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Sekvenovani

Rozhodujici metoda pro stanoveni
nukleotidovych sekvenci

» Konecna faze procesu individualizace jednotlivych
izolatu

» Metoda je pro vetsinu mikrobiologickych aplikaci
priliS presna



Metody sekvenovani nukleovych
kyselin

Chemicka metoda sekvenovani
(Maxamovo-Gilbertovo sekvencovani)

Enzymova metoda sekvenovani
(Sangerovo sekvenovani)

Pyrosekvenovani



Chemicka metoda sekvenovani
(Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani)

Podstatou je specifické stépeni molekuly ssDNA po
modifikaci jednotlivych bazi chemickymi Cinidly s
naslednou elektroforetickou detekci
v denaturujicim polyakrylamidovém gelu.

Chemicka Ccinidla jsou specificka pro modifikaci
urcitych bazi:

G — DMS
A+G — piperidin
C+T — hydrazin

C — hydrazin + NaCl



Chemicka metoda sekvenovani

Priprava
ssSDNA a znaceni

|

Modifikace
bazi

|

Stépeni
SSDNA

|

Odecteni
vysledku




Chemicka metoda sekvenovani

5°- GATCAGG - 3°

Priprava
ssDNA a znaceni

3°- CTAGTCC - 5°

|

Modifikace
bazi

|

Stépeni
SSDNA

|

Odecteni
vysledku

VAR

Asymetricka PCR Vyuziti vazby

biotinylovaného primeru

C

32p - GATCAGG - 3°
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Chemicka metoda sekvenovani

Priprava
ssDNA a znaceni

|

Modifikace
bazi

|

Stépeni
SSDNA

|

Odecteni
vysledku

32p - GATCAGG - 3°

DMS  piperidin hydrazin Hydrazin
+ NaCl



Chemicka metoda sekvenovani
32p - GATCAGG - 3°

Priprava
SSDNA a znaceni

|

Modifikace
bazi DMS piperidin hydrazin Hydrazin
l + NaCl
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Realny vysledek chemicke metody
sekvenovani
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Ukol

Z vyse uvedeného zaznamu odectete
vyslednou nukleotidovou sekvenci

Vysledek bude tedy asi tento

CTg ggC TgC TgA ACC AgC CCA gCA « ’

gCC Cag Tg ™

Y




dideoxyterminatory
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Dideoxyterminatory

5 PPP

B
5 PPP /go 5 PPP



Prubéh sekvenovani

1. denaturace (92-96°C)

FMTTTTTTT T T T T T T T T T T T T I T T I TTI Tl
LLl i1 dsDNA

2. annealing (45-72°C)

3. extenze (72°C)



Prubéh sekvenovani

1. denaturace (92-96°C)

FTTT T T T T T T T I T T I T T I T T I T T I I I I 1
AREEEEE NN NN dsDNA

2. annealing (45-72°C)

3. extenze (72°C)



Zarazovani ddTTP

5 PPP

TTTT1ITTGCAAATCGGTGTAAACGG
TT 1T TTGCAAATCGGTG
TTTT1TITITGCAAATCGG
TTTTITIGCAAA

ATGCTACGTTTAGCCACATTTGCCATATGAACCT




Zarazovani dalsich ddNTP

TTITT1TITGCAAATCGGTGTA
TTTTTTGCAAA
TTTT1ITIGCAA
TTTT1TIGCA

ATGCTACGTTTAGCCACATTTGCCATATGAACCT
LLLLLLL L L L L L L L L L L L L L L L)

TTTTITIGCAAATCGGTGTAAAC
TTTTTIGCAAATCC
TTTTTTGCAAATC

TTTTI1IGC

ATGCTACGTTTAGCCACATTTGCCATATGAACCT
LLLLLLL L L L L L L L L L L L L L L L)



Vysledek sekvenovani




Nasleduje rozdéleni fragmentu




Nasleduje rozdéleni fragmentu
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Sekvenovani - zaznam




Kapilarni gelova elektroforeza

» rozdeli produkty sekvenovani podle velikosti
» detekuje fluorofory laserem



Ukol

Na zakladé vysledku sekvenovani
zarad'te izolaty  bakterii  celedi
Pasteurellaceae

Pouzijte vyukovy material



Pyrosekvenovani

» Metoda popsana Mostafa Ronaghi et al. v roce 1990
» Urcena pro kratké useky DNA, SNP a useky metylované

Polymerase

3% =m=mmn ACCTTGAGTACCATCTAGGA

5? wmmmnn TGGAACTCA

PP, i \ dATP
.

ATP su r'lfu"y'rase l / > (d)@P

ATP

\ e /“ W ;._;.
L uciferase - g

Apyrase

(d)AMP

> 4 enzymy
» velmi presna

> reakce se zahy
»zahlti*



Prubéh pyrosekvenovani

Palymerase

} - ACCTTGAGTACCATCTAGGA
| > e TGGAACTCA

> (d)ADP
Apyrase

e (d)AMP
Luciferase h ;:/

\
A

(DNA), + dXTP > (DNA), ,, + PP,

DNA polymeraza



Prubéh pyrosekvenovani

Palymerase

3% =mmmes ACCTTGAGTACCATCTAGGA
5° =mmmnn TGGAACTCA

ATP sulfuniase » (d)ADP

Apyrase
(d)AMP

M,
Luciferase = hv

PP+ APS > ATP + SO,

ATP sulfurylaza



Prubéh pyrosekvenovani

Palymerase

3% =mmmes ACCTTGAGTACCATCTAGGA
5° =mmmnn TGGAACTCA

> (d)ADP
Apyrase

(d)AMP

ATP + luciferin + O, > AMP + PP, + oxyluciferin + CO, +
svétlo

luciferaza



Prubéh pyrosekvenovani

Palymerase

3% =mmmes ACCTTGAGTACCATCTAGGA
5° ===m-- TGGAACTCA

PP, / -
ATP sulfur/iase » (d)ADP
e Apyrase I
o | (d)AMP
: md —
Luciferase = hv o
p S
dXTP -2 dXMP

apyraza



Parametry pyrosekvenovani

» zadné znacené primery ani znacené nukleotidy

> zadna elektroforéz

Falymerase

> Principem je uvoln 3 - ACCTTGAGTACCATCTAGGA
a emise viditelnéhc 3w TGGAl‘&TCA
» Mnozstvi uvolnéné FP
mnOZStV| ZabUdOVE ATP sulfurnyiase » (d)ADP
Apyrase l
» Namisto standard . f (d)AMP
2°-deoxyadenosin- W St

;_T A

ktery neni substrat

Y

Rychlost sekvenovani = 1 baze za minutu
Délka stanovené sekvence = 100 nukleotidu

Y



Pyrosekvenovani - zaznam

nudeolde sequence
G C - A e cC T
¥
G C T A, S C T
T~
nuclectide added

Intenzita signalu odpovida poc¢tu zaélenénych nukleotidu



Sekvenovani pomoci hybridizace

> Neprima metoda vyuzivajici DNA cCipu

» Vysledek odecten konfokalnim mikroskopem

» Sekvence tena dedukci
A | Q
y <

G C A

T cC T T A

A G G A A
C A

T G A C C

G c C A A G

T A C G C

§ AT ]

®o é 0o 00 o
e oo oo 0o o o
o oo o0 o e o
e o o000 oo o
e o oo oo e e
Y EEEEXXS

e




Otazka

Kdyby byly na ¢ipu naneseny 20 mery,
Kolik policek by musel obsahovat Cip
oro sekvenovani 1 Mb?

Pry celkem 1,112 x 106
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v
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Minisekvenovani

» Metoda vyuzivajici technologie DNA cCipu

» Vyuziva se pro stanoveni jednoduchych
nukleotidovych polymorfismu
» Vice variant, metoda je automatizovana, multiplexni

SNP, SNP, SNPy
(AA) (ce) (cc)

qlql Rlel <l<]

a :
[T p /0 ~—
PCR products — C-'
+ DNA polymerase ,‘de Pk _7\,., =<
b

+ ) 3 d

& S— o000,
Transcribed RNA g
everss transcriptase f\/\ C‘C CC

c
\, ¥
e T G—{) G
SNP, - SNP, \’
an \ R __J 4
SNP, \ | H H
0 H
N0 1
Products of primer
axtension in solutio

Nature Reviews | Genetics)




Emulsni PCR

>

bp

+
O % %@ O®

primery

» Amplifikace probiha v
emulsi (voda-ole))

DNA je fragmentovana
na useky dlouhé 300-800

» Jednotlivé matrice jsou
navazany samostatne na
povrch jednotlivych
kapek obalenych



Emulsni PCR

» Amplikon je vysledkem jedineché PCR
> Méné nespecifickych produktu

a =
b \
\ \
e \ .
C
R %
— - — \\ ——\
— ————— ‘J S —
Conventional PCR Emulsion PCR




Komercni aplikace emulsni PCR

454 sekvencni system firmy Roche

i Signal image

> é[ { & ¥
g APS Annealiprimer
*‘M' Lo - ‘. ; )
A Sulfurylase
& ATP
Luciferase

Lighl + oxy luciferin

» Produkty PCR jsou sekvenovany pyrosekvenovanim
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454 sekvencni system

Zakladni kroky

Tvorba jednoretézcovych DNA matric
Pripojeni adaptéri a vazba na pevné ¢astice
Amplifikace DNA matric v emulzi

Vytvoreni sekvencnich dat

Analyza sekvenci riznymi nastroji bioinformatiky

Podivejte se na komercni prezentaci na strankach
http://454.com/products/technology.asp



454 sekvencni system

Vysledny zaznam




Dalsi moderni pristupy
najdete na

http://grf.lIshtm.ac.uk/sequenc
INg.htm

SOLEXA
(Roche) (llumina)



Porovnani 454 a polony (SOLID)
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(5a) Pyrosequencing by primer extension

(5b) Ligation with oligo pools added in cycles

cirkulalizace
alinearizace

monovrstva
na PAGE

ligace
znacenych

and four-color imagmg

Hall N J Exp Biol 2007;210:1518-1525

oligo



Sekvenovani mikroorganismu

» Prvni sekvenovany mikroorganismus =
Haemophillus influenzae, 1995, TIGR

» V roce 2000 nasledovaly Mycobacterium
tuberculosis, Escherichia coli a Archaeoglobus
fulgidus

» Prvni eukaryoticky mikroorganismus =
Plasmodium fulciparum, 2002

> Nasledovaly kvasinky, ...

» V soucasnosti jsou v databazich stovky sekvenci

» Podivejte se na
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome




Ukol

Podivejte se do databaze a zjistete, u
kolika halobakterii (trida Halobacteria) je
v soucasné dobé znama nukleotidova
sekvence genomu, a to jak kompletni,
tak | CasteCna

Zjistéte totéz u Celedi Pasteurellaceae

A jeste u cyanobakterii (kmen Cyanobacteria)



Genome Gallery

A selection of notable
genomes that have been
sequenced.

D X174

(1977) 5386 bp

First genome sequenced, a
bacteriophage

Haemophilus influenzae
(1995) 1830000 bp

First genome of a free-living
organism

Mycoplasma genitalium
(1995) 580000 bp
Smallest genome of any
free-living organism

Dalsi priklady |

Saccharomyces cerevisiae
(1996) 12100000 bp

First genome of a ‘eukary-
otic’ (nucleus-containing)
organism, the yeast used by
brewers and bakers

Methanococcus jannaschii
(1996) 1660 000 bp

The first genome from the
third kingdom, Archae, which
comprises microbes that live
in harsh environments, for
example thermal springs

Escherichia coli

(1997) 4670000 bp
Workhorse bacterium for
biologists

Helicobacter pylori

(1997) 1660 000 bp
Bacterium associated with
gastric disease

Dr Linda Stannard, UCT / Science Photo Library




Genome Gallery

Mycobacterium tuberculosis
(1998) 4400000 bp

Cause of the disease
tuberculosis

Dalsi priklady Il

Deinococcus radiodurans
(1999) 2600 000 bp Highly
radiation-resistant bacterium

First human chromosomes
(1999 and 2000)
Chromosomes 22,

48 000000 bp and 21,
45000 000 bp respectively

NI

National Human Genor
Research [nstihate

Caenorhabditis elegans
(1998) 97 000 000 bp
The first genome sequence

of an animal, the roundworm

AVE LSHTM/Wellcome Photo Library

Drosophila melanogaster
(2000) 180000 000 bp

Fruit fly, an important labor-
atory organism in genetics




Genome Gallery

Eye of Science / Science Photo Library

Vibrio cholerae
(2000) 4 030000 bp
Cause of the disease

cholera

Dalsi pFiklady Il

Arabidopsis thaliana
(2000) 120000000 bp
The first genome of a plant,

the mustard weed

Images courtesy of J. Berger, T. Laux & E. Meyerowitz

Mycobacterium leprae
(2001) 3270000 bp
Cause of the disease

leprosy

Dr Kan Lounatmaa / Science Photo Library




Prehled stavajicich a novych technik
celogenomoveho sekvenovani

DNA

Amplification
wg‘vgesg In vitro cloning In vivo cloning
spectrometry
ey
- -

Hybridization
and ligation

Sequencing by

synthesis

Sanger et al.
1977

urinke et al.
(2002)

Brenner et al.
(2000)

Shendure et al,
(2005)

Bennett et al.
(2005)

Margulies et al.
(2005)

Braslavsky et al.

(2003)

Kasianowicz
et al. (1996)

Hall N J Exp Biol 2007;210:1518-1525




A ted’ se podivame na néco
praktického

Pouzijte pripraveny vyukovy material ze
sekvenovani zastupcu celedi Pasteurellaceae
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