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URCENI BAKTERIE RODU
BORRELIA POMOCI DNA
SEKVENACE



SEKVENACE DNA

sekvenacni techniky:
» 1977 Maxam-Gilbertova metoda

» 1980 Sangerova metoda
e automatizovana varianta

» metody nové generace
« pyrosekvenovani, SOLID, SOLEXA



SANGEROVA METODA

dideoxyribonukleosidtrifosfat

deoxyribonukleosidtrifosfat

BB@—0—CH, o BB@—0—CHs o

3' OH 7 HO
Nucleotide will
join on here at
3' position , . R . N
je mono prodiouit Fetézec na 3' -konci neni mozno prodlouzit Fetézec na 3' -konci




SANGEROVA METODA
vyuziti ddNTP

normalni prekursory malé mnoistvi jednoho

deoxyribonukleosidtri- - AGTg _— dideoxyribonukleosidtrifosfatu
fosfata (dATP, dCTP, TA TGTCT (ddATP)
dGTP, dTTP) H AT Qr A
T G&CT
vzacna inkorporace
oligonukleotidovy primer dideoxyribonukleosidtrifosfatu
pro DNA-polymeréazu DNA-polymerazou zastavi dalsi
& rast molekuly DNA
GCTACCTGCATGGA
[N CGATGGACGTACCTTGAAGCG Il
3 5

/
jednoretézcova DNA,
ktera bude sekvenovéna



SANGEROVA METODA

prubéh a detekce

C) 5'|GCATATGTCAGTCCAG 3' | dvouretézcové
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' | DNA

oznadéeny primer l

5" I jednoretézcova
3' CGTATACAGTCAGGTC 5' pNA
+ nadbytek dATP
dTTP
dCTP
dGTP
+ ddATP +ddTTP +ddCTP +ddGTP
+ DNA-polymeraza

+ DNA-polymeraza + DNA-polymeraza y + DNA-polymeraza
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Obraz autoradiogramu ze
sekvenaéniho gelu
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AUTOMATIZOVANA VARIANTA

 varianta enzymatického sekvenovani DNA

« amplifikace DNA na termocykléru (PCR) a elektroforeticka separace
fragmentl na sekvenatoru

« syntéza DNA probihd v jedne reakci
znaceni a detekce: ddNTP

Ctyf1 rizné fluorescenCni znacky

DENATURACE PRIPOJENI SYNTEZA PRODUKTY
PRIMERU Enzyme, dNTPs,
—— /\ dye-labeled terminators P
. n ® A C C[G]O
.. " e ACCG .
[GIO ACCGTA®
T® ACCGTA[T@®

« produkty se liSi o 1 bazi



Geneticky analyzator
ABI 3130




DETEKCE PRODUKTU

CACCGCATCGAAATTAACT TCCAAAGTTAAGCTTGG
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Fragmenty



POSTUP

precisténi ExoSAP

sekvenacni reakce

preciSténi magnetickymi kuliCkami
sekvenace

vyhodnoceni vysledku a urCeni druhu borrelie



