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Metodi di Sequenziamento del DNA ’

DNA Structure

Il sequenziamento del DNA ¢ la
determinazione dell'ordine dei diversi
nucleotidi QUINDI delle 4 Basi Azotate
(Adenina, Citosina, Guanina, Timina) che
costituiscono

'’ACIDO NUCLEICO




Metodi di Sequenziamento del DNA

La sequenza del DNA contiene tutte le informazioni@netiche
ereditarie che sono alla base dello sviluppo di tuttili organismi
viventi

All'interno di questa sequenza
sono codificati i geni
nonché le istruzioni per esprimerli nel te
e nello spazio

Determinare I'esatta sequenza e utile
per la ricerca del perché e come gli organismi viv

Sequenziamento genico
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TECNICHE DI
SEQUENZIAMENTO

* Metodo di Maxam e Gilber
(della degradazione

Walter Gilbert € un biochimico e fisico statunitens
premio Nobel per la chimica insieme con FredeBenger
"per i loro contributi riguardanti la determinaziendelle sequenze di basi negli acidi nuclei@"

& Metodo S
(a terminazi

1918-2013

Frederick Sanger e stato un chimico britannico, agersona nella storia ad essere premiata con éliteani Nobel.
Studia alla Bryanston School e quindi conseguelanga in Scienze Naturali al St John's Colleg€dmbridge.

—




METODO SANGER
(0 metodo a terminazione di

Si es@&lﬁ@aﬁ@)

provette differenti e
ciascuna richiedeva

1.DNA stampo a doppio

. )
fllamento

{ 8

2.Un solo primer
= | complementare al filamento de
sequenziare

4. Una miscela di 4 dNTPs di cui uno
marcato per la visualizzazione finale dei
filamenti di una nuova sintesi dopo
elettroforesi

5. Terminatore di catena:ddNTPs,
diverso per ciascuna delle 4 reazioni




ddNTPs: DIDEOSSINUCLEOTIDETRIFOSFA

* Blocca I'allungamento del filamento
di Acido nucleico poiche la
mancanza del gruppo ossidrili

Desossiribonucleoside H
trifosfato (ANTP)

o o 0
Il Il Il

O—P—B—p—G=p—e—rH
o o o

posizione 3’ impedisce
I'aggiunta di un altro nucleotide
alla catena in via di sintesi.

[L’assenza del gruppo -OH in




Principio del sequenziamento

(Sanger, metodo manuale, a ciclo termico)

Nuovi frammenti di DNA sono prodotti mediante
amplificazione lineare di una piccola quantita di
DNA stampo, utilizzando cicli della PCR

-.1""1-.._‘_ ‘l L3
*La reazione inizia con la denaturazione del DNAngta.

*Annealing del primer.

*La Tag polimerasi incomincia la sintesi del filarteen
complementare.

*Se viene inserito uno deidNTPs I'allungamento prosegue.

*Se invece viene inseritoddNTPs terminatore
di catena I'allungamento si blocca.




Principio del sequenziamento
(Sanger, metodo manuale, a ciclo termico)
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Gel di sequenziamento del DNA

A

wo : TG C
Ognuna delle 4 reazioni e corsa su pozzetti '

vicini, dopodiché le bande sono visualizzate
su lastra autoradiografica o sotto luce UV, e
la sequenza viene letta direttamente sulla

lastra o0 gel a seconda del tipo di marcatura
dei nucleotidi dideossi.

Dal basso verso l'alto il
frammento di DNA ha questa
2y sequenza:
"1 TAGCAGATATATGGCGTTCG
) ATATATTGGAACTTCT  |i—




EVOLUZIONE...

-

Attualmente € possibile effettuare, anziché 4 wraaistinte per ogni
nucleotide modificato, unsolareazione utilizzando i 4 ddNTPs marca
fluorescentemente in modo diverso tra loro edaztiindo lettori ottici

Viene isolato un frammento di
DNA a singolo filamento di cui si
vuole determinare la sequenza delle
basi (lo stampo}.

& TR o
¢dCTP ddGTP ddTTP ddATP

t

g l\ /I )
Ognuno dei ddNTP ¢ legato a un \ /
diverso colorante fluorescente.

appropriati

ati

Ei A un campione del DNA di cui si vuole
determinare la sequenza viene aggiunto un
primer, la DNA polimerasi, i dNTP e i
ddNTP fluorescenti; ha inizio la sintesi.

Filamento stampo

ﬁi Nellesempio il risultato mostra cosa si
legaalla T presente nel filamento da
sequenziare. Se casualmente si lega
AdATP Ainvece di dATP, la sintesi si
arresta. Viene cosi ottenuta una serie di
frammenti di lunghezza differente,
ognuno dei quali termina con un
ddNTP.

STAZANART AT E727C00R 3

é Ogni frammento emette fuorescenza di
un colore che identifica il dANTP che ne
ha determinato Farresto della sintesi. [l
colore allestremita di ogni frammento
viene rivelato per mezzo di un raggio
laser.

7] La sequenza del DNA pud essere
dedotta in base ai colori di ciascun
frammento di DNA neosintetiz-
zalo...

.. ¢ convertita nella sequenza complemen- 3
tare del filamento stampo.

3 Primer
3'm{tsequenza nota)

1 frammenti neosintetizzati
di lunghezza differente vengono
separati mediante elettroforesi,

‘ ,—\—E\enroforesw il
Frammento pili lungo
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'AATCTGGGCTATTCGG S

- TIAGACCCGATARGOCCGEA !

GGGCCTGCAGGATTGCCT
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