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Princip metody Sangerova sekvenovani

Metoda (.
v v s Sangerovo sekvenovani
vysetreni:
Sekvenator: ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

Princip metody:

Sangerova metoda se pouzivd k sekvenovani kratké sekvence
jednovldknové DNA. Ve své podstaté vyuziva biologického procesu replikace
DNA. Vybranda sekvence DNA se vlozi do reakéni smési, jez obsahuje primer,
DNA polymerazu (Taqg ¢i T7 polymeraza), zasobu ctyfech esencialnich
deoxyribonukleotidd (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) a Ctyfri fluorescenéné znacené
terminatory reakce - dideoxynukleotidy. Dideoxynukleotid je schopen se
zaclenit do replikujici se DNA, ale nasledné zastavi elongaci retézce, protoze
nema OH skupinu, na niz by se pfipojil dalSi nukleotid. Vysledkem je smés
rdzné dlouhych sekvenci DNA, které kon¢i danym dideoxynukleotidem.
K separaci retézcl dochazi pomoci kapiladrni polyakrylamidové elektroforézy
na automatickém analyzatoru s laserem indukovanou detekci fluorescence.
Poradi jednotlivych bazi je ndsledné vyhodnoceno z hrubych fluorecsencnich
dat ve Ctyrech barevnych kanalech pomoci specidlniho softwaru.

Limitace metody:

Tato metoda je pouzitelnd pouze pro sekvenovani fragmentl DNA o délce
150-1000 nukleotidl v jedné reakci a pro varianty pritomné alespon ve 20 %
molekul.
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