Sekvenovani DNA

K sekvenovani byly vyvinuty dvmetody — tzv. Maxam-Gilbertova a Sangerova.

M I

Sangerova metoda

Zakladem této metody je syntéza nového vidkna DBlAZEna naifitomnosti
jednovldknové DNA, kter& slouzi jako templat protegu druhého vliakna. Syntézu
zprostedkovava DNA-polymeraza a syntéza nového viaknaikanzcela ufitych mistech
v zavislosti na sekvenci viakna DNA. Délku vysledaéow syntetizovaného vidkna Ize
Zjistit metodou tzv. elektroforézy.

princip:

Reakce probiharmavanim nukleotitl ve snéru 5°-3". Nové nukleotidy jsou
pridavany pomoci enzymu DNA- polymerazy. Kipéhu syntézy je tedyéba gitomnost
jednovlaknové DNA(templatu), DNA-polymerazy, nuldietrifosfati (dATP, dCTP, dGTP a
dTTP) a dideoxynukleotidtrifosfatddCTP, ddATP, ddTTP, ddGTP).

Nukleotidtrifosfaty obsahuji 2-deoxyrib6zu (tzn. diauhém uhliku ribézy chybi OH
skupina), u dideoxynukleotidtrifostafe obsazena 2,3-dideoxyrib6za (tzn. na druhéetint
uhliku chybi OH skupina).

Pri sekvenovani DNA se vyuzivaji pratti typy ,normalnich” nukleotid a jeden
dideoxynukleotidtrifosfat. Reakce probiha jako ldké syntéza DNA az do okamziku, kdy se
misto ,normalniho” nukleotidu navaze dideoxynukieoDNA-polymeraza fipoji tento
dideoxynukleotid stejnym figobem jako normalni nukleotidy. Naslédkdyz bude chtit
prifadit dalSi nukleotid, nebude to mozné, jelikoz iBedxynukleotidu chybi OH skupina na
3. uhliku a proto neiize dojit k vytvdeni fosfodiesterové vazby mezisoha nukleotidy a
syntéza zde ka.

Predstavme si stis 3 ,normalnich” nukleotidl (dAATP, dGTP, dTTP) a jednoho
dideoxynukleotidu (ddCTP). Syntéza nového vidknaastavi vzdy v mist kde se na
templatovém viak# vyskytne baze guanin (DNA-polymeraza safepre piipojuje baze
podle komplementarity bazi, tzn. AnaT a C na G)

Nasledr se Usek rozdli na gelu (tzv. elektroforézou), pomoahoz zjistime délku
now vytvorenéhoretzce, zname pozici prvniho guanindge&zci. Jak ale zjistit pozici
dalSich guanit v retzci?

V praxi se do swsi prida nejenom dideoxynukleotid, ale také jeho noringémtner
tedy deoxynukleotid. ifedstavme si, Ze chceme zjistit uraistguaninu wetzci. Do sngsi
piidame nejenom ddCTP, ale také jeho normalniho eatdCTP. Pogr téchto nukleotid
upravime tak, Ze budou v pém 100 dCTP : 1 ddCTP. Co to znamena? Na jeden BdCT
piipada 100dCTP, tedy praggbdobnost, Ze sdipoji ddCTP je 1%. Pokud provadime
sekvenaci DNA je ve s&si pritomno vice templatovych viaken a syntéza tak rélinia
vSech z nich, mame tak k dispozic velké mnoZzstwplati. KdyZz se DNA-polymeraza
dostane do mista, kde je na templé&ftopnny guanin je prawgodobnost pouze 1:100, Ze se
piipoji ddCTP a tim padem by v tomto ndisoslo k geruseni syntézy. Pokud se vSaipgji
dCTP syntéza dale pokige az do okamziku, kdy by sé&gojil ddCTP. Timto zpsobem
dostavame siis velkého mnoZstvi néwsyntetizovanychietzci, které vSechny kdh na
guaninu. Skadime-li je podle velikosti, dostaneme velice jasp@dstavu o tom, v jakych
mistech se dana baze (v nasdikladé guanin) naléza. Stejnymigobem lze postupovat u
adeninu, thyminugi cytosinu. Touto metodou zjistimeijai bazi wetzci.

Pra se vlastd sekvenovani provadi a jaké je jeho vyuzitEktdré choroby maji
geneticky zé&klad. Proto, kdyZ budeme schopni pabgenetickou informaci zdravého a



nemocnéhdélovéka, zjistime odliSny usek DNA, kteryirbhe byt zodpo#dny za onu chorobu.
Proto by se v budoucnu mohlo této metody vyuziest.rpii genoveé terapii.

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

Napis$ rozdil mezi deoxynukleotidtrifosfatem aabdynukleotidtrifosfatem?

Jaky je prakticky vyznam sekvenovani DNA?

Co se stane paipojeni dideoxynukleotidtrifosfatu na templatovakiio DNA?

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

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

Z jakého dvodu dojde k ukoteni syntézy nového vidkna DNA pégojeni
dideoxynukleotidtrifosfatu? Pémedojde k navazani dalSiho nukleotidu?



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?

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.



