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1. Uvod

Spojenie technologii z oblasti biochémie, chémie,
fyziky a technickych odborov umoznilo v poslednom ob-
dobi dosiahnut’ vyznamny pokrok v urovani primarnej
struktary nukleovych kyselin'. Objavili sa tplne nové ori-
ginalne postupy a metddy, ktorymi sa proces sekvenovania
DNA? podstatne zrychlil a stal sa finanéne menej naroény.
Nastup tychto novych metdd vytvara podmienky pre pre-
vratné zmeny v oblastiach, ako su biomedicinsky vyskum,
diagnostika ochoreni®* alebo farmakogenetika®. Realitou
sa stavaji nové aplikacie, ako napriklad uréenie komplet-
nych gendémov a detailnd analyza vybranych tisekov DNA
alebo Stidium expresie génov. V tejto praci chceme opisat’
principy, na ktorych su zalozené sicasné a nové metody
sekvenovania a naznacit’ vyvoj, ktorym sa bude tato oblast’
vyskumu v najbliz§ich rokoch uberat’.

2. Metody prvej generacie

DIhé obdobie bola standardnou metéodou sekvenova-
nia DNA Sangerova metéda®’. Od jej vzniku v roku 1975
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je nepretrzite zlepSovana a postupne stale viac automatizo-
vand. Pri polymerazou katalyzovanej syntéze komplemen-
tarnych vlakien v reakénom roztoku obsahujucom zmes
Standardnych nukleotidov a oznacenych terminalnych nuk-
leotidov vznikaju fragmenty DNA rozliénej dizky. Termi-
nalne nukleotidy, po ich zabudovani do retazca, ukoncia
dalsie predlZzovanie komplementarneho vldkna a ked'ze
reakcia prebieha s velkym mnozstvom rovnakych templa-
tov sudasne, vytvoria sa vietky mozné dizky fragmentov
DNA. Sekvencia §tudovaného tseku sa potom urci zorade-
nim tychto fragmentov podla ich dizky a odéitanim fluo-
rescencného signalu z terminalneho nukleotidu. V ramci
Sangerovej metddy su v sucasnosti pouzivané automatizo-
vané zariadenia, vyuzivajuce na separaciu a zoradenie
fragmentov DNA kapilarnu elektroforézu®, velmi &asto
v paralelnom usporiadani’. Vyuzitie tejto technologie
v nedavnej minulosti umoZznilo skiimat’ gendmy stale zlo-
zitejSich organizmov a nakoniec uspe$ne dokoncit’ aj pro-
jekt Pudského genomu'®.

Metdody zalozené na klasickej Sangerovej sekvenacii
DNA sa povazuju za metddy prvej generdcie. Hlavnymi
obmedzeniami metdd prvej generacie su Casova, materia-
lova apracovna narocnost pripravy vzoriek, najmi na-
mnoZenie a &istenie analyzovaného DNA materialu''. Da-
lej je to obmedzené mnoZstvo vzoriek, ktoré sa daju analy-
zovat’ paralelne, v sti¢asnosti je mozné analyzovat' naraz
384 sekvencii s dizkou 600 az 1000 nukleotidov'®. Stan-
dardné 96 kapilarové zariadenia vyprodukujii denne sek-
venciu DNA o velkosti priblizne 6 Mb (cit."?). Sekvenova-
nie prvého T'udského genomu tymto spdsobom trvalo viac
ako 10 rokov a vyziadalo si celkovo prostriedky v hodnote
asi 3 miliardy dolarov*.

3. Metody druhej generacie

Tieto obmedzenia, do znacnej miery prekonavaju
metddy druhej generacie, ktoré sa objavili okolo roku
2005. Pri podstatne nizsich nakladoch su schopné produ-
kovat’ obrovské mnozstvo dat. V niektorych pripadoch je
mozné v jednej analyze paralelne sekvenovat’ viac ako sto
milionov kratkych tsekov. Cenou za zvySenie vykonu je
vSak vysSia frekvencia chybnych stanoveni nukleotidov,
ktora presahuje frekvenciu chybnych stanoveni 1/10 000
az 1/100 000 dosahovanii pri Sangerovej metode'.

Vo vSeobecnosti pozostava sekvenovanie DNA
z troch zékladnych procesov. Su to priprava vzorky, vlast-
né urcenie poradia baz v jednotlivych fragmentoch a na-
sledné usporiadanie sekvencii ziskanych z tychto fragmen-
tov.

Priprava vzorky zahffia extrakciu DNA, jej Cistenie
a fragmentaciu (rozbitie DNA na mnozstvo malych usekov
napriklad pdsobenim ultrazvuku). Jednotlivé fragmenty sa
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nésledne upravia do podoby DNA templatov vhodnych pre
pouzitie enzymu, zvycajne DNA polymerazy. Tato Gprava
sa zabezpecuje pomocou ligaz alebo transferdz, pridanim
adaptérov pre ukotvenie molekuly na pevnej faze atiez
pridanim S$tandardnej sekvencie vhodnej na hybridizaciu
s primérom'*. Nasleduje amplifikacia (zmnoZenie) jednot-
livych DNA templéatov a vytvorenie priestorovo lokalizo-
vanych stuborov identickych molekul obsahujucich tisice
az miliony kopii naviazanych na pevna fazu. Na amplifi-
kaciu sa vyuzivaji rozliéné techniky. Patri sem napriklad
emulzna polymerazova retazova reakcia'® (obr. 1a). Poly-
mérové gulicky s mnozstvom Standardnych primérov ukot-
venych na povrchu sa zmieSaju s fragmentami DNA
v pomere, ktory favorizuje maximalne 1 tsek DNA na
gulicku. Nasledne sa vytvori emulzia typu voda v oleji,
¢im sa jednotlivé gulicky oddelia a uzatvoria do mikrore-
aktorov v kvapkéach vodnej fazy emulzie. Kazdy fragment

Referat

sa pomocou PCR mnohonasobne zmnozi. Vysledkom su
gulicky husto pokryté namnozenou DNA.

Inou metodou je amplifikicia na pevnej faze'®
(obr. 1b). Na pevnej faze sa s vysokou hustotou imobilizu-
ju dva typy Standardnych primérov. Fragmenty DNA sa
upravia tak, Zze kazdy koniec je komplementarny s jednym
z primérov. Nasledne sa tieZ imobilizujii na pevnej faze
tak, aby vzdialenost’ medzi jednotlivymi fragmentmi bola
dostato¢na na ich opticku identifikaciu. Na volny koniec
fragmentu sa pripoji imobilizovany primér a pomocou
PCR sa DNA zreplikuje. Denaturaciou sa vlakna uvolnia
a nasledne znova hybridizuju s vol'nym primérom imobili-
zovanym na povrchu. Po dostato¢nom pocte cyklov repli-
kacie sa komplementdrne retazce DNA odstiepia.
Z jedného pdévodného fragmentu tak vznikne stubor iden-
tickych fragmentov lokalizovanych na jednom mieste.
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Obr. 1. Metody pripravy priestorovo lokalizovanych siiborov identickych fragmentov DNA; a) emulzna PCR, b) amplifikacia na

pevnej faze
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V stcasnosti je komer¢ne dostupnych viacero sekve-
novacich platforiem druhej generacie. UrCenie poradia baz
vramei tychto metdd je zaloZené na rozlicnych typoch
enzymovych reakcii. Pyrosekvenovanie'™'® (obr. 2a) vyu-
Ziva DNA polymerazu na predlZovanie komplementarneho
retazca. Pri kazdom zabudovani nukleotidu sa uvoltiuje
pyrofosfat, ktory je pomocou ATP sulfurylazy
v pritomnosti adenylyl sulfatu konvertovany na ATP. ATP

Referat

je substratom pre enzym luciferaza, ktory emituje svetlo
vo viditelnej oblasti. Vzniknutd bioluminscencia je
v ramci urcitych limitov imernd poctu zabudovanych nuk-
leotidov v danom kroku. V praxi si namnozené identické
useky DNA naviazané na gulicky obklopené inymi gulic-
kami, na ktorych st ukotvené enzymy ATP sulfurildza
a luciferaza. Gulicky s DNA su umiestnené po jednej
v jamkach mikrotitraénej dosticky. Tieto gulicky su po-
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Obr. 2. Metody sekvenovania druhej generacie; a) pyrosekvenovanie, b) sekvenovanie ligaciou, c) sekvenovanie s vyuzitim reverzibil-
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stupne ponorené v reakénych roztokoch obsahujtcich vzdy
jeden zo Styroch nukleotidov. Pridanie spravneho nukleoti-
du sposobi, ze enzym DNA polymerdza ho zabuduje do
komplementarneho vlakna. V pripade, ze v sekvencii na-
sleduje viac rovnakych baz za sebou, reakcia sa zastavi, az
ked’ sa zabuduju vSetky nukleotidy rovnakého typu. Pri
tom sa uvol'ni vzdy jeden pyrofosfat na nukleotid. Pyrofos-
fat je ATP sulfurilazou zmeneny na ATP. ATP umoziuje
premenu luciferinu na oxyluciferin pomocou luciferazy,
priCom sa emituje fotobn. Zaznamenana luminiscencia je
priamo umerna poctu nukleotidov zabudovanych v danom
kroku.

Technologia vyuzivajuca reverzibilné terminatory'®
(obr. 2b) je zalozend na cyklickej preruSovanej syntéze
komplementarneho vladkna pomocou polymerazy. Enzym
DNA polymeraza zabuduje do retazca vhodny fluores-
cencne oznaCeny nukleotid, ktory nésledne reverzibilne
zablokuje predlzovanie retazca. Zabudovany nukleotid sa
zobrazi a identifikuje bud’ na zaklade toho, ze reakcia pre-
behla, v pripade, Ze sa v reakénom roztoku v danom kroku
nachadza len jeden typ nukleotidov. Alebo na zéklade
vlnovej dizky fluorescencie ak sa naraz pouzivaju vietky
Styri nukleotidy. Polymeraza sa potom odblokuje odstiepe-
nim blokujucej skupiny a fluorescencnej znacky. Vymeni
sa reakény roztok a sekvenacia pokracuje d’al§im cyklom.

Dalsia pomerne rozsirena technologia pracuje na prin-
cipe postupného predlzovania vldkna pripajanim kratkych
oligonukleotidov pomocou DNA ligazy***' (obr. 2¢). na
pevnej faze st cez univerzalny adaptér pripojené useky
DNA snaviazanym primérom. V reakénom roztoku sa
okrem enzymu DNA ligdzy nachadzaju fluorescencne
oznaCené kratke tUseky DNA (zvyCajne oktaméry)
s rozlicnymi kombinaciami baz na prvych dvoch poziciach
z 3’ konca. DNA ligaza preferen¢ne pripoji k priméru po-
lynukleotid, ktory ma bazy na pozicii 1 a 2 komplementar-
ne so zodpovedajicimi bazami sekvenovaného tuseku. Po
zobrazeni fluorescencie sa odstiepia 3 bazy vratane znacky
z 5" konca. Primér sa takto predizi o5 baz a mana
5” konci volny fosfat pre d’alsiu ligaciu. Po viacnasobne;j
ligacii (az do 10 cyklov) sa cely syntetizovany retazec
uvolni a spolu s reakénym roztokom odstrani. Nasleduje
taky isty postup s primérmi skratenymi postupne o jeden
az Styri nukleotidy, ¢im sa dosiahne priradenie dinukleoti-
du ku kazdej pozicii skimanej sekvencie.

Pri vSetkych  spominanych  metdédach  sa
v jednotlivych suboroch identickych fragmentov zist'uje
poradie baz postupom, pri ktorom sa vzdy po zabudovani
nukleotidu alebo nukleotidov reakcia vo vsetkych sledova-
nych vlaknach zastavi, aby sa umoznila ich identifikacia.
Tym sa zarovei zaisti synchronizicia, ktora je nutnou pod-
mienkou pre vyhodnotenie Udajov zaznamenanych pri
pouziti metdd zaloZzenych na sledovani siiborov rovnakych
molekul.

Tieto synchronne kontrolované metdédy vyuzivaju na
zastavenie reakcie, napriklad prisun len jedného zo 4 typov
nukleotidov v reakénom roztoku, pripadne modifikované
nukleotidy reverzibilne blokujice reakciu (obr. 3a-b) . Po
zabudovani nukleotidu(ov) a zastaveni reakcie sa prebytok
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reaktantov oplachne a pridany nukleotid sa na zaklade
fluorescencného znacenia alebo s vyuzitim chemilumines-
cencie zobrazi. Ked je vdanom cykle pritomny
v reakénom roztoku len jeden typ nukleotidu, uz samotny
fakt, Ze reakcia prebehla, je dostato¢ny na urcenie sekven-
cie. Detekciu oznaceného nukleotidu je mozné dosiahnut’
aj srelativne jednoduchou optikou pre zaznamenavanie
fluorescencie v izkom rozsahu vinovych dizok. Ak su
v reakénom roztoku pritomné vSetky Styri typy dNTP na-
raz, je potrebné rozlisit' ich napriklad zaznamenavanim
fluorescencie na rozliénych vinovych dizkach alebo na
zaklade rozdielnej doby zivota fluorescencie. Fluorescenc-
né znacky sa po detekcii deaktivuji chemickym alebo
fyzikdlnym  procesom, aby  neruSili  detekciu
v nasledujucom cykle. V pripade technologie vyuzivajucej
reverzibilné terminatory sa odstrani aj blokujuca skupina
alebo skupiny. Nasledne sa znova prida Cerstvy reakény
roztok a sekvenovanie pokracuje d’alsim cyklom. Sekven-
cie ziskané z velkého mnozstva jednotlivych fragmentov
sa nasledne usporiadaju do spravneho poradia. NajCastejSie
sa to dosiahne priradenim fragmentov k referenénému
genomu™. Ak nie je referenény genom k dispozicii, vyuzi-
vajli sa potitatové algoritmy™ umozitujice ziskat’ geném
de novo.

Hlavnymi obmedzeniami metdd druhej generacie st
naro¢ny proces amplifikacie fragmentov, nedokonalad syn-
chronizécia inkorporacie nukleotidov a z toho vyplyvajice
chyby urCenia poradia baz. Nutnost’ a zaroveii naroc¢nost’
synchronizécie inkorporacie nukleotidov urcuje aj maxi-
malnu diZku fragmentov DNA, ktoré je mozné v ramci
urcitej metddy sekvenovat. Zvycajne je to okolo 20-100
baz, v pripade pyrosekvenovania az niekol’ko sto baz. Ak-
ceptovatelnd presnost’ sa dosahuje viacndsobnym paralel-
nym sekvenovanim vzorky. MnoZstvo zaznamenanych
udajov vytvara velké ndroky na skladovanie dat aich
spravne usporiadanie, najmd pri sekvenovani vel'kého
mnozstva kratkych usekov.

4. Metody tretej generacie

Za metody tretej generdcie sa povazujui novo vyvijané
technologie, ktoré maju potencial prekonat’ metody druhej
generdcie v dolezitych parametroch, ako st maximalna
dizka fragmentov, ktoré je mozné sekvenovat, spotreba
reagentov alebo rychlost’. Tieto metddy, zvyc€ajne na urco-
vanie poradia baz, vyuzivaju jednotlivé molekuly DNA
bez potreby zastavenia procesu medzi jednotlivymi krokmi
detekcie. Patria sem aj metody, ktoré Gplne nesplitaju toto
kritérium, avSak nedajii sa uZ zaradit’ ani medzi metody
druhej generacie. Napriklad polovodi¢ovy sekvenator
[www.iontorrent.com], ktory vyuziva pole mikroskopic-
kych jamok v polovodi¢ovom materiali, v ktorych sa za-
znamenava uvolfiovanie vodikovych idénov pri zabudova-
vani baz do DNA. Tato metéda pracuje s prirodzenymi
nukleotidmi a nevyuziva svetlo ani optiku, ¢im celkovo
zjednoduSuje proces sekvenovania. Stale vSak vyuziva
systém oplachovania a detekcie zabudovania bazy pri cyk-
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lickom striedani 4 nukleotidov v reakénom roztoku, vyZa-
duje tiez zmnozenie DNA templatu v kazdej jamke.

Sekvenovanie DNA zaloZené na pozorovani jednotli-
vych molekul moze byt rozdelené zhruba do troch katego-
rii. Su to technoldgie, pri ktorych sa pozoruje jedna mole-
kula DNA polymerazy pri syntéze vldkna DNA. Dalej
sekvenovanie pomocou nanopoérov, pri ktorom jednotlivé
vlakna prechadzaju cez nanopory alebo jednotlivé bazy st
detegované pri prechode nanopormi. A nakoniec priame
zobrazovanie jednotlivych DNA molekul pouzitim pokro-
¢ilych mikroskopickych technik.
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4.1. Sekvenovanie syntézou

Prvé komercne dostupné zariadenie na sekvenovanie
jednotlivych molekal** (od spolo¢nosti Helicos) zobrazuje
predlzovanie jednotlivych molekil DNA ukotvenych
v rovine na pevnom povrchu. VyuZiva pri tom modifiko-
vani polymerdazu a Specidlne fluorescenéne znacené
nukleotidy®, v ktorych je znagka pripevnena k nukleotidu
chemicky Stiepitenou skupinou, ktord umoznuje sekveno-
vanie po krokoch (obr. 3b) Zastavovanie reakcie po jed-
notlivych krokoch zabudovania nukleotidov je teda stale
potrebné a dizka sekvenovaného useku je iba okolo
32 nukleotidov®®. Metéda vsak uz nepotrebuje namnoZenie
DNA templatov. Chybovost’ spravneho urcenia zabudova-
ného nukleotidu je stale vysoka > 5 %, ale metdéda umoz-
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Obr. 3. Modifikacie nukleotidov pouZivanych pri sekvenovani DNA; a) nukleotidy s blokovanym 3’ koncom, po zabudovani modifi-
kovaného nukleotidu je pre dalsi krok sekvenacie potrebné odstiepit’ fluorescenénu znac¢ku a odblokovat’ 3’koniec, b) nukleotidy
s vol'nym 3’ koncom, po zabudovani modifikovaného nukleotidu je pre d’alsi krok sekvenacie potrebné iba odstiepit’ fluorescenénu znac-

ku, ¢) nukleotidy pre sekvenovanie v redlnom case
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fuje sekvenovat’ jeden usek paralelne mnoho krat a chyby
tak vylucit’, ¢im sa dosiahne celkova presnost > 99 %.
V jednej analyze je mozné sledovat’ az okolo miliardy
usekov DNA. Na rozdiel od metod druhej generacie sa
syntéza jednotlivych molektl moZe zaznamendvat’ asyn-
chrénne, t.j. pre kazdé vlakno DNA zvlast, pricom pre
presnost’ nie je nevyhnutné, aby zabudovanie nukleotidov
v kazdom cykle, t.j. pred zastavenim reakcie, prebehlo so
100% vytazkom. Modifikdcia tejto metddy umoziuje,
nahradenim DNA polymerazy reverznou transkriptazou,
priamo sekvenovat’ RNA t.j. bez jej konverzie na cDNA
a bez amplifikacie. Fragmenty RNA su polyadenylova-
né, blokované na 3’ konci a ukotvené na povrchu podobne
ako je to pri sekvenovani DNA.

Sekvenovanie jednotlivych molekul v realnom case?®’
(obr. 4) je pristup, pri ktorom sa jednotlivé molekuly DNA
polymerazy pozorujl pri syntéze retazca DNA bez preru-
Sovania reakcie. Tato technologia musi prekonat’ dve za-
sadné prekazky. V prvom rade je potrebné v readlnom Case
zaznamenat signal zjedného konkrétneho nukleotidu,
ktory je zabudovavany do Struktiry DNA, pricom tento
nukleotid sa nachadza v reakénom roztoku s mnozstvom
d’alsich fluorescencéne znacenych nukleotidov. Druhy
problém je napojenie fluorescencnej znacky na nukleotid
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Obr. 4. Sekvenovanie jednotlivych molekil v reilnom C¢ase.
Enzym DNA polymeraza je ukotveny na pevnej faze. Po pridani
reakéného roztoku s DNA templatmi a fluorescen¢ne oznacenymi
nukleotidmi sa zacne syntéza komplementarneho vlakna. Pri
zabudovani nukleotidu sa zaznamena signal Specificky pre dany
typ nukleotidu. PouZzivaju sa nuklotidy s fluoroférom naviazanym
cez fosfat, ¢im sa dosiahne jeho automatické odstiepenie pri zabu-
dovani do DNA. Signal z vol'ne difundujtcich nukleotidov, ktoré
neboli zabudované je asi 1000 nasobne kratsi ako signal zo zabu-
dovaného nukleotidu. Aby sa naraz nezaznamenal signal z dvoch
alebo viacerych nukleotidov zmensi sa detekény objem mikrosko-
pu napriklad pouzitim tzv. zero mode waveguides, ¢o st jamky
v tenkej kovovej vrstve na sklenenom povrchu
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takym spdsobom, aby sa znacka dala po zabudovani nukle-
otidu odstrdnit’ aziroven sa nepreruSil proces syntézy
a v detekénom objeme sa nevyskytovali dve znacky zaroven.

Detekcia konkrétneho nukleotidu v roztoku nukleoti-
dov sa zabezpeci zmensenim detekéného objemu t.j. obje-
mu roztoku, v ktorom sa zaznamendvaju emitované foto-
ny. Objem musi byt’ taky maly, aby sa v fiom Statisticky
s vysokou pravdepodobnostou v danom c¢ase nachadzal
len jeden nukleotid, za podmienky, ze koncentracia nukleoti-
dov v roztoku je dostato¢na pre spravnu funkciu enzymu.

Standardné metédy na $tudium jednotlivych molekil
v roztokoch zahffiaju fluorescenénu korela¢nu spektro-
skopiu®® alebo priame pozorovanie jednotliviych molekal
v zriedenych roztokoch pomocou difrakéne limitovanej
optiky”. Tieto metody vyuzivajo detekéné objemy
s velkostou niekol’ko desatin femtolitra a na to, aby sa
nimi dali sledovat’ jednotlivé molekuly st potrebné piko-
az nanomolarne koncentracie fluorescencne znacenych
molekal®™. Mnoho enzymov viak pracuje pri radovo vys-
Sich koncentraciach substratov. Niektoré DNA polymerazy
su schopné pracovat’ aj pri koncentracii nukleotidov okolo
10°® mol I'". Fyziologické koncentracie v bunke su eite
o tri rddy vysSie. Koncentracia substratu moze ovplyvnit’
funkciu a kinetiku enzymu napriklad jeho alosterickou
kontrolou alebo relaxaciou jeho aktivnej konformacie®'.
Na sledovanie mikromolarnych koncentracii je teda po-
trebna zhruba 1000 nasobna redukcia detekéného objemu
v porovnani so §tandardnymi technikami.

ZmenSenie detek¢ného objemu sa d4 dosiahnut’ napr.
pouzitim TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)
mikroskopie®, alebo tzv. Zero Mode Waveguides® &o st
jamky s priemerom v desiatkach nanometrov vyhibené
v tenkom (asi 100 nm) kovovom filme, ktorym je potiah-
nuty skleneny povrch. Maly rozmer tychto jamiek zabra-
fiuje viditelnému svetlu, ktoré ma vinova dizku okolo
600 nm, aby cez ne preniklo. Pri oziareni cez sklenenu
vrstvu intenzita svetla v jamkach s hibkou exponencialne
klesa a efektivne je oZiarena len cast’ jamky do 30 nm od
jej dna.

V tychto jamkach st na modifikovanom sklenenom
povrchu upevnené molekuly polymerazy. Na jednu jamku
pripada maximalne 1 molekula polymerazy. V reakénom
roztoku sa nachadzaju vsetky Styri typy nukleotidov ozna-
¢ené kazdy inou fluorescencnou znackou. Nukleotidy sa
vol'ne pohybuji v roztoku a doba, ktoru takto sa pohybuju-
ci nukleotid stravi v detekénom objeme pri dne jamky
s polymerazou, sa pohybuje radovo v mikrosekundach. Iny
pripad nastane, ak je spravny nukleotid zabudovany do
syntetizovaného vlakna. Tento proces trva na rozdiel od
diftzie niekol’ko milisekund, teda priblizne 1000 krat dlh-
Sie, comu zodpoveda aj podstatne vyssi pocet emitovanych
fotonov a tym aj dobry pomer signalu k Sumu. Sekvenova-
ci pristroj zaznamené zéablesk, ktorého vlnova dizka zod-
poveda zabudovanému nukleotidu. Nasledne je potrebné
fluorescencnu znacku z detekéného objemu odstranit’. Tato
druhd prekdzka sa prekond tak, Ze na rozdiel od metod
druhej generacie, ktoré vyuzivaji nukleotidy s fluores-
cencnou znackou pripevnenou priamo na nukleotid, je pri
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sekvenovani v redlnom Case znacka pripojena na fosfatovy
retazec™ (obr. 3c). Tento retazec je v procese zabudova-
nia nukleotidu do retazca DNA prirodzenym sposobom
odstiepeny, fluorescenc¢na znacka sa uvolni arychlo sa
difuziou vzdiali z detekéného objemu. Nésledne sa moze
zabudovat' a detegovat’ d’al§i nukleotid. Sekvenovanie
jednotlivych molekadl v redlnom ¢ase umoZiiuje paralelne
sekvenovat  fragmenty s priemernou  dikou nad
1000 bazovych parov.

Odlisny spdsob, ako prekonat” problém s detekciou
jedného nukleotidu v roztoku nukleotidov, je vyuzit FRET
(fluorescenény rezonanény prenos energie), v takom pripa-
de je priamo na polymeraze pripevneny fluorofér, ktory
emituje fotony po prenose energie zo svetlom excitovanej
znacky zabudovavaného nukleotidu, ktory sa v momente
reakcie nachadza dostato¢ne blizko pre FRET, to je vo
vzdialenosti niekol'ko nanometrov. Po zabudovani nukleo-
tidu auvolneni fluorescencnej znacky sa FRET ihned
prerusi®>.

4.2. Sekvenovanie priamym zobrazenim

Alternativou k sekvenovaniu syntézou moéze byt
v budlicnosti priame zobrazenie DNA pomocou elektrono-
vej mikroskopie®® alebo skenovacej tunelovej mikro-
skopie’”. Predpokladom pre pouzitie tychto metéd je pri-
chytenie natiahnutého vlakna DNA na pevny povrch
a dostatocné priestorové rozliSenie mikroskopickych tech-
nik umoznujuce identifikovat’ jednotlivé bazy. Uvazuje sa
aj s moznost'ou pouZit’ bazy oznacené substituentami obsa-
hujucimi atomy s vy$Sou atdbmovou hmotnost'ou, pre ich
jednoduchsiu identifikaciu [www.zsgenetics.com]. Tieto
technologie maju potencial Citat’ velmi dlhé useky DNA
(az niekol’ko miliénov béaz) pri nizkych nakladoch.

4.3. Sekvenovanie pomocou nanopdérov

Metddy vyuzivajuce nanopory st zalozené na precho-
de molekuly DNA (alebo jej jednotlivych zloziek) cez
membranové pory a detekceii jednotlivych baz na zaklade
ich vplyvu na elektricky prad. Vo vyvoji je systém zloZzeny
z modifikovaného poru a-hemolyzinu®®**’, ku ktorému je
pripojena z jednej strany membrany exonukleaza a z dru-
hej strany synteticky cyklodextrin. Tento systém je v¢lene-
ny do lipidovej dvojvrstvy takym spdsobom, Ze pri vytvo-
reni potencialu na membrane, zmenou koncentracie i6nov,
sa aktivuje exonukledza, ktora odstepuje z DNA jednotlivé
nukleotidy. Nukleotidy st identifikované na ziklade cha-
rakteristického narusenia toku i6nov cez nanopér. Pracuje
sa na vyvoji stabilnejSich syntetickych membran
a nanoporov, ktoré zvysia spolahlivost’ a rychlost’ tejto
metddy [www.nanoporetech.com].

Dal3ia moznost’ je pouzitie nanoporov priamo na sek-
venovanie intaktnej jednovldknovej DNA*'. Na rozdiel od
predchadzajiucej metody, ktora bola limitovand nizkym
pozdiznym rozlisenim poru a-hemolizinu, sa vyuZiva pro-
tein Porin A z Mycobacterium smegmatis, ktory ma kratSi
usek, ktorym sa poOr otvara a uzatvara a tym aj potencialne

815

Referat

vyssie rozliSenie. Problémom je vSak prili§ rychly prechod
vlakna DNA cez por, prevySujuci rychlost umoziujucu
spol’ahlivil detekciu vplyvu jednotlivych baz na naruSenie
prudu i6nov v pore.

Spolo¢nost’ IBM vyvija nanostrukturované sekveno-
vacie zariadenie schopné elektronicky detegovat’ nukleoti-
dy v jednotlivej molekule DNA*. Nanostruktury su vlast-
ne pory s pozdizne vrstvenym povrchom skladajicim sa zo
striedajucich vrstiev kovu a dielektrického materialu (ako
v tranzistore). Vhodné modulovanie pridu v takych-
to tranzistoroch umozni prechod jednotlivych molekul
DNA cez pory. Povodne bola tato technologia navrhnuta
na zaklade teoretickych vypoctov a molekulovo dynamic-
kych simulacii, ale IBM nedavno publikovala sposob, ako
ovladat’ rychlost, ktorou vldkno DNA prechadza cez
nanopor®. Ostava vyriesit' problém odliSenia signalu jed-
notlivej bazy od signalu susednych baz v retazci**.

5. Zaver

Metdody sekvenovania nukleovych kyselin zazname-
nali za poslednych 10 rokov nevidany pokrok. Optimaliza-
ciou pripravy vzoriek, povrchovej chémie, fluorescenc-
nych znaciek, enzymovych reakcii, optiky a elektroniky sa
dosiahla hranica, ked’ je mozné ziskavat’” tidaje o poradi
baz aj z jednotlivych molekal DNA. D4 sa predpokladat
ze dosiahnuty technologicky pokrok sa uplatni aj v inych
oblastiach vyskumu, mimo sekvenovania nukleovych ky-
selin.

V sucasnosti je mozné v kratkom case sekvenovat’
celé genomy rozlicnych organizmov vratane ¢loveka. Pa-
radoxne, problémom prestava byt urcenie poradia baz, ale
stava sa nim, napriek velkym pokrokom v informatike,
vyhodnocovanie, interpretacia a dokonca aj ukladanie vel-
kého mnozstva ziskanych tdajov.
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Genetics, Faculty of Natural Science, Comenius Universi-
ty, Bratislava): Principles of New DNA Sequencing
Methods

Recently, a combination of biochemical, chemical,
physical and engineering techniques enabled a substantial
advancement of determination of primary structure of nu-
cleic acids. New methods emerged that made DNA se-
quencing faster, less expensive and less labor-consuming.
This review describes principles of the current and new
sequencing methods as well as indicates directions of fu-
ture development.



