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CO NAS DNES CEKA...

1) Elektroforéza (ne)purifikovanych produktt PCR
2) Teoreticky uvod k enzymové metodé sekvenovani

3) Seznameni se s protokolem

4) Analyza ziskanych sekvenci dle protokolu

5) Priklady a diskuse

UNI
CI



METODY SEKVENOVANI NK

" Chemicka metoda (Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani)

" ( Enzymova metoda)(Sangerovo sekvenovani)

" Pyrosekvenovani

= Next generation sequencing (NGS)



METODY SEKVENOVANI NK — CO MAJI SPOLECNEHO

Stanovuje se sekvence restrikénich fragmentu
klonovanych ve vektorech nebo sekvence PCR produktu
Jeden konec fragmentu musi byt definovan

Musi byt vytvoren soubor ssDNA molekul, které se lisi
délkou o jeden nk

Pro rozdéleni fragmentu nutnd metoda s dostatecnou

rozlisovaci schopnosti



ENZYMOVA METODA (SANGEROVO SEKVENOVANI)

Vyuziva 5 zakladnich komponent

Templatovou DNA molekulu
DNA primer
DNA polymerazu

Normalni dNTPs 3 T T T 5

Modifikované ddNTPs = dideoxyterminatory 4,
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ENZYMOVA METODA: PREHLED

@ Reaction mixture
» Primer and DNA template » DNA polymerase
» ddNTPs with flourochromes* dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)
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@ Primer elongation
and chain termination
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3 Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

Capillary gel
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Detector

@ Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis

https://en.wikipedia.org



ENZYMOVA METODA: PRUBEH

1. denaturace (92-96°C)

MTTTTTT T T T T T T T T T T T T TT T I TTIT Tl
Lttty dsDNA

2. annealing (45-72°C)

3. extenze (72°C)



ENZYMOVA METODA: PRUBEH

1. denaturace (92-96°C)
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2. annealing (45-72°C)

3. extenze (72°C)

dsDNA



ENZYMOVA METODA: PRUBEH
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ATGCTACGTTTAGGCACATTTGCCATATGAACCT



ENZYMOVA METODA: PRUBEH

TGCAAATCGGTGTA
TGCAAA

TGCAA

TGCA

ATGCTACGTTTAGGCACATTTGCCATATGAACCT
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TGCAAATCGGTGTAAA
TGCAAATC

TGCAAAT

TG

ATGCTACGTTTAGGCACATTTGCCATATGAACCT



ENZYMOVA METODA: DNA POLYMERAZA

" Ne vSechny DNA polymerazy vhodné pro sekvenacni
reakci

= 5'->3’ stejné jako 3’>5’ degradacni aktivita je nevhodna

"= Puvodné vyuzivan Klenowtv fragment (DNA pol. | z E.
coli bez 5’3’ exonukleazové aktivity)

" Dnes komercni enzymy jako Sequenase (DNA pol. z

bakteriofaga T7, T* procesivita)
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ENZYMOVA METODA: PRIMER(Y)

(@) A universal primer

Primer
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3!
Vector DNA DNA insert

(b) Internal primers
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ENZYMOVA METODA: GRAN FINALE

= ziskdme tedy smés DNA molekul o rizné délce
" Kazda ma na konci znaceny ddNTP
" Nyni prichazi na radu polyakrylamidovy gel (dnes v

v kapilarnim formatu)

" Vysoka rozlisovaci schopnost na urovni 1 nt
" Po ELFO prochazeji molekuly detektorem fluorescence

= Vysledkem je chromatogram
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PRAKTICKY UKOL

ANALYZA SEKVENCi PCR PRODUKTU Z
PRVNIHO CVICENI!




