Ústav biochemie A mikrobiologie VŠCHT

Analýza genetického materiálu – Návody k laboratorním úLohám

1. Polymerasová řetězová reakce (PCR)


Polymerase chain reaction (polymerasová řetězová reakce) je enzymová metoda sloužící k syntéze definovaného úseku DNA in vitro, pro nějž jsou k dispozici oligonukleotidové primery komplementární k 3´a 5´ koncovým sekvencím úseku jenž má být amplifikován. Tato metoda, která znamenala revoluci v metodice molekulární biologie, poskytuje až 106 násobné pomnožení během 2-3 h. Jednotlivé kroky amplifikace zahrnují:

1) denaturaci templátu

2) připojení primerů

3) extensi připojených primerů DNA polymerasou

Opakování těchto kroků vede k syntéze segmentu s konci definovanými primery, které jsou inkorporovány do nově vznikajících molekul. Fragmenty této délky tvoří hlavní produkt reakce ale kromě toho vznikají i delší fragmenty DNA. Jejich podíl se však v průběhu reakce snižuje. Při prvním reakčním cyklu vznikají delší fragmenty než odpovídá vzdálenosti vymezené zvolenými primery. Ve druhém cyklu poskytují tyto nově vzniklé molekuly již fragmenty DNA požadované délky, jejichž podíl exponenciálně roste v následujících cyklech reakce. Delší molekuly budou produkovány i nadále ale jejich množství bude stoupat pouze lineární rychlostí. Doba zdvojení odpovídá jednomu cyklu denaturace templátu, připojení a extenze primeru (viz obr. 19). 


Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je možné PCR použít pro zjištění přítomnosti velmi malého množství nukleové kyseliny ve vzorku (teoreticky by měla stačit jediná molekula DNA nebo ve zvláštních případech RNA). Základem úspěšné reakce je použití neporušeného úseku DNA, který má být amplifikován (pomnožen). Velmi důležitým předpokladem pro úspěšnou reakci je navržení vhodných primerů tak, aby byla zajištěna specifita reakce. Jak návrh oligonukleotidových primerů tak programování reakčních kroků vychází z obecné znalosti struktury DNA a ze znalosti sekvence k níž jsou příslušné oligonukleotidy komplementární. Je tedy nutné zdůraznit, že pro PCR je nutno znát sekvence alespoň hraničních úseků fragmentu, který má být amplifikován.

Pro PCR jsou nutné:

a) 2 oligonukleotidové primery (každý cca 20 nukleotidů) komplementární k 3´ koncovým sekvencím obou komplementárních řetězců úseku, jenž má být amplifikován. 

b) Cílová DNA, která slouží jako templát pro reakci. Jedná se o úsek izolované dvojřetězcové DNA, který zahrnuje sekvenci vymezenou oběma primery.

c) Termostabilní DNA polymerasa, stálá i při teplotě 95°C.

d) Směs všech čtyř deoxyribonukleotidů.

e) Vhodný pufr obsahující Mg2+ ionty.

1.1. Požadavky kladené na primery

Ve většině reakcí je vhodná sekvence a koncentrace primerů parametrem rozhodujícím o úspěšném výsledku. Existuje celá řada počítačových programů sestavených pro návrh vhodných primerů. Mezi ně patří např.:

http://www.chemie.uni-marburg.de/~becker/prim-gen.html
http://alces.med.umn.edu/VGC.html

http://www.ebi.ac.uk/biocat/biocat.html

Pro návrh vhodných primerů platí několik zásad. Je třeba však zdůraznit, že nejsou universální ale pouze orientační. 

·   
zpravidla obsahují 18 – 24 nukleotidů

·  

neobsahují sekundární strukturu (nejsou v nich inversně opakované sekvence)

·  

mají vyvážený poměr G/C a A/T párů

·   

nejsou vzájemně komplementární (netvoří vzájemně dimery)

·  

mají přijatelnou teplotu tání, která dovoluje jejich připojení k templátu (cca   55°C – 65°C) – vyšší teplota zpravidla představuje vyšší specifitu, oba primery by měly mít podobnou teplou tání

·  

jejich optimální koncentrace v reakci je zpravidla 0,1 – 0,6 (M, vyšší koncentrace mohou vést ke vzniku nespecifických produktů

·  

na 5´-konec je možné přidat nekomplementární báze (např. pro zavedení restrikčního místa


Vzhledem k tomu, že se jedná o řetězovou reakci, tj. jedna molekula poskytuje dva úseky, následně vznikají 4 pak 8 atd., lze opakováním třístupňových cyklů dosáhnout až 106 násobného pomnožení během 2-3 h. 

1.2. Termostabilní DNA polymerasy


Jak již bylo řečeno, PCR využívá termostabilní DNA polymerasu pro opakovanou syntézu obou vláken. Podmínka teplotní stability enzymu je dána tím, že jedním krokem opakovaných cyklů je denaturace DNA tj. oddělení komplementárních vláken templátu za vysoké teploty (cca 95°C). Pokud by byla DNA polymerasa při tomto kroku inaktivována (což je případ všech běžných enzymů), bylo by nutno je při každém cyklu po denaturaci přidat. V principu by byl tento postup možný, metoda by se však stala natolik nákladnou, že by byla nepoužitelná. 



Použití termostabilní DNA polymerasy (Taq DNA polymerasa z termofilní bakterie Thermus aquaticus) zajišťuje dostatečnou aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Taq DNA polymerasa má teplotní optimum při 75°C a poločas inaktivace je přibližně 40 min při 95°C. Jedná se o enzym, který má pouze 5´ ( 3´ polymerasovou aktivitu a postrádá 3´ ( 5´ exonukleasovou aktivitu což znamená, že tento enzym není schopen opravovat chyby vzniklé při replikaci. Je-li použita k amplifikaci sekvence dlouhé 200 párů bází tato DNA polymerasa, jejíž frekvence inkorporace chyb odpovídá cca 2 x 10-4 chyb/bázi, bude při 106 amplifikaci cca 56% amplifikačních produktů obsahovat jednu nebo více nesprávně inkorporovaných bází. Vysoká přesnost PCR produktů je vyžadována především pro:




klonování fragmentů



studium alelického polymorfismu jednotlivých RNA transkriptů



charakterizace jednotlivých buněčných populací v kultuře



charakterizace málo častých mutací ve tkáni


Pro řadu aplikací však tato přesnost vyhovuje a výhodou tohoto enzymu je jeho poměrně vysoká procesivita což je termín vyjadřující schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA. V případě Taq DNA polymerasy se jedná o úseky až 10 kb (kilobází ~ tisíci deoxynukleotidů). Je však třeba připomenout důležitou vlastnost Taq DNA polymerasy a to limitovanou aktivitu terminální transferasy, tj. schopnost připojovat na 3´ konce syntetizovaných fragmentů jeden nukleotid (thymidin). Je zřejmé, že se tyto fragmenty nehodí pro přímou ligaci s fragmenty s tupými konci a je nutno je dále štěpit, „zatupit“ nebo použít pro tzv. TA klonování (viz níže kap. 10.4.1.).


Kromě Taq DNA polymerasy jsou používány také Pwo a Pfu DNA polymerasy (zdroj – Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tyto enzymy mají kromě polymerasové aktivity také 3´ ( 5´ exonukleasovou aktivitu, umožňující opravu chybně inkorporovaných deoxynukleotidů. Produkty těchto enzymů jsou syntetizovány s desetinásobně vyšší přesností ve srovnání s Taq polymerasou. Přesnost in vitro polymerace je jedním z nejdůležitějších parametrů při PCR. Je-li použita k amplifikaci sekvence dlouhé 200 párů bází Taq DNA polymerasa, jejíž frekvence inkorporace chyb je cca 2 x 10-4 chyb/basi, bude při 106 amplifikaci obsahovat cca 56% amplifikačních produktů jednu nebo více nesprávně inkorporovaných bází. Vysoká přesnost PCR produktů je vyžadována především pro:




klonování fragmentů





studium alelického polymorfismu jednotlivých RNA transkriptů





charakterizace jednotlivých buněčných populací v kultuře





charakterizace málo častých mutací ve tkáni 

Nevýhodou je jejich nižší procesivita (tj. schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA) ve srovnání s Taq polymerasou. Tento nedostatek je odstraněn ve směsích nebo stabilizací enzymu. Např. pro enzym PfuTurbo DNA polymerasu, což je Pfu DNA polymerasa a „nový termostabilní faktor“ udává výrobce (Stratagene) schopnost amplifikace komplexních genomových DNA v délce až 10 kb pro vektory až 15 kb. Samotná Pfu polymerasa zpravidla postačuje k replikaci běžných plasmidů v celé délce.

Tth DNA polymerasa je enzym izolovaný z bakterie Thermus thermophilus, který má stejné teplotní optimum jako Taq DNA polymerasa. Předností tohoto enzymu je jeho schopnost působit i jako reversní transkriptasa a tedy možnost přípravy cDNA. Kombinace reversní transkripce a amplifikace jejího produktu se zkráceně nazývá RT-PCR. Tato metoda slouží k detekci, kvantifikaci, klonování a analýze genové exprese na úrovni RNA.

V současné době jsou k disposici také komerčně dostupné směsi termostabilních DNA polymeras, které  vykazují kombinaci výhodných vlastností tj. procesivity a přesnosti.

Všechny zmíněné termostabilní DNA polymerasy mohou inkorporovat i modifikované báze, které jsou využívány pro přípravu specifických fluorescenčních nebo radioaktiovních sond.

1.3. Termocyklér 

Termocyklér (běžně se používá označení „PCR“ i pro tento přístroj) je programovatelný termostat, který musí být schopen přechodu mezi jednotlivými teplotami. Hlavními požadavky jsou přesnost teploty a rychlost přechodu mezi jednotlivými teplotami. V současné době existuje celá řada výrobců těchto přístrojů s různými typy temperace a chlazení včetně mechanického přenášení mezi jednotlivými lázněmi.

1.4. Průběh PCR


Jednotlivé kroky schematicky znázorněné na Obr. 1.1 vyžadují různé teploty jež odpovídají:

ad 1) Denaturaci templátu. Tohoto efektu je dosaženo zvýšením teploty vzorku na 95°C. DNA je denaturována zpravidla 1 – 5 min. Je důležité aby došlo ke kompletní denaturaci (oddělení) obou vláken. Jinak by totiž mohlo dojít k velmi rychlé renaturaci celé molekuly, což by zabránilo interakci s primery.

ad 2) Připojení primerů (annealing). Tímto druhým stupněm je vlastně renaturace při níž je reakční směs ochlazena na zvolenou teplotu, která se (dle teploty charakterizující stabilitu duplexu DNA-primer) pohybuje kolem 55°C. Teplota vhodná pro tuto reakci závisí na délce oligonukleotidu a na zastoupení A-T a G-C párů (tři vodíkové můstky fixující G-C zvyšují stabilitu a tím denaturační teplotu). Lze ji zpravidla vyčíst přímo z údajů výrobce primerů. Pro její výpočet existuje řada postupů, z nichž jeden uvádím zde:


Tm = 4°C x (#G + #C) + 2°C x (#A + #T)



Tanneal. = Tm - 4°C

Pro řadu primerů délky kolem 20 nukleotidů však vyhovuje annealing při teplotě 54°C a protokol je případně dále optimalizován dle výsledků dosažených v prvním experimentu.

ad 3)
 Syntetické fázi. Jedná se o extensi připojených primerů DNA polymerasou. V této fázi jsou tedy připojovány jednotlivé deoxynukleotidy ve směru 5´( 3´. Teplota je v případě použití Taq polymerasy při tomto kroku zvýšena na 75°C, což je teplotní optimum tohoto enzymu. Výtěžek je závislý na vhodných reakčních podmínkách, které je často třeba optimalizovat. Jedná se zejména o koncentraci Mg2+ iontů a annealing teplotu. Kromě molekuly DNA jejíž úsek má být kopírován, jsou v mikrozkumavce přítomné další složky reakční směsi:


oba primery


ekvimolární směs všech čtyř oligonukleotidů


termostabilní DNA polymerasa


pufr zajišťující optimální průběh reakce
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Obr. 1.1
Kroky PCR
1.
Reakční směs:

primer






templát DNA






Taq DNA polymerasa






směs deoxynukleotidů

2.
Denaturace DNA – vznik jednořetězcových molekul templátu, připojení primerů na specifická komplementární místa

3. 
Polymerační reakce – extenze primeru připojováním deoxynukleotidů ke komplementárním pozicím templátu

4.
Konec prvního cyklu – dvě dvojřetězcové DNA

5 a 6 představují opakování kroků 2 a 3 a následuje extenze a další opakování…


Opakování těchto kroků (zpravidla 30 cyklů) vede k syntéze segmentu definovaného primery, které jsou inkorporovány do nově vznikajících molekul. Fragmenty délky řetězce vymezené primery tvoří hlavní produkt reakce. Je třeba si však uvědomit, že kromě toho vznikají i delší fragmenty DNA neboť původní templát teoreticky poskytuje možnost syntézy. Jejich podíl se však v průběhu reakce snižuje. Při prvním reakčním cyklu vznikají delší fragmenty než odpovídá vzdálenosti vymezené zvolenými primery(viz Obr. 1.2). Ve druhém cyklu poskytují tyto molekuly fragmenty DNA požadované délky, jejichž podíl exponenciálně roste v následujících krocích reakce. Delší molekuly budou produkovány i nadále ale jejich množství bude stoupat pouze lineární rychlostí. Doba zdvojení odpovídá jednomu cyklu denaturace templátu, připojení a extenze primeru. Modelová reakční směs je uvedena v Tab. 1.1.

Tab.1.1
Příklad typické reakční směsi pro PCR

	Složka
	Objem 
	Finální koncentrace 

	1. redestilovaná voda (pH 7,0)
	pro doplnění 50µl
	-

	2. 10x PCR Pufr
	5µl
	1x

	3. směs dNTP (10 mM každý)
	2µl
	0,4 mM (každý)

	4. primery (25 pmol/µl každý)
	po 1µl
	0,5 µM (každý)

	5. Taq DNA polymerasa 
	dle aktivity
	1-2,5 U/50 µl

	6. DNA templát (100 ng/µl)
	1.0µl
	cca 100 ng/50 µl


· 
Metoda PCR umožnila řadu experimentálních přístupů jež byly dříve neproveditelné a počet aplikací PCR neustále vzrůstá. PCR nachází uplatnění např. při syntéze fragmentů DNA na základě chromosomální DNA nebo RNA (cDNA - získaná reversní transkripcí mRNA) při detekci infekčních mikroorganismů a virů v potravinách, vodě a půdě, kontrole výrobků (např. zjišťování geneticky modifikovaných potravin nebo mikrobiologická kontrola jakosti), preimplantační a prenatální diagnostice, průkazu identity v kriminalistice a při určování paternity, izolaci určitého genu ze vzorku tkáně.

Materiál (viz reakční směs)

Postup

Reakční směs:

Pro každou reakční směs pipetujte následující množství individuálních komponent:



5 (l

10 x 

pufr:







500 mM 
KCl






100 mM 
Tris.Cl, pH 8,4






15 mM 
MgCl2






200 (g/ml 
želatina



1,5 (l

10 mM-každý
směs dNTP



po 1 (l

25 (M

primery





1 (l 

0,1 (g/(l
templátové DNA






voda - doplnit na 49 (l

Denaturujte 3-4 min při 94°C, přidejte 1 (l Taq polymerasy a spusťte následující program (pro primery s teplotou tání cca 55°C):





45 s

při 94°C





1 min 

při 50°C





2 min

při 68°C






Tento cyklus opakujte 37 x.

Reakční produkt analyzujte pomocí elektroforézy v agarosovém gelu.

2. Sekvenování DNA


Pro mnoho experimentů s rekombinantní DNA je nutná přesná znalost její sekvence, která poskytuje důležité informace pro další manipulace. Následné počítačové zpracování poskytuje např. údaje o pozici restrikčních míst na základě známé sekvence. Existují dva odlišné principy sekvenačních metod. Tzv. dideoxy metoda (Sangerova) je enzymová metoda, jejíž využití v současné době zcela zastínilo druhou, chemickou metodu (Maxam-Gilbertova metoda). Proto zde bude vysvětlen pouze princip enzymové metody.

2.1. Enzymová (dideoxy) metoda sekvenování


Tato metoda využívá DNA polymerasu pro vytvoření komplementární kopie jednořetězcového templátu a je založena na schopnosti DNA polymerasy používat 2´, 3´-dideoxynukleosid trifosfáty (ddNTP) jako substráty. Je-li takováto modifikovaná báze inkorporována do rostoucího řetězce, dojde k zastavení jeho syntézy, neboť takový řetězec postrádá terminální 3´-hydroxylovou skupinu (viz Obr 2.1).


[image: image2.wmf] 


Obr. 2.1
Struktura dideoxynukleotidu 


Dideoxy metoda využívá skutečnost, že DNA polymerasa nemůže iniciovat polymeraci bez přítomnosti primeru, z jehož 3´ konce pokračuje elongace. Primer po připojení ke komplementární části templátu vymezuje úsek, který bude sekvenován. Deoxynukleotidy jsou připojovány na základě komplementarity k templátu a řetězec je prodlužován tvorbou fosfodiesterové vazby mezi 3´ hydroxylovou skupinou a 5´ fosfátovou skupinou nově připojovaného deoxynukleotidu. 


Aby byly vytvořeny čtyři sekvenační směsi, ukončené specificky vždy v pozici jediného nukleotidu, je do každé ze čtyř mikrozkumavek přidán vždy pouze jeden typ ddNTP. Poměr ddNTP a směsi všech čtyř dNTP je volen tak, aby jednotlivé podíly elongačních produktů byly ukončeny se stejnou pravděpodobností. Tímto způsobem vznikají v každé elongační směsi řetězce se stejným 5´koncem, definovaným použitým primerem a s variabilním 3´ koncem, zakončeným specifickým dideoxynukleotidem. Po zastavení sekvenační reakce jsou dvojřetězcové molekuly DNA denaturovány tak, aby došlo k oddělení templátu od značených vláken ukončených jednotlivými dideoxynukleotidy. Tyto fragmenty jsou pak elektroforeticky za denaturačních podmínek (vysoká teplota a přítomnost močoviny) rozděleny na polyakrylamidovém gelu (viz obr 2.2).
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Obr. 2.2
Reakční schéma enzymové sekvenační metody


Gel je po vysušení použit pro expozici rentgenového filmu (obvykle stačí expozice přes noc). Po vyvolání filmu lze číst sekvenci přímo z filmu (viz Obr 2.3).
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Obr. 2.3
 Záznam získaný ze sekvenačního gelu

Panel A: 
Schéma: GACTCGGATTCACTGACG

Panel B:
Fotografický záznam: GTCAAGCTGTTTCC

Panel C:
Záznam z automatického sekvenátoru (křivky odpovídající jednotlivým nukleotidům jsou ve skutečnosti barevně odlišeny).


Původní postup vyvinutý Sangerem používá Klenowův fragment DNA polymerasy I z E. coli. Syntetický oligonukleotid je připojen na 3´konec sekvenované oblasti jednořetězcového templátu DNA. Směs templátu s primerem je poté rozdělena do čtyř reakčních směsí obsahujících DNA polymerasu, všechny čtyři deoxynukleotidy, z nichž jeden je radioaktivně značen, a jeden ze čtyř ddNTP. Za těchto podmínek je primer prodlužován a současně radioaktivně značen. Příslušný dideoxynukleotid způsobuje terminaci. V následné reakci jsou přidány v nadbytku všechny čtyři deoxynukleotidy tak, aby nedokončené řetězce byly extendovány do vysoké molekulové hmotnosti. Takováto DNA zůstává nerozdělena na počátku sekvenačního gelu.


V současné době je velmi rozšířený postup založený na použití DNA polymerasy bakteriofága T7 (pro tento účel komerčně nazývané Sekvenasa). Značení prodlužovaného primeru a terminace inkorporací dideoxynukleotidu probíhají ve dvou oddělených reakčních krocích. Po připojení primeru k templátu dochází ke značení syntetizovaného řetězce inkorporací značeného nukleotidu, který je přítomen ve směsi všech čtyř deoxynukleotidů dodaných v nízké koncentraci. DNA je syntetizována dokud není vyčerpána zásoba jednoho nebo více deoxynukleotidů. Pro terminační reakci je reakční směs rozdělena do čtyř podílů a ke každému z nich je přidána směs všech čtyř deoxynukleotidů a jeden z ddNTP. Přebytek deoxynukleotidů zajišťuje syntézu DNA dokud nedojde k terminaci inkorporací jednoho z ddNTP.


V původní Sangerově metodě je regulována průměrná délka sekvenačních produktů poměrem ddNTP:dNTP. Vyšší poměr vede k tvorbě kratších fragmentů. Při druhém postupu lze ovlivnit průměrnou délku sekvenačních produktů buď koncentrací deoxyribonukleotidů přítomných v reakční směsi (vyšší koncentrace vede k tvorbě delších produktů) nebo opět poměrem ddNTP:dNTP v terminační reakci. Při použití Sekvenasy mohou být zpravidla získány delší produkty ve srovnání s původní metodou. Proto je tento postup výhodnější pro získání maximálního množství informace z jednoho templátu. 


Oba postupy enzymové metody sekvenování vyžadují jednořetězcový templát ke kterému se může připojit primer. Takové templáty mohou být snadno získány použitím speciálních vektorů odvozených od M13 - vláknitého bakteriofága E. coli, který obsahuje jednovláknovou cirkulární DNA. Dideoxy metoda sekvenování může být použita i pro dvojvláknovou DNA, která musí být nejprve denaturována v alkalickém prostředí nebo záhřevem. 


Pro sekvenování dideoxy metodou je z několika důvodů výhodnější značení [(-35S]dATP než [(-32P]dATP (( značí pozici radionuklidu). Prvním důvodem je skutečnost, že ( záření emitované 35S poskytuje ostřejší zóny při autoradiografii ve srovnání s 32P, což umožňuje stanovení delšího úseku sekvence v horní části gelu. 35S je díky nižší energii bezpečnější a způsobuje méně zlomů v kostře molekuly DNA, což v praxi znamená, že produkty sekvenační reakce s 35S mohou být skladovány několik týdnů při -20°C aniž by došlo k jejich degradaci, zatímco produkty reakce s 32P musí být elektroforeticky děleny týž den, kdy byly připraveny. 32P má naproti tomu výhodu v možnosti kratší doby expozice.


Alternativní (ale zřídka používanou) metodou ke značení izotopy je použití chemiluminiscenčních značek. V tomto případě může být pro enzymovou metodu sekvenování použit např. biotinylovaný primer. Po elektroforetickém rozdělení jsou produkty přeneseny a fixovány na nylonovou membránu. Pro detekci se používá streptavidin, biotinylovaná alkalická fosfatasa a chromogenní substrát. Multivalentní streptavidin prokříží biotinylované oligonukleotidy s biotinylovanou alkalickou fosfatasou. Následně jsou fragmenty detekovány reakcí s chromogenním substrátem. 


V poslední době se používají automatické sekvenátory využívající např. fluorescenčně značené deoxynukleotidy nebo primery. Po elektroforetickém rozdělení vzniklých fragmentů je před koncem gelu jejich délka detekována čidlem a údaje jsou počítačově zpracovány. Jinou modifikací je kolonové uspořádání. Při označení jednotlivých ddNTP různými fluorescenčními značkami je možno určit celou sekvenci z jedné elektroforetické dráhy. 
Přesnost zjištění sekvence DNA závisí do značné míry na rozlišení produktů sekvenační reakce v denaturačním polyakrylamidovém gelu. Denaturační podmínky zajišťují rozrušení vazeb mezi značenými fragmenty a jejich templáty. Za těchto podmínek jsou také eliminovány intramolekulární sekundární struktury vzniklé na základě vazby inverzně repetitivních sekvencí. V moderních automatických sekvenátorech jsou značené fragmenty DNA separovány kapilární elektroforézou.

Materiál

vzorek DNA - 0,5 pmol jednořetězcové nebo denaturované dvojřetězcové DNA (obvykle stačí množství i čistota DNA získané z minipreparace)

roztoky pro přípravu akrylamidového gelu (viz. Tab. 2.1)

2 pmol/(l oligonukleotidového primeru

3M octan sodný

2M NaOH

ethanol 

glykogen

0,1M dithiothreitol

5 x Sekvenasový pufr:


1M Tris.Cl (pH 7,5)

200 (l


1M MgCl2



100 (l


5M NaCl



25   (l


voda doplnit do


1     ml

TE:    



10mM Tris.Cl pH 8.0







1mM EDTA pH 8.0

35S dATP (1 Ci/(mol)

Sekvenasa

značící směs (labeling mix) směs 1,5(M dNTP v 10mM Tris.Cl (pH 7,5) / 0,1mM EDTA 

4 terminační směsi:


všechny deoxyribonukleotidy v 80(M koncentraci


50mM
NaCl


8(M 
ddATP - pro terminaci v pozici A


8(M 
ddCTP - pro terminaci v pozici C, atd.

„Stop“ vzorkový roztok:


0,05% 
bromfenolová modř


0,05% 
xylen cyanol


20mM 
EDTA (pH 8,0)


ve formamidu - nutná vysoká čistota!
Postup

Příprava templátu

1 Denaturujte 2 (g DNA resuspendované ve 20 (l vody přídavkem 2 (l NaOH a 5minutovým záhřevem na 70-80°C. 

2 Poté ochlaďte na ledu a neutralizujte přídavkem 3 (l 3M NaOAc. 

3 Přidejte 1 (l roztoku glykogenu a 6 (l vody. Promíchejte a přidejte 75 (l ethanolu. 

4 Inkubujte 5 min na suchém ledu. 

5 Odstřeďujte při 4°C, 10 min při 14 000 x g.

Připojení primeru
Resuspendujte peletu denaturované DNA v následující směsi:





6 (l 
vody 





2 (l 
5 x Sekvenasový pufr (dodávaný s enzymem)





2 (l 
primeru (o koncentraci 2 pM/(l) 

Inkubujte 30 min při 45°C. Poté ochlaďte a ponechte na ledu.

Sekvenační reakce

K templátu s připojeným primerem přidejte následující roztoky: 





1 (l 
0,1M DTT





2 (l 
směsi (labeling mix) ředěné 1:5 v ochlazeném TE





0,5 (l 
35S dATP (1 Ci/(mol)





1 (l 
Sekvenasy (ředěná 1:8 v ochlazeném TE)

Směs inkubujte při laboratorní teplotě 5-10 min.

Terminační reakce:
1 Do označených jamek mikrotitračních destiček pipetujte po 2,5 (l ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP sekvenasové terminační směsi. 

2 Do jamek obsahujících jednotlivé terminační směsi přidejte 3,5 (l směsi ze sekvenační reakce. 

3 Zamíchejte a inkubujte 3-5 min při 37°C. 

4 Přidejte 4 (l stop roztoku a zahřívejte 2 min při 80°C.

Elektroforetické rozdělení a detekce produktů sekvenační reakce:

Příprava a sestavení elektroforetické jednotky
1 Důkladně omyjte skla elektroforetického přístroje detergentem a opláchněte destilovanou vodou. Poté je nechte oschnout. 

2 Opláchněte 70% ethanolem a otřete do sucha. V rukavicích rozetřete na jedno sklo 5%ní roztok dimethyldichlorsilanu v CHCl3. Po zaschnutí filmu opláchněte opět ethanolem a osušte.

3 Sestavte elektroforetickou jednotku:


Položte desku s prostorem pro pufr na stůl. Přiložte na obě strany čisté spacery („mezerníky“) a přesvědčete se, že dobře přiléhají (je velmi důležité, aby spacery přiléhaly k oběma okrajům).

4
Opatrně přiložte skleněnou desku a přesně srovnejte podle dolního okraje. 

5
Sepněte obě skla držáky. 

Příprava a lití gelu

(pracujte v rukavicích !!!)
1 Do žlábku pro lití gelu umístěte gumovou podložku a na ni proužek silného filtračního papíru.

2 Připravte těsnící gel následujícího složení:

  
Akrylamidový roztok (viz tab. 2.1)

10 ml


25% persíran amonný



50 (l


TEMED





50 (l

3 Rychle roztok zamíchejte a okamžitě vylijte na celý povrch papírového proužku (Tento roztok zpolymeruje přibližně během 30 s.), který by měl být zcela nasycen gelem. Než gel zpolymeruje, postavte na proužek elektroforetickou jednotku a připevněte šrouby. Přesvědčete se, že gel vlivem kapilární elevace vnikl mezi skla ve spodní části jednotky. Pozor - zajistěte důkladnou oporu pro udržení takto připravené jednotky ve vertikální poloze! Žlábek neplní funkci stojanu.

4 Připravte 60 ml roztoku akrylamidu dle následující tabulky (2.1):

Tabulka 2.1
Denaturační gel pro sekvenování

Sloučenina


   
     Koncentrace akrylamidu (%)



 
    4
6
8

	Močovina (g)
	25,2
	25,2
	25,2

	38% akrylamid/ 2% bisakrylamid (ml)
	6,0
	9,0
	12,0

	10 x TBE (ml)
	6,0
	6,0
	6,0

	voda (ml)
	27
	24
	21

	Celkový objem (ml)
	60
	60
	60



Po rozpuštění roztok přefiltrujte přes papírový filtr. Roztok lze skladovat 2 - 4 týdny ve tmě při 4°C. 

5 Nalijte gel mezi skleněné desky - nejlépe je pro lití gelu použít 50 ml injekční stříkačku s nasazenou krátkou hadičkou místo jehly. Stříkačku naplněnou roztokem přiložte k jednomu okraji a pomalu, bez přestání lijte roztok. Kontrolujte, zda se netvoří bubliny. Při lití gelu držte elektroforetickou nakloněnou. Pokračujte plynule v lití gelu. Po naplnění jednotky opět zkontrolujte, zda se nevytvořily bubliny. Drobné bubliny lze odstranit poklepáním na sklo. Dávejte pozor, aby se roztok nedostal do prostoru pro elektrodový pufr!  

6 Po nalití gelu ponechte jednotku v téměř vodorovné poloze a vsuňte opatrně hřeben. Srovnejte jej tak, aby byl při elektroforéze v horizontální poloze.

7 Po ztuhnutí gelu vyjměte elektroforetickou jednotku ze žlábku. Opatrně vytáhněte hřeben a rychle, opatrně vypláchněte jamky vodou nebo 1 x TBE.

8 Vložte jednotku do nádoby pro elektrodový pufr a upevněte ji stabilizační přepážkou. Šrouby by měly být utaženy tak, aby zajišťovaly optimální utěsnění (dostatečně pevné, ale ne natolik, aby znesnadňovalo vyjmutí přepážky).

9 Naplňte vrchní komoru pufrem - 1 x TBE (prostor vedle skla elektroforetické jednotky).

10 Naplňte spodní komoru cca 350 - 500 ml stejného pufru a utěsněte šrouby.

11 Nastavte 1600 V a ponechte procházet proud alespoň 20 min tak, aby se gel předehřál na teplotu kolem 55°C.

12 Během předehřívání gelu kontrolujte hladinu horního pufru (vlivem zvýšené teploty může dojít k roztažení plastové části a zvětšení objemu = snížení hladiny pufru). Zajistěte, aby teplota nepřesáhla 65°C! Skla by mohla prasknout.

Nanášení vzorků na gel
1 Denaturujte sekvenační směs záhřevem 3 min na 95°C. Delší záhřev může způsobit vyšší pozadí. Pro omezení vzniku sekundárních struktur vložte mikrozkumavky na led ihned po denaturaci.

2 Vypněte zdroj napětí a vypláchněte jamky elektrodovým pufrem pomocí Pasteurovy pipety. 

3 Nanášejte po 5 (l vzorků na horký gel (50°C - měřeno teplotním indikátorem přilepeným na sklo). Pro nanášení vzorků použijte speciální sekvenační pipetu. Správné nanesení vzorků je klíčové pro výsledek sekvenování. Jamky musí být vypláchnuty bezprostředně před aplikací vzorků. Vzorky musí být naneseny rychle a přímo na povrch gelu. 

Dělení vzorků a ukončení elektroforézy
1 Připojte vrchní bezpečnostní kryt a přesvědčte se, že jsou oba kryty ve správné poloze. Zapněte zdroj a pomalu zvyšujte napětí. Zkontrolujte zda se zvyšuje i proud (indikátorem procházejícího proudu je i tvorba bublin v elektrodovém pufru).

2 Elektrický proud by měl být korigován podle teploty gelu, která má být kolem 50°C.

3 V použitém uspořádání elektroforéza probíhá v 1 x TBE při 1600 V.

4 Periodicky kontrolujte hladinu horního elektrodového pufru.

Kapilární sekvenátory:

Alternativní možností při sekvenaci DNA je použití plně automatické kapilární verse genetického analyzátoru. V tomto uspořádání je směs DNA fragmentů dělena v lineárním polyakrylamidovém gelu v tenké kapiláře. Počet kapilár se může lišit, dle počtu kapilár probíhá sekvenace více vzorků najednou. Plná automatizace přístroje umožňuje jednorázové vložení vzorků v 96-ti jamkových destičkách, kdy jednotlivé vzorky jsou postupně automaticky nanášeny do kapiláry. Také příprava vzorků pro sekvenaci je velmi jednoduchá, používá se již předpřipravených souprav (kitů) a postupuje se dle návodu výrobce, občas s drobnými modifikacemi a úpravami protokolu, aby bylo dosaženo co nejlepších výsledků. Čištění fragmentů po značící reakci (odstranění nezreagovaných nukleotidů) se provádí buď přesrážením ethanolem, nebo gelovou filtrací v mikrodestičkách

Postup sekvenace plasmidové DNA:

Plasmidové DNA je na jednu reakci potřeba cca 300-800 ng. 

1. Vzorek DNA o vhodné koncentraci doplňte vodou na objem 5 μl. Denaturujte DNA 5 min při 86 °C. 

2. Po denaturaci přidejte 1,1 μl primeru (c=10 pmol/ μl).

3. Přidejte 4 μl reakční směsi ze soupravy Beckman QuickStart Kit (reakční směs obsahuje polymerasu, značené dideoxyribonukleotidy, deoxyribonukleotidy a vhodný pufr).

4. Vložte vzorky do termocykleru. Program použijte následující: 30 cyklů: 96°C, 20 sec (denaturace vzorku); 50°C, 20 sec (přisednutí primeru); 60°C, 4 minuty (polymerace).
5. V mezičase si rozplňte Sephadex G50 Medium do mikrofiltrační destičky a přidejte 300 μl vody. Nechte Sephadex nabotnat minimálně 2 hodiny.

6. Po doběhnutí značící reakce centrifugujte destičku se Sephadexem 5 minut při 2900 x g.

7. Na takto vysušený Sephadex naneste cca 10 μl směsi po značící reakci. Přidejte 10 μl vody a opět centrifugujte 5 minut při 2900 x g, tentokrát již do spodní vzorkové destičky.

8. Ke každému vzorku v destičce přidejte 25 μl formamidu a kapku minerálního oleje. Takto připravenou destičku se vzorky je možno vložit do sekvenátoru.

Postup sekvenace PCR produktů:

Produktu po PCR reakci je na jednu reakci potřeba cca 300 - 800 ng.

1. Vzorek DNA o vhodné koncentraci doplňte vodou na objem 5 μl. Přidejte 1 μl ExoSAP-IT z komerční soupravy (exonukleasa). Vložte vzorek do termocykleru, zvolte program: 20 minut při 37°C, poté 15 minut  při 86°C.

2. Po proběhnutí reakce přidejte 1 μl primeru (c=10 pmol/ μl).

3. Přidejte 4 μl reakční směsi ze soupravy Beckman QuickStart Kit (reakční směs obsahuje polymerasu, značené dideoxyribonukleotidy, deoxyribonukleotidy a vhodný pufr).

4. Vložte vzorky do termocykleru. Program použijte následující: 30 cyklů: 96°C, 20 sec (denaturace vzorku); 50°C, 20 sec (přisednutí primeru); 60°C, 4 minuty (polymerace).
5. V mezičase si rozplňte Sephadex G50 Medium do mikrofiltrační destičky a přidejte 300 μl vody. Nechte Sephadex nabotnat minimálně 2 hodiny.

6. Po doběhnutí značící reakce centrifugujte destičku se Sephadexem 5 minut při 2900 x g.

7. Na takto vysušený Sephadex naneste cca 10 μl směsi po značící reakci. Přidejte 10 μl vody a opět centrifugujte 5 minut při 2900 x g, tentokrát již do spodní vzorkové destičky.

8. Ke každému vzorku v destičce přidejte 25 μl formamidu a kapku minerálního oleje. Takto připravenou destičku se vzorky je možno vložit do sekvenátoru.

Separační elektroforesa a analýza dat:

1. Vložte destičku se vzorky do sekvenátoru. Vložte i destičku s příslušným sekvenačním pufrem. 

2. Zvolte následující parametry sekvenační elektroforesy: denaturace vzorků před elektroforesou - 90°C, 120 sec; nanesení vzorku do kapiláry - 25 sec při 2 kV, parametry separace - 4,2 kV, 90 minut. teplota kapiláry 50°C.
3. Vyberte vhodnou metodu analýzy dat získaných po sekvenační elektroforese.
4. Vložte do sekvenátoru kapiláry a zásobník se sekvenačním polyakrylamidovým gelem.
5. Spusťte sekvenátor.
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