Sekvencovani DNA

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

» 2 klasické 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

* Nekolik novych vysoce ucinnych metod
(Pyrosekvencovani, SOLID, Solexa, aj.)



Zakladni pozadavky pro uspesne
stanoveni sekvence:

¢ Piiprava knihovny pro sekvencovani - DNA
S piresn¢ definovanymi konci
* s mistem pro vazbu primeru
* s koncovou znaCkou

% Prtiprava souboru vSech fragmentii ssSDNA
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 vzorki

3. Reakce s DNA polymerazou pri niZ se za¢leni do syntetizované DNA
misto normalniho deoxyribonukleosidtrifosfatu jeho analog, ktery piisobi
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

*jeden dANTP (v kazdém ze 4 vzorku je jiny)

* DNA polymerazu

4. Denaturace produkti

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

6. Detekce fragmentii, 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 l, =
jako terminator
reakce wesmeenl” >

break this bond




Replikace DNA s normalnimi deoxynukleotidy
A G
TC
AGCCTGGCGACCATCGT

AGCCTGGCGACCATCAGT
TCGGACCGCTGGTAGCA



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



TCG

TCGG

TCGGACCG
TCGGACCGCTG
TCGGACCGCTGG
TCGGACCGCTGGTAG



Enzymova metoda sekvencovani DNA (Sanger)

(A deoxyribonukleosidtrifosfat dideoxyribonukleosidtrifosfat

S
5l

@R@-0—Hy 0 @B@-0—CH: 0

3' OH

je mozno prodlouzit Fetézec na 3' -konci neni mozno prodlouzit fetézec na 3' -konci

(B) normalni prekursory C malé mnozstvi jednoho
deoxyribonukleosidtri- AgC G, —— dideoxyribonukleosidtrifosfatu
fosfat (dATP, dCTP, T&ATTGTCT (ddATP)
dGTP, dTTP) AR '\'CTC i

GGcT

] ] ] vzacna inkorporace
oligonukleotidovy primer dideoxyribonukleosidtrifosfatu
pro DNA-polymeréazu DNA-polymerazou zastavi dal$i

5' rast molekuly DNA

GCTACCTGCATGGA
* CGATGGACGTACCTTTGAAGCG I
3’ 5
jednoretézcova DNA,

ktera bude sekvenovana in

MoV
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Automatické sekvencovani DNA

» Je variantou enzymatického
sekvencovani DNA.

» Synteéza DNA probiha v jedne reakci

» Ke znaceni produktu se pouzivaji Ctyrmi
ruznymi fluorescencnimi znackami
oznacene

°* primery
o dideoxyribonukleotidy



Asymetricka PCR pro sekvencovani

Reakcni smés

Enzym, dNTP,
ddNTP, pufr
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Strategie barevnych primeru

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY
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() e— g, reaction-specific ddNTP

O " r)_ -

Ql O
Q) O
j

ACC[G

Caan®
( o)
'a.")
@)
O

Q)
)
|



Strategie barevnych terminatoru
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Princip detekce produktu

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

vyhodnocuje sekvenci.

CACCGCATCGAAATTAACT TCCAAAGTTAAGCETTGG

|0 0

L

Fragmenty




BARVY:

- AMIDITOVE filtr zebtitek
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6-FAM (modra) C TAMRA
TET (zelena)

- ESTEROVE
TAMRA (Cerna)
JOE (zelend) A ROX
5-FAM (modra)

100

®
o
1

[+
o
1

H
o

N
(=]

NORMALIZED FLUORESCENCE INTENSITY

=]

| . P Y
520 540 560 580 600 620 640
WAVELENGTH (nm)

HEX

TAMRA

6-FAM = TET

D Filter 1 E] Filter 2 E Filter 3 E Filter 4




Priklad fluorescencniho znacni
primeru

'D_I:i_l::-— B — AL AT TOT AAAAC AL — 3 0= Po= D= § = GEATAACAATTTCACACAGE =3
o kA 13 Forward Prirmer . bW 13 Revarse Frirnar



Geneticky
analyzator
ABI 3100

Soustava Viyhfivana deska
kapilar

Priprava gelu

Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku



Priklad vystupu

BOCT AL BTHABCT c acaT TacacT coa CA BTCOBEAA ACCTAT CAT GCCAGCT ACA TTAAT BAATE

1m0

gt o o o

paBcoh

360 E 2] E 380 30 30 330 35 ET 380 380

_____________ T

1 draha na gelu




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 odlisné strategie:

— nahodné sekvencovani
— usporadané sekvencovani sousednich useku




Priprava knihovny pro nahodné
sekvencovani genomu

* Pri nahodném sekvencovani genomu jsou
nejdrive pripraveny mechanickym
strihanim genomove 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 stepeni DNA se vyuziva sonikace nebo
pankreaticka DNaza | za pfitomnosti Mn?".



* Predpoklada se, ze celkova informace o

sekvenci obsazena v pripravenych malych
klonech odpovida puvodni DNA a sekvence

fragmentu jednotlivych klonu se vzajemné

orekryvaii.

 Pomoci univerzalnich sekvenacnich primeru

oripojujicich se k vektoru pobliz klonovaciho
mista jsou stanoveny sekvence kratkych useku
na koncich klonovanych fragmentt (minimalné
500 bazi).

« Stanovené sekvence jsou pak pouzity k

usporadani klonovanych fragmentu z
jednotlivych vektoru do souvislych sekvenci

genomové DNA - kontigu.




| |zolace DNA

Fragmentace
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Nahodné sekvencovani
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USPORADANE SEKVENCOVANI

— Pro doplnéni sekvence mezer zbyvajicich po nahodném
sekvencovani

— Pro sekvencovani malych fragmentd DNA

« Dva odlisné pristupy:
— prochazeni primerem

» vyzaduje znalost sekvence, ke které se pripojuje primer, ktery umozni
prodlouzeni fetézce 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 mela
byt ovérena sekvencovanim obou retézcu.

— postupné zkracovani fragmentu exonukleazou a tvorba
sousedicich deleci



Metody usporadaneho sekvencovani
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DOKONCEN| PROJEKTU

« Sestaveni kontigu

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

Pyrosekvencovani (454 sekvencovani)
SOLID
Solexa

Komparativnhi genomové sekvencovani
prostrednictvim hybridizace



Pyrosekvencovani

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

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

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

’ DNA pOlymerézou Polymerase

* ATP sulfurylazou (DNA), + INTP—————3(DNA),,,.{* PP
* Luciferazou

« Apyrazou

substratem, adenozin 5°-fosfosulfatem (APS)
* luciferinem

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 dNTP
Kazdé pripojeni nukleotidu je provazeno uvolnénim pyrofosfatu (PPi)
v mnozstvi ekvimolarnim mnozstvi pridaného nukleotidu



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

Sulfurylase
— Vznikly ATP umozni luciferazou A . ar
zprostredkovanou konverzi luciferinu luciferin oxyluciferin
na oxyluciferin, ktery vytvori svételny Luz.‘r;ie |
zablesk zaznamenany detektorem AT‘?”LW H:

fOtOnloJ a ZObrazeny jakO pl’k na pyrogl’amu nucleotide incorparation generates light

zeen as a peak inthe pyrogram

4. krok: Apyraza degraduje nepripojené dNTP a
neSpOtFebOvané ATP ANTP—PPYFAZE .\ DP + dNMP + phosphate

A
ATP ——E22 o ADF + AMF + phosphate

— AZ je degradace kompletni je pridan dalSi dNTP, ktery je v poradi
Proces se znovu opakuje a sekvence je odecCitana z pyrogramu
Namisto standardniho dATP je pouzivan o—thiosubstituovany
dATP, ktery je pfijiman DNA polymerazou, ale nikoli luciferazou
Metoda je ve vyvoji a je pouzivana pro identifikaci
jednonukleotidovych polymorfizmu (SNPs)
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Pyrosekvencovani
(GS20 firmy 454 Life Sciences, rok 2005)

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

paralelniho zpracovani

velkého mnozstvi vzorku e
e Maximalni délka

] _ stanovené sekvence je
Snadna automatizace cca 100 bp

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



Soucasna technologie
pyrosekvencovani

« Priprava jednoretézcove DNA knihovny

— Umoznuje zpracovat ruzné typy vzorku
* genomové DNA
» produkty PCR
« BACs
« cDNA
— Frakcionace dlouhych usekl na 300- to 800-bp
fragmenty

— Vazba dvou adaptord A a B — specifickych pro 3’- a
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 mikrosféery
(DNA Capture Beads) pokryté streptavidinem




Soucasna technologie
pyrosekvencovani

— Separace kulicek a vyber pouze tech,
které obsahuji navazany jediny fragment
SSDNA

 Klonalni amplifikace knihovny v

emulzi

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

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



Sekvenator FLX firmy Roche

* Pyrosekvencovani (One Bead = One Read)
KuliCky se z emulze extrahuji a jsou umistény pomoci centrifugace do
PicoTiterPlate, Cipu z optickych viaken o rozmérech 70 x 75 mm
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* Na jednom Cipu je 1 600 000 jamek
— Prevrstveni smesi obsahujici reagencie
pro pyrosekvencovani, enzymy jsou
rovneéz imobilizovany na malych
mikrosférach
« Spodni €ast Cipu je v optickém kontaktu = A
s dal$imi optickymi vlakny napojenymi na n— \/\{/—/
CCD senzor - zachyceni az 10000
emitovanych foton na 1 nukleotid Light + oxy luciferin




Sekvenator FLX firmy Roche

« Kombinace vysoke intenzity signalu a
pozicne specificke 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 .4 TTCTGCGA A
« homopolymerni Gseky 2

— Pozitivni posuny cCteciho ramce d \dﬂ /

» NedostateCna enzymaticka aktivita

apyrazy ’ Lu

— Presnost 99,5 % na prvnich 250 bp iicovs sekvence TCAG

pro kalibraci signalu




Soucasné moznosti
pyrosekvencovani

« Paralelni analyza vice vzorku

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

— Moznost sekvenovat sou€asné az 192 ruznych
vzorku DNA



