
které obsahuji navazany jediny fragment
ssDNA

 Klonalni amplifikace knihovny v

emulzi

— emulzni PCR, amplifikaCni reagencie ve
smesi voda-ole] — mikroreaktory
obsahuijici jedinou kulicku s unikatnim

fragmentem DNA z knihovny - (107) kopii
* Pyrosekvencovani
 Analyza dat s vyuzitim
bioinformatickych nastroju



Sekvenator FLX firmy Roche

* Pyrosekvencovani (One Bead = One Read)
Kuli€ky se z emulze extrahuji a jsou umistény pomoci centrifugace do
PicoTiterPlate, Cipu z optickych viaken o rozmérech 70 x 75 mm

um
* Na jednom Cipu je 1 600 000 jamek

— Prevrstveni smeési obsahujici reagencie
pro pyrosekvencovani, enzymy jsou
rovnéz imobilizovany na malych
mikrosférach

» Spodni ¢ast Cipu je v optickém kontaktu
s dalSimi optickymi vlakny napojenymi na
CCD senzor - zachyceni az 10000
emitovanych fotonl na 1 nukleotid Light + axy luciferin




« Kombinace vysoke intenzity signalu a
pozicne specifickeé informace na
mikrodestiCce umoznuje soucasne
analyzovat vice nez 1 milion
sekvenacnich béhu za 10 hod.

— Délka stanovené sekvence 400 bp

— Stanoveni az 400 Mbp de novo

— Resekvenace genomu jakékoli velikosti
 Limitujici faktory

— Negativni posuny Cteciho ramce

« 3'>5' exonukleazova aktivita DNA .7
polymerazy -t TTCTGCG
 homopolymerni Useky " \ /

— Pozitivni posuny Cteciho ramce |
« NedostateCna enzymaticka aktivita | ‘
LTI

apyrazy LI
— Presnost 99,5 % na prvnich 250 bp Klicova sekvence TCAG

I\~|]lm kalibraci signalu




Soucasné moznosti
pyrosekvencovani

« Paralelni analyza vice vzorku

— Adaptory obsahujici sekvence MID (Multiplex
|dentifiers)
« AZ 12 ruznych unikatnich sekvenci
« Pridany béhem pripravy knihovny
« Koamplifikovany s fragmenty DNA
— Rozdéleni mikrodestiCky do 2, 4, 8 nebo 16 mensich
oblasti
« Zabranéni vzajemné kontaminace vzorku

— Moznost sekvenovat souCasne az 192 ruznych
vzorku DNA



Prace se sekvencnimi daty

« Sekvence — zapis posloupnosti
jednoznacénych znaku odpovidajicich
jednotlivym zbytkum (monomerum), které
se nachazeji v odpovidajici posloupnosti v
dane makromolekule

— DNA nebo RNA od 5‘-konce k 3‘-konci
— protein od N-konce k C-konci

* pouzivaji se jednopismenové kody dle
pravidel IUPAC (tabulka)



Priklady formatu sekvenci

surova data — elektroforetogramy ve
formatu *.abi, *.ab1 nebo *.scf

— prohlizece Chromas, ABIView
format FASTA *.nt, *.aa nebo *.fa
format GenBank

software pro prevod formatu sekvenci,
formatovani a manipulaci s daty



	Sekvencování DNA
	       Sekvencování  / Sekvenování  �                             ??��      Sequencing     /          -���die Sequenzierung  /         -
	Techniky sekvencování
	Základní požadavky pro úspěšné stanovení sekvence:�
	Postup enzymatického sekvencování DNA
	Snímek číslo 6
	Snímek číslo 7
	Snímek číslo 8
	Snímek číslo 9
	Snímek číslo 10
	Enzymová metoda sekvencování DNA (Sanger)
	Snímek číslo 12
	Automatické sekvencování DNA
	Asymetrická PCR pro sekvencování
	Strategie barevných primerů
	Strategie barevných terminátorů
	Snímek číslo 17
	Snímek číslo 18
	Příklad fluorescenčního znační primerů
	Vícenásobné detekce u různě značených primerů
	Genetický analyzátor� ABI 3100
	Příklad výstupu
	Sekvencování genomů
	Příprava knihovny pro náhodné sekvencování genomů
	Snímek číslo 25
	Snímek číslo 26
	Náhodné sekvencování
	USPOŘÁDANÉ SEKVENCOVÁNÍ
	Metody uspořádaného sekvencování
	DOKONČENÍ PROJEKTU
	Snímek číslo 31
	Nové přístupy pro stanovení sekvence DNA
	Pyrosekvencování
	Snímek číslo 34
	Princip pyrosekvencování
	Pyrosekvencování�(GS20 firmy 454 Life Sciences, rok 2005)
	Současná technologie pyrosekvencování 
	Současná technologie pyrosekvencování
	Sekvenátor FLX firmy Roche
	Sekvenátor FLX firmy Roche
	Současné možnosti pyrosekvencování
	Práce se sekvenčními daty
	Příklady formátů sekvencí

