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Metody sekvenovani

Zakladni metody jsme
probirali nedavno, tak si je
pouze zopakujte

g



Celogenomove sekvenovani

Vyuzivaji automatickych systému, ruéné uz
by to nikdo nedelal

Rucniho sekvenovani se vyuziva ve
vyzkumnych laboratorich k overovani identity
klonu nebo k analyze konstruktu, sekvenuji
se relativhé malé pocty vzorku



Dva pristupy k celogenomovemu
sekvenovani

Metoda tzv. ,,shotgun®

» Genom je stepen na nahodilé kratké fragmenty
» Fragmenty jsou sekvenovany
» Na fragmentech jsou identifikovany prekryvy

Metoda vyuzivajici ,,contigy*
> Nejprve jsou pripraveny serie prekryvajicich se
klonu = contig
> Poradi contigu je znamo
» Jednotlive contigy jsou sekvenovany




Shotgun

Klicovym pozadavkem jsou prekryvy mezi
vsemi jednotlive ziskanymi sekvencemi

> ldentifikace jednotlivych prekryvll musi byt presna
a bezrozporna

> Kazda chyba muze zniéit cely naro¢ny proces
» Riziko chyby roste s velikosti genomu

|

Metoda je vhodna na malé bakterialni genomy



Metodou shotgun byl
osekvenovan genom
Haemophilus influenzae



Co |e to za bakterii ten Haemophilus
Influenzae?

Celed Pasteurellaceae

Barveni Gramnegativni

Tvar Tyc¢inka

Kyslik Aerobni, fakultativné \70/.3
anaerobni

Patogenita Oportunni patogen




Sekvenovani genomu H. influenzae

Prvni sekvenovany bunecny genom, 1995

» Craig Venter, TIGR

» Velikost kruznicoveho genomu je 1 830 140
bp

»> 1 740 strukturnich genu

> 58 genu pro tRNA

> 18 dalSich genu pro RNA



Postup sekvenovani H. influenzae

genomova DNA Q

zpracovani e\’f"’
E&%@D vysledka = < /
sonikace ‘L Tsekvenovéni
f [ knihovna klonu ]
ef 5 5 fragmenty
§9 ef 1,6-2,0 kbp
elektroforéza 4

§IC _Sekiroforezay
fragmenty DNA



Sekvenovani genomu H. influenzae

ProC sonikace a ne restriktazy?

» Po restriktazach by mohly zustat mezery



Kontrola pritomnosti mezer

Priprava oligonukleotidovych sond

Contig | p—— tast sonda 2
1 2 genoveé ..:.:.:.:..
Contig Il l=———=— knihovny ceece-.
£ 4 sonda 5
5 s
| |} | sondaZ2ab
— m— — —_— & pokryvaiji stejny
1 2 9 6 fragment

Contig!l  Contig Il



Sekvenovani genomu H. influenzae

ProC sonikace a ne restriktazy?

» Po restriktazach by mohly zustat mezery
Dalsi udaje

> 19 687 klonu
> 28 643 zaznamu o sekvenovani
> 4 339 zaznamu kratSich 400 bp — byly odstranény

> analyza zbylych 24 304 zaznamu trvala pocitaci 30
hodin

> ziskano bylo 140 specifickych contigu



Metoda shotgun neni vhodna pro
sekvenovani repetitivnich sekvenci.

Ty se ale u bakterii prilis casto
nevyskytuji

Wf&



Contigy

Tvorba série prekryvajicich se klonu DNA
fragmentu

» Je pracnéjsi, trva deéle a stoji vic penéz

Metoda vhodna i pro dlouhé sekvence s
repeticemi



Sekvenovani chromozomu Il
S. cerevisiae

Prvni eukaryoticky chromozom, 1992

Contigy 29 klonu fragmentu o prumérné délce 10,8
kbp v kosmidech

> ed>ed>e > d>e—> «—>>"
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Jak na contigy?

1) Prochazeni chromozomu (chromosome
walking

2) Fingerprinting klonu (clone fingerprinting)
3) PCR repetitivhi DNA

4) Analyza vyskytu mist oznacené sekvence
(sequence tagged site, STS)



Prochazeni chromozému

1) Z genomoveé knihovny je vybran jeden klon

2) Klon je naznacen a pouzit jako
hybridizaéni sonda dalSich klont v
knihovne

3) Klony, které poskytuji signal se prekryvaji
s pouzitou sondou

4) Noveé klony jsou naznacCeny a pouzity k
dalsimu kolu hybridizace ...
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Priklad prochazeni chromozomu

Testovani knihovny klonem A1

A BCDEU FGHTIUJ A1

Testovani knihovny klonem 14
ABCDEFGHTIUJ Al F2
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Fingerprinting klonu

1) Nezacina se z jednoho mista
2) Vyhledavaji se dvojice prekryvajicich se
klonu
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PCR repetitivni DNA

PCR z roztrouSenych repetitivhich elementu
(interspersed repeat element PCR, IRE-PCR)

dve identickeé repetice
pFipojeni primeru ¢

— —
_>‘1'<_

DNA

PCR

amplikon prekryvajici oblasti mezi sousedicimi repeticemi



PCR repetitivni DNA - vyhodnoceni

Klon ¢.
M 1 2 3

spolecny pruh

klony €. 2 a 3 se
pravdépodobné
prekryvaji



Mapovani genomu mykobakterii s
vyuzitim inzercnich sekvenci



Inzercni sekvence jsou
transponovatelne

Aativni transpozice
@
(O



Zopakujme si - IS901 RFLP profily
pro studium epizootologie MAA
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Jake otazky jsme si polozili

Do jakych mist se zaclenuje IS901?

> lIdentifikovali jsme celkem 16 lokusli

Kde jsou fragmenty téchto lokust umistény na
RFLP mape po stepeni Pvull?

» Mapovali jsme u 25 ruznych izolati MAA lokusl

Souvisi néjak inzerce IS901 s fyziologickymi
vlastnostmi prislusnych kmenu MAA?

> Inzerce I1S901 do genu katE — katalaza

» Rezistence k izonikotinhydrazidu



Jak j[sme mapovali pozice 1S901?

> Metoda tzv. inverzni PCR

» Metoda tzv. anchor PCR — velmi podobna
PCR repetitivni DNA



Prubéh inverzni PCR pro I1IS901
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Prubéh inverzni PCR pro I1IS901

¢ ligace

\

¢ sekvenovani




Anchor PCR

Anchor primer

—
1S901
h
Nahodily
PCR primer

\4

sekvenovani



8.0
170
6.0

5.0
4.0

3.0

20

1.0

Vysledna fyzikalni mapa pozic

1S901

N ABCDETFGH I J KLMOPQRSTUVWXY

l
Nl
i
i
i
[
i
i

1 [

n

1]

([
[ﬂ
(
o
l
l
l
I
l
i |

..... pe—— — —
—_ p— —_ —_—
— e (— 1&—]
p— p— J— po— — jo— — — — — — — — —
p— — — QR— pa— — —_— p— u— _— U p— — QR

=

[

oo

IRigi

Rv2750
Rv3891c
Rv3I167

Rv0T74c
foc14

dnaJ

FR300

mpt63



YV VY

Analyza vyskytu mist oznacené
sekvence
sequence tagged site, STS
vyhledavani paru klonu, které obsahuiji

sekvenci DNA, ktera se v daném genomu
vyskytuje jen 1x

takové klony se zakonité musi prekryvat

casto jde o gen, jehoz sekvence uz je
znama

|lze navrhnout specifické primery a ziskat
specifickou sondu

sondou ,,vysetrime®“ genomovou knihovnu



Jak to vypada pri STS?

| FZ.I L H7 -2 |

klony F2 a C3 se
musi prekryvat

—@H
- —
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Studium genove exprese a funkce
genu



Pro lepsi pochopeni si zopakujte
faze genové exprese ze zakladni
prednasky z molekularni biologie



Genova exprese

Gen jednoduchy - prokaryota

kédujici sekvence

transkripce l

Gen slozeny - eukaryota

exon intron exon

transkripce l ., :
primarni transkript nnRNA

sestrih l
MRNA



/ Vedle transkriptu strukturnich
strukturnich genu existuji také
transkripty

» Genu pro rRNA
» Genu pro tRNA
» Genl regulacnich




Detekce transkriptu — Northern blotting

Umoznuje stanovit pritomnost a délku
transkriptu

denaturacni
elektroforéza

M1 2 3 M1 2 3

rRNA

—> ___—-/—

hybridizacni signal




Dejte si pozor na to, aby gel byl opravdu
denaturujici, jinak se transkripty pohybuji
v nativnim a jinak v denaturovaném stavu




A kdyz uz mame konkrétni transkript?

» Prevést zpétnou transkripci do cDNA
» Sekvenovat

C )
1) Zopakujte si metody zpetné transkripce
2) Kterou z metod nemuizeme pouzit a

9 proc? P

-

Nelze pouzit nahodilé
hexanukleotidy, protoze
sekvence transkriptu by

nebyla cela




Hybridizace mezi genem a RNA

Stanoveni exonu a intronu

Hybr

Idy DNA-mRNA Intron
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Mapovani S1 nukleazou

Uréeni pocatku a konce transkriptu

fragment Sau3A, 400bp

N gen
Een—— D

klonovani do M13 a
priprava ssDNA

Sau3A

Sau3A



Mapovani S1 nukleazou
pripojeni mRNA

pocatek transkripce,

150 bp od zacatku
/ translace

— -

A

stanoveni
S1 nukleaza velikosti
elektroforézou,

150 bp
T — -

hydroxid DNA




Mapovani S1 nukleazou

Stejnou strategii Ize pouzit k

» Mapovani 5 -koncu
» Mapovani 3 -koncu
» Mapovani rozhrani intron-exon



Prodlouzeni primeru

Slouzi jen k mapovani 5°-koncu transkriptu

» Musime znat alespon cast sekvence transkriptu

A
RNA transkript
¢ pripojeni primeru

> Em G

5,extenze zpétnou transkriptazou

3
denaturace, stanoveni
délky cDNA

239



Prodlouzeni primeru

Porovnani delky vysledné cDNA s kodujici
casti DNA ziskame informace o poloze
transkriptu

» 3’ konec nove syntetizované cDNA odpovida 5 -konci
transkriptu

5 3’
— BN -
- cDNA
pocatek 239 pozice 5°-
transkripce konce primeru



Metoda RT-PCR

» Standardni procedura RT-PCR kopiruje
vhnitrni oblast molekuly RNA

» Neposkytuje informace o koncich molekuly
RNA

5

I gen
H




Metoda RT-PCR

» Standardni procedura RT-PCR kopiruje
vhnitrni oblast molekuly RNA

» Neposkytuje informace o koncich molekuly
RNA

5° 4= [EVErse primer

3




Metoda RT-PCR

» Standardni procedura RT-PCR kopiruje
vhnitrni oblast molekuly RNA

» Neposkytuje informace o koncich molekuly
RNA

hexanukleotidy
S  — —— @ — —— 3

_ gen  mRNA polyA



RACE

rapid amplification of cDNA ends
» umoznuje identifikovat 3°- 1 5°- konce RNA molekul

> ma mnoho variant



5°- RACE

5° 3
RNA
¢ pripojeni primeru
5° 3’
- .extenze zpétnou transkriptazou
l denaturace
TTTTT pridani A ke 3°- konci
AAAAA terminalni transferazou
3 5° pripojeni primerus TTTTT
Pokracuje standardni PCR syntéza druhého fetézce

Tag polymerazou



RACE

rapid amplification of cDNA ends
» umoznuje identifikovat 3- i 5°- konce RNA molekul

> ma mnoho variant

Sekvenovanim produktu PCR ziskame
znalost presného pocatku transkripce



Studium regulace genove exprese



Obecné schema requlacnich mist

kontrolni kontrolni
promotor
sekvence sekvence

JIN |
-o-o—o—‘—“—o—

Na regulacni mista se vazi regulacni proteiny



Hledani vazebnych mist pro proteiny

> Gelova retardace komplexu DNA-protein
» Footprinting pomoci DNazy |
» Test modifikované interference

> Dele€ni analyza



Gelova retardace komplextu DNA-
protein

Protein vazany na DNA fragment snizuje pohyblivost
fragmentu na gelové elektroforéze

1 2 1 — pouze DNA fragment

— — 2 — DNA fragment s navazanym
proteinem



Provedeni gelove retardace

—t—— R |

R R R R R R

‘l, stéepeni restriktazou R

o
H —
l, smichani s regulacnim
proteinem
e .
H — -

stanoveni elektroforetické
pohyblivosti



... hasleduje

» Prislusny fragment DNA je lokalizovan na
restrikcni mape

> Je stanovena nukleotidova sekvence

Protoze jsou vazebna mista vetsinou kratka
(kolem 10 bp), neni tento zpusob mapovani
dost presny



Footprinting pomoci DNazy |

» Umoznuje stanovit umisteéni ridici oblasti v ramci
restrikcniho fragmentu identifikovaného gelovou
retardaci

» Vyuziva skutecnosti, ze je sekvence DNA vazajici
se k proteinu chranéna pred ucinkem DNazy |



Provedeni footprintingu |
fragmenty DNA

yahl koncové znacéeni +
/\’ \ e .
regulacni protein

%

stepeni DNazou I/

o '.-/ e stepi se kterakoli vazba, ktera
neni chranéna proteinem



Provedeni footprintingu Il

Odstraneéeni proteinu, gelova elektroforéza (PAGE) a
detekce znacenych fragmentu

délky fragmenta 1 2

¢ footprint

misto, kam se
vaze protein

1 = kontrola, zadny navazany protein
2 = testovana DNA + navazany protein



Test modifikovane interference

Vazebny protein chrani vétsi usek DNA nez jenom
presné ty nukleotidy, které jsou regulacni oblasti

D

chraneny usek



Test modifikovane interference |

® ® ® koncove znacené
~ restrikéni fragmenty
—eo ] : ® modifikace jednoho z
o nukleotid(i
4|_.
1, smichani s regulaénim
proteinem
i — O
' —eo

10 modifikovany nukleotid
se nevaze



Test modifikovanée interference Il

Nasleduje déleni fragmentu na gelové elektroforéze

1 2 purifikace DNA
- zpomalené > | ®
. komplexy
— protein-DNA
DNA bez | o
proteinu piperidin
(rychlejsi)

—

Urceni velikosti na PAGE



A tim zjistim, kde presneé v regulacni
oblasti lezi jeden z nukleotidi

-

A to vSechno zopakujes

pro kazdy ze 4 nukleotidt

zvlast’ a vysledné regulacni < y
misto poskladas 0




Jak vypada regulacni misto tryptofanoveho

operonu Klebsiella aerogenes jestlize jste na
i % PAGE ziskali fragmenty o nasledujicich
velikostech ?

Blokace A = 105, 106, 111, 113, 116 a 117 bp
Blokace G =107, 115 a 118 bp

Blokace C =110 a 112 bp

Blokace T =108, 109 a 114 bp

... AAGTTCACATGAAG ...

(S >

_
e e
A4

f\y.I




Delecni analyza

» Umoznuje lokalizovat kontrolni elementy proti
smeru transkripce genu

» Dokaze urcit i funkci prislusne sekvence

zesilovaé uspavaC promotor

delece /
zesilovace

—_—— o —

" snizena

> exprese




Delecni analyza

» Umoznuje lokalizovat kontrolni elementy proti
smeru transkripce genu

» Dokaze urcit i funkci prislusne sekvence

zesilovaé uspavaC promotor

delece /
uspavace

—— =

. zvysena
> exprese




Reportérove geny

Jejich produkty poskytuji zretelny, snadno
monitorovatelny signal

zesilova¢ uspavaC promotor

— ——— gen ——

l

zesilova¢ uspava€ promotor

———— G —



Priklady reportérovych genu

lacZ = B—galaktozidaza

cat = chloramfenikolacetyltransferaza
uidA = 8 — glukuronidaza

GFP = zelene fluoreskujici protein

lux = luciferaza



Studium produktu translace

Provadi se v bezbunécnych extraktech — plati pro
analyzu rostlinnych a zivo€isnych genu

Zopakujte si prednasky z genetiky
bakterii

\\%Q\



Sekvenci genu muzeme zménit in vitro

A pak se muzeme zamyslet nad jeho funkci

Existuje cela rada metod mutageneze in vitro

» Odstraneni restrikcniho fragmentu

» Odstranéni nékolika nukleotidu Bal31

» Vlozeni oligonukleotidu

» Zavedeni bodové mutace do klonovaného genu
> ...



Smysl cilene mutageneze

Zmeéna ve strukture proteinu

> zavedeni novych disulfidovych mustkii
» zvyseni poctu vodikovych vazeb

» zmeéna terciarni struktury
» zmena stability enzymu
» zmeéna dalsich vlastnosti
- zvyseni katalytické aktivity a afinity k substratu

modifikace substratové specificity

rozsireni pH-optima

zvysSeni odolnosti proti oxidaénim €inidliim a
tézkym kovim

zvyseni rezistence vuci proteazam

stabilita v nevodném prostredi



Prubeh cilené mutageneze

1) Vlozeni genu do jednoretezcového vektoru,
napr. M13

2) Vlastni cilena mutageneze

3) Vraceni genu do expresniho vektoru



Schéma cilene mutageneze

hybridizace a komplementarni
doplnéni celé molekuly

—

fagovy : : DNA-polymeraza
vektor M13 DNA-ligaza

buriky obsahujici bunky obsahujici }

zmutovanou DNA pavodni DNA
replikace

O

i)

transformace do
bunék E. coli

{

0



Schéma cilene mutageneze

fagovy
vektor M13

bunky obsahujici
zmutovanou DNA

hybridizace a komplementarnl
doplnéni celé molekuly

DNA-polymeraza ©
DNA-ligaza

transformace do
bunék E. coli

bunky obsahujici }

puvodni DNA
replikace ‘




Priklad analyzy
bakterialniho genu



Trp operon Klebsiella aerogenes

Blumenberg Miroslav a Yanofski Charles (1982).
Regulatory Region of the Klebsiella aerogenes
Tryptophan Operon, Journal of Bacteriology 152 (1), 49-
56.

1) RestrikCni stepeni genomové DNA

2) Klonovani fragmentu

3) Sekvenovani regulacni oblasti

4) Porovnani se Salmonella typhimurium
5) Odvozeni vlastnosti transkriptu

6) Konfirmace transkripci in vitro



Zopakujme si regulaci
tryptofanoveho operonu

» Pozitivni regulace

> Atenuace



Ziskani fragmentu

1) Restriktazy Hindlll a BamHlI
2) Ligace do vektoru pBR322

3) Transformace E. coli trpE a vyhledani
prototrof

4) V pKA1l a pKA2
je cely trpA

5) Uvnitr trpA je
BamHI| misto




Analyza fragmentu

1) Sekvenovani dle Maxam a Gilbert
2) Porovnani sekvence s S. typhimurium

3) ldentifikace promotoru, operatoru a vedouci
sekvence s atenuatorem

K.AEROGENES
=40 =30 c::::;?%::::?
TCTGCAAACAAGGGTTEACTTTATTCCATTGAACTAGTTAACTAG ACGC
A TET A c
S. TYPHINURIUM

10 20 HET ALA MET HIS PNE ILE THR LEU HIS SER TRP TRP ARG THR SER END 80
AAGTTCACATGAAS GEGTATCACG ATG AAA ATG CAC TTT ATC ACT CTG CAC AGC TG6 TG6 CEC ACC TCC T6A CGACGE6LE
A By AA TG GCAGCG ACAT TG ATA GT T TAG
MET ALA ALA THR PHE ALA PHE GLY

ag 100 110 120 130 140
GCETEATCGEETTTTGCATTCAGCATACAGATACCCEGCCCECC AATGAGCGGSCYTTYTATT
T ATGAA AGC GTA Cacc A B TGT A

TRPE
150 160 170 HET GLN THR SER LYS PRO
GCACAAAAATAATACGAACAGGCGAGAACAATA ATG CAA ACA TCC AAA CCG
A B U cc CA c
PRO




Transkripce in vitro

1) Produkty transkripce
analyzovany o
chromatograficky .
(iontoméniéova T
celuloza)

2) Porovnani transkriptu
znacenych
jednotlivymi dNTP po
stepeni RNazou T1
(stepi ssRNA v GTP)

Dva oligonukleotidy na 3"-konci




Sekvenovani vedouci sekvence

LEADER PEPTIDE SEQUENCES

K.A. MET LYS MET RIS PHE ILE THR LEU WIS SER TRP TRP ARG THR SER END
E.C. MET LYS ALA ILE PHE WAL LEU LYS BLY TRP TRP ARG THR SER END
s5.0. MET LYS ALA ILE PHE VAL LEU LYS GLY TRP TRP ARG THR SER END
S.T. MET ALA ALA THR PHE ALA LEU NIS GLY TRP TRP ARG THR SER END
C.F. MET LYS ALA THR PHE VAL LEU HIS GLY TRP TRP ARG THR SER END
s.M.

MET ASN THR TYR ILE SER LEU WIS 6LY TRP TRP ARG THR SER LEU LEU ARG ALA VAL END

LEADER SEQUENCES

AUAGAAGGUAUCEGAGAUGAAA
CESCCEUGUCEEAUGAGABUUAACAAA

2 6
GUSAUCELE UUUUGCAUUCAGCAUA C

< WICAC CAUGCGUAAAGCAAU CABAUA CC CCECQUAAUGAGC! JUUUULE (141

SUGUA UUCAC CAUGCGUAAAGCAAU CABAUA C CCeLC GOGARRIUIRRY  (141)

GUA UGAAC AGCUGUAAUCAGCCAAAC GAUA CC CCECC DUUUUUUL  (142)
GUGUC WUACG UCCGCAAUAUGCAAC CABAUA CC CCGCOAA GCEGEMRRUUUULY  (132)
¢ AAUCECBCAUAGCUGUCAUCUGACAAUGC cus (176)

SEQUENCES OF TRPE RIBOSOME BINDING SITE REGIONS

K.A. GCACAARAAUAAUACGAACAGGCGAGAACAAUAAUG
E.C. GAACAAAALL AGAGAAUAACAAUG
S.0.  GAACAAAAWL AGAGAAUAACAAUG
s.T. GAACAAARUAA UGAGAAUAACCAUG
C.F. GAACAAAAUL AAUGAGAAUAACGAUG

| S.M. _ GGACAGAAUUC ACUGGAACCACCGAUGAUS




Predikce struktury atenuatoru

CUCECUMRIUCACGUALAL GUAS GUCUCACUAULUCACGUAAAA GUAGC
v SCSURRETAL € c CELRGCAY A
B c U A A 4 ue
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... a porovnani celé regulacni oblasti s jinymi
strevnimi bakteriemi




Shrnuti

1) Celogenomové metody sekvenovani

2) Sekvenovani H. influenzae

3) Sekvenovani S. cerevisiae

4) Contigy, jejich zpracovani

5) Vyuziti repetitivhich sekvenci

6) Studium genové exprese a funkce genu
7) Analyza transkriptu

8) Analyza regulacnich mist

9) Techniky mutageneze in vitro
10)Priklad analyzy bakterialniho genu



