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Inhalt
 • Methoden der DNA-Sequenzierung
 Methode nach Maxam - Gilbert
 Methode nach Sanger
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Einleitung
 • Seit 1977 stehen zwei schnell arbeitende Möglichkeiten der Sequenzanalyse zur Verfügung
 1975 : A rapid method for determining sequences in DNA by primed synthesis with DNA polymerase(F. Sanger, AR. Coulson)
 1977 : A new method for sequencing DNA (AM. Maxam, W. Gilbert)

Page 4
						
						

Vorbereitung der Proben
 • gilt für beide Verfahren :
 • DNA wird enzymatisch in kleinere Bruch-stücke zerlegt ( Restriktionsendonukleasen)
 • Auftrennung durch Gelelektrophorese
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Maxam - Gilbert – Verfahren
 • wird nur selten verwendet
 • arbeitet mit chemischen Abbau-Methoden
 Ähnlich wie die Methoden zur Ermittlung der Aminosäurensequenz von Proteinen
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Maxam-Gilbert-Verfahren
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Maxam - Gilbert - Verfahren
 • Die zu analysierende Teilsequenz wird am5‘-Ende mit 32P radioaktiv markiert
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Maxam-Gilbert-Verfahren
 • Ansatz wird in 4 Teilansätze geteilt• Jeder Ansatz wird durch chemische Reaktionen
 selektiv verändert• z.B. Methylierung von Adenin und Guanin• z.B. Spaltung von Cytosin bzw. Thymin mit Hydrazin zu
 Desoxy-Ribosylharnstoff
 • Es muss jedoch erreicht werden, dass die Teilsequenz nur an wenigen Stellen modifiziert wird
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Maxam-Gilbert-Verfahren
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Maxam-Gilbert-Verfahren
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Beispiel :
 • Untersuchungsobjekt ist eine Sequenz aus 20 Basen : 5‘AGAATTCTACAGTAAATGCT
 • Diese wird so modifiziert, dass jeweils die auf Cytosin folgende Phosphodiesterbin-dung gespalten wird : 5‘AGGATTC / TAC / AGTAAATGC / T
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Beispiel :
 • Man erhält 3 am 5‘-Ende markierte Fragmente : (5‘AGGATTCTACAGTAAATGCT)
 1.) 5‘AGGATTC (7 Basen)2.) 5‘AGGATTCTAC (10 Basen)3.) 5‘AGGATTCTACAGTAAATGC (19 Basen)
 • Diese werden durch Gelelektrophorese nach ihrer relativen Molekülmasse getrennt
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Auswertung Maxam-Gilbert
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Auswertung Maxam-Gilbert
 • So wie in dem Beispiel dargestellt, erfolgt in den anderen 3 Reaktionsgefäßen ebenfalls eine geeignete Modifizierung, so dass man Fragmente erhält, die mit A, G oder T enden.
 • Phosphodiesterbindung wird gespalten Fragment enthält negativ geladene Phosphatgruppen, die im elektrischen Feld zur Anode wandern. (Größenausschlusschromatographie das kleinste am schnellsten)
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Auswertung Maxam-Gilbert
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Verfahren nach Sanger
 • Arbeitet mit einer enzymatischen Kettenabbruchmethode
 • Wird heute am häufigsten eingesetzt
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Verfahren nach Sanger
 • der zu sequenzierende DNA-Abschnitt wird an seinem 3‘-Ende mit einer komplementären DNA-Matrize hybridisiert
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Verfahren nach Sanger
 • mit Hilfe der DNA-Polymerase I kann an diesem Primer ein zu dem zu sequenzierenden DNA-Abschnitt komplementärer Strang synthetisiert werden
 • Vorraussetzung : alle 4 Basen müssen als Desoxyribonukleotidtriphosphate vorhanden sein; diese sind radioaktiv markiert

Page 19
						
						

Verfahren nach Sanger
 • Sequenzierungsansatz wird in 4 gleiche Teile geteilt und in jeden eine geringe Menge eines entsprechenden 2‘,3‘-Didesoxyanalogons gegeben.
 • jedes Mal wenn das Didesoxyanalogon eingebaut wird, wird das Kettenwachstum beendet. (keine 3‘-OH-Gruppe nötig für Polymerisation)
 • Daraus folgt : Fragmente haben eine unterschiedliche Länge
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Verfahren nach Sanger
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Verfahren nach Sanger
 • Zur Erinnerung :
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Verfahren nach Sanger
 Matrize :
 5‘ACGTGCAATGAG-3‘
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Auswertung Sanger• Trennung erfolgt durch Gelelektrophorese
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Auswertung Sanger
 • Daraus ergibt sich :
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Auswertung Sanger
 • Autoradiogramm :
 Die 4 Ansätze mit den Kettenabbruchfragmenten werden elektrophoretisch aufgetrennt, und aus dem Autoradiogramm der 4 Spuren kann die Basensequenz abgelesen werden
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Auswertung Sanger
 • Fluoreszenzdetektion :Anstatt der radioaktiven Markierung können auch Fluoreszenzmarker kovalent an die Nucleotidprimer gebunden werden.
 In jedes Gemisch kommt ein anderer Fluoreszenzmarker jedes Gemisch fluoresziert in einer anderen Farbe

Page 27
						
						

Auswertung Sanger
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Zusammenfassung
 • Maxam-Gilbert-Verfahren :arbeitet mit chemischen Abbaumethoden
 (Basen werden so modifiziert, dass die nachfolgendePhosphodiesterbindung gespalten wird )
 • Sanger-Verfahrenarbeitet mit dem basenspezifischen Abbruch
 einer enzymatischen DNA-Synthese
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