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ABSTRACT

In the 20 years since the current methods were first introduced, DNA sequencing has been at the
heart of modern molecular biology. Chain termination (the Sanger or dideoxy method) is now by far
the most widely used technique for sequencing DNA. Cycle sequencing in combination with a
fluorescent label and automated sequencers, this is the method used to generate most new sequence
information. In our lab, we gained a primer structure of MYF6 and FACL4 gene sequence by using
an automated sequencer ABI Prism 310 Genetic analyzer (Applied Biosystems), we detected new
polymorphisms in these sequences and found particulary restriction enzymes to verify and testing

some of these polymorphisms.

ABSTRAKT

Vyuziti metody sekvenovani DNA je Siroké — pfes ureni presného poradi nukleotidl ve specifické
molekule DNA po piimou detekci polymorfismit DNA. Usnadnéni prace dnes pfinaseji automatické
sekvenatory, které vyuzivaji modifikované Sangerovy metody sekvenovani a umoznuji zpracovat
vétsi mnozstvi sekvenci v relativné kratkém case. S vyuzitim automatického sekvenatoru ABI
Prism 310 Genetic Analyzer se nam podafilo ziskat cast sekvence genti MYF6 a FACL4, v takto
ziskanych sekvencich detekovat nékolik polymorfisma a pro fadu z nich urcit ptislusné restrikéni
enzymy k jejich ovéreni.
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UvoD
Sekvenovani DNA znamena urceni nukleotidové sekvence specifické molekuly DNA.

Techniky sekvenovani byly vyvinuty teprve pomérné nedavno, prvni publikace vysly v roce 1977

(Maxam a Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977). Od t¢ doby databaze takto ziskanych sekvenci



exponencidlné nartstaji a samotné metody sekvenovani jsou modifikovany tak, aby co nejvyse
zvysovaly efektivitu prace — tedy ziskat velky objem dat v kratkém Case.

K urceni primarni struktury vybrané DNA mizeme pouzit dvé rizné metody sekvenovani:
metodu "chemické degradace", znamou také jako Maxam-Gilbertova metoda (Maxam a Gilbert,
1977), ktera je zalozena na bazové-specifickém chemickém Stépeni molekuly DNA, nebo metodu
"terminatort" - "Sangerova nebo dideoxy metoda" (Sanger et al., 1977), zaloZenou na syntéze DNA
pomoci enzymu DNA polymerdzy, kdy kromé klasickych nukleotidi (dNTP) se do nové
syntetizovanych fetézcli zaclenuji jesté specifické nukleotidy, tzv. dideoxynukletotidy (ddNTP-

ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), neboli terminatory (obr.1).

Obr. 1: Srovnani (A) deoxynukleotidu (ANTP) a (B) dideoxynukletidu (ddNTP). ddNTP postradaji
3"0OH skupinu nezbytnou pro vytvoteni fosfodiesterové vazby k dalsimu nukleotidu, takze po jejich
zaclenéni se fetézec dale neprodluzuje a v jejich mist€é syntéza konéi. Funguji tedy jako
terminatory.

Princip Sangerovy metody je stru¢n¢ shrnut na obrazku 2.

Obr. 2: Princip Sangerovy dideoxy metody sekvenovani.

5'TGCCATGGACATGGCTTAGCCTAGCTATTA 3’ Jjednoretézcova DNA

!
5'TGCCATGGACATGGCTTAGCCTAGCTATTA 3’ K 3’konci  jednoretézcovée DNA se pripoji
primer
AATGCCATCGATAAT 5’ (kratky oligonukleotid nezbytny pro zahdjeni

syntézy komplementarniho retézce).

!
+ DNA polymeraza + dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  Syntéza nového retézce je katalyzovana
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ddATP nebo ddGTP nebo ddCTP nebo ddTTP Jestlize se do retézce zacleni ddNTP misto
dNTP, syntéza konci. ddANTP jsou zaclenovany,
nahodné takze na konci reakce ziskame smés
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koncicich prislusnym termindatorem:
napr. reakce s ddGTP reakce s ddCTP



5'TGCCATGGACATGGCTTAGCCTAGCTATTA 3’ 5'TGCCATGGACATGGCTTAGCCTAGCTATTA 3’

[GAATGCCATCGATAAT 5’
[GTACCGAATGCCATCGATAAT 5’
[GTACCTGTACCGAATGCCATCGATAAT 5’

GTACCTGTACCGAATGCCATCGATAAT 5 CATGGACATGGCAATGCCATCGATAAT 5’
elektroforéza \L
e M laMe e el | 5
o = — 3’ACGGTACCTGTACCG 5’ ... ziskana sekvence
T
T —_ 4
A i
E s 5'TGCCATGGACATGGC 3" ... sekvence templatu
E s ]
T =
A —
z = ]
-] = +

[JGAATGCCATCGATAAT 5
(JCGAATGCCATCGATAAT 5’
[JTGTACCGAATGCCATCGATAAT 5°

V soucasné dobé existuje fada modifikaci této metody, ale princip zlstava stejny. Velké

uplatnéni nachazeji automatické sekvenatory. V nasi laboratofi pouzivame ABI Prism 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems), ktery provadi cyklické sekvenovani - béhem nékolika cykla

denaturace, annealingu a elongace v termalnim cykleru dojde k amplifikaci templatu. Do reakce se

dava pouze jeden primer, amplifikace je tedy linearni. Vysledkem je smés rtizné dlouhych

fragmentd zakoncenych specifickym terminatorem. Pro odliSeni jednotlivych typil terminatort se

pouzivaji Ctyfi rizné fluorescencni barvy, které po excitaci argonovym laserem emituji svétlo o

¢tyfech rtznych vinovych délkach. Béhem kapilarni elektroforézy v sekvenatoru se fragmenty

separuji podle velikosti. Pfi priichodu kapilarou jsou fluorescencni barvy terminatord excitovany

laserem a emitované svétlo o urCité vlnové délce je zachycovano tzv. CCD kamerou. V

pravidelnych intervalech jsou ziskana data odesilana do pocitace, kde jsou vyhodnocovana pomoci

specialniho softwaru. Vysledkem je sekvence daného templatu (obr.3).

Obr. 3: Vystup ze sekvenatoru
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Zname-li primarni strukturu DNA, mtzeme ji vyuzit napiiklad pro lokalizaci regulacnich a
genovych sekvenci, srovnavani homolognich gend mezi druhy nebo k detekci polymorfismi DNA

gent (obr.4).

Obr.4: Vyuziti sekvenovani pro detekci novych polymorfismti: Uréime-li pomoci sekvenovani
sekvenci genu nebo jeho ¢asti u dvou nebo tii riznych zvifat, jejich srovnanim mizeme snadno
identifikovat jednonukleotidové rozdily v sekvenci. Pro toto misto pak zjistime pfislusny restrikéni
enzym a $t€penim ovéiime, zda se jedna o polymorfismus.

c/ycgrg — restrikéni misto enzymu Aval, kde r = a, g a y=c, t. DNA zvifetel bude tento enzym
Stépit, DNA zvifete2 bude Stépit ¢astecné a DNA zvifete 3 $tépit nebude. Jednotlivé vzorky DNA
pak budou rozlisitelné po elektroforéze na gelu podle rozdilného poctu prouzkd.

zvifel zvife2 zvife3

Zvitel AATGTCTCC C GAGGGTCGAATTGCGAT — —
Zvite2 AATGTCTCCC/AGAGGGTCGAATTGCGAT — Aval — Stépeni — elektroforézal
Zvite3 AATGTCTCC C GAGGGTCGAATTGCGAT  c/ycgrg p—
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Detekovany a ovéfeny polymorfismus pak testujeme u vét§iho souboru zvirat a provadime
analyzu, zda a jaky ma detekovany polymorfismus vztah k n&jaké uzitkové vlastnosti.

S vyuzitim automatického sekvenovani jsme v nasi laboratofi urcili napf. primarni strukturu
Casti gentt MYF6 a FACL4 u prasat a v ziskanych sekvencich detekovali nékolik novych
polymorfismi. MYF6 (MRF4, herkulin) je c¢lenem bHLH rodiny svalové specifickych
transkripénich faktorti (tzv. MyoD rodiny), které hraji dilezitou roli pti vyvoji svali. Gen FACL4
koéduje jednu z forem LACS (long chain acyl-CoA synthetase nebo long chain fatty acid-CoA
ligase, FACL), proteinu, ktery pieméiuje volné dlouhé fetézce mastnych kyselin na acyl-CoA

estery té€chto kyselin, klicové meziprodukty v syntéze slozenych lipidi.

MATERIAL A METODIKA
Sekvenovany byly PCR produkty geni MYF6 a FACL4, u obou genl byla tedy nejprve

provedena PCR reakce. Slozeni reakéni smési a podminky cyklovani jsou uvedeny v tabl.



Tab. 1: Podminky a slozeni PCR reakce pro geny MYF6 a FACL4

MYFo6 FACL4
. F-5"TGC TGC ACC GGC TGG ATCAG 3" |F-5 AAT GAA ATG CAG CCA AAT GGA A3’
primery R -5 GCA GGA AAT CCG CACCCT CAA 3" |[R-5"ATT CAC TCT GCG ATT CAC TTC 3’

25 pl: standardni PCR puft, 2,2 mM Mg2+, 25 ul: standardni PCR pufr, 2,2 mM Mg®", 200 uM
reakéni smés |200 uM kazdy dNTP, 0,2 uM kazdy primer, 1U|kazdy ANTP, 0,2 uM kazdy primer (10 pmol/ul), 1U]
LA Taq polymerazy, asi 100 ng DNA LA Taq polymerazy, asi 100 ng DNA

L . . |pocate¢ni denaturace 95°C/1,5 min.; 3 cykly:
pocateéni denaturace 95°C/2 min.; 30 cykla:
podminky 95°C/45s, 54°C/30s, 68°C/45s; 3 cykly: 95°C/45s,

95°C/20s, 62°C/30s, 68°C/50s; zavére¢na i
cyklovani . 53°C/30s, 68°C/45s; 31 cykla: 95°C/45s, 52°C/30s,

extenze: 68°C/7 min. L, )
68°C/45s; zavéretna extenze: 68°C/7 min.

velikost
379 bp ~ 750 bp

fragmentu

Kvalita PCR produktu byla ovéfovana elektroforeticky na agar6zovém gelu obarveném
ethidium bromidem. Ziskany PCR produkt - fragment byl nasledné pouzit pro sekvenovani. Po
zméfeni koncentrace PCR produktu jsme pfipravili 10 pl reakcéni smési o sloZeni: 4 ng DNA (gen
MYF6) nebo 8 ng DNA (gen FACL4), 4 nl Reagent Quantity Terminator Ready Reaction Kitu
(Applied Biosystems), 0,16 ul primeru (pifimého nebo zpétného), do 10 pl voda. V termalnim
cykleru "GeneAmp PCR System 9700" (Applied Biosystems) byla nasledné¢ béhem 25 cykld pii
teplotach 96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/4min; 4°C/60min provedena linearni amplifikace templatu. Po
precisténi sekvenacni smési etanolem a denaturaci pii 95°C/2min byl amplifikovany PCR fragment
osekvenovan v automatickém sekvenatoru ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems). Data ze sekvenatoru byla vyhodnocovana pomoci Sequencing Analysis Softwaru.

VYSLEDKY A DISKUZE
U genu MYF6 jsme osekvenovali fragment o délce 379 bp (sekvence je na obr.5). Pro
sekvenaci byly pouzity stejné primery jako pro PCR reakci. V ziskané sekvenci jsme identifikovali

tfi polymorfismy. Jejich pozice a ptislusné restrikéni enzymy jsou uvedeny v tab. 2.



Obr.5: Sekvence genu MYF6 ziskana automatickym sekvenovani PCR produktu — fragment o délce
379 bp;

ptimy primer
TGCTGCACCGGCTGGATCAGCAGGACAAAATGCAGGAGCTAGGCGTGGACCCCTTCAGCTACAGACCCAAGCAAGAGAA

Hinll
TGTAAGCCCAGACGCCGCCGGGGCAGGGGAATGCAAAAGCTGATTAGACGCCTTCCTTGGGGCCTTTACTTCCAGCTG

BseRI

CTCCTCTTGGTTCCCGTCCCCCTTCCTCGACCCCACCCTCTCCCACTCCGCTCCCCCTCTAATGAACCCCCACTGACCCGTG
Aval

AACACGGGGTGCCTGCAACAGGCAGGAAATCTGTACTTGGCCCGAGGAACCAGGGGAGACACCCCCCAGCCCCCGGAAC

GTTGCTTTTGCCTAATCTGCTGCCTCTCTCTTCCTCCAGCTTGAGGGTGCGGATTTCCTGC
zpétny primer

Tab. 2: Detekované polymorfismy v ziskané sekvenci genu MYF6. Uvedeny jsou polymorfismy,
jejich pozice, prislusny restrikéni enzym se sekvenci restrik¢niho mista a velikost fragmenti
jednotlivych alel po §tépeni PCR produktu témito enzymy; r= a nebo g, y=c nebo t.

restrikéni sekvence restrikéniho

polymorfismus | pozice alely
enzym mista

A - nema polymorfni RES, fragmenty 91 a 288 bp

C/A 128 Hinll gr/cgyc
C - ma polymorfni RES, fragmenty 91,36 a 252 bp
C - nema polymorfni RES, fragment 379 bp

C/G 161 BseRI ctcete
G - ma polymorfni RES, fragmenty 163 a 216 bp
T - nema polymorfni RES, fragment 379 bp

C/T 282 Aval c/yegrg

C - ma polymorfni RES, fragmenty 99 a 280 bp

U genu FACL4 byly pro sekvenovani pouZity tii primery (primery pouzité pii PCR a jeden
vnitini primer — 5" AATGAAATGCAGCCAAATGGAA 3'), podafilo se nam zatim ziskat sekvenci
jen mezi vnitinim pfimym primerem a zpétnym primerem — sekvence o délce 618 bp (obr.6). V
tomto useku bylo identifikovano 10 polymorfismi. V soucasné dobé hledame restrikéni enzymy

vhodné pro jejich ovéfeni.



Obr.6: Sekvence genu FACL4 ziskana automatickym sekvenovani PCR produktu — fragment o
délce 618 bp

vnitini pfimy primer

AATGAAATGCAGCCAAATGGAAAGGTGTTTAAGAAGGTAAAGCATTTTTGCATTTTCTATTCTTTGTAAAGGGGGAAGGT
ACACTTAACTTTTTAAAAAATCAAGTGCATTTAAACACACTGGTGGAAGTTCCCTTGTGGCGCGGCGGGTTAAGACTCCAG
CGTTGCCGCAGCTGTGGCAGAGGCTGTAATGGCAGCGCGGGTTTGATCCCTGGCCCAGGAACTTCCACATGCCGCAGGCA
CGGCCAAGCAAACAAACACTGGCATTCGATCACAGTGCTGTGTAGCTAAACTCTCAGACGTTCCTGGCTTCTCCGGATTCA
CTTAAGAGCATTTTTATTTATTTTATTTTTTTCACAATACAAATATACTTTATTTATTTTTATTACTCAATAAATTTATCACAT
CTGTAGTTGTATGATGATCATCACAATCCAATCTCACAGGATTTCCATCCCACAGCCCAACTAAGAGCATTTTTAAAGGTC
TGCATGTTGAATCACGTTGTAATTGCTTGCTCGAGTACCTATGCTAATATTACAGTATGTCTCACTGTAAACAGTTAATTCT
TGGGAATTATAAATGGATGAACTATCTCGAAGTGAATCGCAGAGTGAAT

zpétny primer

ZAVER

Metoda automatického sekvenovani umoznuje diky pomérné rychlému urceni primarni
struktury DNA jednoduse detekovat polymorfismy DNA nejen kandidatnich genti u zvirat. Touto
metodou se nam podafilo urcit ¢ast sekvence gent MYF6 a FACL4, které mohou mit vliv na
masnou uzitkovost prasat, v téchto sekvencich detekovat nové polymorfismy a pro nékteré z nich

urcit restrikéni enzymy vhodné pro jejich ovéfeni a testovani.
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