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Sekvenovani - klasickd metodika
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SOUHRN

V kratkém prehledu je pojedndno o zdkladnich metodach éteni poradi jednotlivych bézi v molekule DNA. Podrobnéji je popséno tzv.
Sangerovo sekvenovdni, které je v sou¢asnosti zdaleka nejrozsitenéjsi klasickou metodou. Detailng je osvétlen princip uréeni poradi bé-
zi pomoci tvorby fragmentd se zndmou koncovou bdzi prostiednictvim terminaéni syntézy DNA a moznosti separace a detekce ziska-
nych produktd. Krdtce jsou téz zminény nékteré alternativni metodiky. Déle je vysvétlen postup pii analyze ziskanych sekvenagnich dat,
mozné vystupy z t&chto dat a také omezeni a moznd Uskali Sangerovy sekvenaéni analyzy.
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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 defermination through the production of fragments with a known end base using chain termination synthesis of DNA and ways of
separation and defection 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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Sekvenovani je metoda molekulérni biologie, které slouzi k ur-
&enf presného poradi bézi, tedy adeninu (A), cytosinu (C), guani-
nu (G) a thyminu (T) v Fetézci DNA. Vyuziva se jak k uréeni pora-
di bézi v dosud neznémych genech, chromozomech ¢&i genomech
(v roce 2001 bylo napF. Gsp&sn& dokonéeno sekvenovéni celého
lidského genomu (1)), tak k detekei odchylek, tedy mutaci ¢i poly-
morfizm0, od iz zndmé sekvence. Toto takzvané resekvenovani
slouzi k odhalenf substituci (béze nahrazena jinou), deleci (ztrata
bazi), inzerci (vVlozeni bazi) nebo duplikaci (zdvojeni bézi) v ge-
nech, které hraji dolezitou dlohu v fad& d&di¢nych i sporadickych
onemocnéni &lovéka. Sekvenovani tak predstavuje uziteény néstroj
patologické diagnostiky.

Pocétky sekvenovani, ve smyslu jak o ném hovotime nyni, se da-
tuji do poloviny 70. let, kdy byly vyvinuty a publikovéany dvé riz-
né sekvenaéni metody — Sangerova (oznadovéna také jako ,dide-
oxymetoda”) a Maxam-Gilbertova (2,3), obé vyuzivaijici elektro-
foretické separace rozné dlouhych fragmentd DNA se zndmou kon-
covou bazi. Zejména z technickych divodo viak ¢asem zcela pie-
vézila metoda Sangerova, kterd je nyni vyuZivéna ve viech oblas-
tech molekularni biologie.
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PRINCIP SANGEROVY METODY

Principem Sangerovy metody je terminace syntézy novych DNA
Fetézcd prostfednictvim ndhodné inkorporace modifikovanych nuk-
leotidd, tzv. dideoxynukleotidd (ddNTPs), separace téchto Fetézcd
a jejich vizualizace.

Nejprve je zkoumany Gsek DNA namnoZen na vysoky pocet ko-
pii (Fédové miliardy z jedné molekuly). Tato amplifikace probiha in
vitro za pouziti polymerézové tetézové reakce (PCR), popt. pribuz-
nych metod, ¢i in vivo pomoci klonovéni a replikace v laboratornim
mikroorganizmu.

Vlastni sekvenaéni reakce obsahuije nékolik komponent. Prvni z nich
je namnoZend templétové DNA. Pivodné byla pouZivana vyhradné
jednoretézcova DNA, s postupem &asu viak byly vypracovény pro-
tokoly umoz#iujici analyzovat jednoretézcovou DNA pFipravenou
z dvouretézcové piimo v sekvenaéni reakci. Dal3i slozkou je repli-
kaéni enzym DNA polymerdza, ktery syntefizuje komplementarni vigk-
no k sekvenované DNA. Syntéza probiha obdobné jako pFi replika-
ci ve sméru 5'—3'. K syntéze vyuzivé DNA polymeréza tzv. primer,
coz je zhruba 20 bézi dlouhy synteticky oligonukleotid komplemen-
térni ke konkrétni &ésti templdtu, a také jednotlivé deoxynukleotidy
(dNTPs), které zaclefiuje na zékladé principu komplementarity bazi
do nové vznikajictho tetézce. V pivodnim Sangerové provedenti s ra-
dioaktivné znagenym dATP (znaceni prostrednictvim 32P) je vyse zmi-
nénd reakéni smés rozdélena do &ty¥ zkumavek oznaenych G, A, T,
C a do kazdé z nich je pridén i prislusny ddNTP a to v koncentraci
Fadové nizsi (specificky dle konkrétni pouzité DNA polymerézy), nez
ie koncentrace ostatnich dNTP. Do zkumavky oznacené G je tedy pii-

dén ddGTP, do zkumavky A je pFidan ddATP atd. Tyto ddNTP se bé-



