Téma 4: Genomika hospodarskych zvirat/Ukazka sekvenovani

Prakticky priklad

V této prezentaci se budeme zabyvat zakladni metodou z oblasti genomiky hospodaiskych
zvifat, a to sekvenovanim. Na piikladu si ukdzeme laboratorni proces Sangerova sekvenovani
na automatickém sekvenatoru. Prezentace je soucasti modulu 1, genetika zvitat. Vytvoteni této
prezentace bylo podpoieno grantem ERASMUS + KA2 v ramci projektu ISAGREED, Inovace
obsahu a struktury studijnich programil v oblasti managmentu zivocisnych genetickych a
potravinovych zdroju s vyuzitim digitalizace.

Vlastni laboratorni postup Sangerova sekvenovani zahrnuje nékolik krokii. Prvnim je pifiprava
vhodného vzorku, tzn. DNA. Jako vzorek muze byt pouzita DNA klonovana ve vektoru a
ziskana izolaci z bakterialnich bunék. Pro sekvenovani se zde pouzivaji univerzalni primery a
proto je vysledek obvykle vysoce kvalitni. Ne vzdy ale mame k dispozici naklonovanou DNA.
Castgji jako templat pouzivame PCR produkt. Zde je kriticka jeho &istota (PCR produkt musi
byt piecistén) a také jeho mnozstvi. Pokud mame kvalitni vzorek, mizeme piistoupit k druhému
kroku — vlastni sekvenac¢ni reakci. Jedna se o enzymatickou reakci podobnou PCR, nicméné
musi se pouZzit pouze jeden primer a komeréné dostupna reakéni smés, ktera obsahuje specificky
fluorescen¢né zna¢ené ddNTP (kazda baze jinou barvou), tzv. koncové terminatory. Vysledkem
je smes fragmentt, z nichz kazdy je zakoncen terminatorem, ktery svou barvou indikuje bazi v
piislusném misté sekvence. Detailni popis metody muzete vyslechnout v pfednasce k tomuto
tématu. Nasleduje odstranéni volnych nukleotidii a presna kapilarni elektroforéza. Poslednim
krokem je softwarové vyhodnoceni ziskanych dat a poskladani kone¢né sekvence.

Jednou z moznosti odstranéni volnych nukleotidii, pfedev§im volnych barevné znacenych
koncovych terminatort, je pouziti emulze porézniho Cinidla, které tyto nukleotidy absorbuje a
roztok se tak vy¢isti. Pfed pfidanim do sekvena¢ni smési musi byt ¢inidlo dikladné promichano
vortexovanim a nasledn¢é odebrano Spickou s ustfizenym koncem. Za timto Ucelem je tfeba
nechat sekvena¢ni smés s emulzi tfepat 30 minut. Po centrifugaci se odebere supernatant do
sekvenacniho plata a je pfipraven k analyze v sekvenatoru.

Zékladem automatického sekvenatoru je fluorescencni kapilarni elektroforéza. Na tomto
obrazku jsou vidét zakladni komponenty pfistroje — vlevo je anodova ¢ast s pumpou polymeru,
uprostied detek¢éni komtirka, vpravo nahote kapilarni array a dole plato se vzorky a katodova
cast. Pfed kazdou separaci pumpa natla¢i Cerstvy polymer do kapilar, nésledné je
elektroinjektdzi nabran vzorek do kapilary a probiha separace smérem od katody k anodé¢.
Fluorescenc¢ni signal je sniméan v detekéni ¢asti.

Na tomto obrazku je detail s pumpou, sacek s polymerem, anoda a nadobka s anodovym pufrem.

Zakladem piesné separace DNA jsou sklenéné kapilary naplnéné polymerem. Polymer je
specialni gel se separacni schopnosti. DNA putuje kapilarou a dé€li se podle velikosti. Mensi
fragmenty doputuji k okénku diive, nez delsi a ptistroj odecte piislusny signél (fluorescencni
barvu).

VloZeni ¢erstvého anodového elekroforetického pufru musi probéhnout velmi opatrné. Je vidét
blok s ¢erpadlem, které vzdy pfed béhem preplni kapilaru ¢erstvym polymerem. Sacek vpravo
obsahuje separa¢ni polymer.



Automaticky podavac se vysune a je pfipraven na vlozeni plat se vzorky.

Vzorky s precisténou sekvenacni reakcei jsou umistény na platu (uprostred), které se uzavie do
specialniho drzéku.

Nejprve vlozime kazetu s katodovym pufrem (vlevo) a promyvacim roztokem (vpravo),
nasledné piipravenou desku se vzorky. Po uzavieni, sekvenator sdm najede do spravné pozice.

Muzeme vlozit maximalné 2 plata se vzorky, tzn. celkové 192 vzorkda.

Po promyvacim kroku jsou elektrody ponoteny do vzorkt a probiha elektroinjektaz do kapilar,
nasledné jsou elektrody umistény do katodového pufru a zacina elektroforéza.

Odecet fluorescencniho signalu probihd postupné tak, jak doputuji ptislusné fragmenty k ¢idlu
Po ukonceni elektroforézy zkontrolujeme surova data.

Vyhodnoceni probihd pomoci Sequencing analysis software. Barva piku odpovida ptislusné
bazi v sekvenci, kterd je uvedena nahote. Zde vidime i ptiklad heterozygota, pozna se tak, ze
na stejné pozici jsou piky dvou riznych barev.

Lze vyuzit specifického software pro srovnani sekvenci velkého mnozstvi vzorkl a tim nalézt
rozdily — polymorfizmy. U uvedenych vzorkt vcel se vyskytuji 2 typy polymorfizmt — dele¢ni
vlevo a jednonukleotidovy vpravo. Vyhodnoceni tohoto vysledku nam umoznilo rozlisit rizné
haplotypy mitochondrialni DNA v nasi populaci véel, které souvisi s jejich ptivodem.

Hotovou sekvenci miizeme exportovat ve vhodném formatu pro dalsi vyuziti.

Pro srovnéavani hotovych sekvenci je vhodny napt. program Clustal. Mizeme tak najit mutace
zpusobujici onemocnéni, alely ovliviiujici uzitkové vlastnosti hospodaiskych zvirat, stanovit
genetickou diverzitu v populaci zvitat, ptibuznost a mnoho dalsich uzite¢nych aplikaci.

A to je v8e k této kratké prezentaci vysvétlujici laboratorni postup urceni sekvence genetické
informace. Véfim, Ze nazorné ukdzky v tomto videu vam pomohou pochopit jednu ze
zakladnich laboratornich metod, bez kterych se moderni genetika a genomika neobejde. Dékuji
za pozornost.



