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1. Úvod 
 

Spojenie technológií z oblastí biochémie, chémie, 
fyziky a technických odborov umožnilo v poslednom ob-
dobí dosiahnuť významný pokrok v určovaní primárnej 
štruktúry nukleových kyselín1. Objavili sa úplne nové ori-
ginálne postupy a metódy, ktorými sa proces sekvenovania 
DNA2 podstatne zrýchlil a stal sa finančne menej náročný. 
Nástup týchto nových metód vytvára podmienky pre pre-
vratné zmeny v oblastiach, ako sú biomedicínsky výskum, 
diagnostika ochorení3,4 alebo farmakogenetika5. Realitou 
sa stávajú nové aplikácie, ako napríklad určenie komplet-
ných genómov a detailná analýza vybraných úsekov DNA 
alebo štúdium expresie génov. V tejto práci chceme opísať 
princípy, na ktorých sú založené súčasné a nové metódy 
sekvenovania a naznačiť vývoj, ktorým sa bude táto oblasť 
výskumu v najbližších rokoch uberať.  

 
 

2. Metódy prvej generácie 
 
Dlhé obdobie bola štandardnou metódou sekvenova-

nia DNA Sangerova metóda6,7. Od jej vzniku v roku 1975 

je nepretržite zlepšovaná a postupne stále viac automatizo-
vaná. Pri polymerázou katalyzovanej syntéze komplemen-
tárnych vlákien v reakčnom roztoku obsahujúcom zmes 
štandardných nukleotidov a označených terminálnych nuk-
leotidov vznikajú fragmenty DNA rozličnej dĺžky. Termi-
nálne nukleotidy, po ich zabudovaní do reťazca, ukončia 
ďalšie predlžovanie komplementárneho vlákna a keďže 
reakcia prebieha s veľkým množstvom rovnakých templá-
tov súčasne, vytvoria sa všetky možné dĺžky fragmentov 
DNA. Sekvencia študovaného úseku sa potom určí zorade-
ním týchto fragmentov podľa ich dĺžky a odčítaním fluo-
rescenčného signálu z terminálneho nukleotidu. V rámci 
Sangerovej metódy sú v súčasnosti používané automatizo-
vané zariadenia, využívajúce na separáciu a zoradenie 
fragmentov DNA kapilárnu elektroforézu8, veľmi často 
v paralelnom usporiadaní9. Využitie tejto technológie 
v nedávnej minulosti umožnilo skúmať genómy stále zlo-
žitejších organizmov a nakoniec úspešne dokončiť aj pro-
jekt ľudského genómu10.  

Metódy založené na klasickej Sangerovej sekvenácii 
DNA sa považujú za metódy prvej generácie. Hlavnými 
obmedzeniami metód prvej generácie sú časová, materiá-
lová a pracovná náročnosť prípravy vzoriek, najmä na-
množenie a čistenie analyzovaného DNA materiálu11. Ďa-
lej je to obmedzené množstvo vzoriek, ktoré sa dajú analy-
zovať paralelne, v súčasnosti je možné analyzovať naraz 
384 sekvencií s dĺžkou 600 až 1000 nukleotidov12. Štan-
dardné 96 kapilárové zariadenia vyprodukujú denne sek-
venciu DNA o veľkosti približne 6 Mb (cit.13). Sekvenova-
nie prvého ľudského genómu týmto spôsobom trvalo viac 
ako 10 rokov a vyžiadalo si celkovo prostriedky v hodnote 
asi 3 miliardy dolárov4. 

 
 

3. Metódy druhej generácie 
 
Tieto obmedzenia, do značnej miery prekonávajú 

metódy druhej generácie, ktoré sa objavili okolo roku 
2005. Pri podstatne nižších nákladoch sú schopné produ-
kovať obrovské množstvo dát. V niektorých prípadoch je 
možné v jednej analýze paralelne sekvenovať viac ako sto 
miliónov krátkych úsekov. Cenou za zvýšenie výkonu je 
však vyššia frekvencia chybných stanovení nukleotidov, 
ktorá presahuje frekvenciu chybných stanovení 1/10 000 
až 1/100 000 dosahovanú pri Sangerovej metóde13.  

Vo všeobecnosti pozostáva sekvenovanie DNA 
z troch základných procesov. Sú to príprava vzorky, vlast-
né určenie poradia báz v jednotlivých fragmentoch a ná-
sledné usporiadanie sekvencií získaných z týchto fragmen-
tov.  

Príprava vzorky zahŕňa extrakciu DNA, jej čistenie 
a fragmentáciu (rozbitie DNA na množstvo malých úsekov 
napríklad pôsobením ultrazvuku). Jednotlivé fragmenty sa 
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následne upravia do podoby DNA templátov vhodných pre 
použitie enzýmu, zvyčajne DNA polymerázy. Táto úprava 
sa zabezpečuje pomocou ligáz alebo transferáz, pridaním 
adaptérov pre ukotvenie molekuly na pevnej fáze a tiež 
pridaním štandardnej sekvencie vhodnej na hybridizáciu 
s primérom14. Nasleduje amplifikácia (zmnoženie) jednot-
livých DNA templátov a vytvorenie priestorovo lokalizo-
vaných súborov identických molekúl obsahujúcich tisíce 
až milióny kópií naviazaných na pevnú fázu. Na amplifi-
káciu sa využívajú rozličné techniky. Patrí sem napríklad 
emulzná polymerázová reťazová reakcia15 (obr. 1a). Poly-
mérové guličky s množstvom štandardných primérov ukot-
vených na povrchu sa zmiešajú s fragmentami DNA 
v pomere, ktorý favorizuje maximálne 1 úsek DNA na 
guličku. Následne sa vytvorí emulzia typu voda v oleji, 
čím sa jednotlivé guličky oddelia a uzatvoria do mikrore-
aktorov v kvapkách vodnej fázy emulzie. Každý fragment 

sa pomocou PCR mnohonásobne zmnoží. Výsledkom sú 
guličky husto pokryté namnoženou DNA. 

Inou metódou je amplifikácia na pevnej fáze16 
(obr. 1b). Na pevnej fáze sa s vysokou hustotou imobilizu-
jú dva typy štandardných primérov. Fragmenty DNA sa 
upravia tak, že každý koniec je komplementárny s jedným 
z primérov. Následne sa tiež imobilizujú na pevnej fáze 
tak, aby vzdialenosť medzi jednotlivými fragmentmi bola 
dostatočná na ich optickú identifikáciu. Na voľný koniec 
fragmentu sa pripojí imobilizovaný primér a pomocou 
PCR sa DNA zreplikuje. Denaturáciou sa vlákna uvoľnia 
a následne znova hybridizujú s voľným primérom imobili-
zovaným na povrchu. Po dostatočnom počte cyklov repli-
kácie sa komplementárne reťazce DNA odštiepia. 
Z jedného pôvodného fragmentu tak vznikne súbor iden-
tických fragmentov lokalizovaných na jednom mieste.  

Obr. 1. Metódy prípravy priestorovo lokalizovaných súborov identických fragmentov DNA; a) emulzná PCR, b) amplifikácia na 
pevnej fáze  

vodný 
roztok olej

a)

b)

gulička s
primérmi

na povrchu

polymeráza

primér

templát

syntéza komplementárneho 
vlákna

o
d

št
ie

p
en

ie
 v

lá
kn

a

hybridizácia

a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 

 

 



Chem. Listy 106, 809817 (2012)                                                                                                                                              Referát 

811 

V súčasnosti je komerčne dostupných viacero sekve-
novacích platforiem druhej generácie. Určenie poradia báz 
v rámci týchto metód je založené na rozličných typoch 
enzýmových reakcií. Pyrosekvenovanie17,18 (obr. 2a) vyu-
žíva DNA polymerázu na predlžovanie komplementárneho 
reťazca. Pri každom zabudovaní nukleotidu sa uvoľňuje 
pyrofosfát, ktorý je pomocou ATP sulfurylázy 
v prítomnosti adenylyl sulfátu konvertovaný na ATP. ATP 

je substrátom pre enzým luciferáza, ktorý emituje svetlo 
vo viditeľnej oblasti. Vzniknutá bioluminscencia je 
v rámci určitých limitov úmerná počtu zabudovaných nuk-
leotidov v danom kroku. V praxi sú namnožené identické 
úseky DNA naviazané na guličky obklopené inými gulič-
kami, na ktorých sú ukotvené enzýmy ATP sulfuriláza 
a luciferáza. Guličky s DNA sú umiestnené po jednej 
v jamkách mikrotitračnej doštičky. Tieto guličky sú po-
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stupne ponorené v reakčných roztokoch obsahujúcich vždy 
jeden zo štyroch nukleotidov. Pridanie správneho nukleoti-
du spôsobí, že enzým DNA polymeráza ho zabuduje do 
komplementárneho vlákna. V prípade, že v sekvencii na-
sleduje viac rovnakých báz za sebou, reakcia sa zastaví, až 
keď sa zabudujú všetky nukleotidy rovnakého typu. Pri 
tom sa uvoľní vždy jeden pyrofosfát na nukleotid. Pyrofos-
fát je ATP sulfurilázou zmenený na ATP. ATP umožňuje 
premenu luciferínu na oxyluciferín pomocou luciferázy, 
pričom sa emituje fotón. Zaznamenaná luminiscencia je 
priamo úmerná počtu nukleotidov zabudovaných v danom 
kroku.  

Technológia využívajúca reverzibilné terminátory19 
(obr. 2b) je založená na cyklickej prerušovanej syntéze 
komplementárneho vlákna pomocou polymerázy. Enzým 
DNA polymeráza zabuduje do reťazca vhodný fluores-
cenčne označený nukleotid, ktorý následne reverzibilne 
zablokuje predlžovanie reťazca. Zabudovaný nukleotid sa 
zobrazí a identifikuje buď na základe toho, že reakcia pre-
behla, v prípade, že sa v reakčnom roztoku v danom kroku 
nachádza len jeden typ nukleotidov. Alebo na základe 
vlnovej dĺžky fluorescencie ak sa naraz používajú všetky 
štyri nukleotidy. Polymeráza sa potom odblokuje odštiepe-
ním blokujúcej skupiny a fluorescenčnej značky. Vymení 
sa reakčný roztok a sekvenácia pokračuje ďalším cyklom. 

Ďalšia pomerne rozšírená technológia pracuje na prin-
cípe postupného predlžovania vlákna pripájaním krátkych 
oligonukleotidov pomocou DNA ligázy20,21 (obr. 2c). na 
pevnej fáze sú cez univerzálny adaptér pripojené úseky 
DNA s naviazaným primérom. V reakčnom roztoku sa 
okrem enzýmu DNA ligázy nachádzajú fluorescenčne 
označené krátke úseky DNA (zvyčajne oktaméry) 
s rozličnými kombináciami báz na prvých dvoch pozíciách 
z 3’ konca. DNA ligáza preferenčne pripojí k priméru po-
lynukleotid, ktorý má bázy na pozícii 1 a 2 komplementár-
ne so zodpovedajúcimi bázami sekvenovaného úseku. Po 
zobrazení fluorescencie sa odštiepia 3 bázy vrátane značky 
z 5’ konca. Primér sa takto predĺži o 5 báz a má na 
5’ konci voľný fosfát pre ďalšiu ligáciu. Po viacnásobnej 
ligácii (až do 10 cyklov) sa celý syntetizovaný reťazec 
uvoľní a spolu s reakčným roztokom odstráni. Nasleduje 
taký istý postup s primérmi skrátenými postupne o jeden 
až štyri nukleotidy, čím sa dosiahne priradenie dinukleoti-
du ku každej pozícii skúmanej sekvencie. 

Pri všetkých spomínaných metódach sa 
v jednotlivých súboroch identických fragmentov zisťuje 
poradie báz postupom, pri ktorom sa vždy po zabudovaní 
nukleotidu alebo nukleotidov reakcia vo všetkých sledova-
ných vláknach zastaví, aby sa umožnila ich identifikácia. 
Tým sa zároveň zaistí synchronizácia, ktorá je nutnou pod-
mienkou pre vyhodnotenie údajov zaznamenaných pri 
použití metód založených na sledovaní súborov rovnakých 
molekúl.  

Tieto synchrónne kontrolované metódy využívajú na 
zastavenie reakcie, napríklad prísun len jedného zo 4 typov 
nukleotidov v reakčnom roztoku, prípadne modifikované 
nukleotidy reverzibilne blokujúce reakciu (obr. 3a–b) . Po 
zabudovaní nukleotidu(ov) a zastavení reakcie sa prebytok 

reaktantov opláchne a pridaný nukleotid sa na základe 
fluorescenčného značenia alebo s využitím chemilumines-
cencie zobrazí. Keď je v danom cykle prítomný 
v reakčnom roztoku len jeden typ nukleotidu, už samotný 
fakt, že reakcia prebehla, je dostatočný na určenie sekven-
cie. Detekciu označeného nukleotidu je možné dosiahnuť 
aj s relatívne jednoduchou optikou pre zaznamenávanie 
fluorescencie v úzkom rozsahu vlnových dĺžok. Ak sú 
v reakčnom roztoku prítomné všetky štyri typy dNTP na-
raz, je potrebné rozlíšiť ich napríklad zaznamenávaním 
fluorescencie na rozličných vlnových dĺžkach alebo na 
základe rozdielnej doby života fluorescencie. Fluorescenč-
né značky sa po detekcii deaktivujú chemickým alebo 
fyzikálnym procesom, aby nerušili detekciu 
v nasledujúcom cykle. V prípade technológie využívajúcej 
reverzibilné terminátory sa odstráni aj blokujúca skupina 
alebo skupiny. Následne sa znova pridá čerstvý reakčný 
roztok a sekvenovanie pokračuje ďalším cyklom. Sekven-
cie získané z veľkého množstva jednotlivých fragmentov 
sa následne usporiadajú do správneho poradia. Najčastejšie 
sa to dosiahne priradením fragmentov k referenčnému 
genómu22. Ak nie je referenčný genóm k dispozícii, využí-
vajú sa počítačové algoritmy23 umožňujúce získať genóm 
de novo.                    

Hlavnými obmedzeniami metód druhej generácie sú 
náročný proces amplifikácie fragmentov, nedokonalá syn-
chronizácia inkorporácie nukleotidov a z toho vyplývajúce 
chyby určenia poradia báz. Nutnosť a zároveň náročnosť 
synchronizácie inkorporácie nukleotidov určuje aj maxi-
málnu dĺžku fragmentov DNA, ktoré je možné v rámci 
určitej metódy sekvenovať. Zvyčajne je to okolo 20–100 
báz, v prípade pyrosekvenovania až niekoľko sto báz. Ak-
ceptovateľná presnosť sa dosahuje viacnásobným paralel-
ným sekvenovaním vzorky. Množstvo zaznamenaných 
údajov vytvára veľké nároky na skladovanie dát a ich 
správne usporiadanie, najmä pri sekvenovaní veľkého 
množstva krátkych úsekov.  

 
 

4. Metódy tretej generácie 
 
Za metódy tretej generácie sa považujú novo vyvíjané 

technológie, ktoré majú potenciál prekonať metódy druhej 
generácie v dôležitých parametroch, ako sú maximálna 
dĺžka fragmentov, ktoré je možné sekvenovať, spotreba 
reagentov alebo rýchlosť. Tieto metódy, zvyčajne na určo-
vanie poradia báz, využívajú jednotlivé molekuly DNA 
bez potreby zastavenia procesu medzi jednotlivými krokmi 
detekcie. Patria sem aj metódy, ktoré úplne nespĺňajú toto 
kritérium, avšak nedajú sa už zaradiť ani medzi metódy 
druhej generácie. Napríklad polovodičový sekvenátor 
[www.iontorrent.com], ktorý využíva pole mikroskopic-
kých jamôk v polovodičovom materiáli, v ktorých sa za-
znamenáva uvoľňovanie vodíkových iónov pri zabudová-
vaní báz do DNA. Táto metóda pracuje s prirodzenými 
nukleotidmi a nevyužíva svetlo ani optiku, čím celkovo 
zjednodušuje proces sekvenovania. Stále však využíva 
systém oplachovania a detekcie zabudovania bázy pri cyk-
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lickom striedaní 4 nukleotidov v reakčnom roztoku, vyža-
duje tiež zmnoženie DNA templátu v každej jamke.  

Sekvenovanie DNA založené na pozorovaní jednotli-
vých molekúl môže byť rozdelené zhruba do troch kategó-
rií. Sú to technológie, pri ktorých sa pozoruje jedna mole-
kula DNA polymerázy pri syntéze vlákna DNA. Ďalej 
sekvenovanie pomocou nanopórov, pri ktorom jednotlivé 
vlákna prechádzajú cez nanopóry alebo jednotlivé bazy sú 
detegované pri prechode nanopórmi. A nakoniec priame 
zobrazovanie jednotlivých DNA molekúl použitím pokro-
čilých mikroskopických techník.  

4.1. Sekvenovanie syntézou 
 
Prvé komerčne dostupné zariadenie na sekvenovanie 

jednotlivých molekúl24 (od spoločnosti Helicos) zobrazuje 
predlžovanie jednotlivých molekúl DNA ukotvených 
v rovine na pevnom povrchu. Využíva pri tom modifiko-
vanú polymerázu a špeciálne fluorescenčne značené 
nukleotidy25, v ktorých je značka pripevnená k nukleotidu 
chemicky štiepiteľnou skupinou, ktorá umožňuje sekveno-
vanie po krokoch (obr. 3b) Zastavovanie reakcie po jed-
notlivých krokoch zabudovania nukleotidov je teda stále 
potrebné a  dĺžka sekvenovaného úseku je iba okolo 
32 nukleotidov26. Metóda však už nepotrebuje namnoženie 
DNA templátov. Chybovosť správneho určenia zabudova-
ného nukleotidu je stále vysoká > 5 %, ale metóda umož-
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s voľným 3’ koncom, po zabudovaní modifikovaného nukleotidu je pre ďalší krok sekvenácie potrebné iba odštiepiť fluorescenčnú znač-
ku, c) nukleotidy pre sekvenovanie v reálnom čase 
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ňuje sekvenovať jeden úsek paralelne mnoho krát a chyby 
tak vylúčiť, čím sa dosiahne celková presnosť > 99 %. 
V jednej analýze je možné sledovať až okolo miliardy 
úsekov DNA. Na rozdiel od metód druhej generácie sa 
syntéza jednotlivých molekúl môže zaznamenávať asyn-
chrónne, t.j. pre každé vlákno DNA zvlášť, pričom pre 
presnosť nie je nevyhnutné, aby zabudovanie nukleotidov 
v každom cykle, t.j. pred zastavením reakcie, prebehlo so 
100% výťažkom. Modifikácia tejto metódy umožňuje, 
nahradením DNA polymerázy reverznou transkriptázou, 
priamo sekvenovať RNA t.j. bez jej konverzie na cDNA 
a bez amplifikácie. Fragmenty RNA sú polyadenylova-
né, blokované na 3’ konci a ukotvené na povrchu podobne 
ako je to pri sekvenovaní DNA. 

Sekvenovanie jednotlivých molekúl v reálnom čase27 
(obr. 4) je prístup, pri ktorom sa jednotlivé molekuly DNA 
polymerázy pozorujú pri syntéze reťazca DNA bez preru-
šovania reakcie. Táto technológia musí prekonať dve zá-
sadné prekážky. V prvom rade je potrebné v reálnom čase 
zaznamenať signál z jedného konkrétneho nukleotidu, 
ktorý je zabudovávaný do štruktúry DNA, pričom tento 
nukleotid sa nachádza v reakčnom roztoku s množstvom 
ďalších fluorescenčne značených nukleotidov. Druhý 
problém je napojenie fluorescenčnej značky na nukleotid 

takým spôsobom, aby sa značka dala po zabudovaní nukle-
otidu odstrániť a zároveň sa neprerušil proces syntézy 
a v detekčnom objeme sa nevyskytovali dve značky zároveň. 

Detekcia konkrétneho nukleotidu v roztoku nukleoti-
dov sa zabezpečí zmenšením detekčného objemu t.j. obje-
mu roztoku, v ktorom sa zaznamenávajú emitované fotó-
ny. Objem musí byť taký malý, aby sa v ňom štatisticky 
s vysokou pravdepodobnosťou v danom čase nachádzal 
len jeden nukleotid, za podmienky, že koncentrácia nukleoti-
dov v roztoku je dostatočná pre správnu funkciu enzýmu.   

Štandardné metódy na štúdium jednotlivých molekúl 
v roztokoch zahŕňajú fluorescenčnú korelačnú spektro-
skopiu28 alebo priame pozorovanie jednotlivých molekúl 
v zriedených roztokoch pomocou difrakčne limitovanej 
optiky29. Tieto metódy využívajú detekčné objemy 
s veľkosťou niekoľko desatín femtolitra a na to, aby sa 
nimi dali sledovať jednotlivé molekuly sú potrebné piko- 
až nanomolárne koncentrácie fluorescenčne značených 
molekúl30. Mnoho enzýmov však pracuje pri rádovo vyš-
ších koncentráciách substrátov. Niektoré DNA polymerázy 
sú schopné pracovať aj pri koncentrácii nukleotidov okolo 
10–6 mol l–1. Fyziologické koncentrácie v bunke sú ešte 
o tri rády vyššie. Koncentrácia substrátu môže ovplyvniť 
funkciu a kinetiku enzýmu napríklad jeho alosterickou 
kontrolou alebo relaxáciou jeho aktívnej konformácie31. 
Na sledovanie mikromolárnych koncentrácii je teda po-
trebná zhruba 1000 násobná redukcia detekčného objemu 
v porovnaní so štandardnými technikami.  

Zmenšenie detekčného objemu sa dá dosiahnuť napr. 
použitím TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) 
mikroskopie32, alebo tzv. Zero Mode Waveguides33 čo sú 
jamky s priemerom v desiatkach nanometrov vyhĺbené 
v tenkom (asi 100 nm) kovovom filme, ktorým je potiah-
nutý sklenený povrch. Malý rozmer týchto jamiek zabra-
ňuje viditeľnému svetlu, ktoré má vlnovú dĺžku okolo 
600 nm, aby cez ne preniklo. Pri ožiarení cez sklenenú 
vrstvu intenzita svetla v jamkách s hĺbkou exponenciálne 
klesá a efektívne je ožiarená len časť jamky do 30 nm od 
jej dna. 

V týchto jamkách sú na modifikovanom sklenenom 
povrchu upevnené molekuly polymerázy. Na jednu jamku 
pripadá maximálne 1 molekula polymerázy. V reakčnom 
roztoku sa nachádzajú všetky štyri typy nukleotidov ozna-
čené každý inou fluorescenčnou značkou. Nukleotidy sa 
voľne pohybujú v roztoku a doba, ktorú takto sa pohybujú-
ci nukleotid strávi v detekčnom objeme pri dne jamky 
s polymerázou, sa pohybuje rádovo v mikrosekundách. Iný 
prípad nastane, ak je správny nukleotid zabudovaný do 
syntetizovaného vlákna. Tento proces trvá na rozdiel od 
difúzie niekoľko milisekúnd, teda približne 1000 krát dlh-
šie, čomu zodpovedá aj podstatne vyšší počet emitovaných 
fotónov a tým aj dobrý pomer signálu k šumu. Sekvenova-
cí prístroj zaznamená záblesk, ktorého vlnová dĺžka zod-
povedá zabudovanému nukleotidu. Následne je potrebné 
fluorescenčnú značku z detekčného objemu odstrániť. Táto 
druhá prekážka sa prekoná tak, že na rozdiel od metód 
druhej generácie, ktoré využívajú nukleotidy s fluores-
cenčnou značkou pripevnenou priamo na nukleotid, je pri 
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Obr. 4. Sekvenovanie jednotlivých molekúl v reálnom čase. 
Enzým DNA polymeráza je ukotvený na pevnej fáze. Po pridaní 
reakčného roztoku s DNA templátmi a fluorescenčne označenými 
nukleotidmi sa začne syntéza komplementárneho vlákna. Pri 
zabudovaní nukleotidu sa zaznamená signál špecifický pre daný 
typ nukleotidu. Používaju sa nuklotidy s fluorofórom naviazaným 
cez fosfát, čím sa dosiahne jeho automatické odštiepenie pri zabu-
dovaní do DNA. Signál z voľne difundujúcich nukleotidov, ktoré 
neboli zabudované je asi 1000 násobne kratší ako signál zo zabu-
dovaného nukleotidu. Aby sa naraz nezaznamenal signál z dvoch 
alebo viacerých nukleotidov zmenší sa detekčný objem mikrosko-
pu napríklad použitím tzv. zero mode waveguides, čo sú jamky 
v tenkej kovovej vrstve na sklenenom povrchu 
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sekvenovaní v reálnom čase značka pripojená na fosfátový 
reťazec34 (obr. 3c). Tento reťazec je v procese zabudova-
nia nukleotidu do reťazca DNA prirodzeným spôsobom 
odštiepený, fluorescenčná značka sa uvoľní a rýchlo sa 
difúziou vzdiali z detekčného objemu. Následne sa môže 
zabudovať a detegovať ďalší nukleotid. Sekvenovanie 
jednotlivých molekúl v reálnom čase umožňuje paralelne 
sekvenovať fragmenty s priemernou dĺžkou nad 
1000 bázových párov.  

Odlišný spôsob, ako prekonať problém s detekciou 
jedného nukleotidu v roztoku nukleotidov, je využiť FRET 
(fluorescenčný rezonančný prenos energie), v takom prípa-
de je priamo na polymeráze pripevnený fluorofór, ktorý 
emituje fotóny po prenose energie zo svetlom excitovanej 
značky zabudovávaného nukleotidu, ktorý sa v momente 
reakcie nachádza dostatočne blízko pre FRET, to je vo 
vzdialenosti niekoľko nanometrov. Po zabudovaní nukleo-
tidu a uvoľnení fluorescenčnej značky sa FRET ihneď 
preruší35. 

 
4.2. Sekvenovanie priamym zobrazením 

 
Alternatívou k sekvenovaniu syntézou môže byť 

v budúcnosti priame zobrazenie DNA pomocou elektróno-
vej mikroskopie36 alebo skenovacej tunelovej mikro-
skopie37. Predpokladom pre použitie týchto metód je pri-
chytenie natiahnutého vlákna DNA na pevný povrch 
a dostatočné priestorové rozlíšenie mikroskopických tech-
ník umožňujúce identifikovať jednotlivé bázy. Uvažuje sa 
aj s možnosťou použiť bázy označené substituentami obsa-
hujúcimi atómy s vyššou atómovou hmotnosťou, pre ich 
jednoduchšiu identifikáciu [www.zsgenetics.com]. Tieto 
technológie majú potenciál čítať veľmi dlhé úseky DNA 
(až niekoľko miliónov báz) pri nízkych nákladoch. 

 
4.3. Sekvenovanie pomocou nanopórov 

 
Metódy využívajúce nanopóry sú založené na precho-

de molekuly DNA (alebo jej jednotlivých zložiek) cez 
membránové póry a detekcii jednotlivých báz na základe 
ich vplyvu na elektrický prúd. Vo vývoji je systém zložený 
z modifikovaného póru -hemolyzínu38–40, ku ktorému je 
pripojená z jednej strany membrány exonukleáza a z dru-
hej strany syntetický cyklodextrín. Tento systém je včlene-
ný do lipidovej dvojvrstvy takým spôsobom, že pri vytvo-
rení potenciálu na membráne, zmenou koncentrácie iónov, 
sa aktivuje exonukleáza, ktorá odštepuje z DNA jednotlivé 
nukleotidy. Nukleotidy sú identifikované na základe cha-
rakteristického narušenia toku iónov cez nanopór. Pracuje 
sa na vývoji stabilnejších syntetických membrán 
a nanopórov, ktoré zvýšia spoľahlivosť a rýchlosť tejto 
metódy [www.nanoporetech.com].  

Ďalšia možnosť je použitie nanopórov priamo na sek-
venovanie intaktnej jednovláknovej DNA41. Na rozdiel od 
predchádzajúcej metódy, ktorá bola limitovaná nízkym 
pozdĺžnym rozlíšením póru -hemolizínu, sa využíva pro-
teín Porín A z Mycobacterium smegmatis, ktorý ma kratší 
úsek, ktorým sa pór otvára a uzatvára a tým aj potenciálne 

vyššie rozlíšenie. Problémom je však príliš rýchly prechod 
vlákna DNA cez pór, prevyšujúci rýchlosť umožňujúcu 
spoľahlivú detekciu vplyvu jednotlivých báz na narušenie 
prúdu iónov v póre. 

Spoločnosť IBM vyvíja nanoštrukturované sekveno-
vacie zariadenie schopné elektronicky detegovať nukleoti-
dy v jednotlivej molekule DNA42. Nanoštruktúry sú vlast-
ne póry s pozdĺžne vrstveným povrchom skladajúcim sa zo 
striedajúcich vrstiev kovu a dielektrického materialu (ako 
v tranzistore). Vhodné modulovanie prúdu v takých-
to tranzistoroch umožní prechod jednotlivých molekúl 
DNA cez póry. Pôvodne bola táto technológia navrhnutá 
na základe teoretických výpočtov a molekulovo dynamic-
kých simulácií, ale IBM nedávno publikovala spôsob, ako 
ovládať rýchlosť, ktorou vlákno DNA prechádza cez 
nanopór43. Ostáva vyriešiť problém odlíšenia signálu jed-
notlivej bázy od signálu susedných báz v reťazci44. 

 
 

5. Záver 
 
Metódy sekvenovania nukleových kyselín zazname-

nali za posledných 10 rokov nevídaný pokrok. Optimalizá-
ciou prípravy vzoriek, povrchovej chémie, fluorescenč-
ných značiek, enzýmových reakcií, optiky a elektroniky sa 
dosiahla hranica, keď je možné získavať údaje o poradí 
báz aj z jednotlivých molekúl DNA. Dá sa predpokladať 
že dosiahnutý technologický pokrok sa uplatní aj v iných 
oblastiach výskumu, mimo sekvenovania nukleových ky-
selín. 

V súčasnosti je možné v krátkom čase sekvenovať 
celé genómy rozličných organizmov vrátane človeka. Pa-
radoxne, problémom prestáva byť určenie poradia báz, ale 
stáva sa ním, napriek veľkým pokrokom v informatike, 
vyhodnocovanie, interpretácia a dokonca aj ukladanie veľ-
kého množstva získaných údajov. 
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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.   


