Sekwencjonowanie metoda enzymatyczna Sangera
zwang dideoksy

Metoda ta polega na enzymatycznej replikacji jednoniciowej (zdenaturowanej)
matrycy DNA. Proces ten rozpoczyna si¢ od przylaczenia odcinka starterowego dla po-
limerazy, a konczy si¢ wbudowaniem znakowanego fluorescencyjnie dideoksynukle-
otydu (ddNTP). ddNTP jest zmodyfikowanym nukleotydem, ktory przy 3 weglu pen-
tozy zamiast grupy hydroksylowej (wystepujacej w kazdym deoksynukleotydzie) posiada
wodor. Grupa hydroksylowa jest niezbedna do utworzenia wigzania fosfodiestrowego
podczas syntezy DNA. Przylaczenie ddNTP do syntetyzowanego tancucha przerywa
synteze DNA. Reakcje sekwencjonowania prowadzi si¢ w 4 oddzielnych probowkach,
ktore zawierajg t¢ sama matryce DNA oraz wszystkie skladniki reakcji PCR (polime-
raza DNA, dNTP, odcinek starterowy). Dodatkowo w kazdej probdéwce znajduje sie
inny dideoksynukleotyd (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Podczas syntezy polimeraza
DNA nie odréznia deoksynukleotytu od dideoksynykleotydu, dlatego to, ktory z nich
zostanie przylaczony jest catkowicie przypadkowe. Jezeli podczas reakcji przylaczy sie
deoksynukleotyd, polimeraza dalej prowadzi synteze, jezeli przytaczony zostanie ddNTP
dalsza synteza tancucha zostaje przerwana. Po zakonczonej reakeji, w kazdej probowce
znajdujg si¢ nowe fragmenty DNA réznigce si¢ dlugoscia, ale zakonczone tym samym
nukleotydem (w probéwce z ddATP wszystkie fragmenty beda zakonczone A, w pro-
béwce z ddCTP wszystkie beda zakonczone C itd.) Zdenaturowane produkty rozdziela
sie elektroforetycznie (ryc. 6.16) w 4 oddzielnych $ciezkach zelu poliakryloamidowe-
go. Automatyczny odczyt sekwencji DNA polega na detekcji §wiatla emitowanego przez
fluorochrom obecnego w ddNTP.

Pirosekwencjonowanie

Jest metoda sekwencjonowania DNA w czasie rzeczywistym. Przeprowadza sig je
w odpowiednim sekwenatorze. W metodzie tej wykorzystuje si¢ jednoczesne dziatanie
4 enzymow - polimerazy DNA, sulfurylazy, lucyferazy i aspirazy. Gtéwng zasada tej tech-
niki jest wykorzystanie pirofosforanu uwalnianego podczas syntezy DNA. W czasie re-
akeji dochodzi do emisji §wiatla, ktérego intensywnos¢ zalezy od ilosci uwalnianego pi-
rofosforanu, a tym samym liczby wbudowanych nukleotydéw. Analiza zachodzi w ciggu
kilkunastu minut, a w jednej reakcji mozliwa jest jednoczesna analiza kilku polimorfi-
zmo6w (lub mutacji) potozonych blisko siebie.

Pirosekwencjonowanie wykorzystuje sie najczesciej do genotypowania poznanych
polimorfizméw.

6.7.8. Techniki wysokoprzepustowe

Metoda Sangera, chociaz powszechnie uzywana, ma istotne ograniczenie, a mia-
nowicie ma niska przepustowos¢. Rosnace zapotrzebowanie na analize sekwencji DNA
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Ryc. 6.16. Sekwencjonowanie. Analizowane proby sa poddane reakeji PCR z dideoksynukleotydami.
Po zakonczeniu reakcji, proby nakladane sg na zel poliakryloamidowy, w ktérym dochodzi do roz-
dzialu fragmentéw DNA. Sekwenator odczytuje dideoksynukleotyd, ktéry zostal wbudowany jako
ostatni nukleotyd w DNA. Najwolniej migruje najdtuzszy fragment DNA, w ktérym ostatnim nukle-
otydem jest T (ostatni w sekwencji). Kolejny fragment DNA na zelu jest o jeden nukleotyd krétszy
(bez T), a sekwenator odczytuje ostatni w nim wbudowany nukleotyd (A). Tworzy sie sekwencja
TA. Nastepny fragment DNA bedzie krotszy o kolejny nukleotyd, a ostatnim wbudowanym w nim
ddNTP jest C (TAC) itd.

doprowadzito do opracowania kilku wysokoprzepustowych technologii okreslanych
wspolnym terminem: sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, ang. next generation
sequencing). Obecnie coraz czesciej nazywa sig¢ je takze, masowe réwnolegle sekwencjo-
nowanie (MPS, ang. massively parallel sequencing).

Sekwencjonowanie nowej generacji daje mozliwos¢ odczytu jednocze$nie mi-
lionéw fragmentéw DNA, dlatego technologie takie nazywane s3 technikami wysoko-
przepustowymi. Zaletami tej technologii, w poréwnaniu z tradycyjnymi technikami
sekwencjonowania sg: wzrost wydajnosci, krotki czas trwania, duza przepustowosc,
redukcja kosztow oraz wysoka precyzja. Do wykonania NGS wykorzystuje si¢ komer-
cyjne platformy jak np. Illumina, Roche454, SOLID, IonTorrent, Pacific Biosciences, LiFe
Technologies, Oxford Nanopore Technologies czy BGI/MGI. Producenci zapewniaja
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