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SOUHRN
V krátkém pfiehledu je pojednáno o základních metodách ãtení pofiadí jednotliv˘ch bází v molekule DNA. Podrobnûji je popsáno tzv.
Sangerovo sekvenování, které je v souãasnosti zdaleka nejroz‰ífienûj‰í klasickou metodou. Detailnû je osvûtlen princip urãení pofiadí bá-
zí pomocí tvorby fragmentÛ se známou koncovou bází prostfiednictvím terminaãní syntézy DNA a moÏnosti separace a detekce získa-
n˘ch produktÛ. Krátce jsou téÏ zmínûny nûkteré alternativní metodiky. Dále je vysvûtlen postup pfii anal˘ze získan˘ch sekvenaãních dat,
moÏné v˘stupy z tûchto dat a také omezení a moÏná úskalí Sangerovy sekvenaãní anal˘zy.  
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Sequencing – classical method

SUMMARY
In this article the basic methods of reading nucleotide sequences in DNA molecules are summarized. Sanger sequencing is described
most thoroughly as it is the most frequent routine method currently being utilized. The article describes in detail the principle of sequen-
ce determination through the production of fragments with a known end base using chain termination synthesis of DNA and ways of
separation and detection of the fragments. Some alternative methods of sequencing are mentioned in short. Basic approaches of ana-
lyzing sequence data are explained as well as different outcomes, obstacles and challenges.
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Sekvenování je metoda molekulární biologie, která slouÏí k ur-
ãení pfiesného pofiadí bází, tedy adeninu (A), cytosinu (C), guani-
nu (G) a thyminu (T) v fietûzci DNA. VyuÏívá se jak k urãení pofia-
dí bází v dosud neznám˘ch genech, chromozomech ãi genomech
(v roce 2001 bylo napfi. úspû‰nû dokonãeno sekvenování celého
lidského genomu (1)), tak k detekci odchylek, tedy mutací ãi poly-
morfizmÛ, od jiÏ známé sekvence. Toto takzvané resekvenování
slouÏí k odhalení substitucí (báze nahrazena jinou), delecí (ztráta
bází), inzercí (vloÏení bází) nebo duplikací (zdvojení bází) v ge-
nech, které hrají dÛleÏitou úlohu v fiadû dûdiãn˘ch i sporadick˘ch
onemocnûní ãlovûka. Sekvenování tak pfiedstavuje uÏiteãn˘ nástroj
patologické diagnostiky.

Poãátky sekvenování, ve smyslu jak o nûm hovofiíme nyní, se da-
tují do poloviny 70. let, kdy byly vyvinuty a publikovány dvû rÛz-
né sekvenaãní metody – Sangerova (oznaãována také jako „dide-
oxymetoda“) a Maxam-Gilbertova (2,3), obû vyuÏívající elektro-
foretické separace rÛznû dlouh˘ch fragmentÛ DNA se známou kon-
covou bází. Zejména z technick˘ch dÛvodÛ v‰ak ãasem zcela pfie-
váÏila metoda Sangerova, která je nyní vyuÏívána ve v‰ech oblas-
tech molekulární biologie. 

PRINCIP SANGEROVY METODY

Principem Sangerovy metody je terminace syntézy nov˘ch DNA
fietûzcÛ prostfiednictvím náhodné inkorporace modifikovan˘ch nuk-
leotidÛ, tzv. dideoxynukleotidÛ (ddNTPs), separace tûchto fietûzcÛ
a jejich vizualizace.

Nejprve je zkouman˘ úsek DNA namnoÏen na vysok˘ poãet ko-
pií (fiádovû miliardy z jedné molekuly). Tato amplifikace probíhá in
vitro za pouÏití polymerázové fietûzové reakce (PCR), popfi. pfiíbuz-
n˘ch metod, ãi in vivo pomocí klonování a replikace v laboratorním
mikroorganizmu.

Vlastní sekvenaãní reakce obsahuje nûkolik komponent. První z nich
je namnoÏená templátová DNA. PÛvodnû byla pouÏívána v˘hradnû
jednofietûzcová DNA, s postupem ãasu v‰ak byly vypracovány pro-
tokoly umoÏÀující analyzovat jednofietûzcovou DNA pfiipravenou
z dvoufietûzcové pfiímo v sekvenaãní reakci. Dal‰í sloÏkou je repli-
kaãní enzym DNA polymeráza, kter˘ syntetizuje komplementární vlák-
no k sekvenované DNA. Syntéza probíhá obdobnû jako pfii replika-
ci ve smûru 5’→3’. K syntéze vyuÏívá DNA polymeráza tzv. primer,
coÏ je zhruba 20 bází dlouh˘ syntetick˘ oligonukleotid komplemen-
tární ke konkrétní ãásti templátu, a také jednotlivé deoxynukleotidy
(dNTPs), které zaãleÀuje na základû principu komplementarity bází
do novû vznikajícího fietûzce. V pÛvodním Sangerovû provedení s ra-
dioaktivnû znaãen˘m dATP (znaãení prostfiednictvím 32P) je v˘‰e zmí-
nûná reakãní smûs rozdûlena do ãtyfi zkumavek oznaãen˘ch G, A, T,
C a do kaÏdé z nich je pfiidán i pfiíslu‰n˘ ddNTP a to v koncentraci
fiádovû niÏ‰í (specificky dle konkrétní pouÏité DNA polymerázy), neÏ
je koncentrace ostatních dNTP. Do zkumavky oznaãené G je tedy pfii-
dán ddGTP, do zkumavky A je pfiidán ddATP atd. Tyto ddNTP se bû-
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