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Дәрістің мақсаты:

ДНҚ-ның нуклеотидтік тізбегін анықтау әдістерімен

таныстыру.

Қарастырылатын сұрақтар:

1. Секвенирлеудің мақсаты

2. Максам–Гильберт әдісінің принципі

3. Сэнгер әдісінің принципі және қолданылуы



Қазіргі биология мен медицина ғылымында геномдық зерттеулер ерекше

маңызға ие бағыттардың бірі болып табылады. Геном — тірі ағзаның барлық

тұқым қуалаушылық ақпаратын қамтитын ДНҚ молекулаларының жиынтығы.

Геномдық зерттеулер осы ақпаратты жан-жақты талдауға, гендердің құрылымы

мен қызметін анықтауға және олардың өзара байланысын түсінуге мүмкіндік

береді. Бұл зерттеулердің нәтижесінде тұқым қуалайтын ауруларды анықтау,

емдеу әдістерін жетілдіру, ауыл шаруашылығында өнім сапасын арттыру және

биотехнология саласында жаңа мүмкіндіктер ашу жүзеге асырылады.

Геномдық зерттеулердің басты мақсаты — ағзалардың генетикалық

құрылымын тереңірек түсініп, сол арқылы биологиялық процестердің негізін

ашу. Бұл бағыт ғылымның дамуына, сондай-ақ адам денсаулығын қорғау мен

қоршаған ортаны жақсартуға зор үлес қосады.



Геномдық зерттеулер организмдердің геномдарын,

жеке гендерді, олардың функцияларын және өзара

әрекетін түсудегі кешенді сала. Нуклеин

қышқылының секвенирленуі оның құрылымын

және ақпараттық мазмұнын анықтауға бағытталған

технологиялық процесстерді қамтиды. [1,32]Негізгі

нысана: ДНК-дың нуклеотидтерінің тәртібін дәл

анықтап, геномның карта-сынақтарын құру,

гендердің орналасуын, вариацияларды және

генетикалық ақпаратты түсіндіру.(1-сурет)

ГЕНОМДЫҚ ЗЕРТТЕУЛЕР ЖӘНЕ ОНЫҢ 

МАҚСАТЫ



Нуклеин қышқылдарын секвенирлеу - (басқаша

айтқанда, полинуклеотидтік тізбегіндегі нуклеотидтер

ретін анықтау) - бұл «әріптер» яғни

нуклеозидтрифосфаттардың: dATP, dGTP, dCTP, dTTP

және UTP бірізділігінен тұратын сызықтық ДНҚ

немесе РНҚ молекулаларының бірінші реттік

құрылымын анықтау әдісі. Бұл «әріптер» көбінесе

олардың құрамына кіретін азотты негіз арқылы

аталады - аденин (А), гуанин (G), цитозин (С), тимин

(Т), сондай-ақ РНҚ жағдайында урацил (U).

НУКЛЕИН  ҚЫШҚЫЛЫНЫҢ СЕКВЕНИРЛЕНУІ



• Тұқымқуалаушылық пен өзгергіштіктің бірлігі ген

болып табылады.

• Ген – нәруыздың бірінші реттік құрылымын

(полипептид), тРНҚ немесе рРНҚ-ны кодтайтын ДНҚ

молекуласының бөлігі.

• ДНҚ — тірі ағзалардың тұқым қуалау ақпаратын

сақтайтын негізгі молекула. Оның құрамындағы

нуклеотидтердің нақты орналасу реті әрбір ағзаның

генетикалық ерекшелігін анықтайды.

СЕКВЕНИРЛЕНУІДНҚ



ДНҚ-ны секвенирлеу – дезоксирибонуклеин қышқылының бірінші реттік

құрылымындағы нуклеотидтер ретін оқу.

Тарихи тұрғыдан ДНҚ секвенирлеудің екі әдісі бар :

1. Максам–Гильберт (Maxam–Gilbert) әдісі

Бұл химиялық деградация әдісі, 1977 жылы Алан Максам мен Уолтер Гильберт

ұсынған.

2. Сэнгер әдісі (тізбекті тоқтату әдісі)

1977 жылы Фредерик Сэнгер ұсынған, қазіргі заманғы секвенирлеудің негізін

қалаған әдіс.

ӘДІСТЕРІ
ДНҚ молекуласын секвенирлеуі



1977 жылы молекулалық биология әлемінде екі түрлі

секвенирлеу әдісі пайда болды.

А.Максам мен В.Гилберт бір ұшында радиоактивті

таңбаланған ДНҚ фрагментінің спецификалық химиялық

ыдырауына негізделген секвенирлеу әдісін ұсынды.

Бұл әдіс ДНҚ молекуласының біріншілік құрылымын, яғни

нуклеотидтердің нақты ретін (тізбегін) анықтау үшін

жасалған.

Әдіс “Максам-Гильберт әдісі” деп аталды.

МАКСАМ ЖӘНЕ ГИЛЬБЕРТ ӘДІСІ: ХИМИЯЛЫҚ ДЕГРАДАЦИЯ 

ӘДІСІ 

Уолтер Гилберт



Максам–Гильберт әдісінің мәні – ДНҚ молекуласының нуклеотидтер ретін

химиялық жолмен анықтау. Бұл әдіс химиялық деградация принципіне негізделген,

яғни ДНҚ тізбегі арнайы реактивтердің әсерінен белгілі бір нуклеотидтер орналасқан

жерлерде үзіледі.

Әр реакция белгілі бір нуклеотид түрін (аденин, гуанин, цитозин немесе тимин) ғана

бұзатын арнайы реагентпен жүргізіледі.

Түзілген жолақтардың орналасу тәртібі ДНҚ тізбегіндегі нуклеотидтердің ретін

көрсетеді. Осылайша, Максам–Гильберт әдісі ДНҚ тізбегін химиялық жолмен үзіп,

әр нуклеотидтің орналасуын анықтау арқылы генетикалық ақпаратты “оқуға”

мүмкіндік береді.

Максам - Гильберт әдісінің мәні



ДНҚ фрагментінің ұштарының бірі фосфор

изотопы 32р көмегімен белгіленеді. Тек бір шеті

(3' немесе 5') белгіленеді. Оны нуклеотидтерге

"жабыстыруға" болады және нуклеотидтердің әр

түрі үшін әртүрлі түстерді таңдауға болады.

Реагентке әсер ету концентрациясы мен ұзақтығы

нуклеотидтің тек бір түрі өзгертілетін етіп

таңдалады (C; C + T; G; G + A) .

Белгіленген ДНҚ препараты төрт бөлікке

бөлінеді(5-сурет) және олардың әрқайсысы төрт

негіздің біреуін немесе екеуін бұзатын реагентпен

өңделеді, ал реакция шарттары әр ДНҚ

молекуласына бірнеше зақым болатындай етіп

таңдалады.

Максам-Гильберт әдісінің кезеңдері

ДНҚ препаратының төрт бөлікке бөлінуі



.

Максам Гилбертті секвенирлеу әдісі келесі

бірнеше қадамдармен орындалады:

• Шектеу эндонуклеазаларын қолдана

отырып, ДНҚ тізбегін тазарту;

• ДНҚ фрагменттерінің ұштарын

радиоактивті фосфаттармен таңбалау;

• Әр түтіктің құрамындағы электрофорезді

гельдегі жеке сызықтар мен

фрагменттердің ұзындығына қарай бөлу;

• Автографограф арқылы фрагменттерді

анықтау:;

Дәл осындай жолмен басқа үш бөлікті де ДНҚ-ны тиминнен, гуаниннен және цитозиннен кейін үзетін

реагенттермен өңдейді.(6-сурет) Барлық төрт үлгідегі ДНҚ үзінділері бір-біріне параллель орналасып, 

полиакриламид гелінде электрофорез арқылы айырады: молекуласы аз кесінділер жоғары молекулалы

кесінділерге карағанда гельде жылдам қозғалады

ДНҚ-ның реагенттермен өңделуі



Максам-Гильберт әдісінің артықшылықтары мен кемшіліктері

Артықшылықтары:

– ДНҚ тізбегін анықтауда жоғары дәлдік

береді.

– Ферменттер қолданылмайды, сондықтан

реакция химиялық тұрғыдан толық

бақыланады.

– Әр нуклеотидке бағытталған реакциялар

арқылы нақты бақылау мен талдау жүргізуге

мүмкіндік бар.

– Күрделі ферменттік жүйелерге тәуелсіз

болғандықтан, бастапқыда химиялық

секвенирлеудің негізгі стандарты ретінде

қабылданды.

Кемшіліктері:

– Процесс өте күрделі және көп сатылы, тәжірибені дәл

жүргізуді талап етеді.

– Қауіпті химиялық заттар (диметилсульфат, гидразин, 

пиперидин) қолданылады, олар адам денсаулығына

зиян және арнайы қауіпсіздік жағдайларын қажет етеді.

– Радиоактивті таңбалау биологиялық және

экологиялық қауіп тудырады.

– Ұзын ДНҚ тізбектерін секвенирлеуге жарамайды, 

көбінесе 200–300 нуклеотид аралығында ғана тиімді.

– Автоматтандыруға келмейді, себебі әр реакция бөлек

дайындалады және қолмен орындалады.



Максам–Гильберт әдісінің ғылыми маңызы — ДНҚ тізбегін жоғары дәлдікпен

анықтауға мүмкіндік берген алғашқы химиялық тәсіл болуы. Бұл әдіс генетикалық

ақпараттың нақты құрылымын анықтап, тұқымқуалаушылықтың молекулалық негізін

түсінуде маңызды рөл атқарды. Алынған фрагменттердің ұзындығы мен орналасуын

талдау арқылы ДНҚ тізбегінің нуклеотидтік реті анықталады.

Бұл тәсіл алғаш рет бактериофаг φX174 ДНҚ-сын толық секвенирлеуге мүмкіндік

беріп, генетикалық кодты нақты “оқудың” жолын ашты.

Максам–Гильберт әдісінің маңызы оның ферменттерсіз, яғни таза химиялық жолмен

жүзеге асуында. Осы әдіс молекулалық генетика мен биотехнология салаларында

ДНҚ-ның құрылымдық және функционалдық ерекшеліктерін танудың негізін қалады.

Максам - Гильберт әдісінің маңызы



СЭНГЕР ӘДІСІ

Қазіргі заманғы биология мен медицинаның маңызды

бағыттарының бірі — геномдық зерттеулер. Геном — тірі

ағзаның барлық тұқым қуалайтын ақпаратын қамтитын ДНҚ

жиынтығы. Геномды зерттеу үшін ең алдымен оның

нуклеотидтік тізбегін анықтау қажет. Осы мақсатта ХХ

ғасырдың екінші жартысында молекулалық биологияда

ерекше жаңалық орын алды — Фредерик Сэнгер ұсынған

ДНҚ секвенирлеу әдісі. Бұл әдіс ғылымда төңкеріс жасап,

адам мен басқа да ағзалардың геномын анықтауға жол ашты.
Фредерик Сэнгер



1977 жылы ағылшын ғалымы Фредерик Сэнгер бұл

әдісті жасап, ДНҚ молекуласының құрылымын

тікелей анықтауға мүмкіндік берді. Бұл

жаңалықтың арқасында ол 1980 жылы Нобель

сыйлығын иеленді.

Сэнгер әдісі кейін адам геномының толық

секвенирленуіне негіз болды және бүгінгі күнде де

көптеген зерттеу лабораторияларында

қолданылады.

Сэнгер әдістерін зерттеуі

Сэнгер әдісі (немесе дидезоксинуклеотидтік тізбектеу әдісі) — ДНҚ тізбегіндегі

нуклеотидтердің (A, T, G, C) нақты ретін анықтауға арналған биохимиялық әдіс.



Сэнгер әдісінің принципі

Сэнгер әдісі ДНҚ синтезінің табиғи процесіне негізделеді.

ДНҚ-полимераза ферменті жаңа тізбекті матрица негізінде

құрастырады. Бірақ синтез кезінде арнайы

дидезоксинуклеотидтер (ddNTP) енгізілсе, тізбек дәл сол

жерде тоқтайды, себебі олардың құрамында 3’-ОН тобы

болмайды.

Әрбір ddNTP белгілі бір бояумен таңбаланады:

ddATP – жасыл,

ddTTP – қызыл,

ddCTP – көк,

ddGTP – сары (мысалы).

Нәтижесінде түрлі ұзындықтағы және түрлі соңғы

нуклеотидпен аяқталған фрагменттер түзіледі.



«ПЛЮС-МИНУС» ӘДІСІ

ДНҚ-мен жұмыс істеудің ең маңызды әдістері қазіргі уақытта толық

сипатталған деп айтуға болады.

Келесі кезең — молекуладағы тізбектегі нуклеотидтердің нақты ретін анықтау,

яғни секвенирлеу процесі. ДНҚ секвенирлеу — бұл ДНҚ молекуласындағы

аденин (A), гуанин (G), цитозин (C) және тимин (T) нуклеотидтерінің орналасу

тәртібін анықтауға арналған әдістер жиынтығы.

Секвенирлеудің ең танымал әдістерінің бірі — ағылшын биофизигі Фредерик

Сэнгердің (1918–2013) есімімен байланысты. Ол әлемдік ғылым тарихында

химия саласы бойынша екі рет Нобель сыйлығын алған жалғыз ғалым.

• Бірінші Нобель сыйлығы (1958 ж.) ақуыздардың құрылымын, әсіресе

инсулин молекуласының құрылымын анықтағаны үшін берілді.

• Екінші Нобель сыйлығы (1980 ж.) нуклеин қышқылдарының алғашқы

реттілігін анықтау әдістерін жасағаны үшін табысталды.

1977 жылы Фредерик Сэнгер және оның әріптестері радиоактивті таңбаланған

нуклеотидтер мен ДНҚ-полимеразаны пайдалану арқылы ДНҚ секвенирлеу

әдісін ұсынды. Уақыт өте келе бұл әдіс бірнеше рет жетілдіріліп, қазіргі таңда

заманауи секвенирлеудің “алтын стандарты” ретінде танылды.





“Трифосфаттардың терминдеуші аналогтары әдісі”

Сэнгердің ферментативтік секвенирлеу әдісі (дидезокси-тізбекті тоқтату әдісі)

Сэнгердің ферментативтік секвенирлеу әдісі — біртізбекті матрицалық ДНҚ-

ның сызықтық амплификациясына негізделген. Бұл әдісте 5’-флуоресцентті

таңбаланған праймер және модификацияланған Taq-полимераза қолданылады.

Комплементарлы ДНҚ тізбегінің синтезі праймердің матрица тізбегіне

байланысқан аймағынан басталады. Тізбектің ұзаруы кездейсоқ сәтте тізбекті

тоқтатушы дидезоксинуклеотидтің (ddNTP) қосылуымен тоқтайды. Бұл ddNTP

тиісті қалыпты нуклеотидтің (dNTP) орнына кездейсоқ енгізіледі.

Төрт түрлі дидезоксинуклеотидтер — ddATP, ddTTP, ddCTP және ddGTP —

жеке төрт реакциялық пробиркада қолданылады. Нәтижесінде әр пробиркада

сәйкес A, T, C немесе G нуклеотидімен аяқталған әртүрлі ұзындықтағы ДНҚ

фрагменттері түзіледі.

Алынған фрагменттер полиакриламидті гель сияқты арнайы гельдік матрицада

электрофорез әдісі арқылы бөлінеді. Электрофорез нәтижесінде жолақтардың

төменнен жоғары қарай орналасу тәртібі бойынша ДНҚ тізбегінің нуклеотидтік

реттілігі анықталады.

(12-сурет)



Сэнгер әдісі мен Максам және Гильберт әдістерін салыстыру

(Давид Гильберд)

(1862-1943)

(Фредерик Сэнгер)

(1918-2013)



ДНК секвенирлеудің классикалық әдістері — Сэнгер әдісі мен Максам–Гильберт

әдісі — молекулалық биология мен генетика саласында іргелі зерттеулер жүргізуге

жол ашқан жаңалықтар болып табылады.

Сэнгер әдісі қазіргі заманғы секвенирлеудің “алтын стандарты” ретінде бағаланады.

Оның артықшылығы — жоғары дәлдік, қауіпсіздік және автоматтандыруға

қолайлығы, сонымен қатар геномдық зерттеулерде, клиникалық диагностикада және

биотехнологиялық зерттеулерде кеңінен қолданылуы.

Максам–Гильберт әдісі тарихи тұрғыдан ерекше мәнге ие. Бұл әдіс химиялық

принципке негізделгендіктен, ДНҚ-ны зерттеу мен секвенирлеу тарихындағы іргелі

қадам ретінде бағаланады. Дегенмен, оның қолданылуы күрделі, улы реагенттерді

қажет етеді және қазіргі заманда практикалық зерттеулерде сирек қолданылады.

Қорытындылай келе, Сэнгер әдісі — биология мен медицинадағы секвенирлеудің

заманауи және сенімді әдісі болса, Максам–Гильберт әдісі — молекулалық генетика

тарихындағы маңызды ғылыми жетістік ретінде есте қалады.



Бақылау сұрақтары:

1. Секвенирлеудің маңызы неде?

2. Сэнгер әдісінің химиялық мәнін түсіндіріңіз.

3. Қай әдіс қазіргі биологияда жиі қолданылады?



Қолданылған әдебиеттер
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3. Молекулалық биология и медицинская генетика — Мамырбекова А.К.
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