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|zolacja kwasow nukleinowych

»Kazda manipulacja genami wymaga zrodta kwasow nukleinowych

1. Homogenizacja komoérek w celu uwolnienia kwaséw nukleinowych

2. Odseparowanie kwasow nukleinowych od innych komponentow
komorkowych (biatek)

3. Odzyskanie kwasow nukleinowych w czystej postaci

»Stosowane techniki mogg by¢ wieloetapowe

»Coraz czesciej stosuje sie gotowe zestawy (Kity)

Ekstrakt DNA, RNA, Izaza wodna)
komorek Biatka DNA, RNA
Transfer Fenol Etanol
Spernatantu | _ Transfer fazy wodnej do ! _

do nowe;j ! Wiro- nowej 1 Wiro-

Wirowanie probowki wanie probowki i trawienie RNAza wanie

> = —_— — > —

Interfaza
(wytracone
| ] biatka) I
Osad gruzu Fenol Wyprecypitowane
komorkowego DNA

Technical Note 2.3 Figure T2.3 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Pomiar ilosci i czystosci kwasow nukleinowych

» W trakcie eksperymentu klonowania DNA czesto postugujemy sie iloscig
DNA w skali mikro-, nano- i pikogramow

» Stezenie kwasow nukleinowych moze by¢ zmierzone z uzyciem
spektrofotometru — kwasy nukleinowe absorbujg swiatto UV dlugosci
260nm, detektor mierzy natezenie swiatta wigzki przechodzgce;

» Metody spektrofotometryczne w oparciu o barwniki wigzgce DNA —
bromek etydyny, sybr green

A B

loading measuring
xenon flash lamp

|

optical fiber~|




Pomiar ilosci i czystosci kwasow nukleinowych

» Zdarza sie, ze probki kwasow nukleinowych sg skontaminowane innymi
molekutami — biatka, zwigzki organiczne (fenol)
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Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

» Enzym restrykcyjny rozpoznaje specyficzng sekwencje DNA
*Przecina wigzanie fosfodiestrowe (cukier+fosfor) obu nici

*Rozpoznawana sekwencja ma dtugosc¢ 4 — 8 par zasad (pz)

* Moze posiadac strukture palindromu — identycznych sekwencji gdy
czytane od 5'-do-3’

*Powstajg tzw. fragmenty restrykcyjne — charakterystyczny wzor
ciecia DNA danym enzymem

Rozpoznawana Rozpoznawana
Enzym sekwencja Organizm Enzym sekwencja Organizm
Taql s Flamam 3 Thermus aquaticus YTI Hindlll s TAlAGaT T 3 Haemophilus
influenzae
3 [AlclelT 5 3 [T/ Tl[c/[GAlAl 5

5 TeThAle 3 Rhodop_s.eudomonas Kpnl 57eleTalclel 3 Klebsiella pneumoniae
sphaeroides OK8

3 C|IAIT G 5 3 ICIC A|[TI|G||G 5

Sau3Al 5allallTllcl 3 Staphylococcus Clal s TRTIETRIRTRT & Caryophanon latum
aureus 3A
3 |C|T|A|G] 5 . FREEER -
5' 3 Escherichia coli , , ,
GllA||A|[T||T||C BssHI 5TaicllclclcTe 3 Bacillus
3 [C||T||T||A|/ARG| 5' stearothermophilus

el

BamHI 5 TGl AT clel 3 Bacillus e :
. . 5" 3 Nocardia otitidiscaviarum
amyloliquefaciens H. S LS LI

N EERIAE CE
5 € elfclclecliclel 5



Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

»Odkrycie enzymow restrykcyjnych

Bakteriofag
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Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

»Odkrycie enzymow restrykcyjnych
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Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

»Odkrycie enzymow restrykcyjnych

Bakteriofag
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Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

(a) Tepe konce (Rsal)

- -\ Rsa

I
.

A H H 5' | | 3 5' 3' 5 3'
»T-epe-k_once—cnec_le pl'ZGZ” A A TG TYA CiC G G > AATGT A CC GG
dwie nici DNA na osi symetrii  _T1laic %T sleigie Juaes Neeee

(b) Lepkie 5' konce (EcoRlI)
_%) _____ EcoR
H ~ I I 5 1 | 3' 5 3' 5' 3'
> Lepk_le konce- (,:IQCIa S_a _ C||GA| |A| |T| |T||c|:\A] |T cl|e A A T|[T/[C A
przemieszczone rownomiernie i T A A 6|7/ A SR E T L
. . s 0000 _ 5 ! 5' ! 5'
wzgledem osi symetrii &() J ednoniciome DNA

Kpnl
5 T TTT %‘, 3 5 %3—1 5' 3
CA:GGTACCiTT_>CAGGTAC cl (T| IT
G| (T|:|C| ¢l |A| [T] [G] [G]'|A] |A G||T||C ¢ 1Al [F| @ (G Al |A
3 I_Af ______ ! 5 3 5' 3 5

»Komplementarnos¢ sekwencji lepkich koncéw fragmentow pochodzgcych z
tej samej lub réznych czgstek DNA powoduje, ze mogg one samoistnie
taczyC sie ze sobg poprzez wigzania wodorowe



Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

» Enzymy generuja fragmenty DNA o roznej dtugosci
» Srednia dtugosc¢ fragmentu wynosi 4", gdzie n jest liczbg par zasad

rozpoznawang przez enzym
«4-zasadowy wzor wystepuje co 44, srednia dtugos¢ fragmentu 256 pz
genom ludzki (3 x10° pz /256) bedzie pociety na 1.2 x 107 fragmentéw

*6-zasadowy wzor wystepuje co 4%, srednia dlugos¢ fragmentu 4100 pz
genom ludzki (3 x10° pz /4100) bedzie pociety na 7 x 10° fragmentéw

«8-zasadowy wzor wystepuje co 48, srednia dlugos¢ fragmentu 65 500 pz
genom ludzki (3 x10° pz /65 500) bedzie pociety na 4.6 x 10* fragmentéw

{100 pz
137,700,000 1137,800,000 1137,900,000
Rsal C AR OO PO L OE 0t PO W n O CHCEE OO A OO OO AR ORI ORI OO0 O W
ECORI I I Il | | Il | | | L N | HE el I
Notl '
KDM3BI i e (e S L 8 T EGR1tim HSPAO st «dith
REEP2 M-+ ETF1 st

»Miejsca restrykcyjne w obrebie odcinka ludzkiego chromosomu 5
dtugosci 2.4x10°pz (chr5:137,687,234-137,927,103)



Analiza informacji genetycznej — enzymy restrykcyjne

% 1100 pz
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Analiza informacji genetycznej — elektroforeza

»Elektroforeza w zelu jest technikg umozliwiajgcg rozdzielenie obdarzonych
tadunkiem czgsteczek (m.in. DNA) o réznej wielkosci przez wymuszenie ich migracji w
polu elektrycznym.

1. Ustabilizowa¢ grzebien 2. Wla¢ rozpuszczony roztwor agarozy. 3. Usung¢ grzebien, usungc¢ zel z kuwety
w kuwecie Czekac¢ az stezeje

4. Zanurzy¢ zel w buforze, natozy¢ prébke 5. Przytozenie napiecia - DNA jest natadowane ujemnie
migruje w kierunku "+"



Analiza informacji genetycznej — elektroforeza

»SzybkosS¢ migracji czgsteczek jest
zalezna od ich wielkosci: krotkie |
czgsteczki swobodniej przemieszczajg sie
w zelu dzieki czemu wedrujg szybciej niz
czasteczki dtuzsze

» Po elektroforezie obraz fragmentow
DNA archiwizuje sie wybarwiajgc zel
znacznikami fluorescencyjnymi (bromek
etydyny) i wykonujgc zdjecie w swietle UV

»Do rozdziatu czgstek DNA najczesciej
stosuje sie dwa rodzaje zeli:

ragarozowe — do rozdziatu dtugich
fragmentow (niska rozdzielczos¢)

»poliakrylamidowe — do rozdziatu
krotkich fragmentow (wysoka
rozdzielczosc)

kb
12

8

Marker wielkosci

Badane [A)NA

http://www.biologyreference.com/Dn-Ep/Electrophoresis.html




Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy

»Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR — Polymerase Chain Reaction) jest technikg
powielania wybranego obszaru czgsteczki DNA przy uzyciu termostabilnej
polimerazy DNA
»Wynaleziona w 1983 przez Kary’ego Mullis’a, Nagroda Nobla 1993
Podstawowe sktadniki potrzebne do reakcji PCR:

- Nukleotydy

- Matryca DNA/cDNA

- Startery/Primery/Oligonukleotydy: jednoniciowe krotkie DNA
komplementarne do rejonéw matrycy w obszarze podlegajgcym amplifikacji

- Polimeraza DNA
Reakcja prowadzona jest w urzgdzeniu termocykler




Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy

»Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR — Polymerase Chain Reaction) jest technikg
powielania wybranego obszaru czgsteczki DNA przy uzyciu termostabilnej
polimerazy DNA
»Wynaleziona w 1983 przez Kary’ego Mullis’a, Nagroda Nobla 1993
Podstawowe sktadniki potrzebne do reakcji PCR:

- Nukleotydy

- Matryca DNA/cDNA

- Startery/Primery/Oligonukleotydy: jednoniciowe krotkie DNA
komplementarne do rejonéw matrycy w obszarze podlegajgcym amplifikacji

- Polimeraza DNA
Reakcja prowadzona jest w urzgdzeniu termocykler

W reakcji PCR uzywane . Sekwencja docelowa 3
sa Syntetyczne —
oligonukleotydy Forward Primer i

N R P
flankujgce pozgdang = e e
sekwencje

Synteza DNA jest
katalizowana in vitro przez Reverse Primer

. . Forward Primer
termostabilng polimeraze —p
DNA

Taq
Polymerase



Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy
» Cyklowanie PCR

3’

5!
T [T TT]
3!

5!




Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy
» Cyklowanie PCR

Denaturacja DNA
(94°C)




Analiza informacji genetycznej — reakcja fancuchowa polimerazy
» Cyklowanie PCR

Denaturacja DNA
(94°C)

5 3
Dotaczenie starterow . _4-|-|J-|-|-|-|-|-|-L
4 Forward Primer

S ————
3 5

Reverse Primer




Analiza informacji genetycznej — reakcja fancuchowa polimerazy
» Cyklowanie PCR

5 3
Denaturacja DNA T
(94°C)
3 5
. , 5 3
DO*Q(SZSeOm:eg?g?rOW For% Reverse Primer

3’ 5,

Elongacja
(72°C) Forward Primer

Reverse Primer




Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy

» Cyklowanie PCR - mozliwe uzyskanie miliardow kopii fragmentu DNA z pojedynczej
czgsteczki w krotkim czasie; liczba kopii (y=2")

Denaturacja DNA
(94°C)

o
>S5
5 Elongacja
o (72°C)
&
(V] .
= 3 Dotfaczenie

czas starterow

(~50 = 65°C)

x 35 (3.4x10%0 kopii)



Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy
» Etapy reakcji PCR

(=)

3

= _— Faza ,Plateau”
3 - .

< // Faza liniowa
S

-5 Faza wyktadnicza
Q

\O —\/\/

‘0

O

Numer cyklu



Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy

» W teorii sekwencja docelowa jest podwajana w kazdym cyklu PCR
» Podwojenie liczby kopii w kazdym cyklu oznacza 100% wydajnosc reakcji PCR czyli
wydajnosc ,efficiency” (E) = 2

Teoretyczny przyrost

llos¢ produktu

Numer cyklu



Analiza informacji genetycznej — reakcja tancuchowa polimerazy

» W teorii sekwencja docelowa jest podwajana w kazdym cyklu PCR

» Podwojenie liczby kopii w kazdym cyklu oznacza 100% wydajnosc reakcji PCR czyli
wydajnosc ,efficiency” (E) = 2

» W praktyce wydajnosc¢ (E) zalezy od wielu czynnikéw i spada wraz z liczbg cykli

llos¢ produktu

Numer cyklu



Analiza informacji genetycznej — odmiany PCR

» PCR tradycyjny (konwencjonalny - cPCR) zaktada uzycie pary starterow,
a produkt jest wizualizowany na zelu agarozowym z bromkiem etydyny (EtBr) —

odczyt endpoint

Numer cyklu

llo§¢ produktu (log)

http://www.idtdna.com/pages/docs/educational-resources/gel-electrophoresis.pdf
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Analiza informacji genetycznej — odmiany PCR

» Reakcja odwrotnej transkrypcji (reverse-transcriptase - RT) jest stosowana gdy
amplifikacji/pomiarowi podlega RNA/mRNA “RT-PCR”

Reakcja RT moze by¢ zainicjowana z uzyciem:
v'Startera specyficznego do RNA
v’ Startera oligo dT
v’ Starteréw ,random” (mieszanina 6 nukleotydowych starteréw z losowa
sekwencjg)

Wszystkie czgsteczki mRNA posiadajg ogon poli A

RNA JAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY
' Starter oligo dT
RNA jest przepisywane
na komplementarne DNA RNA AAAAAAAAAAAA
(CONA) przez enzym

odwrotna transkryptaza



Analiza informacji genetycznej — odmiany PCR

» Nested PCR (“nPCR”) obejmuje dwie rundy PCR z uzyciem starteréw
,zewnetrznych” i ,wewnetrznych” do zwiekszenia czutosci i specyficznosci
identyfikacji

Zewnetrzny Starter [— mmm Zcwnetrzny Starter
I I
( L
A \
RN - AN
s\ Pierwszy produkt N
5
Wewnetrzny starter — mmmmy \VVewnetrzny starter
I I
\ \
\\ AN
: \
N Drugi produkt N



Analiza informacji genetycznej — odmiany PCR

» Real-time PCR mierzy sygnat fluorescenciji, ktory wzrasta z liczbg kopii
produktu;poziom fluorescencji (A) jest monitorowany po kazdym cyklu ,w czasie
rzeczywistym” - ‘real-time’

/ Granica
paN
A\ 4

Cr
Numer cyklu

A Fluorescencja

C+= Numer cyklu, w ktorym wykres amplifikacji przecina obrang granice



Analiza informacji genetycznej — odmiany PCR

» Real-time PCR mierzy sygnat fluorescenciji, ktory wzrasta z liczbg kopii
produktu;poziom fluorescencji (A) jest monitorowany po kazdym cyklu ,w czasie
rzeczywistym” - ‘real-time’

» Nazywany réwniez Quantitative PCR (QPCR) — ilosciowy PCR— opiera sie na

zatozeniu proporcjonalnosci poczgtkowej ilosci badanej sekwencji docelowej do
ilosci produktu powstatego w fazie wyktadniczej PCR

@ | Wiecej sekwencji docelowej (A)
&)
c \
b
O
0
S Granica
=
LL
<
Cr< Numer cyklu

A >

» Uzywany do pomiaru zmiany ekspresji genow, identyfikacji patogenow



Analiza informacji genetycznej —aplikacje PCR

Pomiar ekspresji genow

ldentyfikacji patogenow bakteryjnych lub wirusowych
Tworzenie sond molekularnych

Diagnostyka mutacji/polimorfizmow

Detekcja I identyfikacja DNA w materiale biologicznym
Z miejsca zbrodni

» Amplifikacja gendw do klonowania

» Identyfikacja klonow

vV vV v VvV Vv



Analiza informacji genetycznej — klonowanie fragmentéw DNA

»Genomy zwierzat, roslin i mikroorganizmow sg zbyt duze by analizowac je wytgczanie
technikami ciecia restrykcyjnego i elektroforezy

» Metodg umozliwiajgcg badanie pojedynczych elementéw genomu (gendw, rejonow
regulatorowych) jest klonowanie molekularne — separowanie specyficznych
fragmentow DNA, przenoszenie do DNA wektorowego i tworzenie ich kopii (klonow)

[ 1
A A A A A A @@

R OO0

3. Wigczenie do wektora (plazmidu)

1. Fragmentowanie DNA przy uzyciu
* Enzymow restrykycyjnych

2. Amplifikacja PCR / \

5. Hodowla klonow

4. Wprowadzenie do komorki
gospodarza (bakteria)

»Sklonowany fragment moze by¢ analizowany metodg z uzyciem enzymow
restrykcyjnych oraz sekwencjonowania DNA



Klonowanie fragmentow DNA — dobor wektorow do klonowania

» Jako wektory najodpowiedniejsze sg mate plazmidy
wystepujgce w wielu kopiach i nieniosgce genow,
ktore mogtyby nadac bakterii cechy szkodliwe dla
cztowieka Pstl
»pBR322 (1976 r.) — zawiera geny opornosci na
ampicyline (amp) i tetracykine (tet), mozna wen
wstawicC fragment DNA o dtugosci 10 Kpz
»Prekursor kolejnych, doskonalszych generacji
wektorow plazmidowych
» Ewolucja cech wektorow:
»Mozliwosc¢ rozréznienia klondw zawierajgcych
rekombinowane DNA (insercyjna inaktywacja)
»Wyposazenie w polilinkery — sztuczne
sekwencje DNA utatwiajgce klonowanie
»Zwiekszenie liczby kopii w komorce bakteryjnej
» Mozliwos¢ ekspresji biatek rekombinowanych —
wektory ekspresyjne
» Dziatajgce w komorkach réznych gatunkow
bakterii — wektory wahadiowe
» Sztuczne chromosomy bakteryjne (BAC) —
fragmenty >300Kpz, uzywany intensywnie w
projekcie sekwencjonowania genomu cztowieka

HindIII
EcoRI / EcoRV

BamHI

4359029 g5 /

375

1000



Klonowanie fragmentow DNA — krok 1 —

» Przyktad klonowania
fragmentow EcoRI ludzkiego
DNA do wektora plazmidowego

» Ligaza tgczy na nowo
wigzania fosfodiestrowe na
koncach DNA klonowanego
fragmentu i wektora
Komplementarne lepkie
konce zwiekszajg
specyficznosc i
wydajnosc tgczenia
dwoch czgsteczek DNA
» Uzyskujemy biblioteke
klonow ludzkiego DNA

rekombinowane DNA

Wektor plazm|dowy

EcoRI EcoRI —
- s .
start

Ludzkie DNA oraz
wektory sg ciete EcoRl

(a) Ludzkie DNA

repllkaql

gen opornosm
na ampicyline

N~

wektora sg mieszane
w obecnosci enzymu ligazy

Fragmenty DNA oraz §
\'\‘g %’)
(7 )




Klonowanie fragmentow DNA — krok 2 — transformacja

» Do komorek bakterii obce DNA wprowadza sie w procesie transformacji — pobranie
plazmidu nastepuje w wyniku ,szoku cieplnego” (gwaltowne zmiana temperatury z 4
na 42°C) lub elektroporacji btony komorkowej (impulsy elektryczne 4-5 milisekund o
napieciu 12,3-15 kV/ cm)

Zrekombinowane DNA jest
transformowane do komorek E.coli

~ o P
Nukleoid/“ é ,a
Plazmid ——— = > < t

o

Bakterie sg wysiewane na podtoze selekcyjne,zawierajgce ampicyline.
Rosng wytgcznie komorki (klony) posiadajgce plazmid




Klonowanie fragmentow DNA — krok 3 — selekcja

» Plazmid umozliwiajgcy rozréznianie klonow zawierajgcych zrekombinowane DNA
» Przyktad plazmidu zawierajgcego gen lacZ kodujgcego b-galaktozydaze (b-gal)
» b-gal rozktada wiagzania glikozydowe w czgsteczce laktozy (glukoza+galaktoza)

OH OH

OH
&OA//HO >
HO O
OH o
OH

»Insercyjna inaktywacja (unieczynnienie genu)— miejsce restrykcyjne na obce
DNA w Obrebie genu b-gal plazmid bez wstawki plazmid z obcym DNA

DO

Prawidtowy gen LacZ Brak produktu LacZ

Rekombinowany plazmid Gen LacZ
Obce DNA

Dysfunkcyjny

gen LacZ Transkrypt genu LacZ

|

Enzym LacZ

R
X-gal niebieski

pigment
¢ \  Podtoze z ampicyling
| - @ iX-gal




Klonowanie fragmentow DNA — krok 4 — biblioteki klonow

»Biblioteki klondéw
» Zbior sklonowanych fragmentow DNA danego organizmu zdeponowany
w bakteriach lub wirusach
» Niezbedne jest przeszukanie przesiewowe (screening) w celu
odnalezienia konkretnego klonu

»Rodzaje bibliotek
»Genomowego DNA
»Komplementarnego DNA (biblioteka cDNA — z czesci kodujgcej genomu)

» Po etapie selekcji eksperymentator napotyka problem identyfikacji klonu
zawierajgcego interesujgcy gen

» Metoda unieczynnienia genu réznicuje jedynie klony zawierajgce
rekombinowane DNA

» W przypadku genomu ludzkiego pocietego EcoRI uzyskamy ~ 7 x 10°
fragmentow



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Hybrydyzacja — wykorzystanie zasady
komplementarnosci pojedynczo niciowych
czgsteczek RNA i DNA do tworzenia
stabilnych dwu helikalnych struktur

»Hybrydyzacja kolonijna
»Zdenaturowane, jednonciowe DNA jest
iInkubowane z komplementarng sondg

znakowang izotopem lub fluorescencyjnie

»Sonda wigze sie przez wigzania
wodorowe

»Sonda powinna by¢ wystarczajgco dtuga
by zapewni¢ czutosc¢ i specyficznosc

» Sekwencja sondy musi bycC
zdeterminowana przed eksperymentem

Kolekcja klonéw i .

Przeniesienie
komorek na
filtr

Liza
komorek

s /

|dentyfikacja klonu
pozytywnego

Dodanie
sondy

]
]
]
1
]
. ]
]
=
’
v
‘.'7

© 2001 Brooks/Cole - Thomson Learning




Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Sondy DNA mogg by¢ uzyskane w reakcji syntezy oligonukleotydéw w
syntezatorze DNA badz w reakcji PCR

Sekwencja biatka | Glu |Asp |[Met | Trp | Tyr

:

Sekwencja kodujgca |GAA |GAT |ATG | TGG|TAT
l GAG [GAC TAC

Synteza mozliwych
kombinaciji sond

GAAGATATGITGGITAT
GAGGATATGTGGTAT
GAAIGACATGITGGTAT
GAGGACATGTGGTAT
http://openwetware.org/images/thumb/0/04/Be109synthesizer.jpg/250px-Bel09synthesizer.jpg GAAIGATIATGITGGITAC
GAGGATATGTGG[TAC
GAAGACATGTGG[TAC
GAGGACATGTGG[TAC

»Odwrotna translacja — generowanie zdegenerowanych sekwencji DNA
posiadajgcych wszystkie mozliwe kombinacje kodonow dla dane;
sekwencji polipeptydu



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Southern blot — umozliwia identyfikacje interesujgcego fragmentu DNA lub
genu

1. Transfer DNA na membrane nylonowg lub nitrocelulozowg

marker pociete reczniki papierowe
DNA DNA

AAN
1 2 3

membrana

_T__l.l bufor . _T___E
. zel
zel agarozowy bibuta membrana
Podstawka
2. Analiza hybrydyzacyjna Hybrydyzuiace
prazki

Wyznakowana sonda DNA

=y / 4 N = —A_i 3

membrana autoradiogram




Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Sekwencjonowanie DNA — metoda ustalania
kolejnosci nukleotydow tworzgcych jedng z jej nici

»Dwie pierwotne metody

»Metoda Maxama-Gilberta
»Chemiczne ciecie DNA (wcigz uzywana dla
pewnych aplikacji np. badania oddziatywan
biatko-DNA)

»Metoda Sangera
»Metoda terminacji tancucha

»Obie metody mogg dostarczy¢ informacji o

sekwencji 500-700 pz na reakcje i majg doktadnosc Frederick Sanger
http://lwww.telegraph.co.uk
99.9%

» metoda Sangera zdominowata sekwencjonowanie
gdyz mogta by¢ zautomatyzowana



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Sekwencjonowanie DNA — terminacja tancucha
» Matryca DNA jest denaturowana i mieszana ze znakowanym izotopowo
starterem, polimearazg DNA | nukleotydami

Jednoniciowe, zdenaturowane DNA

Znacznik izotopowy 3 a\g\ \g\ﬂ‘a L\INNU U E a W"uaa
Oligonukleotyd + polimeraza DNA , dATP, dGTP, dCTP idTTP

\I

Podziat probki na 4 czesci, do kazdej dodawany jest dideoksyrybonukleotyd

/ [\ \

+ddATP +ddGTP +ddCTP +ddTTP

U




Klonowanie fragmentow DNA —

» Sekwencjonowanie DNA —
terminacja fancucha

»W trakcie syntezy DNA, dd-
nukleotydy sg wigczane nowej
nici tak jak d-nukleotydy, ale brak
grupy 3'OH uniemozliwia dalsze
wydtuzanie DNA

»Kazda probka z ddT produkuje
serie roznej dtugosci fragmentow
zakonczonych T co odpowiada A
na nici matrycowej

krok 5 — identyfikacja klonow
‘= @TL‘HNIJJLTJUUUM’?JIJJ@LJU |

o— P 0—CH, 0—P—0—CH
o o o o
A At
o H o H
0—P—0—CH, 0—P—0—CH
\ \
0 o o 0
HH HH HH HH
o H O H
\ \
0—P—0—CH, 0—P—0—CH
) o 0o )
HHHH HHHH
O H O H
| |
0—P—0—CH, 0—P—0—CH
I I
§) o o o}
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o] I
[ I [ P—0—0—P—0—0—P—0—CH,
“0—P—0—P—0—P—0—CH, Il I I
I I I o o o o
0 0 o
o H H
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H H - OH OH
H Wiaczenie dideoksy-T

OH
IWk:lczenie prawidtowego nukleotydu T hamuje wydtuzanie tafcucha

J
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Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Sekwencjonowanie DNA —
terminacja fancucha

Analiza fragmentow w zelu gggﬁgﬁf 22‘::;‘23%3,\]'6\

»Do rozdziatu fragmentow A [0 [aad [agm | trakeie reakoi
wygenerowanych metodg Sangera N A
uzywana jest elektroforeza w zelu — G C
poliakrylamidowym. Metoda ta ma —T A
wystarczajgcg rozdzielczos¢, aby - _ ’: /I
rozdzieli¢ czgstki DNA roznigce _ G .
dtugoscig sie o jeden nukleotyd c G

-—— 1+ C G
»Wizualizacja fragmentow DNA o — T A
okreslonej dtugosci odpowiada 2 I
specyficznym dd-nukleotydom _ G -

5 3'

»Sekwencja 5’-do-3’ syntetyzowanej

nici jest czytana od dotu zelu



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Automatyczne sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

»Kazdy dd-nukleotyd jest wyznakowany AR .
réznicowo znacznikiem fluorescencyjnym i E §
wszystkie sg uzywane w pojedynczej reakcji T g:
»4 dd-nukleotydy sg rozwijane w tej samej linii - H E
w zelu/kapilarze _ = A B
B A 3
- =
» Sygnat jest rejestrowany jako B ?
chromatogram fluorescencji i zapisywany w I %
postaci cyfrowej — A
=T é
o i
GCAT i

"Radioactive Fluorescent Seq”
by Abizar at en.wikipedia.



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Automatyczne sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

»Ograniczeniem metody sekwencjonowania metodg terminacji tancucha jest
dtugosc pomiaru <1000pz.

»Rozwigzaniem jest sekwencjonowanie kolejnych odcinkow DNA przy uzyciu
starteréw wewnetrznych, tworzonych na podstawie informacji z
wczesniejszych odczytow — metoda primer walking

EGR1

EcoR! 5 EcoRI

1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000
| | | | I | I | |

( x

Dt

sekwencja wektora o znanej sekwencji
starter
sekwencja uzyskana z sekwencjonowania



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Analiza sekwencji klonéw przez poréwnanie z baza sekwencji DNA

» Zapytanie do GenBank — pierwsze oficjalne | darmowe repozytorium
sekwencji DNA (1982; National Institute of Health)

»Baza zawiera sekwencje genomoéw 300 tys. organizmow
»http:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Feb 15 2015
Bases WGS: 873281414087 Sequences
1,000,000,000.... ®) M GenBank M GenBank
B Wes* 100,000,000 B Wes
100,000,000,000
10,000,000
10,000,000,000
1,000,000
1,000,000,000
100,000,000 100000
10,000,000 10,000
1,000,000 1,000
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

*Whole Genome Shotgun



Klonowanie fragmentow DNA — krok 5 — identyfikacja klonow

» Analiza sekwencji klonéw przez poréwnanie z baza sekwencji DNA

» Basic Local Alignment Search Tool, BLAST, narzedzie do porownywania

homologii sekwencji badanej do sekwencji zdeponowanej w GenBanku
»http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blast.cqi?CMD=Web&PAGE _TYPE=BlastHome

»Whpis dla fragmentu genomu ludzkiego zawierajgcy gen EGR1
»http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NG_021374.1?report=docsum&log$=seqview

»Przeglgdarka genomowa UCSC — narzedzie do nawigacji po genomach
»http://genome.ucsc.edu/

ﬁ Genomes Genome Browser Tools Mirrors. Downloads My Data Help About Us

Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway

The UCSC Genome Browser was created by the Genome Bioinformatics Group of UC Santa Cruz
Software Copyright (c) The Regents of the University of California. All rights reserved

group genome assembly position search term
IMammaI j IHuman j IFeb. 2009 (GRCh37/hg19) j chr5:137801181-137805004 ‘ EGR1 (Homo sapiens early growth response 11 ‘ submit

Click here to reset the browser user interface settings to their defaults. More on-site workshops available!

track search | manage custom tracks | track hubs | configure tracks and display |

Human Genome Browser — hg19 assembly (sequences)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_021374.1?report=docsum&log$=seqview
http://genome.ucsc.edu/

INGE — Wykfad 3 — podsumowanie

Odwrotnej

transkrypcji (RT)
w reakji Elongacja - synteza nici
przez polimeraze DNA

Bakterii . I
T P mRNA
np'. metodg prz@‘towanej z denaturallc'a >900C
organizmu |/ rekombinowane wigzanie atrycy | amplfi- [polimeraze : ! izopropanolu
fosfodiestrowe — - . .
gospodarza D'\I'A ~ DNA kowanei—|__DNA ktOgnFq’;"r:ltir‘g V‘:;";'hac" . > etanolu
wprowadzana do Ipowstgie  przez ktore hybrydyzuja do ' z uzygiem
1
S 5 Termocykler .
kolista czgsteczka DNA W wyprecypitowane
zwana plazmidem i pd wymagajace; s
 mogh bye
]
a moze nim by¢ z yzydiem tafcuchowel | <~ 29 Y
= a uzyskﬁ reakji l_E}(O:I'iamerazy roztworach
wektora fragmenty DNA | #~ (PCR) wodnych
i | .
do mozna poddat (DNA) mogg by¢ namnazane sg ~
; K . z uzycie\m przechowywane w
onowaniu
a Sa
moga by¢ ciete Kwasy nukleinowe —izolowane —| k Srek
~ (oNA) - || (DNA lub RNA) , omore
Enzymami
restrykcyjnymi A . ~ )
T o mogg by¢ rozdzielone mogg by¢
epe ore tng prz
h y pomocy .
korice |\ (DNA) | Sekwencjonowane
-] ge/l’]eI'UJQC na specyficznych| ~ 'ozdzielanyeh I Flektroforezy (DE\IA)
Lepkie sekwencjach £ uzyciem , metoda
konce , __wzelu |
stuzgcych do tworzenia 5ol Sangera
— agarozowym akrylamidowym I
map restrykcyjnych fragmentéw DNA ™ na podstawie/ Zwang réw?iez metoda
1 . .
ktore —1 diugosci w kiorej sekwencie__| - terminagji taficucha
i mozna odczytac
fragmentow w zelu

mozna poddac



