Sekwencjonowanie DNA

Metody klasyczne (pierwszej generaciji)



Cele sekwencjonowania

e Dostarczenie informacji o strukturze i funkcji genow

* Poznanie petnej sekwencji DNA badanego organizmu (co umozliwia
zrozumienie molekularnych mechanizmoéw funkcjonowania i ewolucji

organizmu)
* Mozliwos¢ poszukiwania mutacji
* Poszukiwanie zwigzku sekwencji DNA z cechami fenotypowymi



Historia rozwoju metod
sekwencjonowania

1953 - opracowanie modelu budowy DNA przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka

1972 - opracowanie sposoboéw izolacji materiatu genetycznego (DNA) do dalszych badan. Rozwdj technik rekombinacji
(ciecie i tgczenie fragmentéw DNA) umozliwiajacych izolacje dowolnych fragmentéw DNA i ich replikacje (w bakteriach)

1977 - Allan Maxam i Walter Gilbert ogtaszajg publikacje pt.: Sekwencjonowanie DNA przez chemiczng degradacje. W tym
samym czasie Sanger opublikowat tez metode sekwencjonowania DNA przez synteze katalizowang enzymatycznie

1980 - Fred Sanger i Walter Gilbert otrzymali Nagrode Nobla

1982 — utworzono Gen bank — publicznie dostepng baze dnaych sekwencji DNA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

1984 - kompletna sekwencja wirusa Epstein-Barr, 170 kb

1997 - zsekwencjonowano 5Mb genom bakterii

2001 - 15 lutego - Konsorcjum HUGO opublikowato sekwencje genomu ludzkiego w Nature
2001 - 16 lutego - firma Celera Genomics opublikowata sekwencje genomu ludzkiego w Science
2005 — poczatek ery sekwencjonowania nowej generacji (NGS)

2005 — 2018 — dalszy rozwoj technik NGS


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Metoda Maxama-Gilberta Gilberta (1977)

* Polega na uzyciu zwigzkdéw chemicznych chemicznych do
specyficznego specyficznego rozczepienia DNA

* Przeprowadza sie 4 niezalezne reakcje, w ktorych wykorzystuje sie 4
rozne odczynniki specyficzne dla poszczegdlnych zasad:

reakcja ,G” — DMS piperydyna

reakcja ,G+C” - kwas mrowkowy mrowkowy, piperydyna
reakcja ,T+C” — hydrazyna, piperydyna

reakcja ,C” —hy ydraz na + NaCl, pp yyierydyna

= wnhoe



Metoda Sangera

* Metoda terminacji terminacji wydtuzania tancucha (tzw. metoda
dideoksy)

* Wykorzystuje polimeraze DNA, ktora ma zdolnosc¢ do syntezy wiernej,
komplementarnej kopii jednoniciowego DNA matrycowego oraz
uzywa 2’3’ dideoksynukleotydoéw jako substratow



Budowa nukleotydu DNA
(przypomnienie)
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Budowa dideoksy nukleotydu
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Budowa DNA przypomnienie

DNA structure

Nucleotide Bases
s Adenine
Base
e Cytosine
s Phosphate
ugar\ e Guanine
4/ Thymine

Thymine  Adenine Guanine  Cytosine

https://www.sigmaaldrich.co m/technical-documents /articles/biology/san ger-sequencing.html



PCR — przypomnienie

* Reakcja replikacji DNA w warunkach in vitro

 Dobudowywanie nukleotydow nowej nici do startera katalizowane
przez enzym — polimeraze DNA

* Matryca — jednoniciose DNA (ssDNA)

* Do reakcji wymagane jest:
* Odpowiednie sSrodowisko reakcji (pH, stezenie jonow)
dNTP — nukleotydy DNA, muszg posiadac grupe OH przy weglu 3’
Startery
Matryca
Polimeraza DNA



Polimeraza

* Enzymy uzywane w sekwencjonowaniu powinny powinny
charakteryzowa charakteryzowac sie:
* wysokg procesywnoscig
* brakiem brakiem aktywno aktywnosci egzonukleazy egzonukleazy 5'—>3’
* brakiem aktywnosci egzonukleazy 3’5’



Polimeraza

* Enzymem wykorzystywanym do reakcji wydtuzania startera
poczatkowo byt fragment polimerazy DNA tz. fragment Klenowa (brak

aktywnosci egzonukleolitycznej 5" = 3’)

* Fragment Klenowa polimerazy z E.coli zastgpiono naturalng lub
modyfikowang polimerazg DNA z faga T7

 Wprowadzenie dideoksynukleotydow jest mniej zaktdcone przez
lokalne sekwencje nukleotydow, prazki o wyrdwnanej intensywnosci



Polimeraza

e Zastosowanie polimerazy z termofilnej bakterii Thermus aquaticus
(Tag DNA polimeraza) pozwala na prowadzenie reakcji terminacji
tancucha w temperaturze 65 -70 °C, co minimalizuje artefakty
spowodowane |l -go rzedowgq strukturg DNA

e Tabor i Richardson w 1995r zamienili reszte fenyoalaniny Tag DNA
polimerazy na reszte tyrozyny (termostabilny enzym sekwencyjny nie
rozroznia dideoksynukleotydéw od deoksynukleotyddéw)



Matryca

* DNA sklonowany na wektorze plazmidowym
* DNA sklonowany sklonowany na wektorze wektorze M13

* DNA sklonowany na fagmidzie
e Zastosowanie PCR do otrzymania j g ednoniciowego DNA



Matryca — wektor plazmidowy
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http://www.elec-intro.com/cms/plus/view.php?aid=12974

http://www.onlinebiologynotes.com/sangers-method-gene-sequencing/



Detekcja

* Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym (znakowanie radioaktywne,
znakowanie fluorochromami, wybarwianie barwnikiem
interkalujgcym np. bromek etydyny)

* Elektroforeza kapilarna (znakowanie fluorochromami)



Sekwencjonowanie Sangera — schemat
wersja klasyczna

4 x PCR (+ one dideoxynucleotide)
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http://www.onlinebiologynotes.com/sangers-method-gene-sequencing/



Fluorescencja — zasada dziatania
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https://cam.facilities.northwestern.edu/588-2/fluorescence-microscopy/



Sekwencjonowanie - barwniki

Fluorescent Sanger Sequencing: “Dye-
terminators”

Each ofthe 4 ddNTPsis labeled with a differentfluorescentdye (instead ofradioactivity)
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Sekwencjonowanie Sangera — schemat
wersja wspotczesna

Sanger Sequencing

PCR containing fluorescent, chain-terminating dideoxynucleotide triphosphates
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Sanger sequencing uses ddNTPs (dideoxynucleotide triphosphates) which do not have a free 3' OH mixed in with dNTPs
Whenever the DNA polymerase incorporates a ddNTP it won't be able to add any other nucleotides
Then gel electrophoresis is used to separate the DNAvv

https://www.youtube.com/watch?v=593zWZNwbl|



Sekwenatory
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Elektroforogram — wynik
sekwencjonowania
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