Flace filter
on bactenal colonies

Preiskovanje knjiznic
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* bakterije liziramo, DNA denaturiramo in fiksiramo Break open cells,

. .. . . . . . attach DMA, to filter
0,5 M NaOH/nevtralizacija/proteinaza K, spiranje; zapekanje pri 80 °C,

* hibridiziramo z oznaCeno sondo
[metoda po Grunsteinu in Hognessu (1975)] 4




Hibridizacija

Prileganje identicnih ali podobnih zaporedij nukleinskih kislin preko nastanka
stabilnih baznih parov. [Stabilni bazni pari: >80 % identi¢nost na odseku ~50 bp.]

sonda reagira s tarcCnim zaporedjem v obliki sSSDNA o S

(dSDNA + NaOH -> ssDNA) ...

* denaturirano tarcno DNA vezemo na membrano ,/ _—‘
* inkubiramo z oznaceno sondo —

* spiramo pri pogojih, ki onemogocajo nespecificne interakcij

Sonde so vecCinoma dolge 100 - 1000 b (! izjeme)

Znacilnosti hibridizacijske reakcije:
- specifiCen proces (do vezave pride samo na mestu ujemanja baz)
- prisotnost nespecificnih tarC ne vpliva na interakcijo med sondo in specificno tarco

Uporaba:

* detektiranje specificne DNA v knjiznicah

* detektiranje specificnega fragmenta po elektroforezi

* doloCanje relativne koliCine specificne mRNA v vzorcih
* hibridizacija in situ



Nacini prenasanja na membrano

Nukleinske kisline obiCajno prenaSamo na membrano z elektroforeznega gela, na
katerem smo opravili loCevanje po velikosti.

= Hibiridizacija v raztopini je z eksperimentalnega stali¢a nesmiselna (izieme: PCR, mol. svetila).

Prenos lahko dosezemo na vec¢ nacinov:
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Nacini prenasanja /2

suhi prenos - gel namo¢imo v pufru, odcedimo in nanj pritisnemo membrano
kontaktni prenos - enako, brez predhodnega namakanja gela
vakuumski prenos - prenos pospesimo z vakuumom (zado3¢a 1 h)

* hibridiziranje v gelu je mozno, a je precej neucinkovito

MoKri prenos ni prenos

polsuhi prenos nski prenos




Prenasalne membrane

vrste membran:

- nitrocelulozne membrane (samo za kolorimetri¢no ali radioaktivno detekcijo) - manjsa
obCutljivost kot najlonske membrane, DNA na NC ne moremo pritrditi z UV-svetlobo

- pozitivho nabite najlonske membrane (tudi za kemiluminiscenco*) — bolj obstojne
membrane, vecCja obcutljivost

- henabite najlonske membrane (manjSa kapaciteta vezave kot nabite membrane)

* za kemiluminiscencno detekcijo je potrebna hidrofobna membrana, zato NC membrane niso primerne

Lastnosti membran so lahko odvisne od proizvajalca in Sarze (npr. gostota naboja -
previsoka povzrocCa visoka ozadja).

Moderately Charged Nylon Membranes




Delo s prenasalnimi membranami /1

* DNA in RNA imata veliko afiniteto do nitroceluloznih in nabitih najlonskih membran

* pred prenosom DNA z agaroze je treba DNA denaturirati (moc¢ne alkalne raztopine:
npr. 0,5 M NaOH), tako da se ha membrano veze kot SSDNA

support

filter papar and
paper towels

nylon membrane
{hidden)

filter paper
wicks




Delo s prenasalnimi membranami /2

*nezasedena mesta na membrani je treba blokirati, da se tja ne veze sonda;
blokiramo z nespecificno DNA (npr. telegja, lososova)

* dodamo sondo v molarnem prebitku in inkubiramo vec ur, da se ustvarijo
hibridne molekule

* proces hibridizacije je dvostopenjski:

a) nukleacija - tvorba kratkega niza sparjenih baz (vsaj 3) - pocCasi ”““““'ﬂ‘L
\

b) zapiranje - podaljSevanje sparjene regije - hitro
*speremo nevezano sondo, da zmanjSamo ozadje; ‘
postopek vecCkrat ponovimo =

Glass t ube

Spindle Cap




Delo s prenasalnimi membranami /3

*s spreminjanjem pogojev spiranja lahko detektiramo bolj ali manj podobne
molekule (spiranje pri vigji temperaturi — vegja specifi¢nost signala)

* detektiranje signala: avtoradiografija ali neradioaktivni nacini
(kemiCne ali encimske kromogene reakcije) ok of paper omels I

paper with tightly bound DMNA

[Al unlabeled DNA _ ~g

tipicne razmere med hibridizacijo: e §
6Xx SSC, 0,2 % SDS, mdw '

1x Denhardtova raztopina of known sizes as
(0,02 % BSA, 0,02 % fikol, 0,02 % polivinilpirolidon) R e oo
ali 1 % mleko alkali solution HYBRDIZED TO
asaaled
sonda: 10-50 ng/ml pumeErssw o Smumowmeessors o ——

65 °C, 18-24 h

http:/ /www.accessexcellence.org/
AB/GG/southBlotg.html __ ¢
L

tipiCna raztopina za spiranje: Loaes
3x SSC, 0,2 % SDS - 1x SSC, 0,2 % SDS ... |MLEWWW;;I;§;=;

(SSC = 150 mM NaCl, 15 mM Na-citrat pH 7) . SUAEED B AUTORADISGRAPY
::E::; \E j’bands




Fiksiranje DNA na membrane

* UV-crosslinker (30-60 s, RT)

* zapekanje v vakuumu (80 °C 2 h) - NC/nekocC

* inkubiranje v alkalnem: samo za poz. nabite
membrane (4-6 h, RT)

Fiksiranje z UV: vezava je preko T, ki se
kovalentno vezejo na membrano. Najti je
treba optimalne pogoje vezave (dovolj Cvrsto,
a ne preko vseh T, da so ti Se na voljo za
parjenje s sondo).




Tipl prenosov

northern: analiziramo RNA (10-20 pg/nanos), ki jo loCimo na denaturirajoCih agaroznih

gelin (v prisotnosti glioksala ali formaldehida)

Southern (1975): detektiramo specificna zaporedja DNA.

Genomske fragmente loCujemo po velikosti na

agaroznih gelih - osnova RFLP in podobnih metod.

(a) (b) (c)
0 (i) (i) (i) (v) (v)
[ it ; _
(1] ¥ Lo
S 1500 9 | 2+ &3
=l i L,
_§ 3L - . g §
© E 4t
2 B g
- sno_mo: H;; < 5t
8 M I T o6 B
ul o "
g = = !
£ 200-300 8 B
o
- |
< 10 ;
(@ (i) (i) (iv) (i)iy (i) L £ 8 5 &
© g 3§~
TIBS 25, 585-588 (2000) 3 28
Figure 3

Examples of ‘gel transfers’ from the original publication®L. (a) Haelll digests of E. coll DNA
probed with 55 ribosomal RNA; (b) EcoRI digest of purified ribosomal RNA genes probed
with 185 and 285 ribosomal RNAs; (¢) EcoRl digests of various mammalian DNAs probed

with ribosomal RNA.
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Type

Origin

Characteristics
of starting
materal

Labeling

Cell-based DNA
cloning or PCR

1

Normally doubl
0.1 kb to hundreds of kb for
conventional DNA 0.1

clones,
kb to = 20 kb for PCR products

Usually by DNA polymerase-
based DMNA strand esis

(see Figure 5.

RMNA

Transcription from
insart DNA cloned
in suitable vectors

Single-stranded
usually up to a
few thousand

nuclaotides long

Oligonucleotide

Chemical synthesis

Single-stranded,;
usualty
15=50 nt

long

End labeling (e.q.
by polynucleotide
kinase; see Figure 5.3)



Sonde

Sonde so oznacene ssDNA ali RNA, ki so vsaj delno komplementarne zaporedju,

ki ga iSCemo. Uporabljamo jih pri tehnikah prenosa (blotting) in pri Studijah celic in
Situ.

vrste oznaCevanja: detekcija:
radioaktivno (32P, 35S, 125I, 3H) avtoradiografija, Stevci
biotin preko avidina/steptavidina

encimi (alk.fosfataza, hrenova peroksidaza) test aktivnosti

fluorescenca fluorimetri, mikroskopija



Sonde /2

Nacini pritrjevanja oznak na DNA (RNA):

- pomikanje zareze (nick translation)

- podaljSevanje zaCetnega oligonukleotida (primer extension)
- RNA-polimeraza

- oznacevanje koncev

- direktno oznacCevanje

- oznhacCevanje s PCR

Sondo lahko pripravimo na osnovi zaporedja iz sorodnega organizma
(heterologne sonde) ali pa jih sintetiziramo na osnovi znanega aminokislinskega
zaporedija proteina, za katerega iSCemo zapis.



Sonde /3

Priprava oznacCene sonde s pomikom zareze (Rigby et al., 1977) [ oA | @
5 TCAGTTCCGACTGACTAGCTGAAAGGTC 3
1.) osnova reakcije sta DNA, ki jo zeliS oznaciti, in DNA-polimeraza AAGGCTGACTGATCGACTTTCCAG
“ b ¢ ‘:T-C g
2.) v reakcijo dodaj dNTP (1 oznacen) in vnesi zareze v DNA SsacTTeCeaTTeAC TR nC T e e e S
[DNaza I] m AT A0 A
C T+ T
Y- B
3.) dodaj polimerazo, ki bo zareze zapolnjevala z dNTP (5’ - 3) el csipponiinpibpasunidyt
c Toa® i~ i
4.) polimeraza cepi vezi pred sabo [eksonukleazna aktivnost 5’ - 3] a g
in vgrajuje nove nukleotide vkljucno z oznacenim dNTP G g A *T® o
5 ACTGACTACC cC 3
v co @ ar B

5.) DNA denaturiramo in lo€imo oznaCeno sondo od preostanka DNA RS R

i
B



Sonde /4

5% T 15* Template DM&
. . C e .. 3 =)
Prlpl’ava Sonde po metOdI z nakljucnlml Heat denaturation Genetration of single-stranded template

zacetnimi oligonukleotidi (random primer)

0z. metodi s podaljSevanjem

(Feinberg & Vogelstein, 1983). YT i ATTETRTIT NN
ZacCetni oligonukl.: 6-10 b.

o~ 0 Random primer

l,;— dMTP + [=S2P] dCTP +Klenow fragment

em Labeled DNE strand

Heat denaturation Separation of Tabeled DN& and
termnplate DNA

5" IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllalI
3 15
apelelellll L sl LY

!

Usze as a hybridization probe

} Template DHNA

} Labeled DA CDRNA probe




Sonde /5

Kinase End Labeling

2 3 oH
L&

l Add phosphatase to

remove
= Lo
HOS: 5
l.ﬂ.dd DHA Kinase (*P ATP {ﬁ}
3 on
HO 3 &

Priprava sonde po metodi z oznacevanjem koncev (end labelling):
ObiCajno oznacCimo 5’-konec DNA/RNA tako, da dodamo oznacevalno skupino s pomocjo
delovanja polinukleotid kinaze (PNK).

Vendar tako lahko vgradimo samo 1 oznacCevalno skupino, kar pomeni manjSo specificno
aktivnost pri detekciji. Najprej s CIP odstranimo fosfatne skupine, nato s T4-PNK dodamo na
5’-konec oznacen fosfat 32P.



Priprava sonde s PCR:

Priprava z
RNA-polimerazo:

Vgradnja oznacCevalca v repe s
terminalno transferazo:

Sonde /6

ssDMNA Template Label
+ Specific Primers + Tagq DNA Polymerase Labeled Probe
e DIG ? D!G? ? ?
p . dUuTP P
DIG® © ©
Expression Linearization Label Labeled Probe
Plasmid + T3/T7/SP6 RNA

Polymerase
DlGi i i
} h_l DIG
Cure —» ois rey

_I
Oligonucleotide Label Labeled Probe
+ Terminal
Transferase
+ dATP

% i ?dUTP —>




Sonde /6

ssDMNA Template Label

+ Specific Primers + Tag DMNA Polymerase

Labeled Probe

DIGP ¢ ¢

DIG? dUTP

Expression
Plasmid

-'r h_l DIG -
c . “UuTP

Oligonucleotide Label

Direktno oznacCevanje:

DNA pri 85 °C inkubiramo 30 minut s
cisplatinovo linkersko molekulo, na katero
je ze vezana oznaka. Vezava poteCe na N7

gvanozina in citozina.
DIG Chem-Link, Roche

Linearization Label

DIGS & &

Labeled Probe

~—f- DIGzii

(= |

+T3,/T7/SP6 RNA
Polymerase

Labeled Probe
4+ Terminal

Transferase
+ dATP

s deTP ¥

o .-_i
I,

H
H.L\',r"‘mw,-"“»..n.r ,,\__,—"&H'_.f"‘mv.-'Nmn/\Dp'
o



Sonde: neradioaktivho oznacevanje

e
oH |~
. C11 spacer ' T '
'-... ? (l'_I] {l'_l} I: L 4~ [OH
H., NHGHG; CH=CH—CHsNH—C—({CH;)s—NH—C—CH; H Digoixigenin
I | reporter group
D-.-"-“"'EH NHDH
BE®—CH, o
Cllic-l-lf ||-| Digoxigenin-11-dUTP
éH |-I| otir
reporter
qroup
rd
., C16 spacer ny
'”FJ o 0 0 CH

* I Il Il

" T OH=OH—CHzNH—C—(CH)5-NH—C—(CHy) s NH-0—(CH,)CH
L
G H

®ee—C. o

C{I—IT H Biotin-16-dUTP
o
H

OH

]

Ky

Potential hydrogen
bond in basa pairing
when incorporated

in double halix




Oznacevanje in detekcija /1

* kemiCno oznacCena sonda: po prenosu membrano
inkubiramo s protitelesi proti digoksigeninu, ta pa

so konjugirana z reporterskim encimom
(npr. alkalno fosfatazo)

DETEKCIJA 1:
* dodamo substrata NTB (nitro blue tetrazolium) 1N

BCIP (5-bromo-4-kioro-3-indolilfosfat), Ki ju fosfataza
razgradi in nastane netopno modro barvilo
na mestu vezanih protiteles

DETEKCIJA 2:

* dodamo kemoluminiscencni substrat za
alkalno fosfatazo (CSPD) in detektiramo 0—0
sprosceno svetlobo (luminometer ali film)

Cl

CSPD® Substrate



Oznacevanje in detekcija /2

Iste membrane z vzorci lahko zapored uporabimo z dvema razlicno oznacenima
sondama (npr. digoksigenin in fluorescein).

Iste membrane lahko uporabimo veckrat tudi v primeru, da po koncani detekciji
sondo speremo z imobilizirane tarcne DNA. Metode spiranja so odvisne od vrste
oznacCevanja, v osnovi pa gre za inkubiranje v 0,2 M NaOH, 0,1 % SDS (2 x 15 min).

DIG-labeled probe P32-labeled probe

§
4oy et



Oznacevanje in detekcija /3

OznacCevanje s fluoresceinom:

5'HO OH3 +ATP 3
.. . . . . .. T4 poly rmacleotide kinase
* oznacimo lahko katerikoli oligonukleotid - naroCimo 37°C, 1hour
markiranje ob sintezi ali oznako vnesemo v laboratoriju: ) i
O—Il’—O OH 3

: , )
1.) s T4-PNK na 5’-konec DNA uvedemo fosforotioatno O, o CH
skupino (uporabimo reagent adenozin-5’-O-3-tiotrifosfat) 7°C. 30 isvstes \CL g

. . . : : C © CH COOH
2.) fosforotioat reagira z 5-jodoacetamid-fluoresceinom “*@i e 5.IAF
(5-1AF), kar povzrocCi vezavo fluoresceina na zveplov =
o

atom

* tako oznacCen oligonukleotid uporabimo za oznaCevanje
sond, npr. s PCR NH—<:—<|:H2

COH 3

3
B} I
DETEKCIJA: N
* detektiramo s posebno aparaturo
(npr. Flourolmager)




Oznacevanje In detekcija /4

Oznacevanje preko biotina omogoCa podobne nacine detekcije kot so bili opisani
pri digoksigeninu (kemiluminiscenca ali kolorimetricno detektiranje preko
kompleksa streptavidin - alkalna fosfataza). Biotin smo vezali na sondo kemicno
preko psoralena ali ze v postopku sinteze.

Primerjava radioaktivnih in neradioaktivnih oznacCevalcev:

* radioaktivnost — manj reagentov, standardizirani postopki, podaljSevanje ekspozicije -
mocnejSi signali

* alternativni postopki: trajnost reagentov (ni upada aktivnosti izvora), ni nevarnosti za
okolje in delavce, kratki Casi eksponiranja, moznost barvnih reakcij

Na trziSCu je veC deset kompletov reagentov za razlicne nacCine oznacevanja in
detekcije. Najprej se moramo odlociti, ali bomo oznacevali radioaktivno ali ne,
nato pa po katerem postopku bomo oznacevali sondo.

Kupiti je mogocCe tudi membrane za prenos northern z ze loCenimi vzorci mRNA iz
posameznih normalnih in patoloskih tkiv.



Medscape

Chromogen (NBT/BCIP)

Alkaline phosphatase

Streptavidin
Biotin

_k: : O Color reaction

Biotin-labeled single-stranded amplified target

Source: Expart Rev Resp Med @ 2009 Expert Reviews Ltd



Oznacevanje in detekcija: FISH

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)

Gene Fixed Cells

TITTIIITIT (on slides)

DMNAase },
({random cut) "I"'
S i O

- Dlg-d UTP (or Biotin-dUTP) 1

X( ~dCTP + dATP + dGTP
NICK _r

TRANSLATION & rErrrrerrrrerrrerited

Denaturation
{Formamid 42°C)

|]] IT] S ] 5O 0 0 J O O 5 O |

Hybridization
Denaturation
(75°C) \ ? (on slides)
TTrrrrerenl

y %

R NS

o, LW
f\
ja S Antibodies anti-Dig (or Avidin)
i i linked with a flucrophor
<j:ma

EpifluorescentMicroscopy
< The gene is located

S | i o




e-specific Centromearic Taelomeric Chromosome-painting
probe probe probe probe

Repetitive-sequence probes

Examples of different types of fluorescence in situ hybridisation (FISH) probes

Expart Reviews in Molecular Medicine @ 2000 Cambridge University Press

Probe
DNA

. o Label probe with
fluoresecent molecule

Denature

Hybridize

L
=

Visualise




DoloCanje nukleotidnega zaporedja DNA

Osnovni metodi:
1) Maxam & Gilbert (1977): kemiCna cepitev dsDNA
2) Sanger (1977): zakljuCevanje verige pri sintezi s SSDNA

* Pri obeh osnovnih metodah uporabljamo radioaktivho oznaCevanje
(pri novejSih izvedbah Sangerjeve metode v avtomatskih postopkih so oznake fluorescencne).

Pri obeh pristopih analiziramo fragmente DNA.
Prekinitve vnesemo kemicno.
Prekinitve vnasamo na specificnin mestih, ki omogocajo loCevanje med 4 bazami.

V zacetni stopnji moramo izolirati DNA, ki jo Zelimo analizirati, v Cisti obliki, nato pa
izvedemo reakcije, ki vodijo do vnosa markerja in vnosa prekinitev. Sledi loCevanje
fragmentov po velikosti (PAGE; avtomatizirani postopki: kapilarna elektroforeza - CE)

Pri fluorescencnem oznacevanju loCimo:
* oznacevanje preko zacCetnega oligonukleotida (dye primer chemistry)
* oznacevanje preko terminatorja (dye terminator chemistry)



Metoda po Maxamu in Gilbertu

Postopek:
* dsDNA oznac¢imo na 5’-koncu s 32P-ATP

* 2 verigi loCimo pri 90 °C v DMSO, nanesemo na PAGE in nato izoliramo posamezni verigi

* ssDNA razdelimo na 4 alikvote in obdelamo loCeno (modifikacija baz):
z dimetilsulfatom  A+G z mravl;. kislino

G

C+T s hidrazinom

C s hidrazinom v alkalnem

Na mestu modificiranih baz s piperidinom v kislem prekinemo verigo > fragmente lo€imo s
PAGE. Razcep ni kvantitativen, zato dobimo veliko Stevilo radioaktivho oznaCenih produktov.

(a) DNA
Radioactive
label 5
(o)
Test tube 1 Test tube 2
© -
[ il
l |
i I
O o— B
- i
”.:’,ﬁ_;'ﬂ;
Ze i|.f' [ |i
— | '.,._'_"‘;_;._!.'" ?u
o \\ P )
Lo g
Destroy Destroy Destroy
base G bases A and G bases Tand C

http://www.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/fg1l4 22a.jpg

Radioactive label (*?P)

Test tube 4

CHEMICAL CLEAVAGE OF A DMNA SAMPLE AT C BASES

End-labelled DMNA sample

PopAp-T-p-T-p-G-p-C-p-G-p-C-0-T-p-G-p-C-p-A-p-C-p-G-p-C-p-T

End-labelled DNA fragments




Figure 4A.4 Sequencing an oligonucleotide by the
Maxam-Gilbert method

. Sample DNA

Preparation of homogeneous
single-strand DNA

SATTGACITTAGCCY
@ Addition of %P as 5’ phosphate
‘ATTGAC[TTAGCC

o Cleavage at specific nucleotides

S =
| G reaction |A reaction, |T reaction, |C reaction
with some |with some

G cleavage | C cleavage
(underlined) (underlined

i
'

"ATTGACTTAGCC *ATTGACTTAGCC "ATTGACTTAGCC "ATTGACTTAGCC

"ATTGACTTA “ATTGACTTA "ATTGACTTAGC "ATTGACTTAGC
CATT *ATTGACTT "ATTGACTTAG "ATTGACTTAG
“ATTG "ATTGACT “ATTGA
TATT "ATTGAC
ATTGA

A |
@ Electrophoresis

Fragment
length R
adioautograph
(bases) o ) g
Whole "
oligonucleotide-—*f B — i el
10 i | G
8 e — A
g e T
6 — -
5 ——— G
4 E—— A
3 e ——— G
2 o T
1 rar— T

e Read
sequence

From Mathews and van Holde: Biochemistry 2/e. © The Benjamin/Cummings Publishing Co., Inc.



DoloCanje zaporedja po dideoksi-metodi (1)

izoliramo dsDNA in jo pretvorimo v RN A VA% A
ssDNA obliko (denaturacija) . jor )
"Ej?;ds DNA iwi I"C?" ss‘cj Eﬁ:re
Primer wm

\ ) % Annealing buffer

vezemo zacCetne oligonukleotide (15-20 b)

T | T |
. . o . . . foviconc.dc TR dGTR, dTTPEGT
dodamo encim, dNTP in oznaceni nukleotid | e\ [egeaten
J : polymerase
(oznacCevalna reakcija) — 1
tﬁ:-.‘l *?}.__\\
T \T i
dodamo \f coarP | l( aaCTP | ) ddgTP | ) TP
terminatorje (ddNTP) ‘..’-’ - ° v
“_IIIE_I:é":gj
—




DoloCanje zaporedja po dideoksi-metodi (2)

Slop buffer
(EDTA, formamids, dye)

zaustavimo reakcijo

loCimo nastale fragmente po velikosti
(elektroforeza na 7 % PAG + 7 M urea)
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DoloCanje zaporedja po dideoksi-metodi (3)

m

W TR

I

4 1

) )

dideoksinukleotidi kot terminatorji v polimerazni reakciji:
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Avtomatski sekvenatoriji

Dva razliCna pristopa:

- vsako bazo oznacCimo s svojim barvilom in analiziramo v 1 nanosu (4 reakcije = 1 zaporedje
hkrati); detektor loCeno zazna posamezne signale in program generira izpis

- uporabljamo samo 1 barvilo in vsako bazo nanesemo loceno (4 nanosi za 1 zaporedje);
detektor prebere vsakega od 4 signalov loCeno, program integrira signale in generira izpis

Barvila so fluorescencna (emisija v vidnem ali IR delu spektra) ali radioaktivna.
Fragmente loCujemo s kapilarno elektroforezo.

Aparatura ima locevalni del, detektorski del in kontrolni/integracijski del.

Problemi: prekrivajoCi spektri barvil, sekundarne strukture in kompresije

Postopek:

priprava matricne DNA (plazmid, fag,...)

sekvencna reakcija (vgradnja barvila med polimerazno reakcijo)

CiSCenje oznaCene DNA

nanos na elektroforezni nosilec

loCevanje na nosilcu

detekcija in interpretacija signalov (surovi signal = od$tevanje ozadja, mapiranje signalov, oblikovanje
izpisa)



Naprave na osnovi kapilarne elektroforeze
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Proizvajalec ABI (Applied Biosystems)
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Kapilare so obiCajno iz silikata, dolge 30-50 cm in imajo notranji premer
~50 um; nanos 10-100 nl.

Za delo z velikim Stevilom vzorcev so na voljo veCkapilarni sistemi z vzporedno detekcijo.
Uporabljamo komercialna barvila (Big-Dye; ABI)

LoCevanje pri 10-30 kV.
Prednosti sistema: ni potrebno pripravljati PA-gelov, ni gibljivih delov.

Slabosti: potrosSni material je sorazmerno drag (kapilare, reagenti), zanesljivost doloCenega zaporedja je
~98,5 %.



Kemizem “Big-Dye”

Oznaceni so terminatorji (= vedno lahko uporabimo enake)

Structure of the ddT-BigDve termunator.
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Table 1. Linkers, fluorophores and final terminator concentration for each nucleotide of the three terminator sets: thodamine, d-rhodamine and BigDye _kj

Terminators Fhodamine d-Fhodamine BigDve

Nucleotide  Linker® Dye Final conc. (uM) Linker Dye Final conc. (pM) Linker Donor dye  Acceptor dye  Final conc. (uM) ddT-EO-6CFE-dTMR
ddATP PA 5-R6G 0.02 PA dR6G-2 0.02 PA 6-FAM dR6G-2 0.11

ddCTP PA 6-ROX 0.13 EO dTAMRA-2 012 EO 6-FAM dROX-2 0.16

ddGTP PA 5-R110 0.01 EO dR110-2 0.01 EO 5-FAM dR110-2 0.10

ddTTP PA 6-TAMRA 023 EO dROX-1 0.18 EO 6-FAM dTAMERA-2 1.12

AThe linkers are PA, propargyvlaminoe and EO, propargyl ethoxvamino.

4500—4504 Nucleic Acids Research, 1997, Vol. 25, No. 22

New dye-labeled terminators for improved DNA
sequencing patterns



Izpis:

Sekvenatorji na osnovi CE (3)
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