Sekvencovani DNA




Co je sekvencovani DNA?

» Urcovani primarniho poradi bazi v retezci
DNA
* Analyza genomu

» Odvozeni sekvenci aminokyselin




Metody sekvencovani

« Maxam-Gilbertova metoda — chemicka

» Sangerova metoda — enzymaticka

« Dalsi metody — pyrosekvencovani, minisekvencovani,
hydrogensiricitanové genomoveé sekvencovani,
sekvencovani pomoci hybridizace




Spolecneé rysy obou metod:

Priprava a separace fragmentu DNA, jejichz velikost se
liSi 0 1 nukleotid

DNA s presné definovanymi konci (s mistem pro vazbu
primeru pro sekvencovani)

Priprava souboru vsech fragmentu ssDNA liSicich se
svou delkou o jeden nukleotid

Presné elektroforetické rozdéleni téchto fragmentu na
zakladeé jejich delky

Objeveny priblizné ve stejnou dobu




Chemicka(Maxam-Gilbertova)
metoda

Oznaceni fetézcu na 5°konci (radioaktivhé nebo
fluroescencne)

Separace retéezcu DNA na ssDNA
Rozdeleni vzorku jednoho retézce na 4 dily

Na kazdy dil se pusobi chemickym cCinidlem,
ktere selektivné modifikuje jeden nebo dva typy
bazi; koncentrace Cinidel takova, aby doslo k
modifikaci jen v malé Casti bazi




* Nasledné pusobeni Cinidel vede k
odstraneni modifikovanych bazi a k
vytvoreni zlomu retezce

» Separace vytvorenych fragmentu
eletkroforézou, autoradiografie a odecteni

sekvence
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Enzymaticka(Sangerova) metoda

Vytvorime sadu stejnych fragmentu ssDNA, na které
navazeme primer.

e Rozdeélime do 4 zkumavek

* SSDNA s primerem slouzi jako matrice pro syntézu
komplementarniho retezce pomoci DNA polymerasy

 Reakce s DNA polymerasou pri niz se zacleni do
syntetizovaneé DNA misto normalniho
deoxyribonukleosidtrifosfatu jeho analog, ktery pusobi
jako koncovy inhibitor syntézy DNA -
dideoxynukleosidtrifosfat (ddNTP). V kazdéem ze 4
vzorku vzniknou fragmenty, které jsou zakonceny

ofislusnym ddNTP (ddCTP, ddGTP, ddATP a ddTTP).




* Vysledkem syntezy v jedne zkumavce je
smes ruzneé dlouhych fragmentu
zakoncenych stejnou bazi.

* Po denaturaci provedeme elektroforezu:
naneseme na gel do 4 drah a podle
vzajemne polohy prouzku precteme poradi
bazi(nejvzdalenejsi prouzek od startu
predstavuje primer + 1 nukleotid, dalsi
primer + 2 nukleotidy atd.)
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23.4 DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE 23.7 DIDEOXYRIBOSE BLOCKS ELONGATION

t No 3' “reactive” group; synthesis blocked

Pomeér pouzitych bazi ANTP a ddNTP je
100:1




Enzymaticka metoda se pouziva pri plne
automatizovanem sekvencovani, synteéza DNA
probiha v jedné reakci.

Ke znacCeni produktu se pouzivaji Ctyrmi
fluorescencnimi znaCckami oznacené primery
nebo ddNTP.

Detekce produktu behem elektroforézy probiha
pomoci laseroveho detektoru(laserem
iIndukovana fluorescence, LIF) napojeneho na
pocitac, ktery vyhodnocuje sekvenci.
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Chemicka

Ekonomicky nenaroCna( bez
jednoret. templatu, enzymu,
synt. primeru)

Umoznuje sekvenovat i velmi
kratké oligonukleotidy

Umoznuje sekvenovat i oblasti
s takovou sek.strukturou,
kterou zadna DNA polymerasa
neprorazi

Sekvenujeme skuteCné nasi
DNA a nikoli jeji kopii vzniklou
in vitro

Nedaji se dobre sekvenovat
useky delsi nez 250 b

Nespecificnost chemikalii

+ + +

Enzymaticka

presnéjsi

jednodussi

moznost automatizované
varianty

umoznuje sekvenovani rucne
az 400b, automaticky az 1000b
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Laserovy detektor
Rezervoar pufru

Automatické nanaseni vzorku
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Genomove centrum zabyvajici se
sekvencovanim
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Dobrou chut!!!




