SEKVENOVANI DNA




» Jedna z metod studia genu

* Vyuziti v aplikovanych oblastech
molekularni biologie — napt. medicing pfi
diagnostice genetickych chorob




SEKVENOVANI DNA =
stanoveni poradi nukleotidu

» Sekvenuji se useky délky né€kolika set
nukleotidi

 DelSi Useky nutno rozdélit na kratsi

» Prekryvajici se fragmenty a ziskané
fragmenty se sekvenuji oddéleng.




Dvé metody sekvenovani DNA

* Sekvenovani DNA dle Sangera
(dideoxynukleotidova terminacni metoda)

 Chemicka metoda sekvenovani DNA dle
Maxama a Gilberta




dideoxyribonukleotidy

* Na 2. a 3. Uhliku
pentosoveho zbytku
nemaji —OH skupinu

 Nemuze se k nim
pripojit zadny dalsi
nukliotid

 ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP

dideoxyvguanosintrifostat, ddGTP




Sekvenovani DNA dle Sangera

1. KROK

o , Pithybridizovani* sekvencniho primeru
(poCatecni kratka sekvence nukleotidil) k
jednovlaknové DNA, jejiz sekvence ma byt
stanovena




* Sangerova metoda je zalozena na
schopnosti DNA-polymerasy syntetizovat
druhé¢ vlakno DNA zacCinajici od 3’-konce
primeru

GGCATTGE |
ATCCGTAAGEEIMIING G ACGTTCTGTA

* Enzymy pfipoji novy nukleotid k —OH
skuping na 3. uhliku deoxyribosy




 Jestlize je pro syntézu pouzit abnormalni
2,3-dideoxyribonukleotid (napt. ddCTP)
misto ,,normalniho* nukleotidu (2-deoxy),
synt€za nemuze pokraCovat

5!
HOCH, OH




Z. toho plyne:

» pokud jsou ve vlaknu zabudované ,,normalni*
deoxyribonukleotidy, syntéza probiha

* Objevi-l1 se zabudovana dideribonukleotid,
syntéza je ukoncena

chybi OH-skupina
TCAGACTAT TAG C+—

AGTCTGATAATCGCTAACTGACCTGCACGTAAGCTGC




2. KROK

* Prodluzovani primeru pripojovanim nukleotidu
DNA polymerazou (dle komplementarity bazi
zkoumané DNA)

» Na misto deoxyribonukleotidu se do retezce muze
vClenit jeho dideoxyribonukleotidlvy analog =
polymerizace komplementarniho vlakna je
ukoncena

* Vznikaji ruzné dlouhé useky sekvenovanych
molekul DNA VZDY koncicich pfisluSnym
dideoxyribonulkeotidem




Vzdy se provadéji 4 sekvenacni reakce soucasné, do
kazdého ze 4 vzorku je pridan jiny didenukleotid

TCAGACTATTGAC
AGTCTGATA ATCGCTAACTGACCTGCACGTAAGCTGC

TCAGACTATTAGCGATTGAC
AGTCTGATA ATCGCTAACTGACCTGCACGTAAGCTGC

TCAGACTATTAGCGATTGACTGGAC
AGTCTGATA ATCGCTAACTGACCTGCACGTAAGCTGC

TCAGACTAT TAGCGATTGACTGGACGTCC
AGTCTGATA ATCGCTAACTGACCTGCACGTAAGCTGC




» Reakce probihaji v samostatnych
zkumavkach, vysledné smésy jsou nanaseny

na gel a elektroforeticky rozdéleny podle
délky
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Pro usnadnéni detekce fragmentl se pouzivaji
k syntéze DNA nulkeotidy radioaktivné nebo
fluorescencné€ znacené
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Pouziti fluores-
cencniho znaceni
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Chemicka metoda sekvenovani
DNA dle Maxama a Gilberta

DNA na jednom konci radioaktivné oznacena,
chemicky Stépena Cinidly — specificky prerusi
DNA fetézec v sousedstvi urcitého nukleotidu
Vznika smés ruzn¢ dlouhych stépu

4 reakce probihaji soubézné

Produkty se rozd¢li elektroforeticky,

radioaktivita prouzki se detekuje pomoci
autoradiografie




