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Sekvencovani DNA



Cile sekvencovani

» Stanoveni primarni struktury DNA {;.
» Poradi nukleotidi v molekulach DNA



Znalost sekvence DNA

Lze pouzit k odvozeni aminokyselinové
sekvence kdédovanych proteinu

K odvozeni regulace jejich tvorby

Umoznuje detailne stanovit charakter
mutaci (ktere se projevuji napr. vznikem
genetickych chorob)

Urychlila rozvoj dalsich metod (napr.PCR)



Jsou k dispozici principialne odlisné
postupy

* Chemicka metoda zalozena na specificke
degradaci fetézcu NK pomoci chemickych
sloucenin (Maxam-Gilbertovo
sekvencovani)

* Enzymaticka metody zalozena na inhibici
syntézy noveho retezce (Sangerovo
sekvencovani)



1. Krokem obou metod

» Je priprava molekul DNA s presne
definovanymi konci

* NejCasteji se pouzivaji restrikCni
fragmenty DNA klonované ve vhodnem
vektoru nebo

 PCR produkty



U obou metod musi byt splneny
tyto pozadavky

 Definovani jednoho z koncu fragmentu
DNA, jehoz sekvence se stanovuje

* Vytvoreni souboru ss molekul DNA, jejichz
vzajemna velikost se lisi o jedinou basi

* Rozdéleni tohoto souboru fragmentu
elektroforézou s takovou rozlisovaci
schopnosti, ktera umoznuje oddelit
retezce lisici se svou delkou o jedinou basi



Vyhodnoceni ziskanych sekvenci

S vyuzitim pocitaCu a specialnich programu -
vyhledani

ORF (otevrene Cteci ramce), které mohou byt
potencialnimi geny

exonu a intronu a prevedeni sekvence
nukleotidu do sekvence AK v proteinech

Znamych motivu na DNA, charakteristickych pro
regulacni oblasti

Repetitivnich sekvenci

Rozpoznavacich mist pro restriktazy (ziska se
Komplexni restrikCni mapa)




Srovnani

 stanovené sekvence nukleotidu nebo z ni
odvozené sekvence AK

* se sekvencemi ulozenymi v databankach

* Vv nichz se shromazduji udaje z celého
sveta



Chemicka metoda sekvencovani

» Podstatou je specifické rozstepeni
molekuly DNA chemickymi Cinidly v
mistech, kde je lokalisovana baze urciteho

typu



Vychozim materialem

 Je soubor identickych fragmentu ss DNA

* Oznacenych na jednom konci radioaktivni
znackou



Kazda ze 4 basi

je modifikovana tak, aby byl v tomto miste
prerusen retezec

Pouziva se DMS (dimetylsulfat), NaOH, HCOOH
(kys. mravenci) a hydrazin

Podminky reakce se zvoli tak, aby byla
posSkozena v pruméru pouze 1 base v retézci

Pote je DNA za vysoke teploty vystavena
pusobeni piperidinu, coz vede k rozStépeni
retézce v zeslabenych mistech



Reakce je provadena

Ve velkém souboru molekul

* Proto je vysledkem Stepeni soubor
fragmentu DNA vSech ruznych délek,

» Které odpovidaji vzdalenoti bazi

prislusného typu od znaceneho konce
vychozi molekuly DNA



Postup sekvencovani probiha v
nasledujicich krocich

Priprava zanCenych ss fragmentt DNA
Rozdéleni souboru fragmentt DNA do 4 vzorku

PUsobeni chemickou latkou, ktera specificky modifikuje jeden nebo
dva typy bazi

PUsobeni chemickou latkou, ktera vede k rozstépeni fetézcd DNA
ve vSech mistech, v nichz byly baze modifikovany

Rozdéleni fragmentu DNA elektroforézou v denaturujicim
polyakrylamidovém gelu, vzorky z kazdeé ze 4 reakci jsou na gel
naneseny vedle sebe v definovaném poradi

Autoradiograficka detekce fragmentu, detekovany budou pouze ty
fragmenty, které nesou oznaceny konec

Stanoveni sekvence DNA z autoradiogramu odecétem poloh pasu v
jednotlivych drahach



Tabulka 2 Chemické modifikace bazi pouZivané pfi Maxamov&-Gilbertové sekvencovani

Bize Specifickd modifikace

G Metylace dusiku N’ dimetylsulfitem pfi pH 8,0 zpiisobuje, Ze vazba C*—C° je citliva
ke Stépeni.

A+G Piperidin pfi pH 2,0 zeslabuje glykosidovou vazbu adeninu a guaninu protonaci dusi-
kovych atomi v purinovych cyklech.

C+T Hydrazin otevira pyrimidinové cykly, které recykluji do pétidetnych, citlivych ke
Stépeni.

C Hydrazin za pritomnosti NaCl (1,5 M) reaguje pouze s cytozinem.

A>C Hydroxid sedny (1,2 N) pfi 90 °C zpiisobuje silné §té€peni u A a slabé 5tépeni u C.




emicka metoda sekvencovani
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Obr. 36 Chemicke sekvencovini DNA podle Maxama a Gilberta



Nevyhody a vyhody Maxam-
Gilbertova sekvencovani
Data byvaji nejednoznacna (reaktivita

chemickych Cinidel je ovlivhena
necistotami)

Pouziva se radioaktivni znaceni
Poskytuje kratsi sekvence

AL AN 4

Umoznuje stanovit vazbu proteinu na DNA
(footprint)



2. Enzymaticka metofda
sekvencovani (Sangerova

sekvencovani)
* DNA, jejiz sekvence ma byt stanovena,

je pouzita jako matrice

* Pro syntézu komplementarnich rfetézcu
ruzné delky

 Pomoci DNA polymerazy



Vlastnosti DNA polymerazy vyuzite
pro sekvencovani

* Schopnost vytvaret presné kopie
molekuly DNA

» Schopnost specifické syntézy DNA
retézce ve smeru 5°- 3'od primeru s
volnou 3°'OH skupinou



Syntéza retezce na matricové DNA

» Je zahajena od mista, ke kteremu je
pripojen sekvencne specificky primer pro
sekvencovani

* A ukoncCena v miste kde se do rostouciho

retezce inkorporuje misto normalniho
dNTP dideoxyribonukleosidtrifosfat)

* Postrada 3'OH skupinu a

* Funguje jako koncovy inhibitor (terminator)
syntézy DNA



Ukonceni retéezce
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Obr. 37 2',3'-dideoxynukleotidy inkorpo-
rované do fetézci nukleovych
kyselin nemohou vytvofit fosfo-
diesterovou vazbu s dalsim pfi-
stupujicim dNTP v dasledku ab-
sence 3'OH-konce



Vhodne zvoleny pomer

 ddNTP a dNTP (obvykle 1:100) v reakcni
smesi

* Rozhoduje o tom, jak dlouhe retezce,

nahodné zakoncéené v mistech zaclenéni
ddNTP

* Budou DNA polymerazou syntetizovany



Provedeni reakce

Ve 4 zkumavkach, kazda pro stanoveni pozice
jedné baze

ReakCni smes obsahuje:

Purifikovanou molekulu DNA, jejiz sekvence ma
byt stanovena

Primer, pripojujici se k casti molekuly DNA nebo
K mistu pripojeni na vektoru, v pripade, ze jde o
klonovanou DNA

Smeés 4 normalnich dNTP a jeden ze 4ddNTP
DNA polymerazu



Jako DNA polymeraza se pouziva

Klenowuv fragment DNA polymerazyl

T 7 DNA polymeraza zbavena 3°
exonukleazoveé aktivity (Sequenaza)

Zpetna transkriptaza
Taq DNA polymeraza



Jako primery lze pouzit

Kratke restrikcni fragmenty

Synteticky pripravene oligonukleotidy (18
bazi)

Stejné primery, se kterymi byl fragment
DNA amplifikovan



Rada vektort je pro udely
sekvencovani

Cilené upravena

Po obou stranach MCS obsahuje kratke
specifické sekvence, k nimz se pripojuji
Universalni sekvenacni primery

Napr. Vektoty odvozené od bakteriofaga
M13 — M13mp18, M13mp19, které
umoznuji

Sekvencovat oba retézce naklonované
DNA



Pro umoznéni detekce nové
syntetizovanych retézcu

Je primer, ddNTP nebo jeden ze 4 dNTP radioaktivhe
nebo neradioaktivhe oznacen

Po probehnuti reakce se vytvoreneé produkty denaturuji a
Separuji na polyakrylamidovéem denaturujicim gelu

Odecteni sekvence z autoradiogramu nebo hybridisacni
membrany (u neradiaktivne znaCeneho primeru)

Pri manualnim provadeéni je mozné stanovit sekvenci
dlouhou 300 az 400 bazi



Enzymaticka metoda
sekvencovani
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dbr.38 Enzymové sekvencovani DNA podle Sangera



Automatické sekvencovani DNA

Pokrok v enzymatické metode

Plne automatizované pfristroje pro
separaci reakcnich produktu, detekci,
shromazdeni dat a analyzu poradi bazi

Mnohem rychlejsi

Déelka stanovené sekvence je mezi 500-
1000bp



Odlisnosti automatickéeho
sekvencovani

* Probiha metodou asymetrické PCR (s
nadbytkem 1 primeru nebo jen s 1
primerem)

» S vyuzitim Taq DNA-polymerazy

» K detekci reakcnich produktu se 4 ruzné
fluorescencni znacCky, kazda urcena pro
detekci produktl zakon€enych specifickou
bazi



Automatickeé sekvencovani

dbr. 39 Automatické sekvencovani vyuZivaiici barevné znaceni primeri



Chemie fluoroforu

Vyuziva 2 odlisné pristupy:

Barevne znacCene primery

Barevneé znacené terminatory

Fluorofory: FAM (6-karboxyfluorescein)

TET (6-karboxy-2°,4,7,7 -tetrachlorofluorescein)
HEX (2°,4,4°,5",7,7 -hexachlorofluorescein)
TAMRA (5-karboxytetrametylrhodamin)

Primer definuje 5°konec molekul produktu a
zacCleneny ddNTP definuje totoznost baze na
3 konci



Obr. 40 Automatické sekvencovani vyuZivajici barevné znaceni termindtori



Polymerisacni reakci

Lze provest v 1 zkumavce obsahuijici
Templatova DNA, primer, 4 dNTP, 4 znacené ddNTP

Vyhodou pouziti barevné znacCenych terminatoru je
skutecCnost, ze jsou vizualizovany pouze produkty
zakoncCené barevné znacenym ddNTP (a nikoliv
produkty predCasne ukoncene syntézy — snizeni signalu
pozadi)

Detekce produktu probiha v prubéhu elektroforézy

automaticky pomoci laseroveho detektoru napojeneho
na pocitac

U novéjsich aparatur probiha elektroforeticka separace v
kapilarach



Dalsi metody sekvencovani

HydrogensiriCitanové sekvencovani (pro odliseni C a 5-
metylC u obratlovcu a vysSSich rostlin)

Pyrosekvencovani (nevyzaduje znacené primery nebo
dNTP ani elektroforézu). Je zalozené na uvolnéni
pyrofosfatu (PPi) pri enzymatické syntéze DNA.
Nasleduje kaskada enzymatickych reakci a v koneCném
kroku je emitovano viditelné svétlo.

Sekvencovani pomoci hybridisace (SBH). Varianta je
provadéna s vyuzitim technologie DNA Cipu.

Minisekvencovani (pro ovéreni ss polymorfismu, je
zalozena na prodlouzeni 3’konce primeru o jediny
znaceny nukleotid)



Pyrosekvencovani

Sekvenacni primer je hybridisovan s ss
DNA a je inkubovan s DNA polymerazou |
z E.coli, ATP sulfurylazou, luciferazou,
apyrazou, adenosin 5’-fosfosulfatem
(APS), luciferinem



(DNA), + dxTp ~ DNA-polymeraza (DNA), ., + PPi

dXTP i S dXMP
PPi + APS ATP sulfurylaza 2 ATP + SO
ATP + luciferin + O, e e » AMP + PPi + oxyluciferin + CO- + svétlo

Obr. 41 Prehled reakci probihajicich pfi pyrosekvencovani



Potom se postupne pridavaji

* (jeden po druhém) vSechny 4 dNTP
(oznacovane dXTP)

Pokud se na matricovée molekule vyskytuje
komplementarni base k pridanemu dXTP, DNA
polymeraza katalyzuje pripojeni nukleotidu k
primeru

* Pokud na matrici neni komplementarni
sekvence, nukleotid je degradovan apyrazou

« Kazde pripojeni je provazeno uvolnénim

pyrofosfatu (PPi DNA) v ekvimolarnim mnozstvi

K zabudovanéemu primeru




Uvolnéne PP

* |sou kvantitativne prevadeny ATP sulforylazou
za pritomnosti APS a ATP, coz umoznuje
luciferazou zprostredkovanou konverzi luciferinu
na oxyluciferin

* Oxyluciferin vytvori svetelny zablesk, ktery Ize
zaznamenat detektorem fotonu a zobrazit jako
vrchol na pyrogramu

« Namisto standardniho dATP je popuzivan 2'-
deoxyadenosin-5’-tio-trifosfat, ktery je
zpracovan DNA polymerazou ale nikoliv
luciferazou



Pyrosekvencovani DNA

Jbr. 42 Princip pyrosekvencovini DNA



Rychlost pyrosekvencovani

1 base za minutu, bézna délka 100 bazi

* Pyrosekvencovani v roztoku a na pevne
fazi (s vyuzitim imobilizované DNA)



Sekvencovani pomoci hybridizace
s pouzitim DNA Cipu

Obr. 43 Princip sekvencovani pomoci hybridizace s pouzitim DNA-&ipu



Minisekvencovani na DNA Cipu

SHE, (AA) NP (CG) SNP, (00)
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Obr. 44 Varianty minisekvencovéini provadéné na DNA-Cipu



