Aufklärung von DNA-Sequenzen nach der Kettenabbruch-Methode von F. SANGER
Enzymatisches Verfahren

Abgeleitet nach natürl. Replikation

Ziel : Die Reihenfolge der Nucleotide in der DNA aufklären

Durchführung:

Es werden so genannte Abbruchnucleotide eingebaut. 

Besonderheit:

Diese Abbruchnucleotide weichen nur von den korrekten DNA-Bausteinen ab, dass bei ihnen nicht nur am zweiten sondern auch am dritten C-Atom des Zuckers das Sauerstoffatom fehlt. Kurz : Es fehlt die OH-Gruppe am dritten C-Atom, über die die Verbindung zur Phosphatgruppe des nächsten Nucleotids erfolgen müsste.

Wird ein solches Nucleotid während einer DNA-Synthese eingebaut, bricht diese ab.

Es müssen 4 Ansätze hergestellt werden, die aus einer DNA-Polymerase sowie den vier Nucleotidbausteine und einem kleinen Startetmolekühl bestehen.

Nun gibt man jedem Ansatz eine kleine Menge von Abbruchnucleotiden, einmal Adenin, einmal Thymin usw. dazu.

 Nun hat man 4 Ansätze mit jeweils einer Sorte Abbruchnucleotide.

Wir nun ein „falscher“ Baustein anstelle des richtigen Nucleotids eingebaut, wird die Synthese abgebrochen.

Da nur wenige dieser vorbereiteten Abbruch-Nucleotide beigemischt wurden, bricht der eine Strang beim ersten Adenin einbau ab, der andere erst beim zweiten usw.

Es ist Zufall wann sich die präparierten Basen einbauen.
Durch die große Anzahl der DNA-Einzellsträngen ist es jedoch nahezusicher das sich das Abbruch-Nucleotid an jeder vorhandenen Stelle einmal einbaut, bzw eingebaut wird.
Um sicher zu gehen wird der Vorgang öfter wiederholt, um ein sicheres Ergebnis zu erziehlen.

Als Ergebnis erhält man ein Gemisch unterschiedlich langer Doppelstrangstücke.

Diese werden zu Einzelsträngen aufgespalten, die dann durch Elektrophorese getrennt werden.

Die neugebildeten Stränge wandern umso rascher, je kürzer sie sind.

Wenn man radioaktiv markierte Nucleotide zur Synthese einsetzt kann man die getrennten Stränge auf einem aufgelegten Film erkenn.

Auf diesem Bild erkennt man Länge und das jeweils letze eingebaute Abbruch Nucleotid.

Daraus lässt sich eine Basensequenz ablesen.

Kurzform:

· Ein kurzes DNA-Stück wird zugegeben, dieses dient als Startetmolekül.

· Der Primer wird radioaktiv makiert.

· Die DNA-Lösung wird auf 4 Ansätze verteilt

· In jeden Ansatz fügt man die 4 Nucleotide der DNA ( A,G,T,C), DNA-Polymerase und in einer bestimmten Konzentration noch jeweils das Abbruchnucleotid einer der vier Basen hinzu.

· Die DNA-Synthese startet, und es wird gelegentlich ein Abbruchnucleotid angeknüpft, wordurch die Synthese abbricht.

· Es bilden sich verschiedenlange DNA-Stränge
· Durch Erwäremen werden die Einzelstränge voeinander gelöst und durch Gel-Elektrophorese aufgetrennt

· In dem elektrischen Feld wandern die kürzeren DNA-Stücke schneller als die längeren.

· Durch die einheitliche Länge sammelt sich in einem Bestimmten Bereich des Gels als Bande an.

· Durch die radioaktive Makierung des Primers können diese sichtbar gemacht werden, daraus kann man die DNA-Sequenz ablesen

· .
