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OSNOVA 

 Využití sekvenování 

 Historie 

 Princip Sangerovy metody 

 Příprava vzorku 

 Sekvenátor CEQ 8000 

 



UPLATNĚNÍ ZNALOSTI SEKVENCE DNA 

 Výzkum 

 Forenzní vědy 

 Určení paternity 

 Genové inženýrství, GMO 

 Antropologie, fylogenetika… 

 Lékařství – diagnostika, léčení, genová terapie 

 

 



HISTORIE 

 počátek 70. let – nepřímo (sekvenováním molekul 

RNA nebo proteinů) 

 1. sekvenování – 1970 Ray Wu z Cornellské 

univerzity 

 12 bp z okrajových oblastí fága l během 3 let 

 1975 – Frederick Sanger a A. R. Coulson 

 1977 – Allan Maxam a Walter Gilbert 

 1996 – Pyrosekvenování 

 

Frederick Sanger (*13. 8. 1918) 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f8/Frederick_Sanger2.jpg


SANGEROVA 

 METODA  

http://www.genomebc.ca/education/articles/sequencing/ 



PŘÍPRAVA VZORKU 

 genomová DNA bakteriofágu l  

 PCR → specifický fragment  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR (Lambda DNA) 

Úvodní denaturace: 95°C/2 min 

Denaturace: 95°C/15 s 

Annealing: 65°C/15 s         25 cyklů 

Elongace: 72°C/45 s 

Závěrečná elongace: 72°C/5 min 
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PŘÍPRAVA VZORKU II 

 Izolace → odstranění zbytků reakční směsi 
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 Sekvenační reakce → fluorescenčně značené 

fragmenty 

 

 

 

 

 Izolace → odstranění reakční směsi 

 

 

 

 

Sekvenační PCR 

Úvodní denaturace: 96°C/3 min 

Denaturace: 96°C/20 s 

Annealing: 50°C/20 s         30 cyklů 

Elongace: 60°C/4 min 

PŘÍPRAVA VZORKU III 
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VÝSTUPNÍ DATA 
A 

B 

Sekvence amplifikovaného úseku Lambda DNA 

TAGTTGTCGCTCACTTCGAACCTCTCTGTTTACTGATAAGTTCCAGAATTCCTCCTGGCAACTTGCACAAGTCCGACAACCCTGA

ACGAACCAGGCGTGCTTCGTTCATCTATCGGATCGCCACACTCACAACAATGAGTGGCAGATATAGCCTGGTGGTTCAGGCGGC

GCATTTTTATTGCTGTGTTGCGCTGTAATTCTTCTATTTCTGATGCTGAATCAATGATGTCTGCCATCTTTCATTAATCCCTGAACT

GTTGGTTAATACGCTTGAGGGTGAATGCGAATAATAAAAAAGGAGCCTGTAGCTCCCTGATGATTTTGCTTTTCATGTTCATCGT

TCCTTAAAGACGCCGTTTAACATGCCGATTGCCAGGCTTAAATGAGTCGGTGTGAATCCCATCAGCGTTACCGTTTCGCGGTGCT

TCTTCAGTACGCTACGGCAAATGTCATCGACGTTTTTATCCGGGA 

A – záznam analyzovaných dat 

B – nezpracovaná dat a před analýzou 



 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&P

AGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome




ZÁVĚR 

 Zavedení sekvenační metody 

 Využití MPs 

 Interakce DNA + CisPt 



DĚKUJI ZA POZORNOST 

Ať se Vám splní všechny sny 

   Čínská kletba 


