Sekwencjonowanie DNA

Wprowadzenie

Przeczytaj

Wirtualne laboratorium (WL-I)

Sprawdz sie

Dla nauczyciela
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Sekwencja DNA zapisywana jest w postaci ciggu liter (ATTTGCAAGGCCCTC). Zapis ten przypomina tekst
ksigzki. Spisany w ten sposéb genom bakterii Escherichia coli zajmuje niemal 300 stron, a genom
cztowieka - az 200 000 stron!

Zrodto: National Human Genome Research Institute, Flickr, licencja: CC BY 2.0.

Opracowanie w latach 70. XX w. metod sekwencjonowania DNA byto milowym krokiem

w rozwoju inzynierii genetycznej. Bardzo szybko t¢ nowg metode wdrozono, ulepszajgc
istniejace juz dziedziny nauki. Metoda ta obecnie jest szeroko wykorzystywana zaréwno
w medycynie, jak i innych dziedzinach nauki. Sekwencjonowanie DNA sprawito, ze udato
sie okresli¢ podtoze wielu choréb genetycznych, a takze zidentyfikowac szereg
mikroorganizmow. Rola sekwencjonowania jest nieoceniona, a nowe narzedzia oparte na
analizie sekwencji DNA wplywaja znaczgco na wiele aspektow naszego zycia.

Twoje cele

» Scharakteryzujesz pierwsze techniki sekwencjonowania DNA.

» Przedstawisz istote sekwencjonowania DNA metodg Sangera.

» Wymienisz mozliwosci zastosowania sekwencjonowania DNA.

» Przeprowadzisz doSwiadczenie polegajace na zsekwencjonowaniu genu tancucha
beta hemoglobiny metoda Sangera.




Przeczytaj

Sekwencjonowanie DNA jest jedng z podstawowych metod genetyki molekularne;j,
polegajacg na odczytywaniu kolejnosci nukleotydow w nici DNA. Pierwszym

osiggnieciem w tej dziedzinie byto poznanie sekwencji ,lepkiego konca” DNA

bakteriofaga A przez Raya Wu w 1968 r. Naukowiec ten zostat nazwany ,,0jcem
sekwencjonowania DNA". W 1977 r. zostatly wprowadzone dwie metody
sekwencjonowania DNA:

e Metoda chemiczna - opracowana
przez Allana Maxama i Waltera
Gilberta, nazywana metodg
chemicznej degradacji tancucha DNA
(inaczej metodg chemicznego
zakonczenia tancucha DNA). Metoda
ta polegata na wykorzystaniu
radioaktywnego znacznika (izotopu
fosforu), ktory przylgczat sie na koncu
5" fancucha DNA. Nastepnie
prowadzone byty reakcje majgce na

celu modyfikacje zasad azotowych

nukleotydow, zaleznie od wybranych

substancji. Modyfikacje te prowadzily
Frederick Sanger, dwukrotny laureat

Nagrody Nobla.

Zrédto: wikipedia.org, domena publiczna.

do ich oderwania od reszt cukrowych
nukleotydu. Efektem bylo pekniecie
nici DNA za zmodyfikowanym
nukleotydem. Mieszaniny reakcyjnie rozdzielano nastepnie za pomoca
elektroforezy.

e Metoda enzymatyczna - bardziej popularna i stosowana do dzisiaj (z
modyfikacjami), to metoda terminacji tancucha opracowana przez
Fredericka Sangera.
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Schemat sekwencjonowania DNA metoda Sangera z wykorzystaniem znakowanych

fluorescencyjnie dideoksynukleotydow.
Zrédto: Englishsquare Sp. z 0.0, licencja: CC BY-SA 3.0.

Sklad czterech probowek do reakcji sekwencjonowania wyglada nastepujaco:

1. proboéwka ,A™ 4 nukleotydy — A, C, T, G, ddATP, polimeraza DNA;
2. probowka ,,G”: 4 nukleotydy - A, C, T, G, ddGTP, polimeraza DNA;
3. probowka ,,C”: 4 nukleotydy - A, C, T, G, ddCTP, polimeraza DNA,;
4. probowka ,T": 4 nukleotydy - A, C, T, G, ddTTP, polimeraza DNA.

Efektem reakc;ji jest powstanie duzej liczby fragmentéw DNA o roznej dtugosci (C),

uzaleznionej od tego, ktory nukleotyd zostal dolgczony do nici DNA na jej koncu.

W ostatnim kroku sekwencjonowania przeprowadzana jest elektroforeza, ktora ma na

celu pokazanie nukleotydow terminalnych, czyli znajdujgcych sie na koncu kazdej
z nici DNA. Po naswietleniu zelu, na ktoérym sa rozdzielone nukleotydy kazdej

z czterech probowek, mozna uzyskac obraz wylgcznie nukleotydow dotaczonych na

nowo i pokazac je na chromatogramie (D).

Opracowanie chemicznej oraz enzymatycznej metody sekwencjonowania DNA nie
zakonczyto procesu rozwoju technik sekwencjonowania. Obecnie techniki te sg
zautomatyzowane i przeprowadzane bez udziatu niebezpiecznych zwigzkow
radioaktywnych. Jedna z nowych metod sekwencjonowania jest

tzw. pirosekwencjonowanie.


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

Pirosekwencjonowanie polega na odczytywaniu sekwencji DNA za pomocg elementow
Swiatloczulych. Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu odpowiednich enzymow, a takze
substratow reakcji. Matryce w tej technice stanowi jednoniciowe DNA, do ktorego

przylaczany jest wyznakowany starter. Matryce inkubuje si¢ nastepnie z:

e polimeraza DNA - najczeSciej wolno syntetyzujacq polimerazg z E. coli;

e sulfurylazg ATP - enzymem pozwalajacym na synteze ATP;

e lucyferazg - enzymem katalizujgcym przemiane lucyferyny w oksolucyferyne;
e apyrazg - enzymem degradujagcym wolne nukleotydy;

e adenozyno-5' fosfosiarczanem (APS) - substratem do syntezy ATP przez
sulfurylaze ATP.

Do mieszaniny dodawany jest pierwszy rodzaj nukleotydow. W wyniku syntezy nici
komplementarnej dochodzi do uwolnienia pirofosforanu, w iloSci zaleznej od ilosci
przytaczonych nukleotydow. Sulfurylaza ATP prowadzi syntez¢ ATP z uwolnionego
pirofosforanu oraz dostarczonego do mieszaniny reakcyjnej APS. Powstaly w ten
sposob ATP stanowi zrodto energii dla przemiany lucyferyny w oksolucyferyne,
katalizowanej przez enzym lucyferaze. Reakcji tej towarzyszy emisja Swiatla, ktore
moze by¢ odczytane przez detektor. Wielkos¢ odczytywanych pikow jest zalezna od
ilosci przytaczonych nukleotydow, w trakcie syntezy nici. Niewykorzystane
nukleotydy sg nastepnie degradowane przez apyraze. Dopiero po zakonczonym

procesie degradacji mozliwe jest dodanie kolejnego nukleotydu do mieszaniny.

Poczatkowo sekwencjonowano tylko niewielkie genomy, w tym wirusowe i bakteryjne.
W 1994 r. poznano genom wirusa Epsteina-Barr, a pierwszy genom bakteryjny
zsekwencjonowano w 1995 r. i byt to genom Haemophilus influenzae. Poznanie
sekwencji genomow wirusowych i bakteryjnych pozwala m.in. na wykazanie ich
mechanizmow dzialania, a takze probe ochrony przed patogennymi

mikroorganizmami.
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Pierwszym organizmem eukariotycznym, ktérego sekwencje poznano, byty drozdze
Saccharomyces cerevisiae (w 1996 r.). Dwa lata pozniej zsekwencjonowano genom
organizmu wielokomorkowego - nicienia Caenorhabditis elegans. Sekwencjonowanie
genomoOw roéznych organizmow w znaczacy sposob przyczynito sie do poznania
genomu czlowieka. Sekwencje te stanowity matryce do analizy danych uzyskanych
podczas sekwencjonowania genomu cztowieka. Przyspieszyto to proces sktadania

otrzymanych sekwencji w catos¢.

Mitochondrialny genom cztowieka

zsekwencjonowano juz w 1981r., co

przyczynito si¢ do podjecia proby poznania

sekwencji calego genomu cztowieka.
Wyniki Projektu poznania ludzkiego
genomu (ang. Human Genome Project),
trwajacego od 1990 do 2003 r.,
opublikowano w 2001 r. Poznanie
sekwencji genomu nie stanowito jednak

zakonczenia calego procesu. Nastepnym

zadaniem bylo udzielenie odpowiedzi na

pytanie o role danych sekwencji, a takze , ) _
Human Genome Project, projekt majacy na

ich wplyw na funkcjonowanie genomu. celu poznanie sekwencji ludzkiego genomu,

Badania te prowadzone sg nadal. trwat w latach 1990-2003.
Zrodto: Russ London, wikipedia.org, licencja: CC BY-SA
3.0.

Sekwencjonowanie DNA jest czesto wykorzystywane w medycynie, a takze

biotechnologii i biologii molekularnej. Poznanie sekwencji DNA wybranego organizmu
i zawartych w tym fragmencie informacji pozwala na ulepszenie i przyspieszenie
diagnostyki chorob, a takze bardziej spersonalizowang terapi¢. Sekwencjonowanie
DNA w medycynie znajduje zastosowanie takze przy identyfikacji podtoza choréb

nowotworowych.



Sekwencjonowanie jest pomocne takze w identyfikacji chorob dziedzicznych, takich
jak: mukowiscydoza, fenyloketonuria, choroba Huntingtona. Technika ta znalazta
roOwniez zastosowanie w nieinwazyjnym badaniu ptodu w kierunku potwierdzenia lub
wykluczenia wystepowania u dziecka chorob genetycznych, takich jak zespot Downa
czy zespot Edwardsa. W badaniach mikrobiologicznych sekwencjonowanie DNA jest
wykorzystywane m.in. do identyfikacji bakterii, ktorych rozpoznanie w warunkach
laboratoryjnych jest trudne lub niemozliwe. Dzi¢ki ustaleniu sekwencji DNA mozliwe
jest rowniez poznanie genow kodujacych czynniki wirulencji bakterii. Proces
sekwencjonowania wykorzystywany jest takze w analizie wektorow do modyfikacji

genetycznych organizmow.

Stownik

dideoksynukleotydy

nukleotydy niezawierajgce grupy hydroksylowej, a jedynie wodor w pozycjach 2’
i 3’ cukru, co nie pozwala na wytworzenie wigzania fosfodiestrowego z kolejnym

nukleotydem,; efektem przylgczenia dideoksynukleotydu jest zakonczenie procesu

syntezy nici DNA

chromatografia

(gr. chroma - barwa, grapho - pisze¢) metoda rozdzielania jednorodnych mieszanin

na skladniki, w ktorej wykorzystuje sie roznice sit oddziatywania tych skltadnikow

z fazg ruchoma i nieruchomg (stacjonarng)

elektroforeza

technika analityczna, rzadziej preparatywna, stosowana w chemii i biologii
molekularnej, zwlaszcza w genetyce; jej istotg jest rozdzielenie mieszaniny
zwigzkow chemicznych na mozliwie jednorodne frakcje przez wymuszenie

wedrowki ich czasteczek w polu elektrycznym

genom

kompletny zestaw informacji genetycznej danego organizmu



lepkie konce DNA

jednoniciowe zakonczenia ,wystajace” z dwuniciowych liniowych czasteczek
DNA; powstajg w wyniku dziatania niektorych endonukleaz (np. enzymow
restrykcyjnych) lub terminalnej transferazy

nukleotydy

czgsteczki zbudowane z pigcioweglowego cukru potaczonego z zasadg azotowg
i jedng lub kilkoma resztami fosforanowymi; nukleotydy m.in. budujg kwasy

nukleinowe

polimeraza DNA

enzym nalezacy do nukleotydylotransferaz, syntetyzujacy z odpowiednich
nukleotydow trifosforanowych czgsteczki kwasow deoksyrybonukleinowych

i rybonukleinowych wedtug wzoru zakodowanego w materiale genetycznym
organizmu, a tym samym wydtuzajacy drugg, komplementarng ni¢ DNA w trakcie

jego replikaciji

starter

(ang. primer); krotki, jednoniciowy oligonukleotyd, komplementarny do jednej
z nici DNA, dostarczajacy w procesie replikacji DNA wolng grupe 3'-OH, od ktorej

zalezna od DNA polimeraza DNA moze rozpocza¢ syntez¢ nowej nici



Wirtualne laboratorium (WL-I)




Laboratorium 1
Przeprowadz doswiadczenie w pracowni genetycznej. Rozwigz problem badawczy,

zapisz wyniki, sformutuj wnioski i zweryfikuj hipoteze.

Prawidtowa sekwencja poczatkowego fragmentu genu taricucha beta hemoglobiny:

GTG CAT CTGACT CCT GAG GAG

Temat: Sekwencjonowanie genu taricucha beta hemoglobiny metoda Sangera

Problem badawczy: Czy sekwencja genu taricucha beta hemoglobiny w pobrane;j

prébce DNA jest prawidtowa?

Hipoteza 1: Sekwencja genu taricucha beta hemoglobiny w badanej probce jest

prawidtowa.

Hipoteza 2: Sekwencja genutancucha beta hemoglobiny w badanej prébce nie jest

prawidtowa.

Sprzet laboratoryjny:

e 4 puste probéwki Eppendorfa na statywie
e pipeta automatyczna o objetosci 10-100 pl

e 7el agarozowy

Odczynniki:

e prébkaz matrycowym DNA

e mieszanina dideoksynukleotydow

e ddATP znakowany zottym barwnikiem

e ddCTP znakowany niebieskim barwnikiem

e ddGTP znakowany czerwonym barwnikiem



e ddTTP znakowany zielonym barwnikiem

e polimeraza DNA

Zasob interaktywny dostepny pod adresem https:/zpe.gov.pl/a/DW7wIQZDs



https://zpe.gov.pl/a/DW7wIQZDs

Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: ® ) @

Cwiczenie 1

Cwiczenie 2

Cwiczenie 3

Cwiczenie 4

Cwiczenie 5

Cwiczenie 6

Cwiczenie 7

Cwiczenie 8

Cwiczenie 9



Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: Biologia

Temat: Sekwencjonowanie DNA

Grupa docelowa: uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym
1 rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres podstawowy
Tresci nauczania - wymagania szczegolowe
VIIL. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

3) przedstawia istote technik stosowanych w inzynierii genetycznej (elektroforeza
DNA, metoda PCR, sekwencjonowanie DNA);

Zakres rozszerzony
TreSci nauczania - wymagania szczegotowe
XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

4) przedstawia istote technik stosowanych w inzynierii genetycznej (hybrydyzacja
DNA, analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA, metoda PCR, sekwencjonowanie
DNA);

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

» kompetencje cyfrowe;

» kompetencje osobiste, spoleczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;

» kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.

Cele operacyjne (jezykiem ucznia):

Scharakteryzujesz pierwsze techniki sekwencjonowania DNA.

Przedstawisz istote sekwencjonowania DNA metodg Sangera.

Wymienisz mozliwosci zastosowania sekwencjonowania DNA.

Przeprowadzisz doswiadczenie polegajgce na zsekwencjonowaniu genu lancucha beta
hemoglobiny metodg Sangera.



Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
» konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

e zuzyciem komputera;

e rozmowa kierowana;

e Cwiczenia interaktywne;
e Cwiczenia laboratoryjne.

Formy pracy:

e pracaindywidualna;

e pracaw parach;

e pracaw grupach;

» praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

» komputery z gtoSnikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
 zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;
« tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda.

Przed lekcja:

1. Uczniowie zapoznajg si¢ z trescig w sekcji ,Przeczytaj.
Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wySwietla na tablicy temat lekcji oraz cele zaje¢, omawiajgc lub ustalajgc
razem z uczniami kryteria sukcesu.

2. Rozmowa wprowadzajaca. Nauczyciel prosi chetnych /wybranych uczniow
0 wyjasnienie, na czym polega sekwencjonowanie DNA. W razie potrzeby naprowadza
na prawidlowa odpowiedz.

Faza realizacyjna:

1. Praca w grupach. Nauczyciel dzieli klase na cztery grupy i kazda z nich losuje kartke
z pytaniem:
1) Jak przebiega metoda chemiczna sekwencjonowania DNA?
2) Jak przebiega metoda enzymatyczna (Sangera) sekwencjonowania DNA?
3) Jaka jest historia poznawania kolejnosci nukleotydow w DNA?



4) Do czego mozemy wykorzystac informacje zawarte w sekwencji DNA?

Zadaniem kazdej grupy jest przygotowanie odpowiedzi na wylosowane pytanie.
Nauczyciel wyznacza czas potrzebny na opracowanie zagadnienia przez uczniow.
Nastepnie kazda grupa omawia swojg odpowiedz, a nauczyciel podsumowuje wiedze
uczniow.

2. Praca z multimedium (,Wirtualne laboratorium (WL-I)"). Uczniowie przeprowadzajg
indywidualnie doswiadczenie w wirtualnej pracowni genetycznej. Rozwiazuja problem
badawczy, zapisuja wyniki, formutujg wnioski i weryfikujg hipoteze. Wybrane osoby
przedstawiaja odpowiedzi na forum klasy.

3. Utrwalenie wiedzy i umiejetnosci. Uczniowie samodzielnie wykonuja ¢wiczenie nr 8
(w ktorym maja za zadanie - wykorzystujac wiedze¢ zdobytg na lekcji, zaproponowac
przebieg sekwencjonowania DNA w celu identyfikacji bakterii Escherichia coli) z sekcji
»Sprawdz sie”. Nastepnie w 4-osobowych grupach omawiaja prawidlowe rozwigzanie.
Po uplywie wyznaczonego czasu wskazany przez nauczyciela przedstawiciel grupy
prezentuje odpowiedz wraz z jej uzasadnieniem. Klasa ustosunkowuje si¢ do nie;j.
Nauczyciel udziela uczniom informacji zwrotne;j.

Faza podsumowujaca:

1. Nauczyciel wyswietla temat lekcji i cele zawarte w sekcji ,Wprowadzenie”,
podsumowuje omawiany na lekcji materiat, wyjasnia watpliwosSci uczniow.

Praca domowa:
1. Wykonaj ¢wiczenia od 1 do 7 z sekcji ,,Sprawdz sie”.
Materialy pomocnicze:

» Jane B. Reece i in., ,Biologia Campbella”, ttum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.

» ,Encyklopedia szkolna. Biologia”, red. Marta Steplewska, Robert Mitoraj, Wydawnictwo
Zielona Sowa, Krakow 2006.

Dodatkowe wskazowki metodyczne:

e Nauczyciel moze wykorzysta¢ medium zamieszczone w sekcji ,Wirtualne laboratorium
(WL-I)” do podsumowania lekcji.



