Téma 4: Genomika hospodarskych zvirat/Ukazka sekvenovani

Prednaska

V této prednasce se budeme zabyvat genomikou u hospodarskych zvifat a predevSim
sekvenovanim. Pfednaska je soucasti modulu 1, genetika zvirat. Vytvoteni této prezentace bylo
podpoieno grantem ERASMUS + KA2 vramci projektu ISAGREED, Inovace obsahu a
struktury studijnich programu v oblasti managmentu zivo¢iSnych genetickych a potravinovych

zdroji s vyuzitim digitalizace.
Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je zakladni molekularné-genetickd metoda. Metoda umoZiiuje precist
genetickou informaci, ktera je ulozena formou sekvence (potadi) nukleotidti v molekule DNA.
Na tomto obrazku uvadim ptehled nejvyznamnéjSich sekvenacnich metod od nejstarsi po
nejmodernéjsi. Chemicka metoda zaloZena na specifickém Stépeni fetézce DNA a oznaCovana
podle objevitelt jako Maxamova-Gilbertova byla prvni sekvena¢ni metodou, nicméné¢ dnes se
jiz nepouzivd. Dodnes se vyuziva metoda objevend Frederikem Sangerem, po némz nese
pojmenovani. Oznacuje se téz jako dideoxy metoda, protoze vyuziva specialné modifikované
nukleotidy, tzv. koncové termindtory. Ty se pfidavaji do smési k normalnim nukleotidim a
v piipad¢ jejich zaclenéni do fetézce se syntéza ukoncuje. Pyrosekvenovani a sekvenovani
pomoci hybridizace jsou alternativni metody, jejichZz vyuziti v souCasnosti malé. Naopak
sekvenovani nové generace (NGS) je velmi rozsitené a vyuzivané z diivodu vysoké rychlosti a
sekvenacni kapacity, nebot’ 1ze vyuZzit i na sekvenaci celych genomu a je oznaCovano jako
sekvenace 2. generace. Stale vice se vyuzivd metod zaloZenych na sekvenaci jednotlivé

molekuly DNA oznacCované jako sekvenovani 3. generace.

Velkou vyhodou sekvenovani je to, Ze umoziuje jednoduchou a ptesnou identifikaci
polymorfniho mista, respektive mutace. Moderni automatické sekvenatory jsou vhodné i pro

pfimou detekci polymorfizmil.
Sangerovo sekvenovani

Princip metody objevil v roce 1977 anglicky biochemik Frederick Sanger. Zdkladem Sangerova
sekvenovani jsou dideoxynukleotidy, oznatované ddNTP neboli koncové terminatory. Jedna se
o modifikovany nukleotid, ktery ma odstranénu vazebnou skupinu OH na 3. uhliku

deoxyribozy, ktera je nutna pro navazani dal§iho nukleotidu. Po zaclenéni ddNTP se tak syntéza



fetézce zastavi, pfiCemz vznikne fetézec o velikosti a barvé odpovidajici piislusSnému

nukleotidu na templatu.
Prehled sekvovani

Proces sekvenace se skldda z n¢kolika krokii. Zacina ptipravou vzorku, kterym je nejcastéji
PCR produkt. Ten musi byt piecistén, aby obsahoval jen DNA templatu. Dale musime znat jeji
alespon pfibliznou koncentraci. Vlastni sekvenacni reakce je linearni cyklickd enzymaticka
reakce, kterd musi obsahovat uvedené slozky. Sekvenacni primer ndm vymezi zalatek
sekvenovani, musi byt pouzit vzdy jen jeden, nikoliv dva jako u PCR. Reakci katalyzuje DNA
polymerdza uvniti reakéniho pufru s pfidavkem standardnich dNTP (podobné¢ jako u PCR) a
navic ddNTP. Nésleduje precisténi sekvena¢ni reakce, kdy se musi odstranit volné znacené
ddNTP. Smés fragmentli je rozdélena pomoci kapilarni elektroforézy v sekvenatoru a vysledek

vyhodnocen.
Ctyrbarevné terminatorové sekvenovani

V soucasnosti se rutiné vyuziva varianta oznacovand jako Ctyibarevné terminatorové
sekvenovani. Jednotlivé terminacni nukleotidy jsou znaceny fluorescencnimi barvami podle
toho, jako dusikatou bazi nesou, resp. s jakym nukleotidem na templétu se paruji. Pisobenim
polymerazy se syntetizuji komplementarni fetézce k templatu, pti¢emz vétsSinou jsou zaclenény
normalni ANTP a fetézec se prodlouzi, nahodile se ale zaclenuji i ddNTP, které pak syntézu
fetézce ukonci. Vznikly fragment je oznacen fluorescenéni barvou, kterd odpovida nukleotidu

na piislu§né pozici templatu.
Sekvenator

Vznika smés jednotetézcovych rizné dlouhych a riizné obarvenych molekul. Abychom zjistili,
na které pozici se vyskytuje kterd baze, musi prob¢hnout presné elektroforetické rozdéleni této
smési fragmentd. K tom se vyuziva fluorescencni kapilarni elektroforézy, kterd je zakladem
genetickych analyzatort, neboli sekvenatorii. Tento pfistroj dokaze fragmenty nejen rozdélit a
sefadit dle velikosti, ale pfimo odecist sekvenci nukleotidli na zdklad€ riznobarevnych pik.
Napt. syntetizovany fetézec dlouhy 100 nukleotidil sviti zeleng, tj. v pozici 100 templatu byl

adenin, fetézec dlouhy 101 sviti Cervené, tzn. v pozici 101 byl tymin atp.
Vyhody a nevyhody Sangerova sekvenovani

Sangerova metoda je nejrozsifenéjsi sekvenacni metodou. Mezi jeji vyhody patii ¢teni relativné

dlouhych fetézci DNA (cca 800 bp) a zaroven vysokd ptesnost a spolehlivost. Pokud



potifebujeme znat sekvenci nebo detekovat mutaci v konkrétnim tiseku genomu u jednoho nebo
n¢kolika malo jedinci, tak se jednd o cenove nejvyhodnéjsi variantu. Ve srovnanim s metodami
NGS je vsak vykon a cena za 1 osekvenovanou bazi velmi vysoka, metoda tedy neni vhodna

na sekvenovani velkych tseki genomu, nebo dokonce celych genomi.
Sekvenatory nové generace

Pro sekvenovani celych genomi je vhodnéjsi pouzit dal$i metodu, a to tzv. sekvenovani nové
generace, ve zkratce NGS. Z tohoto divodu se metoda oznacuje téz jako celogenomové
sekvenovani, nebo téZ sekvenovani 2. generace. Metoda je zalozena na fragmentaci DNA a
sekvenovani kratkych fragmentt, ale v obrovském mnoZzstvi souc¢asn¢ a oznacuje se tak jako
masivni paralelni sekvenovani. Metoda umoziuje obecné velmi vysokou kapacitu sekvenovani,
nicméné Ize si vybrat varianty sekvenatory s kapacitou podle vlastnich potieb od 1 GB po 8

TB.
Sekvenatory nové generace

Mezi bézné rozsitené NGS sekvenatory patii ptistroje firmy [llumina. Zakladem metody je tzv.
mustkova PCR a sekvenace pfi syntéze s vyuzitim 4 barevné fluorescence. Vlastni sekvenace
probihd v klastrech stejné sekvence — barevné sviti ptislusny spot podle baze. Sekvenuji se
useky o velikosti od 150 do 300 nukleotidi. Podrobné&jsi vysvétleni je nad ¢asovy ramec této
piednasky a zajemciim o pochopeni této poméerné slozité metody doporucuji shlédnuti videi na

internetu.
NGS shrnuti

Sekvenovani nové generace je dnes velmi vyuZivanym ndstrojem v genetice pro vyzkum i
diagnostiku. Vysoka kapacita metody umozinuje béhem nekolika hodin az dnti ziskat sekvence
i velkych genomt zvitat, napt. savcu, jejichz velikost se pohybuje kolem 3 miliard nukleotida,
coz by metodou Sangerova sekvenovani byla prace na n€kolik let. Je mozZné takto ziskat celou
genetickou informaci jedince. Umoznuje proto nalézt velké mnoZstvi novych nebo detekovat
vSechny znamé polymorfizmy a mutace. Vznika ale problém se zpracovanim a vyhodnocenim
velkého mnozstvi dat, a proto je tieba vyuZzit velmi vykonnych bioinformatickych nastroji.
Celogenomova data jsou uloZena v genomovych databazich jednotlivych organizm, lze tak
provadét srovnani s konkrétnim vzorkem. Metoda ma vyznam i pro sekvenovani jednotlivce,

napf. pacienta, cemuz se vé€nuje obor persondlni genomika.



Sekvenovani 3. generace

Jako sekvenovani 3. generace jsou oznacovany sekvenacni techniky zalozené na sekvenovani
jednotlivé molekuly. Vyhodou jsou dlouhd ¢teni, v ptipad¢ de novo sekvenovani az 7 kb. To
umoziuje spravné identifikovat varianty na jednom fetézci, tzv. haplotypy, coz ¢teni kratkych
sekvenci u 2. generace neumoznuje. Metoda je postupné zdokonalovana, protoze chybovost
Cteni je zatim ve srovnani s obéma piedchozimi generacemi vys$$i. Dostupnad je metoda
oznaCovana jako Single molecul real time sequencing od firmy Pacific Bioscience nebo

nanoporové sekvenatory firmy Oxford Nanopore.
Fyzicka mapa ze sekvenovani genomu

Vysledky celogenomového sekvenovani jsou ulozeny v genomovych databazich a ¢asto volné
dostupné, naptiklad internetova databaze NCBI umoziuje prohliZzeni az na uroven sekvence

jednotlivych nukleotida genu.
Druhova identifikace s vyuZitim sekvenovani

Dals$im praktickym vyuzitim sekvenovéni u zivo€ichi je druhovéa identifikace. Molekularni
taxonomie vyuziva tzv. DNA barcoding, ktery umoznuje identifikovat druh, kde to nelze
klasickou metodou, napf. u larvy hmyzu. Vyuziva se k tomuto ucelu predevsim fragmentu genu
pro cytochrom C oxidazu I, ktery leZi v mitochondrialni DNA. Tento fragment je osekvenovan
obvykle Sangerovou metodou a druhova identifikace provedena srovnadnim s uréenymi
sekvencemi uloZenymi v databazich Bold nebo Blast. Vyhodou mtDNA je vice kopii, tzn. vEtsi
mnozstvi DNA na mnoZstvi biol. materialu a vyssi stabilita, vyuziva se tak 1 pro determinaci
starSich ¢i muzejnich vzorkl. Nevyhodou je mozZnost kontaminace bakterialnim genomem

(Wolbachia atp.).
DNA barcoding

Na tomto obrazku je ukazka konkrétni sekvence ziskané sekvenovanim mtDNA starého

muzejniho vzorku.
Identifikace druhu (Blast)

Vlozenim sekvence do internetového srovnavaciho nastroje Blast se podatilo druh na zékladé

homologie identifikovat.



A nyni je pfednaska je u konce. Véfim, ze jste pochopili zdkladni principy jedné z
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navazujici prezentace Laboratorni ptiklady. D&kuji za pozornost.



