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Jak se liSi Sangerova metoda sekvenovani DNAasické syntézy DNA i
replikaci?

pritomnosti dideoxynukleotidtrifosfatu, syntéza probih& pouze na jednom viake
DNA (nedochazi k vytvdareni replikaéni vidli ¢ky), ziskame velké mnozstvi
raznych Useki DNA

Napis rozdil mezi deoxynukleotidtrifosfatem aabdynukleotidtrifosfatem?
LiSi se pritomnosti jedné hydroxylové skupiny. U dideoxynukletidtrifosfatu
chybi OH skupina na 2 i 3 uhliku cukerné slozky, kdzto u
deoxynukleotidtrifosfatu chybi pouze na 2 uhliku.

Jaky je prakticky vyznam sekvenovani DNA?
MiuZe se vyuZzivat v genové terapii,ipzjiStovani pfi¢iny chorob, apod.

Co se stane paipojeni dideoxynukleotidtrifosfatu na templatovéakiio DNA?
Dojde k ukonéeni syntézy DNA.

Uved’me si modelovou situaci, kdy dochazi k syntéze howdakna
DNA(Sangerovou metodou), ve &snjsou fitomny vSechny paéebné latky a dATP,
dCTP, dGTP a ddTTP. Na které bazi templatouéiizce dojde k ukoteni syntézy
noveho viakna? U které baze zjistime jefiazani iettzci?

Jedna se o Adenin.

Predstav si, Ze jsiadec, ktery chce osekvenovatizec DNA. Laborant ti finese
smes, kterd obsahuje templatokekzece DNA, deoxynukleotidtrifosfaty a
dideoxynukleotidtrifosfaty. Pracoval laborant spidwori pripraw této sndsi? Dojde
k syntéze novéhtetzce DNA? MAS k dispozici vSechny slozky, které daa
potrebujeS? Pokud ne, napis, ktera ze slozek sisrhybi.

Laborant zapomnél na DNA-polymerazu, syntéze DNA by nemohlo dojit.

Z jakého dvodu dojde k ukoteni syntézy nového vidkna DNA pégojeni
dideoxynukleotidtrifosfatu? Pémedojde k navazani dalSiho nukleotidu?
Prifadit dalSi nukleotid v tomto pripadé nelze, jelikoz na dideoxynukleotidu
chybi OH skupina na 3. uhliku a proto neniiZe dojit k vytvoreni fosfodiesterové
vazby mezi ol#ma nukleotidy a syntéza zde ko#i.



8) Ui, ktery z obrazk znazotiuje dideoxynukleotidtrifosfat a ktery
deoxynukleotidtrifosfat.
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9) Ktera ze slozek s#si je @i syntéze nového viakna DNA zodpaina za nasedani
jednotlivych nukleotid?
DNA-polymeraza

10) Z jakého dvodu se p sekvenaci DNA fidava do snssi jak dideoxynukleotid tak
jeho partner deoxynukleotid? Ndédad je ve smisi piitomen dCTP i1 ddCTP.
Pokud by byl ve sné&si obsaZzen pouze dideoxynukleotid doslo by k ukéani
syntézy DNA na prvnim nukleotidu, ktery je k nému komplementarni (v naSem
piipadé guaninu). Pokud do snési piidame i pirislusny deoxynukleotid,
dostavame snis velkého mnoZstvi no¥ syntetizovanychietézai, které vSechny
kon¢i na guaninu. Séadime-li je podle velikosti, dostaneme velice jasno
piredstavu o tom, v jakych mistech se dana baze (v eas pirikladé guanin)
naléza.



