
ЛЕКЦИЯ 8. Методы секвенирования нуклеиновых кислот
1. Секвенирование по Сэнгеру и Максаму-Гилберту
2. Автоматическое секвенирование

3. Анализ больших последовательностей ДНК
1. Секвенирование по Сэнгеру и Максаму-Гилберту
Первый прямой метод определения последовательности ДНК был предложен Ф. Сэнгером в 1975 г. Он основан на элонгации ДНК при помощи фермента ДНК-полимеразы. Этим способом была быстро секвенирована короткая ДНК фага (х174, длиной 5,4 кб. 
Первоначально Ф. Сэнгер и А. Коулсон разработали так называемый «плюс-минус» метод секвенирования ДНК (рисунок 8.1), который можно подразделить на две основных стадии: 

На первом этапе проводится полимеразная цепная реакция. Для проведения используется ДНК (например, ДНК человека), фермент – ДНК-полимераза /фрагмента Клёнова ДНК-полимеразы I, олигонуклеотидные праймеры и смесь четырех дезоксинуклеотидов (dNTPs) (А, Т, G и C), причем один из дезоксинуклеотидов радиоактивно помечен по ɑ-положению фосфата (32P).

На втором этапе происходит очистка смеси амплифицированных фрагментов от дезоксинуклеозидтрифосфатов, не вступивших в реакцию (например, на колонках). Смесь делится на восемь равных частей (в разных пробирках). В «плюс»-системе проводится четыре ПЦР-реакции в присутствии каждого из четырех типов дезоксинуклеозидтрифосфатов; параллельно в «минус»-системе проводится четыре ПЦР-реакции в отсутствии каждого из них. Далее результаты визуализируются с помощью электрофореза, и определяется последовательность ДНК, исходя из того, что в «плюс»-системе терминация ПЦР происходит после конкретного dNTP, а в «минус»-системе — перед ним (рисунок 8.1).

Столь же мощный метод секвенирования ДНК был разработан А. Максамом и У. Гилбертом в 1977 г. в Гарвардском университете. С его помощью менее чем за год удалось установить последовательность ДНК для вируса sv-40 (5,2 кб) и плазмиды рBR322 (4,3 кб).
Метод секвенирования ДНК по Максамому-Гилберту (рисунок 8.2) заключается в следующем. Один из концов фрагмента ДНК, последовательность которого нужно прочитать (секвенировать) метят с помощью 32Р. Препарат меченой ДНК делят на четыре порции и каждую из них обрабатывают реагентом, специфически разру​шающим одно из четырех оснований ДНК. 
[image: image1.png]#pou, anTe

TAAACTAGGTCA,
ATTTGATCCAGT

UUgoUuUoouU

-dATP -dTTP -dGTP -dCTP +dATP +dTTP +dGTP +dCTP
TAAACTAGGTCA TAAACTAGGTCA.
[l ATTTGATCCAG Il ATTTGATCCAGT
Il ATTTGA I ATTTGAT
T—~s I —ey
—c I —y
= —
-dATP -dTTP -dGTP -dCTP +dATP +dTTP +dGTP +dCTP
A s -
< E-
T —
G e
G =
A - -
T —
< f— -
N —
A =
A — —_
T

5

+

TAAACTAGGTCA 3





Рисунок 8.1 – Схема «плюс-минус» метода Сэнгера
Условия реакции подбирают таким образом, чтобы на каждую молекулу ДНК приходилось лишь несколько повреждений. Когда эти повреждённые молекулы обрабатывают пиперидином, в ДНК образуется разрыв в том месте, где находилось разрушенное основание. В результате получается набор меченых фрагментов, длины которых определяются расстоянием от разрушенного основания до конца молекулы. Например, если остатки Г находятся на расстоянии 2, 5, 8 и 13 нуклеотидов от меченого конца, как в случае, рассмотренном на рисунке слева, то обработка данной цепи ДНК реагентами, разрушающими Г, приведёт к образованию меченых фрагментов длиной 2, 5, 8 и 13 нуклеотидов (при этом, естественно образуются еще и фрагменты длинной 2 и 4 нуклеотида, но эти фрагменты, расположенные между остатками Г будут не меченными). Наборы меченых фрагментов, образующихся при каждой из четырёх реакций, подвергают электрофорезу в соседних дорожках полиакриламидного геля, при этом происходит разделение фрагментов ДНК в соответствии с их размерами. Затем проводят радиоавтографию геля. Набор полос, регистрируемых на рентгеновской плёнке, «читают», определяя таким образом нуклеотидную последовательность ДНК. Так в примере, представленном на рисунке 8.2 последовательность цепочки ДНК от меченого конца будет следующая ТАГТЦГЦАГТАЦЦГТА.
Спустя пару лет Ф. Сэнгер с коллегами предложил еще один способ секвенирования, получивший название метода «терминаторов» или метода «обрыва цепи». Суть этого метода заключается в том, что в реакционную смесь добавляются аналоги привычных нуклеотидов (дидезоксинуклеозидтрифосфаты), включение которых в синтезируемую цепь приводит к невозможности ее дальнейшего синтеза (терминации), а по образовавшемуся “обрыву” можно установить последний нуклеотид секвенируемого фрагмента ДНК (рисунок 8.2).
2. Автоматическое секвенирование

В последние годы вместо радиоактивных меток при анализе последовательностей ДНК используются флюорисцентное окрашивание. Флюорисцентные красители разного цвета применяются для каждого из четырёх нуклеотидов и четыре смеси электрофорезируются вместе. Флюорисцентный анализ позволяет определять последовательность ДНК автоматически, что даёт возможность прочитывать более 1000 нуклеотидных пар за одну операцию.
Автоматизация процесса секвенирования была проведена в 1986 году Лерроем Худом. Был усовершенствовал метод Сэнгера и вместо радиоактивных меток при анализе последовательностей ДНК стал использовать флюорисцентные красители разного цвета для четырех дидезоксинуклеотидов - ddNTP (рисунки 8.3 и 8.4).
Флюорисцентный анализ позволил все четыре смеси электрофорезировать вместе, что дало возможность определять последовательность ДНК автоматически и выводить результат на экран компьютера. 
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Рисунок 8.2 – Общая схема секвенирования по Максаму-Гилберту (А) и 
Сэнгеру (методом «терминаторов») (Б)
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Рисунок 8.3 – Схема автоматического секвенирования
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Рисунок 8.4 – Компьютерное отображение автоматического секвенирования

В основу автоматического секвенирования заложен уже упоминавшийся метод ферментативного секвенирования с использованием терминирующих ddNTP (*). Как и классический вариант Сэнгера, автоматическое секвенирование включает две стадии: проведение терминирующих реакций и разделение их продуктов с помощью электрофореза. Как правило, автоматизирована лишь вторая стадия, т.е. разделение меченных фрагментов ДНК в полиакриламидном геле (ПААГ), получение спектра эмиссии флуорофоров и последующая обработка собранных данных. Таким образом, автоматическое секвенирование отличается от современного ему ручного секвенирования только типом используемой метки.

Флуоресцентную метку включают либо в праймер, либо в терминатор транскрипции согласно следующим схемам: меченный праймер (четыре разных красителя) и немеченые терминаторы; меченный праймер (один краситель) и немеченые терминаторы; меченные терминаторы (каждый тип терминатора своим красителем) и немеченый праймер. Использование меченных праймеров предполагает проведение четырех независимых реакций (отдельно с каждым из терминаторов) для каждого секвенируемого образца. Использование меченных терминаторов позволяет совместить все четыре реакции в одной пробирке. Если используется единственный краситель, то разделение продуктов секвенирования в геле проводят на четырех разных дорожках. Использование четырех разных красок позволяет разгонять продукты реакции(й) на одной дорожке.
Полимеразы, используемые при секвенировании ДНК

В оригинальной работе Ф. Сэнгера для проведения секвенирования был использован Кленовский фрагмент ДНК-полимеразы I из E. coli. В настоящее время для секвенирования используют рекомбинантные ДНК-полимеразы, отвечающие следующим требованиям: отсутствие 3'-  и 5'-экзонуклеазной активности, отсутствие дискриминации по включению в растущую цепь как обычных, так и модифицированных (меченных) ddNTP. Выбор конкретной полимеразы зависит от условий проведения секвенирования. Всего существует два разных подхода. В первом случае копирование осуществляется при 37°С высокопроцессивными термолабильными полимеразами (например, T7 DNA polymerase - Sequenase v1.0 и v2.0, Amersham Pharmacia Biotech). Во втором -  реализуется циклический процесс, который включает денатурацию, отжиг и элонгацию, и предполагает использование термостабильных полимераз (например, Thermo Sequenase™, Amersham Pharmacia Biotech и AmpliTaq FS™, PE Biosystems).

Cеквенаторы

Современные секвенаторы можно разделить на 2 типа в зависимости от технологии, лежащей в основе принципа работы приборов: 

1. «капиллярные» (или «классические», «сэнгеровские») секвенаторы, в которых расшифровка нуклеотидной последовательности ДНК идёт после проведения реакции секвенирования;

2. «полногеномные» секвенаторы или секвенаторы второго поколения, NGS (Next Generation Sequencing) в которых расшифровка генома идёт непосредственно в ходе реакции секвенирования.
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Рисунок 8.5 – Этапы анализа перекрывающихся клонов, создание физической карты молекулярных маркеров по длине хромосомы и секвенирование клонов для составления последовательности ДНК всей хромосомы
3. Анализ больших последовательностей ДНК

Для секвенирования больших фрагментов ДНК (более 1 тыс. н.п.), требуется предварительная разработка стратегии секвенирования. Она сводится к выбору метода секвенирования, способа фрагментации ДНК и способа восстановления полной последовательности нуклеотидов в анализируемом фрагменте.
Существуют 2 стратегии секвенирования – направленный (рисунок 8.5) и случайный (shot-gun) анализ (рисунок 8.6). В обоих подходах большую нуклеотидную последовательность расщепляют на более мелкие фрагменты и их секвенируют. В первом случае очередность фрагментов должна быть известна, а во втором – нет.
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Рисунок 8.6 – Схема анализа секвенированных фрагментов ДНК 

методом дробовика
В случае направленного анализа вначале составляют физическую (рестрикционную) карту анализируемой области, т.е. определяют взаимное расположение сайтов узнавания различных рестриктаз и примерное расстояние между ними. Затем на основании полученных данных подбирают комбинацию рестриктаз для образования таких фрагментов, которые имели определенный размер и перекрывали всю исследуемую область. Эти фрагменты секвенируют, после чего восстанавливают полную нуклеотидную последовательность области, пользуясь рестрикционной картой.

Первая стратегия определения нуклеотидных последовательностей в генах, составляющих геном получила название метод «клон за клоном». На первом этапе создаются геномные (хромосомные) библиотеки фрагментов, которые покрывают всю геномную ДНК организма (геномные клоны). Извлеченные из библиотек клоны анализируют, чтобы создать генетические и физические карты на основе наследования генетических маркеров (RFLPs, STSs) в гетерозиготных семьях. После этого в клонах ищут перекрывающиеся друг с другом последовательности. Таким образом, перекрывают всю хромосому. 

На последнем этапе определяют нуклеотидную последовательность каждого клона, и, связывая их вместе, составляют последовательность ДНК всей хромосомы (генома). Основные этапы определения нуклеотидных последовательностей генома методом «клон за клоном» представлены на рисунке 8.6.
При использовании второго метода, названного методом дробовика или «шот-ган» (shotgun) клоны из геномных библиотек отбираются случайным образом. 

В отобранных клонах проводят определение последовательности нуклеотидов на основе секвенирования ДНК фрагментов с обоих концов. Аналогичным образом поступают до тех пор, пока все клоны библиотеки не будут проанализированы. Специально разработанные компьютерные программы позволяют проанализировать перекрывающиеся ДНК-последовательности клонов и связать их вместе. Таким образом, удается получить информацию о последовательности генома (хромосомы) в целом. Этот метод, разработанный К. Вентором в Институте исследования генома, был использован для определения последовательности генома Haemophilus influenzae в 1995 г. После усовершенствования метода Вентор организовал компанию Celera, чтобы определять последовательности геномов эукариот, включая человека.
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