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Urceni sekvence DNA

« Sekvence DNA, zakladni principy

o chemickd (selektivni stépeni — Maxam-Gilbert)
o biochemickd (syntéza, dideoxy metoda - Sanger)

« Postupnd sekvenace st€puU

« Kombinace oligonukleotidU

« Dalsi zdokonalovani metod, modifikace
« Vicekandlovad zarizeni

« Hybridizacni sondy

o FISH (fluorescence in situ hybridization)

. DNA &ipy
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Urceni sekvence DNA

« Dideoxy sekvenace — napodoba replikace

o Znacené primery (+ dNTP, DNA polymerasa, templat - ssDNA)
o Dideoxy (dd)NTP — 4 naddobky (a)
o Produkty konci danou bazi = (b)

(a)

5¢
DNA polymerase

| + dNTPs (100 uM)
+ Dideoy + Dideoxy G )+ DideoxyT + Dideoxy C
(1 uM) (1 uM) (1 uM) (1 uM)
—n PEPP L. w—c
—A —=G —T —C
—A G - T —C

etc. etc.

etc. etc.

- Denature and separate by electrophoresis
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(b)
5 3<2P-TAGCTGACTC3!

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA..

DNA polymerase
+ dATP. dGTP. dCTP. dTTP
+ddGTP in low concentration

5 3Z2P-TAGCTGACTCAG3'

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA ..

+
5' 32P-TAGCTGACTCAGTTCTCG3

3" ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA..

+
5 3ZP-TAGCTGACTCAGTTCTCGATAACCCG?Z

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA..
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Urceni sekvence DNA

« Dideoxy sekvenace
o Elektroforesa — autoradiografie — 4 drahy
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Urceni sekvence DNA

« Dideoxy sekvenace
o Fluorescencni znaceni - odlisné pro kazdy ddNTP
o Dideoxy (dd)NTP - 1 nddobka
o Produkty konci danou bazi - odlisné fluoreskuijici
o CIZEv 1 vzorku — automatizace, vicekandlové analyzy

PSP hempiste of \
3’ emplate o
ay unknown sequence E__ -

S - —A Dye-labeled
. S— ﬁ — segments of DNA,

7_} \ —_— G('J copied from
\ ___"_:...'__—-—-G"—"_ G Denature G template with
DNA polymerase, — e ) UNKNIOWN SEQUEDCE
————— " fourdNTPs, .
four ddNTPs
BITCTAGAGFGOCCAC AGEGOGG TOGGNAGC TCCAGE T LT TG T TCCCT L] AGTGAGGGLIAAT TTCG AGE T TGGCGT AATCA TGG TCA LAGETG T 114

P———— - - - -
iGTGTG-‘- A &_.IE.JIGI T ATCC%C"«C"- AT '-L'.?%C ACAACATACGAGCCGG 1_-’.C.C.'- TAAAG .'2%,‘ AAAGCC 5(‘-_‘9&‘.(“ TGCCTAA _kﬁ AGTGAGCTY,

| .'..::-',1‘.
(i UIA
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PCR

Polymerdzovd retézova reakce

o Opakovanireplikace zkoumaného Useku
o CyklickdzménaT

Komponenty

o Tag polymerdza, dNTP, primery, vzorek-templat
o Termocycler
o Poftfeba primerd

Kvantitativni PCR
o RTPCR

Vyznam
o analyticky — diagnostika, forenzni analyza,

o preparativni - pomnozeni materidlu, cilené mutace, umélé geny atd.
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PCR

« Schema
 Nadbytek
reaktantu

o dNTP, primery
« Stiddani T - cykly

o Denaturace -ca 95
o Hybridizace —ca 50
o Polymerace —ca 65

« Geometrickd rada
o Analyza produktU

 Variace
o Hybridizace —vlivT
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e Schéma RT PCR

Kvantitativni PCR

o Sledovani fluorescenci, kvantifikace

Polymerization o
Forward Primear S frobs T
5 __________} 7
¥ 5
— e
Beverse Primmers
Strand Displacement ¢ ~i
> i
¥ ¥
. T
‘ s
Cleavage l‘i'
5 >
. s
¢ C— .
Polymerization B @
Completed = =1
5 -
5
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Modifikace PCR

« Vyuziti reverzni transkriptdzy
« Syntéza cDNA
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