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Abstrakt 
Následující text popisuje historii vývoje sekvenačních metod se zaměřením na moderní 

výkonné metody paralelního sekvenování a jejich využití v mikrobiologii. Vývoj a zdokonalování 

sekvenačních systémů s sebou přináší zrychlení a výrazné snížení cen, s tím souvisí rozšíření spektra 

aplikačních možností. Každý sekvenační systém je charakteristický určitými specifiky včetně jistých 

úskalí pramenících z principu dané metody, proto ne každá metoda je schopna pokrýt všechny směry 

možných využití. Práce porovnává metody sekvenování a zabývá se jejich vhodností pro konkrétní 

typy aplikací v mikrobiologii. Dostupné sekvenační systémy obvykle dělíme na tři základní 

„generace“ vymezené typickými konkrétními znaky. Mezi metody první generace řadíme Sangerův a 

Maxam-Gilbertův systém, druhá generace zahrnuje metody 454, Illumina, SOLiD, Helicos a generace 

třetí SMRT, Ion Torrent a zatím komerčně nedostupné sekvenování s využitím nanopórů. V současné 

době se sekvenování stává standardní technikou molekulární biologie nejen v základním 

mikrobiologickém výzkumu, ale nachází široké uplatnění také v medicíně (rychlá identifikace 

patogenů, metagenomické studie mikrobiomů lidského těla).  

 

 

Klíčová slova: sekvenování v mikrobiologii, sekvenování nové generace, paralelní sekvenování, 

sekvenování genomů, metagenomika, RNA-Seq, ChIP-Seq, analýza mutací, identifikace 

mikrobiálních patogenů  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 
The thesis describes the history of development of sequencing methods with special focus on 

the modern effective parallel sequencing methods and their application in microbiology. The 

development and improvements of sequencing systems lead to the acceleration of the process and 

considerable decrease of price, which consequently allow wider spectrum of applications. Each of the 

sequencing systems has its characteristic features including drawbacks stemming from the principle of 

the respective method. Not every method suitable for all the applications. In the thesis the sequencing 

methods are compared and examined with respect to their appropriateness for certain application fields 

in microbiology. The currently available sequencing methods are usually categorized into three 

"generations", distinguished by sets of typical features. First generation methods include the systems 

of Sanger and Maxam-Gilbert; "next generation" is represented by methods 454, Illumina, SOLiD and 

Helicos; and finally SMRT, Ion Torrent and the commercially not yet available nanopore sequencing 

are usually called "next-next generation". Now the sequencing becomes a standard technology of 

molecular biology, not only in the basic microbiological research, but it is also widely applied in 

medicine (quick identification of patogenes, metagenomic studies of the human body metabiomes). 

 

 

Keywords: sequencing in microbiology, next generation sequencing, parallel sequencing, genome 

sequencing, metagenomics, RNA-Seq, ChIP-Seq, mutation analysis, identification of microbial 

patogenes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Úvod 
Sekvenování nukleových kyselin je jedním z nejvýznamnějších objevů v historii molekulární 

biologie, protože přímo odhaluje základ a původ variability všech živých organismů. Sekvenování 

umožňuje získávat informace o primární struktuře DNA, která je dána pořadím nukleotidů.   

Uplynulo více než 20 let od objevení struktury DNA v roce 1953 (Watson and Crick, 1953)  

po představení Sangerova systému sekvenování roku 1977. Tento moment byl pro studium DNA 

klíčový. Úspěšnému sekvenování DNA ovšem předcházelo sekvenování RNA, které bylo 

zprostředkováno několika sériemi reakcí specifického enzymatického štěpení a separací fragmentů na 

základě odlišných délek. V době, kdy již bylo běžné sekvenovat RNA (od roku 1965), sekvenování 

DNA mírně zaostávalo, protože nebyly známy vhodné endonukleázy specificky štěpící DNA. Úspěšný 

systém sekvenování RNA tedy nemohl být aplikován na DNA. V roce 1977 (krátce před Sangerem) 

Maxam a Gilbert představili první funkční systém sekvenování DNA založený na specifickém 

chemickém štěpení. První revoluce v sekvenování DNA přišla se Sangerem a jeho dideoxy metodou. 

Metoda slavila úspěchy převážně díky možnostem mnohých zdokonalení a hlavně díky postupné 

automatizaci systému. Byly tak vyrobeny první automatické sekvenátory schopné produkovat do té 

doby nevídané množství velmi přesných sekvencí.  

 Díky novým možnostem vyvstala touha po rozluštění sekvence lidského genomu. Sangerova 

metoda je poměrně drahá a pomalá, nebyla proto ideální pro sekvenace velkých genomů. Projekt 

sekvenování lidského genomu se tak stal impulsem pro vývoj rychlejších a levnějších metod. Další 

revoluce nastala s nástupem metody 454 založené na principu pyrosekvevování. Od té doby jsme 

svědky neustálého vývoje nových metod, které jsou přímým odrazem zdokonalující se počítačové 

techniky a vývoje metod molekulární biologie. Nové metody často překonávají ty starší, ale přesto je 

první převratný systém sekvenování v podobě Sangerovy metody i dnes využíván díky schopnosti číst 

velmi dlouhé úseky DNA (až 1000 bp) a zatím nepřekonané přesnosti. S klesající cenou                     

za osekvenovanou bázi dochází k rozšiřování spektra možností využití těchto metod. 

Předmětem této práce je srovnání metod sekvenování se zaměřením na metody paralelního 

sekvenování a jejich využití v mikrobiologii. V první kapitole je popsán vývoj metod sekvenování 

nukleových kyselin od sekvenování RNA po nejmodernější provedení Sangerovy metody. Druhá, 

rozsáhlejší kapitola popisuje principy jednotlivých metod paralelního sekvenování vždy s konkrétním 

příkladem praktického využití v mikrobiologii. Témata zmíněných příkladů aplikací dohromady 

představují soubor nejčastějších způsobů využití sekvenačních metod v mikrobiologických studiích. 

V textu jsou popsány pouze metody aplikovatelné v mikrobiologii a dále jen metody doposud 

využívané s výjimkou systému sekvenování s využitím nanopórů.  Tento systém není v současné době 

komerčně dostupný, ale již v tomto roce je očekáváno spuštění prodeje přístrojového vybavení. 
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2. Historie vývoje sekvenování nukleových kyselin 
2.1. Sekvenování před Sangerem 

2.1.1. Sekvenování RNA 
V roce 1965 byla osekvenována první nukleová kyselina tRNA pro alanin izolovaná 

z kvasinek. Nukleová kyselina byla specificky naštěpena pankreatickou ribonukleázou a 

ribonukleázou T1 (takadiastáza). Pankreatická ribonukleáza štěpí RNA za pyrimidiny (cytosin, uracil), 

takadiastáza specificky v pozici za guaninem. Nejprve byla tRNA kompletně naštěpena těmito 

nukleázami na krátké fragmenty, následně byly získány delší fragmenty limitovaným štěpením 

takadiastázou (0°C, 1h) pro získání překryvů s fragmenty kompletního štěpení. Produkty obou 

štěpných reakcí byly rozděleny na základě odlišných délek pomocí DEAE-celulózové chromatografie 

(Holley et al., 1965). Fragmenty kompletního i limitovaného štěpení byly alkalicky hydrolyzovány na 

mononukleotidy, které byly dále identifikovány na základě chromatografické pohyblivosti a 

absorpčního spektra (Zamir et al., 1965). Tento postup byl dostatečný pro určení sekvence 

dinukleotidů díky znalosti míst specifického štěpení výše popsanými ribonukleázami. Delší fragmenty 

byly sekvenovány štěpením fosfodiesterázou hadího jedu (Holley et al., 1964). Tento enzym postupně 

odštěpuje nukleotidy z 3’-OH konce polynukleotidu (Razzell a Khorana, 1959), čímž vzniká směs 

všech možných délek oligonukleotidů, které mohou být opět děleny chromatograficky. Srovnáním 

zastoupení bází v párech fragmentů lišících se o jediný nukleotid lze vždy určit 3’-OH koncový 

nukleotid delšího fragmentu (Holley et al., 1964). Celková sekvence tRNA pro alanin byla sestavena z 

osekvenovaných překrývajících se fragmentů (Holley et al., 1965).  

V následujících letech byly obdobným způsobem osekvenovány i další molekuly RNA. V roce 

1967 byla zveřejněna sekvence 5S ribozomální RNA z Escherichia coli. Nově bylo využito značení 

ribonukleotidů radioaktivním fosforem 32P a dvoudimenzionální elektroforetická frakcionace 

(Brownlee et al., 1967). Tento druhý systém sekvenování RNA je o něco jednodušší a rychlejší, přesto 

ale poměrně komplikovaný. Nové možnosti sekvenování RNA přináší v současné době moderní 

sekvenační systémy, které obvykle pracují se sekvenací cDNA.  

 

2.1.2. Sekvenování DNA 
Metoda Maxam- Gilbertova (Allan M. Maxam a Walter Gilbert) 

Stejně jako první metody sekvenování RNA, i Maxam-Gilbertův systém sekvenování je 

založen na specifickém štěpení, v tomto případě ale chemickém (nikoli enzymatickém), dále také 

využívá radioaktivní značení 32P. 

Principem vlastní Maxam- Gilbertovy metody je specifická chemická modifikace určité báze 

v molekule DNA a následné štěpení v modifikovaném místě. Základem pro štěpení může být ssDNA i 

dsDNA (dsDNA je před sekvenací nejprve denaturována a vlákna jsou od sebe elektroforeticky 
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oddělena). Každé vlákno je vždy na jednom konci značené 32P. Typicky se pracuje se čtyřmi štěpnými 

reakcemi, v každé reakční nádobě dochází ke štěpení v odlišných pozicích (štěpení v pozici A+G, G, 

C a C+T). Ideálně probíhá štěpení za takových podmínek, aby každé vlákno bylo štěpeno pouze 

v jednom místě, a aby poloha příslušné štěpené vazby byla náhodná. Tím vznikne soubor různě 

dlouhých radioaktivně značených fragmentů. Produkty všech reakcí jsou rozděleny denaturační 

polyakrylamidovou elektroforézou pro každou reakci zvlášť. Délky fragmentů příslušné reakce pak 

určují pozice relevantních nukleotidů. Detekujeme-li například v reakci „C“ fragmenty o délkách 20, 

21 a 28 nt, lze odvodit, že v sekvenci se cytosin nachází právě v následujících polohách za těmito 

pozicemi. Výsledná sekvence pak vzejde z porovnání elektroforetogramů pro všechny štěpné reakce. 

(Maxam and Gilbert, 1977). 

 

2.2. F.Sanger 

2.2.1.  „Plus a mínus“ metoda 
V roce 1975 F. Sanger společně s A.R. Coulsonem publikovali metodu sekvenování založenou 

na replikaci DNA, využívající DNA polymerázu I (z E. coli), T4 DNA polymerázu (z bakteriofága T4) 

a radioaktivně značené (32P) deoxyribonukleotidy. Tato metoda je nazývána „plus a mínus“ a operuje 

s různým množstvím limitujících deoxyribonukleotidů. Nejprve DNA polymeráza I nasedne na 

komplex primer-templát a prodlužuje vlákno DNA s využitím všech čtyř nukleotidů, jeden z nich je 

značen 32P. V ideálním případě by syntéza všech vláken měla být asynchronní, díky čemuž vznikne 

množství odlišně dlouhých oligonukleotidů. Směs oligonukleotidů stále hybridizovaných s templátem 

je rozdělena do 8 reakčních nádob. Dále se pracuje ve dvou odlišných systémech, které jsou na závěr 

porovnávány. Každý systém umožňuje číst pouze takové sekvence, kde se jednotlivé báze střídají. 

V sekvenci, kde se vyskytuje více identických bází za sebou, není možné odhadnout jejich počet, to 

umožní až kombinace obou systémů.    

„Mínus systém“ 

Čtyři reakční směsi jsou inkubovány s DNA polymerázou I a třemi typy dNTP, v každé 

z těchto reakčních směsí chybí vždy jeden typ dNTP. Pokud je chybějícím nukleotidem dATP, syntéza 

končí na pozici před jeho zařazením za normálních podmínek. DNA je denaturována (pro oddělení 

nově syntetizovaných vláken od templátu) a následně jsou fragmenty děleny denaturační 

polyakrylamidovou elektroforézou na základě odlišných délek. Protože každý fragment v mínus A 

systému končí vždy na pozici před zařazením dATP, zjistíme takto jeho pozici na základě 

autoradiografie.  

„Plus systém“ 

Zbylé čtyři reakční směsi jsou inkubovány s T4 polymerázou vždy s jedním typem dNTP 

(Sanger and Coulson, 1975). V přítomnosti jednoho typu dNTP DNA polymeráza z fága T4 degraduje 

exonukleázovou aktivitou dsDNA od 3’- OH konce, dokud neodštěpí nukleotid odpovídající jedinému 
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přítomnému nukleotidu v reakční nádobě. Ihned je odštěpený nukleotid nahrazen totožným 

nukleotidem a reakce se zastaví  (Englund, 1971).  Fragmenty jsou stejně jako v mínus systému děleny 

na polyakrylamidové elektroforéze. Pokud je jediným přítomným nukleotidem dATP, všechny 

fragmenty jím také končí. Pozici A tak můžeme detekovat. Produkty plus A systému bývají obvykle o 

jednu bázi delší než odpovídající produkty mínus A systému. Pokud je zde přítomno více zbytků 

dATP, je možné odhadnout počet stejných po sobě jdoucích bází (zbytků dATP) na základě rozdílu 

délky fragmentů DNA.(Sanger and Coulson, 1975). 

 

2.2.2. Dideoxy metoda („Sangerova“) 
Krátce po publikování Maxam- Gilbertovy metody (únor 1977) byla na konci roku 1977 

publikována tzv. Sangerova metoda. Tato metoda využívá 2’,3’-ddNTP (dideoxynucleotide), které 

neobsahují 3’- OH skupinu a po zařazení polymerázou do řetězce DNA při replikaci neumožňují jeho 

další prodlužování. Princip ukončení syntézy DNA zařazením ddNTP byl publikován již v roce 1969 

(Atkinson et al., 1969). Reakce probíhá ve čtyřech oddělených reakčních směsích. Každá obsahuje 

templát, primer, DNA polymerázu, všechny čtyři dNTP (jeden z nich je značen 32P) a vždy jeden 

ddNTP v malém množství. Zařazení ddNTP probíhá náhodně a vždy ukončuje syntézu DNA. Vznikají 

tak různě dlouhé fragmenty ukončené příslušným ddNTP.  Detekce fragmentů probíhá stejně jako u 

„plus a mínus metody“ pomocí autoradiografie fragmentů na denaturačním polyakrylamidovém gelu. 

(Sanger et al., 1977b).  

V roce 1980 byla F. Sangerovi a W. Gilbertovi udělena Nobelova cena za sekvenování DNA 

(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1980/). 

 

2.2.2.1. Vylepšení Sangerovy metody 
Původní provedení dideoxy metody umožňovalo sekvenovat DNA o délce přibližně 100 

nukleotidů. Zavedením velmi tenkých a velkých gelů a nahrazením 32P radioaktivním izotopem síry 
35S, který poskytuje ostřejší vizualizaci fragmentů na elektroforéze, bylo dosaženo prodloužení 

sekvenovaných úseků až na 400 nukleotidů. Dalšího prodloužení délky čtených fragmentů (až na 1000 

bází) bylo dosaženo zavedením fluorescenčního značení a kapilární elektroforézy (pro více informací 

review Hutchison, 2007; Niedringhaus et al., 2011). 

 

Zavedení fluorescenčního značení 

Původní protokol byl časově náročný z důvodu dlouhé doby nutné pro expozici 

autoradiogramu. Přelomem se proto stala příprava fluorescenčně značených primerů. Pro reakci 

s každým dideoxynukleotidem byl zvolen primer s odlišnou fluorescenční značkou. Tato modifikace 

Sangerovy metody umožnila elektroforetickou separaci fragmentů všech čtyř reakcí najednou a z toho 

plynoucí částečnou automatizaci sekvenování. Fluorescence byla snímána detektorem (Smith et al., 
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1986). Další možností je přímo fluorescenční značení jednotlivých dideoxynukleotidů (Prober et al., 

1987).  

Kapilární elektroforéza  

Zásadní limitací klasické gelové elektroforézy používané pro sekvenování je čas potřebný 

k separaci DNA a náročná příprava tenkých a velmi velkých gelů. Jestliže pro urychlení separace 

fragmentů DNA aplikujeme příliš vysoké napětí, dochází k nadměrnému zahřívání elektroforetické 

soupravy. Pokud ale elektroforéza probíhá v tenkých kapilárách (typicky o průměru 50-100 μm), 

můžeme aplikovat vyšší napětí (Luckey et al., 1990), protože kapiláry mají na jednotku objemu větší 

povrch, který tak slouží k odvádění tepla (Swerdlow et al., 1991).  

Dále bylo nezbytné zdokonalit metodu tak, aby bylo možné sekvenovat více vzorků najednou. 

Tento problém vyvstal zejména s iniciativou osekvenovat lidský genom (Cantor, 1990). Paralelní 

sekvenování více vzorků umožňuje CAE (capillary array electrophoresis, soustava kapilárních 

elektroforéz), kde je seskupeno více kapilár pohromadě (Huang et al., 1992). CAE je využívána 

k separaci fluorescenčně značených produktů získaných sekvenováním pomocí Sangerovy metody 

(Obrázek 1). Dělení fragmentů v CAE uspořádání probíhá paralelně v 16-96 kapilárách a bylo použito 

pro první sekvenování lidského genomu (Hert et al., 2008) a využívá se dodnes (Niedringhaus et al., 

2011). 

PCR (polymerase chain reaction) 

Velkým přínosem pro zjednodušení sekvenování bylo zavedení metody PCR, kterou vynalezl 

Kary Mullis v roce 1983. Metoda slouží k amplifikaci DNA a byla poprvé publikována v roce 1985 

(Saiki et al., 1985), detailněji potom v roce 1986 (Mullis et al., 1986). Do objevu PCR spočívala 

příprava vzorků pro sekvenování v dostatečném množství v amplifikaci klonovaných fragmentů DNA 

v bakteriích. PCR se tak stala rychlejší a snazší alternativou, využívanou v mnoha obměnách dodnes 

nejen pro klasické Sangerovo sekvenování, ale i v metodách nové generace. 

V roce 1993 byla za vynález PCR udělena Nobelova cena 

(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1993/).  

 

 5 

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1993/


 
Obrázek 1. Automatizovaná Sangerova metoda. Primer hybridizovaný s templátem je prodlužován polymerázou 

v přítomnosti všech čtyř dNTP a čtyř odlišně fluorescenčně značených ddNTP. Výsledná směs fluorescenčně značených 

fragmentů je dělena na základě odlišných délek kapilární elektroforézou. Fluorescence je snímána detektorem po ozáření 

laserem (převzato a upraveno Voet, D and Voet J.G, 2011). 

 

2.2.3. Sanger a sekvenování prvních genomů       
V roce 1977 Sanger osekvenoval první kompletní genom, genom bakteriofága ΦX174 pomocí metody 

„plus a mínus“(Sanger et al., 1977a). V roce 1978 byl genom fága ΦX174 resekvenován dideoxy 

metodou (Sanger et al., 1978). V následujících letech byly získány sekvence dalších virů nebo 

například sekvence organelových DNA (mitochondrie, chloroplasty), ale první kompletní genom 

buněčného organismu byl publikován až v roce 1995. V tomto roce byly zveřejněny sekvence dvou 

bakteriálních genomů, genom Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) a Mycoplasma 

genitalium (Fraser et al., 1995). Zajímavé je podotknout, že celková cena za osekvenovaný pár bázi  

H. influenzae vyšplhala na 0,48 dolaru (Fleischmann et al., 1995). Časovou náročnost sekvenování 

prvních genomů demonstruje doba potřebná k osekvenování malého genomu (580 070 bp) 

M.genitalium. Sekvenování probíhalo na osmi přístrojích po dobu 8 týdnů (Fraser et al., 1995). O dva 

roky později, v roce 1997, byly zveřejněny sekvence genomů  modelových bakteriálních organismů  

E. coli (Blattner et al., 1997) a B. subtilis (Kunst et al., 1997). Pro srovnání s rokem 1995, kdy byly 

zveřejněny pouze 2 sekvence kompletních genomů, v září 2012 bylo uvedeno v databázi genomových 

sekvencí GOLD (Genomes OnLine Database) přes 2000 kompletních sekvencí genomů (Graf 1), 

převážně bakteriálních  

(http://www.genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi?page_requested=Statistics). Tento pokrok 

byl umožněn díky výkonným metodám paralelního sekvenování, které jsou rychlé a o mnoho levnější 

(Tabulka 1 na str. 32).  
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Graf 1. Projekty sekvenace celých genomů. Prudký nárůst zveřejněných sekvencí genomů zaznamenáváme po roce 2005, 

kdy byl zaveden první systém paralelního sekvenování (převzato a upraveno http://www.genomesonline.org/cgi-

bin/GOLD/index.cgi?page_requested=Statistics). 

 

3. Metody paralelního sekvenování 
Následující metody mají několik společných znaků, kterými se odlišují od Sangerova 

kapilárního systému. Tyto systémy nejsou závislé na elektroforetické separaci fragmentů, z toho plyne 

možnost analyzovat mnohonásobně větší množství vzorků najednou, nejsme již omezeni počtem 

kapilár. Na rozdíl od Sangera tak sekvenování probíhá rychleji. Jistou limitací stále zůstávají finanční 

náklady, i když v porovnání se Sangerem je zde cena za osekvenovanou bázi o několik řádů nižší a 

stále klesá. V mnoha rysech byla Sangerova metoda překonána, v přesnosti sekvenování si ale stále 

udržuje prvenství. Výstupem vysoce výkonných metod je převratné množství sekvenačních dat, s tím 

ovšem souvisí vyšší pravděpodobnost vzniku chyb a náročnost následné analýzy při sestavování 

kompletní sekvence DNA. Náročné vyhodnocování dat usnadňují softwarové programy a nebýt 

velkého pokroku počítačové techniky, tyto pokročilé systémy by nikdy nemohly být vyvinuty. U 

metod závislých na amplifikaci fragmentů DNA je nepřesnost kompenzována množstvím identických 

kopií DNA (vytvořených amplifikací) sekvenovaných zároveň. 

Vývoj metod sekvenování prošel několika etapami, které jsou velice specifické a odlišné, 

proto je vhodné tato období nějakým způsobem roztřídit. Nejčastěji bývá používáno dělení podle 

generací. Mezi metody sekvenování první generace řadíme metodu Maxam-Gilbertovu a Sangerovu, 

následují metody druhé a třetí generace, které budou popsány v následujícím textu.   

 U každého zmíněného systému následujících dvou generací sekvenování je představen příklad 

využití v mikrobiologii typický pro danou metodu. Všechny  příklady praktických aplikací dohromady 

představují přehled nejčastějších způsobů využití v mikrobiologických studiích a týkají se těchto 

témat. 
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1) Genomika (de novo sekvenování genomů, srovnávací genomika) a metagenomika  

2) Detekce mutací  

3) Analýza transkriptomu 

4) Identifikace patogenů, evoluční studie 

5) Studium vazebných míst proteinů na DNA 

6) Epigenetika 

Způsoby využití jednotlivých metod nejsou striktně dané, výběr konkrétní metody je určen 

několika faktory:  cenou, rychlostí sekvenování, chybovostí, dostupností přístrojového vybavení a 

délkou čtených fragmentů (Tabulka 1). Odlišné metody jsou proto vybírány pro různé aplikace. 

Schopnost poskytovat dlouhé sekvence je preferována při sekvenování úplných genomů (de novo), 

naopak kratší sekvence jsou postačující pro studium transkriptomů, detekci mutací a studie, kdy 

sekvenujeme genom již dříve sekvenovaný (resekvenace), nebo známe sekvenci genomu blízce 

příbuzného organismu a genomy porovnáváme s nově osekvenovanými (srovnávací genomika). 

Rychlé systémy jsou vybírány pro klinické aplikace například při identifikaci patogenů. 

 

3.1. Sekvenování druhé generace (NGS, „Next-Generation Sequencing“) 
Mezi metody sekvenování druhé generace obvykle řadíme systémy založené na principu 

sekvenování syntézou nebo ligací.  Sekvenování syntézou využívá aktivity polymerázy a je založené 

na detekci právě zařazených nukleotidů do nově vznikajícího řetězce při replikaci DNA. Sekvenování 

ligací využívá vlastnosti enzymu ligázy, který k primeru připojuje specificky značené oligonukleotidy 

hybridizované na základě komplementarity s templátovým vláknem.  

 V této kapitole budou popsány základní principy metod Pyrosekvenování, Illumina, SOLiD, a 

Helicos. Uvedené systémy mají několik společných charakteristik.  

1) Metody jsou založené na optické detekci fluorescence nebo v případě pyrosekvenování na optickém 

snímání světelného záblesku. Fluorescenční a světelné signály jsou snímány CCD (charge-coupled 

device) kamerou.  

2) Samotnému sekvenování předchází fragmentace DNA. Štěpení DNA je nutné a souvisí s omezenou 

maximální délkou čtených fragmentů.  

3) Na fragmenty DNA jsou připojovány adaptery nezbytné pro jejich amplifikaci a sekvenování.  

4) Dalším společným znakem této generace je amplifikace fragmentů DNA před samotným 

sekvenováním pro zesílení fluorescenčního nebo světelného signálu.  

5) Systémy jsou charakteristické střídáním promývacích a detekčních kroků („wash-and-scan 

sequencing“). DNA je nejprve zásobena nukleotidy, které se začlení v případě komplementarity 

k templátu. Nezařazené nukleotidy jsou vymyty, zařazené nukleotidy do vlákna DNA jsou 

detekovány. 
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Metoda Helicos se v několika charakteristikách liší a řadí se tak na pomezí metod této a třetí generace. 

Metoda je založena na sekvenování jednotlivých molekul bez PCR amplifikace, ale ještě využívá 

„wash-and-scan“ systém.  

  

3.1.1. Pyrosekvenování 
V roce 1996 byla publikována nová metoda sekvenování zcela odlišná od předchozích, 

založená na detekci aktivity DNA polymerázy během procesu replikace (Obrázek 2). Připojení 

nukleotidu do řetězce DNA uvolní pyrofosfát, který je v návazné reakci zpracován za vzniku 

světelného kvanta. To je zaznamenáno detekčním systémem (Ronaghi et al., 1996).  

Aby mohlo být pyrosekvenování používáno rutinně, bylo nutné vylepšit postup a odstranit 

několik nedostatků.  

1) Nahrazení dATP jeho analogem- dATPαS (deoxyadenosine α- thiotriphosphate). dATP byl totiž 

rozeznáván luciferázou, což vedlo ke zkreslování výsledků. dATPαS je úspěšně rozeznáván DNA 

polymerázou a zároveň jej nerozpoznává luciferáza (Ronaghi et al., 1996). 

2) Využití enzymu apyrázy. Pro průběh sekvenování bylo dříve nezbytné zařazení promývacího kroku, 

kdy se nezačleněné deoxynukleotidy musely odstranit vždy před přidáním deoxynukleotidů nových. 

Až využívání enzymu apyrázy, jež degraduje v každém cyklu neinkorporované nukleotidy a 

produkované ATP, dovolilo tento vymývací krok odstranit (Ronaghi et al., 1998). 

3) Zlepšení čtení delších nukleotidových sekvencí díky přidání SSB proteinů (single-strand binding 

protein) do reakční směsi. Snížila se tak pravděpodobnost vzniku sekundárních struktur na ssDNA 

(Ronaghi, 2000). 

4) Zvýšení termostability luciferázy. Přidání glycin betainu umožnilo sekvenování při 37°C, což 

výrazně snížilo pravděpodobnost výskytu nespecifických hybridizací a vzniku sekundárních struktur 

(Eriksson et al., 2004). 

5) Využití softwarových algoritmů pro čtení homopolymerních úseků. Při výskytu homopolymerního 

úseku v sekvenované DNA o velikosti 5 nukleotidů a více není světelný signál úměrný počtu 

začleněných nukleotidů. Pro rozlišení správného počtu začleněných nukleotidů tak můžeme využít 

softwarové algoritmy (Fakhrai-Rad et al., 2002). 

První komerční systém byl představen v roce 1998 (Ronaghi et al., 1998) po první úspěšné 

sérii nezbytných vylepšení metody. Zásadním momentem pro vývoj pyrosekvenování bylo ale až 

v roce 2005 zavedení 454 sekvenačního systému firmou 454 Life Sciences (dnes ve vlastnictví firmy 

Roche), kdy se výrazně zlepšila výkonnost systému, zjednodušila se příprava vzorků a minimalizovalo 

se množství potřebných chemikálií. Pyrosekvenování je tedy první komerčně dostupný systém NGS 

(Margulies et al., 2005).  

Systémem 454 bylo poprvé v historii sekvenování využito emPCR (emulsion PCR) pro 

amplifikaci fragmentů DNA (Margulies et al., 2005). Metoda emPCR byla zavedena v roce 2003 

(Nakano et al., 2003). Příprava vzorků před amplifikací zahrnuje navázání adapterů na vlákna DNA. 
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Adapter na 5’- P konci obsahuje biotin, což umožní vychytání streptavidinovými kuličkami. Kuličky s 

DNA jsou spolu s ostatními složkami PCR směsi ve vodném roztoku a emulzním olejem důkladně 

protřepány.  Dojde tak k vytvoření tzv. mikroreaktorů (kapky reakční směsi v oleji). Obvykle většina 

mikroreaktorů obsahuje pouze jeden fragment DNA vázaný na jednu streptavidinovou kuličku. Během 

emPCR vznikají miliony identických kopií DNA fragmentu vázaných na jedné kuličce. Po PCR reakci 

jsou kuličky vyjmuty z oleje a čištěny. Kuličky bez navázané DNA jsou vyřazeny, stejně tak i ty, které 

váží více odlišných fragmentů DNA (http://www.454.com/downloads/news-events/how-genome-

sequencing-is-done_FINAL.pdf; Margulies et al., 2005). 

Sekvenování probíhá na speciální pikotitrační destičce (PicoTiter Plate) s jamkami o objemu 

75 pikolitrů, do kterých jsou umístěny kuličky obalené amplifikovanými fragmenty DNA a dále 

kuličky s navázanými enzymy důležitými pro pyrosekvenační reakci (sulfuryláza a luciferáza). 

Rozměry jamek jsou navrženy tak, aby v každé byla pouze jedna kulička s navázanou DNA (Obrázek 

2 A). Přes pikotitrační destičku postupně protékají všechny čtyři nukleotidy. V každý okamžik jsou 

přítomné pouze nukleotidy jednoho typu (na Obrázku 2 je to dCTP). Pokud je přítomný nukleotid 

komplementární k templátovému vláknu, dojde k jeho připojení polymerázou k nově vznikajícímu 

vláknu DNA, jestliže není, nestane se nic. Po začlenění nukleotidu do vlákna DNA dojde k uvolnění 

pyrofosfátu, který je převeden na ATP enzymem sulfurylázou (Obrázek 2 B). Následně je molekula 

ATP spotřebována luciferázou a vzniká detekovatelný světelný signál. Světelný signál je snímán CCD 

kamerou. Pokud je v sekvenci DNA přítomen homopolymerní úsek, dojde k začlenění více nukleotidů 

a síla světelného signálu je potom úměrná počtu ATP (Margulies et al., 2005). 

Přístrojové vybavení pro 454 sekvenování je dostupné ve dvou provedeních- GS FLX a 

jednodušší menší provedení GS Junior (Eisenstein, 2012). 
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Obrázek 2. Pyrosekvenační reakce  A) Kuličky s amplifikovanou DNA jsou naneseny do jamek pikotitrační destičky 

(celkem 1-2 miliony kuliček). Systémem jamek protékají postupně všechny čtyři nukleotidy (zde dCTP). V jamkách jsou 

dále kuličky s navázanými enzymy sulfurylázou a luciferázou 

B) Pokud je nukleotid komplementární k templátu, začlení se do rostoucího vlákna DNA. Uvolněný PPi (pyrophosphate) je 

enzymem sulfurylázou převeden na ATP reakcí s APS (adenosine phosphosulfate). ATP je využito na přeměnu luciferinu 

v oxoluciferin a dojde k uvolnění světelného signálu, který je snímán CCD kamerou. (převzato a upraveno Metzker, 2010) 

 

3.1.1.1. Pyrosekvenování a genomika 
Zavedení 454 pyrosekvenování bylo pro genomiku revolucí. Sangerova metoda je postupně 

nahrazována modernějšími výkonnějšími metodami, i když stále bývá používána v menších 

sekvenačních projektech, pro sekvenování obtížně čtených úseků a dále pro uzavírání mezer při 

sekvenaci kompletních genomů (Cardenas and Tiedje, 2008). První sekvenační projekty celých 

genomů 454 metodou byly doplňovány Sangerovým kapilárním systémem, protože produkovaly příliš 

krátké sekvence, jen okolo 100 nukleotidů (Goldberg et al., 2006). S postupným zdokonalováním 

(dnes se délka čtených fragmentů téměř vyrovnává Sangerovi) se 454 systém stal rutinní úspěšnou 

technikou pro de novo sekvenování genomů, zejména mikroorganismů (Novais and Thorstenson, 

2011). S chybovostí metody ovšem souvisí nutnost sekvenovat každý fragment nezávisle vícekrát 

v rámci jednoho sekvenačního běhu (~30x, tzn. 30 nezávislých čtení totožné sekvence). Nutná míra 

vícenásobné sekvenace jednotlivých fragmentů se odvíjí také od komplexity sekvenovaného genomu 

(repetitivní nebo homologní úseky) a kvality softwaru využívaného pro sestavení genomové sekvence 

(Aury et al., 2008). 
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Sestavování úplných genomů je finančně i časově náročné. V případě srovnávacích analýz 

jsou mnohdy postačující hrubé sekvence, které jsou porovnávány s dříve osekvenovanými příbuznými 

kmeny stejného druhu. Studie tohoto typu byla provedena na klinickém izolátu  Francisella 

tularensis poddruh holarctica. Výsledkem bylo například zjištění mutace v genu pro gyrázu 

způsobující rezistenci k antibiotiku quinolonu (La Scola et al., 2008). Podobné studie mohou pomoci 

rychle detekovat geny kódující virulenční faktory, změny v genomu nebo geny pro rezistence 

k antibiotikům v případě náhlého výskytu nebezpečných kmenů mikroorganismů. 

   

3.1.1.2 Pyrosekvenování jako nástroj metagenomiky 
Systém 454 je v metagenomických studiích často metodou první volby díky dobré dostupnosti 

přístrojů a schopnosti číst poměrně dlouhé úseky DNA ve srovnání s ostatními metodami NGS. 

Důležité je, že metagenomika pracuje bez nutnosti kultivace mikroorganismů. Většinu bakterií totiž 

nejsme schopni kultivovat v laboratorních podmínkách, často z důvodu jejich soužití ve složitých 

provázaných společenstvech. Odhaduje se, že pouze necelé 1% bakterií je kultivovatelných (Snyder et 

al., 2009). 

Metagenomický přístup zahrnuje sekvenaci vzorku celkové DNA mikrobiální populace a 

následné srovnávání s dostupnými sekvencemi v databázích (MacLean et al., 2009) za účelem 

identifikace přítomných mikroorganismů nebo jen určitých genů v daném vzorku (Snyder et al., 2009).  

Metagenomika rovněž analyzuje populace mikroorganismů za účelem odhalení metabolických 

procesů, které jsou důležité nejen pro jejich samotný růst, ale jimiž také mohou ovlivňovat okolní 

prostředí. Typickým příkladem metagenomické studie byla analýza několika různých biomů (do 

analýzy byly zahrnuty například mikrobiomy korálů a suchozemských organismů). Většina genů 

„základní výbavy“ byla nalezena v genomech všech mikrobiálních společenstev, ale zastoupení genů 

pro různé specifické metabolismy se měnilo napříč zkoumanými biomy. Jako příklad lze uvést, že 

~20% genů mikrobiálních obyvatel korálů souviselo s respirací (musí se vyrovnávat se změnami 

koncentrace kyslíku během dne a noci „přepínáním“ mezi aerobní a anaerobní respirací), zatímco u 

mikrobů žijících v zažívacím traktu suchozemských organismů byla zjištěna pouze 3% (stabilně 

anaerobní prostředí, jediný typ respirace). Zjištěné rozdíly mezi metagenomy tak umožňují predikovat 

ekologické podmínky daných prostředí (Dinsdale et al., 2008).  

Častým tématem metagenomických studií je analýza mikroorganismů přítomných na povrchu 

i uvnitř lidského těla. Na analýzu mikroorganismů, které mají vliv na lidské zdraví, je zaměřen 

„projekt lidského mikrobiomu“ (Human Microbiome Project), který má jako hlavní cíl testovat, jak 

souvisí změny v lidském mikrobiomu se zdravím a nemocemi (http://www.hmpdacc.org; Mardis, 

2008).  

Přístup ke studiu mikrobiálních populací bez potřeby kultivace je také výborným nástrojem 

pro sledování šíření genů pro rezistence k antibiotikům, ke kterému dochází horizontálním genovým 

přenosem (Garmendia et al., 2012).  
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Pyrosekvenování se také využívá při metagenomických studiích zaměřených na vyhledávání 

genů pro nové dosud neznámé specializované metabolity (nejen antibiotika). Geny pro biosyntézu 

sekundárních metabolitů jsou obvykle soustředěny do genových shluků (skupiny úzce funkčně 

propojených genů) bakteriálního chromozomu. Kromě genů pro syntézu obvykle genové shluky 

obsahují také geny regulace dané biosyntetické dráhy a rezistenci ke konečnému produktu. Pokud by 

byly sekvenací nekultivovatelných mikroorganismů detekovány genové shluky pro nový 

specializovaný metabolit, mohla by být tato eDNA (environmental DNA) klonována do běžně 

kultivovatelných bakterií. Díky uspořádání genů ve shlucích je zde šance úspěšného naklonování 

všech potřebných genů pro biosyntézu dané látky pro zajištění produkce nového specializovaného 

metabolitu (Brady et al., 2009). 

 

3.1.2. Illumina  
V roce 2006 Illumina (dříve Solexa) představila svůj první sekvenační systém založený na 

sekvenování syntézou (http://www.illumina.com/technology/solexa_technology.ilmn), pro který je 

typická detekce fluorescenčně značených reverzibilně terminačních deoxynukleotidů. Každý nukleotid 

je na 3’- OH chemicky inaktivován. Tato modifikace zabraňuje pokračování syntézy DNA a umožňuje 

tak detekci právě začleněného nukleotidu. Před přidáním nových nukleotidů v dalším cyklu je 

modifikace odstraněna (Mardis, 2008). Sekvenační systém zahrnuje tři kroky - přípravu knihovny, 

tvorbu shluků (specifický způsob amplifikace pro tuto metodu) a samotné sekvenování 

(http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf). 

 

1) Příprava knihovny (Obrázek 3): Metoda Illumina standardně využívá fragmentaci DNA 

nebulizací (Quail et al., 2008).  V nebulizéru je DNA mechanicky fragmentována průchodem skrz 

malý otvor působením stlačeného vzduchu (nebo dusíku). Vzniká heterogenní směs dsDNA 

fragmentů, některé mají zatupené konce, jiné jsou s přesahy na 3′- OH nebo 5′- P konci (Knierim et 

al., 2011). Přesahy fragmentů DNA jsou odstraněny zatupením a na každé vlákno DNA je připojen 

dATP Klenowovým fragmentem DNA polymerázy I (postrádá exonukleázovou aktivitu). Na oba 

konce dsDNA fragmentů jsou pomocí takto vytvořených A-přesahů navázány adaptery, které obsahují 

sekvence sloužící jako primery pro následnou amplifikaci a sekvenaci. Adaptery jsou rovněž 

komplementární k oligonukleotidům, kterými je pokryta sekvenační destička. Nakonec jsou gelovou 

elektroforézou vybrány fragmenty o velikosti 200-250 bp, které jsou pomocí PCR amplifikovány 

(Croucher et al., 2009).  
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Obrázek 3. Příprava knihovny  

(převzato a upraveno http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf) 

 

2) Vytváření shluků (Obrázek 4): Knihovna s navázanými adaptery je denaturována a jednořetězcové 

fragmenty jsou navázány jedním libovolným koncem na povrch speciální skleněné destičky (Flow 

Cell) na základě komplementarity adapterů k oligonukleotidům, kterými je destička pokryta (Mardis, 

2008). 3’- OH konec oligonukleotidu na destičce slouží jako primer při syntéze komplementárního 

vlákna DNA, které bude později templátem při sekvenaci. Vlákno, které v prvním kroku sloužilo jako 

templát pro syntézu komplementárního vlákna je denaturací odstraněno. Vlákno, které zůstalo 

navázané na destičce, hybridizuje svým 3’- OH volným koncem s dalším oligonukleotidem vázaným 

na destičce za vzniku můstku („bridge“ structure, „bridge“ amplification), čímž také vzniká příležitost 

pro syntézu nového vlákna. Oligonukleotid vázaný na destičce, s nímž právě hybridizuje konec 

ohnutého „můstkového“ vlákna, slouží nyní jako primer, vlákno tvořící můstek představuje templát. 

Cyklickým opakováním hybridizace (vytvoří se nový můstek), polymerace (vznikne dsDNA můstek) a 

denaturace (dá vzniknout dvěma ssDNA vláknům, které dále tvoří nové můstky), vznikají shluky 

amplifikované DNA (shluky můstků), kdy vznikne až 1000 kopií z každého původního templátu DNA 

v oddělených shlucích. DNA je následně linearizována denaturací a štěpena uvnitř adapterové 

sekvence (templátem pro sekvenaci je pouze jedno vlákno, druhé vlákno je proto specifickým 

štěpením v adapterové sekvenci oligonukleotidu odstraněno). V důsledku denaturace a štěpení 

zůstanou na destičce pouze ssDNA vlákna určená k sekvenování (Bentley et al., 2008).  

V systému cBot firmy Illumina pro přípravu shluků je 3’- OH konec DNA i oligonukleotidů na 

destičce po linearizaci a štěpení zablokován (Obrázek 4 C), aby nedocházelo k dalším interakcím 

narušujícím sekvenaci. Nakonec jsou přidány sekvenační primery, které hybridizují s adapterovou 

sekvencí volného 3’- OH  konce DNA. 

(http://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_cbot.pdf) 
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Obrázek 4. Vytváření shluků na destičce (Illumina cBot Cluster Generation System) (A) Fragmenty DNA hybridizují 

s oligonukleotidy na destičce, které hrají roli primerů pro syntézu komplementárního vlákna. Po syntéze komplementárního 

vlákna dojde denaturací k odstranění templátu. (B) Vlákna hybridizují svým 3’- OH volným koncem s oligonukleotidem 

vázaným k destičce za vzniku můstků. Následuje syntéza komplementárního vlákna, vznikají dsDNA můstky a jejich 

denaturací dvě ssDNA vlákna. Cyklus hybridizace, polymerace a denaturace se opakuje. (C) Shluky dsDNA můstků jsou 

denaturovány, nesekvenované vlákno je odštěpeno. 3’- OH konce jsou blokovány a sekvenovaná vlákna mohou hybridizovat 

se sekvenačními primery (Převzato a upraveno http://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_cbot.pdf). 

 

3) Sekvenování (Obrázek 5): Destička je umístěna do přístroje, kde je každý shluk zásoben DNA 

polymerázou a všemi čtyřmi odlišně fluorescenčně značenými nukleotidy. Všechny nukleotidy jsou na 

3’- OH chemicky inaktivovány, aby se tak zajistilo začlenění pouze jednoho nukleotidu v každém 

cyklu. Inkorporovaný nukleotid detekujeme na základě fluorescence. Následuje krok, kdy je 

odstraněna fluorescenční skupina a zároveň dojde k odblokování 3’-OH konce nukleotidu, což je 

nezbytné pro možnost začlenění nukleotidu v dalším sekvenačním cyklu. Na povrchu destičky se 

sekvenují desítky miliónů shluků paralelně (Mardis, 2008). Fluorescence je snímána v každém 

sekvenačním cyklu ihned po zařazení nukleotidu do vlákna DNA 

(http://res.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf). Během 

detekce fluorescence při sekvenaci je snímána najednou celá destička. Pokud dojde k amplifikaci 

shluků v příliš těsné blízkosti, může docházet k interferencím. 
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Obrázek 5. Sekvenování 

(Převzato a upraveno http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf) 

 

V současné době firma Illumina nabízí několik sekvenačních systémů - Genome Analyzer IIx, 

systém HiSeq a Miseq, všechny založené na stejném principu sekvenování 

(http://www.illumina.com/systems.ilmn). 

 

3.1.2.1. Detekce adaptivní mutace Acetobacter pasterianus  
Metoda Illumina bývá často volena pro analýzu mutací z důvodu výborné kapacity 

sekvenování (počet osekvenovaných bází za čas), dobré přesnosti, délky sekvencí a přijatelné ceny 

(Tabulka 1). Příkladem aplikace této metody v mikrobiologii může být detekce průmyslově využitelné 

mutace bakterie Acetobacter pasterianus. Bakterie octového kvašení, kam patří také Acetobacter 

pasterianus, jsou striktně aerobní proteobakterie, které v kultuře s ethanolem oxidují ethanol na 

kyselinu octovou (Matsushita et al., 1994). Tohoto procesu oxidativní fermentace využívá průmyslová 

výroba octa (Sievers and Teuber, 1995). Fermentace probíhá při 25-30 °C. Fermentory musí být 

opatřeny chladícím systémem, protože během kvasné reakce vzniká teplo. Byla provedena studie, kdy 

kmen Acetobacter pasterianus SKU1108 byl postupně kultivován ve vyšších teplotách. Výsledkem 

byly adaptované mutantní kmeny schopné růst a fermentovat pří teplotě vyšší než 40°C. Vyšší 

fermentační schopnost při vyšší teplotě by mohla být využita ve fermentorech bez chlazení. Mutace, 

které k této adaptaci vedly, byly analyzovány systémem Illumina. Dva kmeny z odlišných adaptivních 

teplot vykazovaly mutace ve třech stejných místech v genomu. Z toho vyplývá nezbytnost těchto 

mutací pro růst a schopnost fermentovat ve vyšších teplotách (Matsutani et al., 2013). 
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3.1.3. Applied Biosystems AB SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation and 

Detection) System 
SOLiD systém založený na dvoubázovém sekvenování (two-base sequencing) pomocí ligace 

fluorescenčně značených oligonukleotidů byl zaveden v roce 2007 (Mardis, 2008). Dnes Applied 

Biosystems patří pod společnost Life Technologies (http://www.lifetechnologies.com). Metoda je 

schopna sekvenovat jen velmi krátké fragmenty DNA v porovnání s ostatními NGS metodami           

(Tabulka 1).  

Fragmenty DNA určené k sekvenaci jsou ligovány s adaptery, navázány na kuličky a 

amplifikovány emPCR z primerů komplementárních k adapterům. Po amplifikaci a následné 

denaturaci jsou kuličky naneseny na skleněnou sekvenační destičku, kde se díky modifikaci 3’- OH 

konce templátu mohou kovalentně vázat na její povrch (Obrázek 6).  

Základním principem sekvenování je hybridizace templátové DNA s fluorescenčně značenými 

oktanukleotidovými sondami, kde jen první dvě báze jsou specifické (další báze v oktameru jsou 

degenerované, párují s více než jednou bází a univerzální, které párují se všemi čtyřmi bázemi). 

Následuje ligace oktameru a detekce fluorescence (fluorescenční signál je typický pro danou sekvenci 

sondy). Fluorescenční značka je vázána na poslední bázi  oktameru a tím brání hybridizaci dalších 

ligačních sond, proto je následně ligační sonda štěpena za pátým nukleotidem, tím dojde k odstranění 

fluorescenční značky, aby cyklus mohl pokračovat (Obrázek 6). 

Pouze první dvě jasně definované báze v oktameru detekujeme (jako dinukleotidy). Máme 16 

možných kombinací dinukleotidů, ale jen čtyři barvy fluorescenčních značek. Řešením je barevný kód, 

kdy čtveřice kombinací dinukleotidů nese jednu barvu značky. Například AA ,CC ,GG ,TT jsou 

kódovány modrou značkou   

(Metzker,2010; http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-

next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html). 
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Obrázek 6. Sekvenování založené na ligaci- SOLiD  

(převzato a upraveno http://marketing.appliedbiosystems.com/images/Product_Microsites/Solid_Knowledge_MS/pdf/WP-

SOLiD_F_10_08.pdf) 

 

Pro každé sekvenované vlákno DNA se po sérii ligačních reakcí z prvního primeru opakuje 

celý ligační cyklus s dalšími čtyřmi primery (celkem 5 primerů), které nasedají v pozicích n-1, n-2, n-

3 a n-4 vzhledem k pozici prvního primeru (n). Opakování ligačních cyklů je důležité pro pokrytí celé 

sekvence (Obrázek 7), protože vždy jen první dva nukleotidy ligační sondy poskytují informace o 

sekvenci.  

Metoda je nejpřesnější ze všech NGS systémů. Využití  všech pěti primerů 

umožňuje sekvenování každé báze nezávisle ve dvou ligačních reakcích ze dvou odlišných primerů, 

což zaručuje výbornou přesnost SOLiD systému (Obrázek 7). Například báze čtená v pozici 5 je 

ověřena primerem 2 v ligačním cyklu 2 a primerem 3 v ligačním cyklu 1  

(Metzker,2010; http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-

next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html). 
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Obrázek 7. Pět primerů pro kompletní sekvenaci 

(převzato a upraveno http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-

sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html) 

 

Sekvence barev může být převedena do sekvence bází (Obrázek 8), pokud známe první 

nukleotid v sekvenci (obvykle známe sekvenci primeru a adapteru). Dekódování jedné báze má přímý 

vliv na dekódování báze následující. To znamená, že jedno chybné dekódování bude mít za následek 

chybné dekódování všech následujících bází (Liu et al., 2012). Převod z pořadí barevných signálů do 

sekvence nukleotidů obvykle provádí softwarové algoritmy. 

 
Obrázek 8. Dvoubázové dekódování. Jestliže víme, že poslední báze sekvenačního primeru je A a zároveň detekujeme 

červený signál, z tabulky můžeme odečíst, že následující báze je T (sekvence na prvním řádku). Pokud je poslední bází 

primeru C a opět detekujeme červený signál, následující báze je G (druhý řádek). Pokud je první známou bází G nebo C, 

sekvence je opět zcela jiná (převzato a upraveno Metzker, 2010).  

 

3.1.3.1. RNA-Seq analýza transkriptomu modelové cyanobakterie Synechococcus sp.              

kmen PCC 7002  
Typickým příkladem využití SOLiD v mikrobiologii je sekvenační analýza transkriptomu 

modelové cyanobakterie Synechococcus. Pro studium genové exprese se dříve využívala primárně 

metoda DNA microarray založená na hybridizaci DNA sond se vzorky cDNA. Vysoce výkonné 

metody sekvenování se stávají velmi atraktivní alternativou pro analýzu expresních profilů (mRNA) 

(Marioni et al., 2008), nejsou totiž závislé na předchozí znalosti transkribovaných sekvencí (pro návrh 

hybridizačních sond v případě metody DNA microarray), rozlišení velmi příbuzných sekvencí je 

přesnější a výstupní data jsou snadněji dále zpracovatelná. Zjišťování sekvence transkriptomu 

výkonnými metodami sekvenování (SOLiD, Illumina) bývá nazýváno „RNA-Seq“ (Shendure, 2008) a 

jeho principem je přepis RNA do cDNA a následné sekvenování (Cloonan et al., 2008). 
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Synechococcus sp. PCC 7002 je euryhalinní jednobuněčná sinice. Transkripty kódující proteiny byly 

v podobě cDNA sekvenovány SOLiD systémem. Kompletní sekvence genomu tohoto organismu je 

známá, stejně tak jsou známé funkce mnohých genů, obojí tak usnadňuje další studium změn exprese 

jednotlivých genů. Studie expresního profilu cyanobakterie Synechococcus za různých definovaných 

podmínek ukázala, jak se mění exprese se změnami podmínek prostředí. Ve standardních podmínkách 

(fotoautotrofní metabolismus) byla většina mRNA odvozena od genů kódujících komponenty 

fotosyntetického aparátu, naopak po zastínění se zvýšila exprese genů hrajících roli při degradaci 

sacharidů a došlo také ke snížení exprese genů souvisejících s fotosyntézou. V anoxických 

podmínkách (fermentativních) byla snížena exprese genů kódujících proteiny respiračního řetězce 

(Ludwig and Bryant, 2011). 

 

3.1.3.2. ChIP-Seq (chromatin immunoprecipitation sequencing) 
Systémy SOLiD a Illumina bývají také metodami první volby při sekvenačních studiích 

vazebných míst proteinů na DNA (stačí sekvenovat krátké fragmenty). Tento nový přístup ke studiu 

oblastí DNA pro vazebné proteiny opět nahrazuje metodu DNA microarray (metodu ChIP-on-chip) 

(Wold and Myers, 2008). Metoda ChIP-on-chip zahrnovala chromatinovou imunoprecipitaci 

specifickou protilátkou proti konkrétnímu proteinu vázanému na DNA. S precipitací proteinu byla 

získána i DNA, kam se protein vázal a tato DNA byla podrobena systému DNA microarray (Ren et al., 

2000). Systém ChIP-seq umožňuje přímé sekvenování získané DNA ihned po imunoprecipitaci. 

Metoda ChIP-seq je zatím převážně využívána při studiu míst vazby transkripčních faktorů v lidském 

genomu (Barski et al., 2007; Johnson et al., 2007; Robertson et al., 2007), ale již byla využita při 

studiu vazby proteinů regulujících transkripci i u bakterií (Perkins et al., 2013).   

 

3.1.4. Helicos Bioscience 
Jedná se o metodu sekvenování syntézou bez potřeby PCR amplifikace. Jeden z prvních 

návrhů sekvenovat jednotlivé molekuly DNA s využitím DNA polymerázy a fluorescenčně značených 

deoxynukleotidů byl publikován v roce 2003 (Braslavsky et al., 2003). Společnost Helicos v roce 2007 

představila první komerčně dodávaný systém sekvenování jednotlivých molekul založený na tomto 

principu, který je schopen  sekvenovat miliony jednotlivých molekul DNA najednou (Ansorge, 2009). 

Metoda je specifická využitím nukleotidů „virtuálních terminátorů“ (Virtual Terminator nucleotides). 

Virtuální terminátory jsou nukleotidy chemicky modifikované navázaným propargylaminem. 

Začlenění takto modifikovaného nukleotidu znemožňuje inkorporaci dalších nukleotidů. Na 

propargylamin je navázána fluorescenční skupina. Inhibitor s fluorescenční značkou bývá k nukleotidu 

často vázán disulfidickou vazbou, která je snadno štěpitelná. Označení „virtuální terminátory“ vyplývá 

ze skutečnosti, že i přes chemickou modifikaci jsou tyto nukleotidy efektivně inkorporovány do 
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řetězce DNA a zároveň blokují inkorporaci dalších nukleotidů navzdory volné 3’- OH skupině 

(Bowers et al., 2009). 

 Příprava vzorků pro sekvenování zahrnuje prodloužení DNA (nebo RNA) o poly-A na 3’- OH 

konci. V případě DNA používáme pro syntézu poly-A terminální deoxynukleotidyltransferázu. 

Terminální deoxynukleotidyltransferáza preferuje ssDNA před dsDNA s tupými konci a zároveň 

ustupující 3’- OH konce prodlužuje velmi zřídka, takže v přítomnosti 3’- OH ustupujícího konce je 

nutné nejprve ustupující konec doplnit polymerázou. Před samotným sekvenováním je důležité 3’- OH 

konec poly-A sekvenované DNA zablokovat, protože volná OH skupina na poly-A konci by mohla 

sloužit jako falešný počátek sekvenace. Nejčastěji je blokace zajištěna terminální 

deoxynukleotidyltransferázou v přítomnosti dideoxynukleotidů, které neobsahují 3’- OH skupinu 

nezbytnou pro prodlužování řetězce polymerázou. Vzorky DNA hybridizují s oligo-dT primery 

imobilizovanými na destičce (Obrázek 9). Po hybridizaci je přidána polymeráza, dTTP (doplní se 

nespárované dA v poly-A konci, poly-A konec totiž bývá syntetizován delší, než poly-T primer) a 

nukleotidy- virtuální terminátory odpovídající dATP, dCTP a dGTP (Thompson and Steinmann, 

2010).  

Hybridizovaná molekula je „uzamčena“ po začlenění prvního nukleotidu jiného než dATP- 

prvního terminačního nukleotidu (Obrázek 9). První začleněný virtuální nukleotid ještě neposkytuje 

informaci o sekvenci DNA, protože všechny tyto nukleotidy mají stejnou fluorescenční značku a proto 

nepoznáme, jaký nukleotid se připojil. Problém nastává v případě, kdy je prvním nukleotidem 

v sekvenci dA. Po inkorporaci virtuálního nukleotidu musí dojít k odštěpení fluorescenční značky a 

terminační skupiny na nukleotidu. Následuje vymytí právě odštěpených fluorescenčních značek. 

V dalším kroku je vždy přidána nová polymeráza a postupně všechny čtyři fluorescenčně značené 

virtuální nukleotidy (v jeden okamžik jsou přítomny nukleotidy pouze jednoho typu). Nezařazené 

nukleotidy jsou vymyty. (Thompson and Steinmann, 2010) 
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Obrázek 9. Hybridizace fragmentů DNA s primery a „uzamčení“ hybridizované DNA 

(převzato a upraveno Thompson and Steinmann, 2010) 

 

3.1.4.1. Sekvenování RNA 
Tento systém sekvenování nebyl komerčně příliš úspěšný (Eisenstein, 2012), přesto je třeba 

poznamenat, že i tato metoda přispěla k mnoha novým poznatkům. Systém byl využíván nejčastěji při 

studiu genové exprese. Mimo princip sekvenování cDNA (RNA-Seq) bylo možné sekvenovat přímo 

molekuly RNA. Neporušená vlákna mRNA mají na svém konci poly-A, proto mohou být bez dalších 

úprav hybridizována s oligo-dT (Ozsolak et al., 2009). Syntéza komplementárního vlákna při 

sekvenování může být zajištěna RNA-dependentní RNA polymerázou z dsRNA bakteriofága Φ6 

(Makeyev and Bamford, 2000). I přes nepříliš optimistické výhledy Helicos Bioscience se tato metoda 

zapsala do historie sekvenování zejména jako první komerční systém umožňující sekvenování 

jednotlivých molekul bez nutnosti amplifikace DNA, kdy stačilo jen nepatrné množství vstupního 

vzorku DNA.  (Thompson and Steinmann, 2010).  
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3.2. Sekvenování třetí generace („Next-next-Generation Sequencing“) 
Metody sekvenování třetí generace se zásadně liší od metod generace předchozí. Nové 

technologie jsou zaměřené na sekvenování jednotlivých molekul bez potřeby PCR amplifikace a 

opouští systém střídání promývacích a detekčních kroků. Třetí generace sekvenačních metod je dále 

charakteristická zjednodušením přípravy vzorků a delšími čtenými úseky DNA v porovnání 

s předchozí generací. Tyto systémy jsou dále schopny sekvenovat více bází za jednotku času. 

V této kapitole budou popsány metody Ion Torrent, Pacific Biosciences (SMRT) a 

sekvenování s využitím nanopórů. Třídění metod podle generací není přesné. Systém Ion Torrent 

nesplňuje zcela kritéria třetí generace, svými charakteristikami spadá na pomezí generace druhé a třetí. 

Setkáváme se zde stále ještě s emPCR a systémem „wash-and-scan“. 
 

3.2.1. Ion Torrent (Life Technologies) 
Tato metoda sekvenování, publikovaná v roce 2011, je založena na detekci H+ iontů, které se 

uvolňují po začlenění nukleotidu polymerázou do vlákna DNA. Systém Ion Torrent není závislý na 

jakkoli značených nukleotidech ani na složitých optických zařízeních.  

Sekvenování probíhá v jamkách na polovodičovém čipu. Jamky jsou svými rozměry navrženy 

tak, aby v každé byla pouze jediná kulička s navázanou DNA. Přes jamky protékají postupně všechny 

4 nukleotidy (v jeden okamžik jsou přítomné nukleotidy pouze jednoho typu a před přidáním dalších 

je vždy zařazen promývací krok, aby se odstranily nezařazené nukleotidy). Jestliže je nukleotid 

komplementární k templátu, dojde k jeho připojení na konec právě vznikajícího vlákna DNA, což 

způsobí uvolnění H+ (Obrázek 10). Následkem uvolnění protonu dochází k poklesu pH okolního 

roztoku (posun pH o 0,02 na 1 začleněný nukleotid). Změna pH detekovaná senzorem na dně každé 

jamky je převedena na napětí a napěťový signál je dále snímán. (Rothberg et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 10. Schéma sekvenační reakce metodou Ion Torrent. Jamka s kuličkou obsahující DNA templát je podložena na 

dně jamky senzorem. Po inkorporaci nukleotidu do řetězce DNA je uvolněn proton (H+), což způsobí změnu pH v jamce. 

Změna pH je převedena na napěťový signál. (Převzato a upraveno Rothberg et al., 2011) 

 

 23 



3.2.1.1. Ion Torrent a E.coli O104:H4 z fazolových klíčků 
Typickým příkladem využití metody Ion Torrent je identifikace mikrobiálních patogenů, 

protože sekvenování probíhá velice rychle. Před dvěma lety, během května a června 2011, došlo 

v Německu k pomnožení mimořádně virulentní E. coli O104:H4 (případy výskytu byly zaznamenány 

v dalších dvaceti zemích Evropy a Severní Ameriky, nejčastěji šlo o osoby, které v té době do 

Německa cestovaly). Tímto neobvyklým kmenem se nakazilo více než 3000 lidí, z toho 40 zemřelo 

(Rohde et al., 2011). Šíření nákazy bylo spojeno s konzumací kontaminovaných fazolových klíčků 

(http://www.rki.de/EN/Home/EHEC_final_report.pdf?__blob=publicationFile).  

Enterovirulentní kmeny E. coli se obvykle dělí do několika skupin, kam spadají 

enteroagregativní kmeny způsobující průjmová onemocnění (Kaper et al., 2004), které se dále 

vyznačují výbornou schopností adherovat k povrchům epitelů (Weintraub, 2007) a také 

enterohemoragické kmeny produkující Stx (Shiga-toxin). Nákaza se v tomto případě obvykle 

projevuje jako HUS (hemolyticko-uremický syndrom) - selhání ledvin, trombocytopenie, hemolytická 

anémie (Kaper et al., 2004). Sérotyp extrémně virulentní E. coli O104:H4 produkoval Stx. Stx je 

kódován profágem a inhibuje syntézu proteinů eukaryotických buněk (Rohde et al., 2011).  

Izoláty agresivního sérotypu z Německa byly nejprve označeny za nejběžnější sérotyp  

enterohemoragické E. coli O157:H7 (produkovaly Stx a zároveň byl zaznamenán neobvykle vysoký 

výskyt HUS). S využitím metody Ion Torrent byly osekvenovány genomy izolátů od nakažených 

pacientů a pro kontrolu bylo sekvenování zopakováno systémem Illumina, z důvodu horšího čtení 

homopolymerních úseků DNA přístroji Ion Torrent. Kompletní sekvence izolátu byla porovnávána 

s ostatními dříve sekvenovanými genomy E. coli a byla odhalena blízká sekvenční příbuznost 

s kmenem 55989 izolovaným u HIV nakažených ve středoafrické republice (Rohde et al., 2011). 

Kmen 55989 byl klasifikován jako enteroagregativní E. coli (Mossoro et al., 2002) a nebyl v jeho 

genomu nalezen profág s Stx geny v obvyklém místě integrace, jako je tomu u agresivních německých 

izolátů a například i u běžných O157:H7 (Mellmann et al., 2011). Ze sekvenčních analýz vzešla 

domněnka, že předchůdcem „německých“ E. coli mohl být enteroagregativní kmen podobný 55989. 

Agresivní sérotyp se vyvinul díky integraci Stx profága a získání plazmidu s rezistencemi ke všem 

penicilinům a cefalosporinům. Dále se zjistilo, že tento agresivní sérotyp získal v evoluci alternativní 

typ adhezivních fimbrií (Rohde et al., 2011). Sérotyp, který se náhle vyskytl v Německu, tím pádem 

představuje genetickou mozaiku Stx produkujících hemoragických E. coli a enteroagregativních E. 

coli, čímž je možné vysvětlit vysoký stupeň patogenity.  

 Osekvenování celého genomu této extrémně virulentní E. coli trvalo přibližně 3 dny 

(Mellmann et al., 2011; Rohde et al., 2011). Na začátku éry sekvenování genomů bylo běžné čekat na 

sekvenci i několik let. Dnes je možné rychle odhalit a rozkódovat genom původce případných nových 

onemocnění. 
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3.2.2. Pacific Biosciences- SMRT (Single molecule real-time) sequencing 
V roce 2009 byla publikována metoda sekvenace jednotlivých molekul DNA založená na 

detekci aktivity polymerázy v reálném čase při procesu replikace DNA s využitím všech čtyř odlišně 

fluorescenčně značených deoxynukleotidů (Obrázek 11). Fluorofor navázáný na terminální gama 

fosfát nukleotidu nenarušuje syntézu DNA, protože je ihned odstraněn při začlenění nukleotidu do 

řetězce DNA společně s pyrofosfátem. Z této „nepřetržitosti“ syntézy DNA a přímé detekce plyne 

možnost dlouhých čtených úseků. Pro sledování aktivity polymerázy se používá nanofotonická 

struktura - ZMW (zero-mode waveguide). ZMW je jamka v destičce o velmi malém objemu (10-21 l) a 

na dně této jamky je uchycena polymeráza. Omezený objem ZMW dovoluje přesnou detekci jediného 

fluoroforu navzdory vysoké koncentraci nukleotidů v systému (Eid et al., 2009). 

Obrázek 11. Princip sekvenování jednotlivých molekul DNA v reálném čase. A) DNA polymeráza společně s templátem 

je umístěna na dně ZMW. Dno ZMW je prosvěcováno laserovými paprsky. Excitace fluoroforu  v objemu 10-21 l umožňuje 

detekci jednotlivých nukleotidů při začlenění do vznikajícího vlákna DNA. 

B) Schéma průběhu zařazování fluorescenčně značených dNTP s fluorescenčním diagramem. (1) Fluorescenčně značený 

nukleotid se váže na templát v aktivním místě polymerázy. (2) Dojde tak k excitaci fluoroforu po ozáření laserem. (3) 

Vytvořením fosfodiesterové vazby dojde k uvolnění pyrofosfátu s navázanou fluorescenční značkou ze ZMW, čímž je 

ukončen fluorescenční signál. (4) Polymeráza se posune do následující pozice. (5) Další nukleotid se váže do aktivního místa 

a vzniká  nový fluorescenční signál. (převzato a upraveno  Eid et al., 2009). 

 

3.2.2.1. Epigenetika- detekce methylací 

Během procesu sekvenování metodou SMRT je kromě fluorescenčního signálu současně 

snímána kinetika aktivity polymerázy při zařazování nukleotidů do vlákna DNA (doba trvání 

fluorescenčního pulzu a také trvání prodlevy mezi dvěma po sobě jdoucími pulzy), což umožňuje 

kromě stanovení sekvence určit i další parametry studované molekuly DNA. Příkladem je detekce 

methylací (Eid et al., 2009). Methylované báze v DNA mohou být přímo detekovány (Obrázek 12), 

protože charakteristicky ovlivňují kinetiku polymerázy během procesu sekvenování (Clark et al., 

2012; Flusberg et al., 2010). 

Methylace je jednou z nejčastějších modifikací DNA prokaryot i eukaryot. U bakterií dochází 

k methylaci adeninu v sekvenci GATC při regulaci iniciace replikace (Slater et al., 1995). Na základě 
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methylací bakterie také rozeznávají vlastní DNA od cizí. Cizorodá DNA (bakteriofág, plazmid) 

zpravidla postrádá specifické methylace a je proto rozštěpena buněčným restrikčním systémem 

(Pingoud and Jeltsch, 2001).  

V rámci metody Ion Torrent byla popsána extrémně patogenní E. coli O104:H4. Genom této 

bakterie byl dále sekvenován metodou SMRT pro zjištění výskytu methylací. Na základě analýzy 

methylací byly odvozeny sekvenční motivy rozeznávané methyltransferázami. Nalezený motiv 

CTGCAG je rozeznáván methyltransferázou M.EcoGIII kódovanou profágem, který rovněž kóduje 

geny pro Stx. Porovnáním transkriptomů (RNA-Seq) tohoto vysoce virulentního kmene s kmeny 

s inaktivovanou mathyltransferázou M.EcoGIII (a odpovídající restrikční endonukleázou) byly 

pozorovány značné změny v expresi více než jedné třetiny genů. Míra virulence a patogenity této 

agresivní E. coli je tedy určena nejen produkcí Stx, ale také změnou regulace transkripce (Fang et al., 

2012).   

Dostupné metody pro studium methylací jsou časově i finančně náročné, proto je tento nový 

přístup vítanou alternativou. Například pro detekci methylací cytosinu se nejčastěji používá 

„bisulfitové sekvenování“, jehož principem je převedení epigenetické informace do nukleotidového 

zápisu DNA. Reakcí DNA s bisulfitem se cytosin (nikoli methylcytosin) deaminuje a vzniká uracil. 

DNA je následně sekvenována (Lister and Ecker, 2009).  

 
Obrázek 12. Princip detekce methylace DNA prostřednictvím SMRT sekvenování. 

(A) Schéma syntézy DNA, templát obsahuje methylaci adeninu (mA). 

(B) Syntéza DNA bez přítomné methylace. 

Písmenka nad fluorescenčními diagramy určují identitu nukleotidů zařazovaných do nově syntetizovaného vlákna DNA. 

Čárkované šipky v diagramech představují prodlevu mezi dvěma pulzy před zařazením thyminu. V této situaci je prodleva 

přibližně 5x delší v případě výskytu methylace (mA) v templátu oproti nemodifikovanému adeninu (A) 

(převzato a upraveno Flusberg et al., 2010). 
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3.2.3. Sekvenování pomocí nanopórů (Oxford Nanopore Technologies) 
Metoda sekvenování s využitím nanopórů patří mezi nejnovější metody sekvenování. 

Společnost Oxford Nanopore Technologies teprve v únoru 2012 představila přístrojové vybavení 

GridlON a přenosná USB verze MinlON (https://www.nanoporetech.com/about-us/history).  

Základním principem metody je umístění nanopóru do membrány oddělující jamky naplněné 

elektrolytem (Obrázek 13). Po aplikaci napětí dochází k průtoku iontů pórem. Pokud nanopórem 

prochází DNA, tok iontů tím omezuje (Branton et al., 2008). Míra zeslabení toku iontů a délka trvání 

tohoto omezení slouží k určení sekvence DNA, protože každý nukleotid ovlivňuje proudění iontů 

specificky (Maitra et al., 2012). Samovolný průchod DNA nanopórem je pro rozlišení jednotlivých 

bází příliš rychlý (Branton et al., 2008). Jako výborné řešení se ukázalo využití polymeráz, které tak, 

jak syntetizují nové vlákno DNA, umožňují jeho pomalejší prostup pórem (Cherf et al., 2012; Manrao 

et al., 2012). Polymerázy snižují rychlost až o 4 řády ve srovnání s volným transportem (Schneider 

and Dekker, 2012). V experimentech byla použita polymeráza z fága Φ29, protože je vysoce 

procesivní a zůstává navázána na DNA dokonce i v případě aplikace napětí potřebného k navedení 

DNA na nanopór (Lieberman et al., 2010). Aby nedocházelo k aktivaci polymerázy předčasně, je ve 

volném prostředí jamek zabráněno replikaci použitím syntetického oligonukleotidu komplementárního 

k templátu. Po aplikaci napětí dojde k uvolnění oligonukleotidu, navedení DNA na nanopór a syntéze 

DNA (Cherf et al., 2012). 

 

Typy nanopórů: 

1) Proteinové α-hemolysinové póry ze Staphylococcus aureus (Obrázek 13 b) používané převážně při 

prvních experimentech (Kasianowicz et al., 1996).  

2) Proteinové póry odvozené od WTMspA (Wild Type Mycobacterium smegmatis porin A) 

z Mycobacterium smegmatis (Obrázek 13 c). WTMspA póry obsahují aminokyseliny se záporným 

nábojem kyseliny asparagové. Aby DNA mohla bez problémů procházet pórem, byly zbytky kyseliny 

asparagové nahrazeny asparaginem (mutant M1MspA) (Butler et al., 2008). MspA nanopóry jsou ve 

srovnání s  α-hemolysinovými pro sekvenování vhodnější, při průchodu odlišných nukleotidů vykazují 

větší rozdíly ve změně toku iontů (Manrao et al., 2011), což je dáno vhodnější vnitřní geometrií MspA 

pórů (Maitra et al., 2012).  

3) Nanopóry vytvořené v syntetických membránách (nejčastěji nitridy křemíku, oxid křemičitý a 

oxidy kovů). V membráně jsou tyto póry vytvářeny vyřezáváním svazky iontů (Li et al., 2001) nebo 

působením elektronových paprsků (Storm et al., 2003). 

4) Nanopóry v grafenových membránách (Obrázek 13 d) tvořené jednou vrstvou uhlíkových atomů 

(Garaj et al., 2010).  

5) Hybridní nanopóry vytvořené vložením proteinového póru do umělé membrány (Branton et al., 

2008).  
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Obrázek 13. Nanopóry pro sekvenování DNA. (a) DNA prochází nanopórem, rychlost průchodu je pod kontrolou Φ29 

DNA polymerázy (hnědě). α-hemolysinový nanopór (šedě) je zanořen do lipidové dvojvrstvy oddělující dvě jamky 

s elektrolytem (KCl). DNA je navedena na pór pomocí aplikace elektrického napětí. Pohyb DNA pórem tam i zpět může být 

regulován elektrickým napětím a aktivitou polymerázy (šipky). Sekvence DNA je čtena dle změny toku iontů při průchodu 

nukleové kyseliny pórem. (b) Struktura α-hemolysinového nanopóru v lipidové dvojvrstvě. (c) Struktura MspA nanopóru. (d) 

Grafenový nanopór, obrázek nad membránou zobrazuje 3D vyjádření grafenového nanopóru. Fialovou barvou jsou 

znázorněny atomy v těsné blízkosti nanopóru. (Převzato a upraveno Schneider and Dekker, 2012). 

 

3.2.3.1. Nové možnosti sekvenování s nanopóry 
Přístrojové vybavení zatím nelze zakoupit (https://www.nanoporetech.com/about-us/for-customers), 

společnost Nanopore Technologies pravděpodobně spustí prodej v průběhu roku 2013. Bylo 

prezentováno mnoho možností využití. 

1) Sekvenování DNA. Metoda slibuje revoluci v délce čtených úseků. Genom bakteriofága λ o délce 

48,490 bp byl osekvenován v celku jako jeden fragment (https://www.nanoporetech.com/news/press-

releases/view/39).  

2) Sekvenování RNA. Zatím byla zveřejněna schopnost α-hemolysinových pórů získat rozdílná data o 

poklesu průtoku iontů v případě odlišných imobilizovaných homopolymerních fragmentů RNA 

v nanopóru (Ayub and Bayley, 2012). 

3) Detekce epigenetických modifikací DNA. Bylo prokázáno, že nanopóry dokáží rozlišit 

5-methylcytosin a 5-hydroxymethylcytosin (známky epigenetických úprav) od ostatních bází (Wallace 

et al., 2010), do budoucna by tedy tato metoda mohla být využívána při epigenetických studiích. 

4) Studium komplexů DNA-protein a RNA-antibiotikum, které rovněž mohou být detekovány při 

průchodu pórem specifickou změnou průtoku iontů (Dekker, 2012; Wanunu, 2012).  
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5) Sekvenování proteinů. Na podobném principu jako sekvenování DNA byl testován průchod 

proteinu nanopórem v rozvolněném stavu. Základem experimentu byly opět dvě jamky (cis a trans) 

naplněné elektrolytem s přídavkem ATP a oddělené α-hemolysinovým pórem.  Do cis jamky byl 

vložen protein určený k transportu pórem, do trans jamky ClpX (Nivala et al., 2013). ClpX je součástí 

ClpXP komplexu (komplex podobný proteasomu) například u E. coli, rozpoznává proteiny určené k 

degradaci a za spotřeby ATP je denaturuje a poté vtahuje do proteolytické komory ClpP komplexu 

ClpXP (Baker and Sauer, 2012). Vlastností tohoto enzymu je využito pro kontrolovaný pohyb 

proteinu pórem při sekvenování. Po aplikaci napětí je protein naveden na nanopór, následně je vázán 

ClpX a vtahován to trans jamky. Při průchodu pórem je tok iontů ovlivňován v závislosti na sekvenci 

proteinu (Nivala et al., 2013). 
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4. Závěr 
Od roku 2005, kdy byl publikován první systém NGS (454 pyrosekvenování) do letošního 

roku 2013 byl zaznamenán značný pokrok ve vývoji sekvenačních metod. Staré metody se neustále 

zdokonalují a navíc přibývají metody nové. V této velmi krátké, ale pestré historii sekvenování je 

možné pozorovat určitý trend ke zlepšování výkonnosti metod, tzn. schopnosti produkovat stále více 

sekvencí, dále snahu prodloužit sekvenované fragmenty, zároveň také snížit cenu za osekvenovanou 

bázi a zvýšit přesnost přístrojů. Díky zdokonalujícím se metodám prudce vzrůstá množství 

osekvenovaných genomů. První osekvenovaný kompletní genom byl genom bakteriofága ΦX174 

v roce 1977. V databázi GOLD (http://www.genomesonline.org) je nyní 2568 kompletně 

osekvenovaných genomů, z toho 2264 bakteriálních, na mnoha dalších genomech se pracuje.            

Při využívání dat z genomových databází je důležité prověřit, jakou metodou a s jakým pokrytím byla 

sekvenační data získána. První úspěšné pokusy o přečtení sekvence byly náročné, obvykle bylo nutné 

sekvenované fragmenty nejprve klonovat do bakterií za účelem amplifikace, sekvenování proto trvalo 

velmi dlouho. Nyní sekvenace celého bakteriálního genomu může trvat jen několik hodin. 

Pozoruhodné je nepřetržité využívání jedné z nejstarších metod sekvenování DNA, Sangerovy 

metody, od roku 1977 až do současnosti. Sangerova metoda vyniká svojí přesností a délkou čtených 

fragmentů. S výhodou je metoda vybírána pro menší sekvenační projekty a také v kombinaci s NGS 

metodami pro zaplňování případných mezer v sekvencích genomů a pro sekvenování těžko 

sekvenovatelných úseků DNA (homopolymerní úseky, repetitivní sekvence). V souvislosti se 

zdokonalováním a v současné době i s lepší dostupností (stále klesající ceny) bývá sekvenování 

využíváno i v případech, kde to dříve bylo nemyslitelné. Sekvenování nahrazuje mnohé standardní 

techniky (DNA microarray, tradiční způsob detekce methylací) a obchází se také nutnost kultivace při 

studiu bakteriální DNA. Zároveň s masivním sekvenováním téměř všeho dochází k hromadění 

množství těžko zpracovatelných dat, což může znamenat určitý problém, protože v současné době 

pokroky v sekvenování předbíhají možnosti bioinformatiky, takže enormní množství sekvenačních dat 

zůstává nevyužito. Metody sekvenování jsou nyní běžným nástrojem základního i aplikovaného 

výzkumu téměř všech biologických vědních oborů, zejména mikrobiologie. 

V textu byla popsána hlavní témata využití metod sekvenování v mikrobiologii. Nejčastějšími 

aplikacemi je sekvenování genomů, metagenomika, epigenetické studie, analýza vazebných míst DNA 

pro proteiny, studium mutací a transkriptomu. Výběr metody pro určitou aplikaci závisí na několika 

základních parametrech. Nejdelší sekvence potřebné pro sekvenování genomů poskytuje systém 454 

(SMRT produkuje podobně dlouhé sekvence, ale s větším množstvím chyb). Nejrychlejší metodou 

s výbornou kapacitou (počet osekvenovaných bází/čas) je Ion Torrent, bývá proto využívána při 

identifikaci patogenů. Nejkratší, ale zároveň nejpřesnější sekvence (z dostupných systémů NGS) 

poskytují sekvenátory SOLiD, které se proto výborně hodí pro detekci mutací. „Zlatou střední cestou“ 

při výběru konkrétní metody mohou být přístroje firmy Illumina. Tento systém se svými cenami za 
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osekvenovanou bázi řadí mezi nejlevnější na trhu, zároveň sekvenuje poměrně dlouhé fragmenty 

DNA, navíc s nejvyšší možnou kapacitou (produkty HiSeq) ze všech NGS metod.  Nové možnosti 

patrně nabídne sekvenování s využitím nanopórů již v tomto roce. Převratnými novinkami zde mají 

být revolučně dlouhé sekvence DNA a USB provedení sekvenátorů velikosti většího flash disku. 

Vývoj nových metod půjde pravděpodobně i nadále směrem sekvenování jednotlivých molekul, 

prodlužování sekvencí a jistě bude také snaha nejen o detekci pořadí nukleotidů, ale i různých 

modifikací DNA (můžeme pozorovat již u SMRT sekvenování společnosti Pacific Bioscience).    
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Tabulka 1. Srovnání metod sekvenování 

metoda princip délka 
čtených 

fragmentů 
v bázích 

kapacita 
(počet 

bází/den*) 

cena/Mb 
 
(milion bází) 

výhody nevýhody zdroje 

doba sekvenačního 
běhu 

1. generace • dělení různě dlouhých fragmentů kapilární elektroforézou 

Sanger 
 
 
(systém 3730xl, 
96 kapilár) 

dideoxy metoda 
s fluorescenčním 
značením  
 
 

600-1000 
 
 

až 672 Kb 
 
 
 
 
 

2400 $ 
 
 
 
 
 

délka čtených úseků, 
výborná přesnost 
(99,999%), dobré čtení 
homopolymerních 
úseků 
 

omezené množství 
sekvenovaných vzorků 
(nevýhodné pro velké 
sekvenační projekty), 
vysoká cena (drahá a 
náročná příprava vzorků) 

(Liu et al., 2012) 
(http://products.invitrogen. 
com/ivgn/product/3730XL) 
 
 
 

(20 min-3h) 
2. generace • fragmentace DNA, ligace adapterů, amplifikace DNA, „wash-and-scan sequencing“ (detekce fluorescence nebo světelného signálu) 

• sekvenování velkého množství fragmentů DNA najednou 
• v porovnání se Sangerem kratší čtené úseky DNA, ale nižší cena 

454/ Roche detekce světelného 
záblesku, který 
vzniká po připojení 
nukleotidu do 
vlákna DNA reakcí 
právě uvolněného 
pyrofosfátu 

až 1000 
 
(GS FLX 
Titanium) 

400-700 Mb 
(454 GS FLX 
Titanum) 
 
84Mb 
(454 GS Junior) 

~10 $ 
 

 

 

 

nejdelší čtené úseky 
DNA v rámci metod 
druhé generace, nejsou 
třeba značené 
nukleotidy, krátký 
sekvenační běh  
 

náročná příprava vzorků, 
problematické čtení 
homopolymerních úseků, 
drahé přístrojové vybavení, 
vysoká cena za 
osekvenovanou bázi 
 

(Niedringhaus et al., 2011) 
(Liu et al., 2012) 

(454.com/products/gs-flx- 
system/) 
 
 
 

(méně než den) 
Illumina sekvenování 

syntézou, detekce 
fluorescenčně 
značených 
reverzibilně 
terminačních 
nukleotidů 

150-250 0,88Gb 
(MiSeq) 
 
60-200Gb 
(HiSeq 2000) 

0,5 $ 
(MiSeq) 
 
0,07 $ 
(HiSeq 
2000) 

dobrá cena, kapacita a 
poměrně dlouhé čtené 
úseky, dobré čtení 
homopolymerních 
úseků 

drahé přístrojové vybavení 
 
 

(Liu et al., 2012) 
(Quail et al., 2012) 

(illumina.com/systems/ 
sequencing/ilmn) 
 

(MiSeq ~den, 
HiSeq 3-10 dnů) 

SOLiD 
 
 
 

sekvenování ligací, 
detekce 
fluorescenčně 
značených 
oktamerů 

 až 75 až ~20 Gb 0,13 $ 
 
 

dvoubázové 
dekódování snižuje 
počet chyb, dobrá 
kapacita a cena, využití 
při sekvenaci těžko 
sekvenovatelných 
úseků 

doba sekvenačního běhu, 
krátké čtené úseky mají za 
následek vyšší náklady a 
náročnost analýzy sekvence 
(sekvenování genomů), 
drahé přístrojové vybavení 

(Liu et al., 2012) 
** 

 
 
 
 
 

(1-2 týdny) 
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* kapacita sekvenování v bázích za čas je u běhů trvajících déle nebo méně než 1 den přepočítána a uvedena v počtu osekvenovaných bází za den 
** http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-sequencing/next-generation-systems.html 

Helicos 
Biosciences 

sekvenování 
syntézou, detekce  
fluorescenčně 
značených 
„virtuálních 
terminátorů“ 

32 
 

5Gb 
 

přístroje se 
již 
neprodávají  

sekvenování 
jednotlivých molekul 
bez PCR amplifikace, 
přímé sekvenování 
RNA 

krátké čtené úseky zvyšují 
náklady a snižují kvalitu 
sestavování sekvence 
genomů, více chyb 
v porovnání s ostatními 
metodami využívajícími 
reverzibilní terminaci, 
problém se sekvencí 
začínající dA, velmi drahé 
přístrojové vybavení 

(Niedringhaus et al., 2011) 
(Metzker, 2010) 

(Rothberg and Leamon, 
2008) 

 
 
 
 
 
 

(8 dnů) 
3. generace • sekvenování jednotlivých molekul bez potřeby amplifikace (urychluje celý proces sekvenování a snižuje množství chyb) 

• sekvenování využívající aktivitu polymerázy 
• opouští systém „wash-and-scan sequencing“ 

Pacific 
Biosciences 
(SMRT) 

sekvenování 
jednotlivých 
molekul v reálném 
čase, detekce 
fluorescence po 
začlenění 
nukleotidu 

1000-1300 1,2 Gb 2 $ maximální délka 
čtených úseků DNA 
3000 bází, krátká doba 
sekvenování, detekce 
methylací 

nízká efektivita zavádění 
DNA polymerázy do ZMW, 
drahé přístrojové vybavení, 
nejvíce chyb v porovnání 
s ostatními metodami 

(Liu et al., 2012) 
(Quail et al., 2012) 

(Flusberg et al., 2010) 
(Clark et al., 2012) 

 
 
               (2 hodiny) 

Ion Torrent detekce změny pH 
při syntéze DNA 
po uvolnění H+ 

200 
 
(délka 
čtených 
fragmentů 
stále stoupá) 

více než 12 Gb 
(systém Ion 
318) 

1 $ přímá detekce 
začleněných 
nukleotidů, syntéza 
DNA využívá 
neznačené nukleotidy 
(snižuje náklady), 
rychlost, malá velikost 
přístrojů 

problémy při čtení 
homopolymerních úseků 

(Liu et al., 2012) 
(Quail et al., 2012) 

 
 
 
 
 
 

(2 hodiny) 
Oxford 
Nanopore 
Technologies 

detekce změny 
toku iontů pórem 
při průchodu 
vlákna DNA skrz 
pór 

genom fága λ 
sekvenován 
v celku 
(48 490bp) 

každý pór  
3,6 Gb 

sekvenační 
přístroje 
zatím nejsou 
v prodeji 

převratná délka čtených 
fragmentů, bez 
značených nukleotidů 

procesivita polymerázy 
může být limitujícím 
faktorem, 4% chybovost 

(Schneider and Dekker, 
2012) 

(Maitra et al., 2012) 
 

(informace nedostupná) 
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