
Genomika I.  

ELTE TTK Genetikai Tanszék 

Hogyan változtak az elképzelések a genom 
tartalmáról, a szerveződési komplexitás és 

génszám közti összefüggésről? 
 

Genom szekvenálási stratégiák és  
új generációs genom szekvenálások (NGS) 

2017.03.21. 



Humán genom: „... valahol a csirke és a szőlő 
között?“ 

(Pertea & Salzberg, Genome Biology 2010, 11:206) 

? 



Első becslések a genom méretéről és a gének számáról 

1964: F. Vogel (Heidelberg) 

-Hemoglobin α és β lánc 

-leegyszerűsített feltevések 

-Haploid genom: 3 × 109 bp 

-Gének száma: 6,7 millió ! 

1990: NIH/DOE report on Human Genome Project 
- becslés: 100 000 gén, az átlagos gén méret (30 000 bp) alapján 

2001, Human Genome Project: csökkenő génszám, növekvő bizonytalanság 



A génfogalom fejlődése: mit nevezünk ma egy génnek? 

A Gén fogalmának jelentős átalakulása az elmúlt száz esztendőben: 
protein/RNS kódolás, intron/exon fogalom, szabályozó funkciók, stb. 

 
Gén  - 1950-es évektől 
 - a kódolási szabályok felismerése 
 - a DNS azon szakasza, amely egy transzkriptum   
               (mRNS, rRNS, snRNS, tRNS, …) átírásáért felelős genetikai  
   információt tartalmazza 
  
ORF - open reading frame (nyitott leolvasási keret) 
 - 1990-es évektől (genomika korszaka) 
 - gének annotálása: bioinformatikai módszerekkel     
   prediktálnak transzkriptumok átírását végző DNS  
   szakaszokat (konzervált szekvencia motívumok alapján) 

Egy gén a genetikai állományunk jól körülhatárolt szakasza, mely mRNS-ként 
átíródik és egy v. több fehérjét kódol. (pl. alternatív splicing: izoformák) 



Human Genom Project (HUGO) 

• Első kezdeményezés: 1980-as évek eleje 
- orvosbiológiai megközelítés, infrastruktúrális beruházások 
• Folyamatban lévő genom szekvenálási projektek 
- λ-fág, SV40, humán mitokondriális genom 
• Genetikai és fizikai térképezések 
- Botstein et al., 1980; Sulston et al., 1986; 
• DNS-szekvenálási technológia és bioinformatika 
- shotgun sequencing, automated sequencing, ESTs, STSs, 
• NRC Report 1988, US DOE, NIH,  
- genetikai és fizikai térkép, parallel projektek modell 

organizmusokon, technológiai fejlesztések, bioetika 







Genom projektek időskálán – a „hőskor” 



Humán Genom Projekt 
- résztvevők és módszerek 

• HUGO: Human Genome Organization 
- US DOE és NIH, UK MRC és WTSI, CEPH , FMDA, Japán, 

Európai Közösség (élesztő genom), Németország, Kína 
• 1990-1995: genetikai és fizikai térképezés 
- betegség gének, fizikai pontok fixálása, modell szervezetek 
• large-scale sequencing: két fázisú „shotgun” szekvenálás 
- 2001: draft genom szekvencia, 2003: teljes genom szekvencia 
 

• Celera Genomics:  
- Applied Biosystems., TIGR (C. Venter) 
- 1998-2001: „whole genome shotgun”  
- ABI PRISM 3700 DNA Analyzer 



„shotgun” genom szekvenálási stratégiák 

RJ Reece: Analysis of Genes and Genomes, 2004 



Genom szekvenciaváz összeállítása 

International Human Genome Sequencing Consortium: Initial sequencing and analysis of the human genome, 
Nature 409, 860 (2001) 



Teljes genom összeszerelés 

JC Venter, et al.: The Sequence of the Human Genome, Science 291, 1304 (2001) 

500-600 bp 



STS genom térképezés 



Humán Genom Projekt 





Hol tartunk most? 

2001, Human Genome Consortium: 30 000 – 40 000 protein kódoló gén 

 Celera Consortium: 26 500 „erős” + 12 000 „gyenge” bizonyíték 

2004,   Human Genome Consortium: 20 000 – 25 000 gén 

 - kevesebb mint az Arabidopsis → szervezeti komplexitás? 

2010, Ensembl: 22 619 / NCBI:  22 333 protein kódoló gén 

 CCDS: 18 173 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi) 

 fals pozitívak: retrotranszpozonok, pszeudogének, „orphan” DNS 

2016.09.12.: CCDS: 18 892 genes > 1 CCDS ID: 7 576 



Új gének és gén átrendeződések 

• CGH analízisek: rokon fajok között kb. azonos génszám 

• de novo gén keletkezés: génduplikáció és specializáció 

• de novo eredet: új humán gének? (Knowles and McLysaght, 2009) 

• génszám eltérések egyének között: segmental duplications 

• large-scale copy number polymorphisms (CNVs) 

• emberi „pángenom”: változatok rasszok, csoportok között. 

(Li R, et al., 2010, Nat Biotechnol, 28:57-63) 

• kb. 40 Mb új szekvencia, + 1,3 % 



Copy Number Variation (CNV) 

Kópia-szám variábilitás 

A diploid szervezetek alapesetben minden génből két másolatot 
hordoznak (homológ párok). Az emberi genom vizsgálata során 
felismerték, hogy hosszú (ált. több Kb vagy Mb) DNS szakaszok 
előfordulhatnak kettőnél több példányban is. Ezeket copy-number 
variation (CNV)-nak nevezték el. Az egyes egyének között a CNV 
mintázat különböző lehet. 

Kb. 300 emberen végzett vizsgálatban 1447 CNV-t mutató genomikus 
szakaszt azonosítottak, ez kb. a genom 12%-át fedi le. 

Sikerült néhány CNV-t betegségekkel kapcsolatba hozni. Pl. a 
prosztata rák betegség az UGT2B17 gén kópia szám változataival 
hozták kapcsolatba. Vagy a HIV fertőzéssel szembeni ellenálló 
képesség a CCL3L1 gén több mint két példányával kapcsolatos. 

Az ember 20. kromoszómáján kimutatott CNV-k helyzete és kiterjedése 





Sequence changes in the origin of CLLU1 from noncoding DNA. (A) Region of conserved 
synteny between human and chimp chromosomes 12.  

Knowles D G , McLysaght A Genome Res. 2009;19:1752-1759 

Copyright © 2009 by Cold Spring Harbor Laboratory Press 



The Origins of Genome Architecture, Lynch, 2006 



Gének száma 
 
vs. 
 
Kódoló szekvenciák 
hossza 

Genom méret 
 
vs. 
 
Nem-kódoló 
szekvenciák hossza 



Genom méret vs. kódoló szekvenciák 



Genom méret vs. intronok 



Genom méret vs. intergénikus DNS 

-transcription sites 

-chromatin package 

-mobile elements 



Genom méret és szervezeti komplexitás 

• WGC: rekurrens mutációk teljes egyedi genomok összehasonlítása 

révén (pl. Y-kromoszóma), divergens kromoszómák 

• Prokarióta: 350-8000 gén, 0.5 – 9 Mb genom 

• Multicelluláris Eukarióta: > 13.000 gén, > 100 Mb genom 

• Noncoding DNA expanzió (intronok, mobilis elemek, pseudogének) 

• Organizmus mérete vs. sejttípusok száma – pozitív korreláció 

• Génszám / genom méret vs. multicellularitás / szervezeti komplexitás 

Van korreláció? Nem a genom mérettől v. génszámtól függ, hanem ahogy a 
gének működnek (transzkripciós szabályozás, alternatív splicing, stb.) 



Genom szekvenálás: Technológia és Bioinformatika 



Genom szekvenálás: Technológia és Bioinformatika 

• új algoritmusok és statisztikai eljárások az 
adatbázisokban rejlő információk, viszonyok, 
kapcsoltságok feltárására 

• DNS és aminosav szekvencia-analízis, szekvencia-
homológiák, protein domének és szerkezeti változatok 

• a különböző típusú és eredetű információk 
menedzselése, azadatok kutatása és hozzáférhetősége 
(annotált genom szekvencia adatbázisok) 



Molecular cell biology, Lodish 

Sanger-szekvenálás 



DNS szekvenálás láncterminálással 
(Sanger) 



3’-TAAATGATTCC-5’ 

ATT 

ATTTACTAA 

ATTTACT  
ATTTAC 

ATTT 
ATTTA 

AT  

ATTTACTA 

ATTTACTAAG 
ATTTACTAAGG 

A 

DNA template 
5’ 3’ 

Primer 
anneals Extension produces a series of 

ddNTP terminated products 
each one base different in 

length 

Each ddNTP is labeled 
with a different color 
fluorescent dye 

Sequence is read by noting peak 
color in electropherogram 
(possessing single base resolution) 

Figure 10.5, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press 

BigDye Terminator DNA Sequencing 



DNS szekvenálás: Technológia és Bioinformatika 
Laser 

Inlet 
Buffer  

Capillary filled with 
polymer solution 

5-20 kV - + 

Outlet 
Buffer  

Sample tray 

Detection 
window 

(cathode) (anode) 

Data 
Acquisition 

Sample tray moves automatically beneath 
the cathode end of the capillary to 
deliver each sample in succession 

Figure 10.9, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press 



BRCA1 és BRCA2: 23 és 27 exon (80Kb) 

Nincs elő screening: SSCP, DGGE, dHPLC, stb. 

Egy minta – egy assay koncepció 

Gyors, pontos, teljes lefedettséget ad 

Nincs kereszt kontamináció 

BRCA1 és BRCA2: 34 és 47 amplikon 

BRCA1 és BRCA2 gén resequencing 
- mutációk diagnosztikai célú azonosítása 



BRCA1 és BRCA2 gén resequencing 
- mutációk diagnosztikai célú azonosítása 



Enzimek: 
Klenow fragment  
ATP szulfuriláz 
Luciferáz 
Apiráz 

Ronaghi M (2001) Genom Res 

Piroszekvenálás:  
chemiluminescent detection of pyrophosphate 

Vegyületek: 
Adenozin-foszfoszulfát (APS) 
D-luciferin 
DNS Templát 
Primer 
dNTP-k egymás után adva 



Ahmadian A (2006) Clin Chim Acta 

Piroszekvenálás 



Ronaghi M (2001) Genom Res 



DNS fragmentumok törése (néhány 100 bp) 
End-repair 
Adapterek ligálás 

Minta előkészítés genomszekvenáláshoz 



Emulsion PCR 

Több millió kópiája egy fragmentumnak 
Mikroreaktorok 
Víz-olaj emulzióban 

Klonális amplifikáció 



Picotiter well plate betöltés 

Ansorge (2009) New biotechnology  

3,4*106 lyuk 
Pikoliteres szekvenáló reakciók 

Roche/454 sequencing technology 



Ansorge (2009) New biotechnology  

Szekvencia meghatározás piroszekvenálással 

Roche/454 sequencing technology 



Roche/454 sequencing technology 

2005. 454 Life Sciences cég fejlesztette ki: 
Mycoplasma genitalia – 580 069 bp 
 
2007. Roche Applied Science megvette a céget: 
GS FLX series, Junior,… 
3,4 x 106 well picotiter plate 



Ansorge (2009) New biotechnology  

A) DNS fragmentálása (néhány 100 bp) 
B) Végek javítása, A túlnyúló vég kialakítása 
C) Adaptor ligálása (T túlnyúló vég) 

Illumina/Solexa sequencing 
Minta előkészítés 



Voelkerding (2009) Clin Chem 

Klón clusterek 
1000 kópia 
 
50×106 clusters 

PCR reakció kihorgonyzott 
primerekkel 
Bridge amplifikáció 

Illumina/Solexa sequencing 
Klonális amplifikáció 



Voelkerding (2009) Clin Chem 

Fluoreszcensen jelölt reverzibilis terminátorok 
Mind a 4 nukleotidot egyszerre adják a reakcióba  

1. Reagensek hozzáadása 
2. Nukleotid beépülése 
3. Mosás 
4. Szignál detekció 
5. Fluorofór és a block eltávolítása 

Szekvencia meghatározás szintézis során 

Illumina/Solexa sequencing 



Voelkerding (2009) Clin Chem 

A fluoreszcens szignál észlelése 

T 

G 
C 

A 

Illumina/Solexa sequencing 



SOLID: Sequencing by Oligo Ligation and Detection 
- Kémiai hasítás, amplifikálás és ligálás 

Genomi DNS 

Könyvtár gyártás 

Komplementer adapterek 



Primer hibidizálása az adapterhez 
Termostabil ligáz 
Próbák: mind a 16 féle kombináció 

Próba 
Octamer 
2 próba specifikus bázis 
3 degenerált bázis 
3 univerzális 
Fluoreszcens jelölő 

Ligálás 
Mosás 
Jel detektálása 
Hasítás – 3 nukleotid 

Voelkerding (2009) Clin Chem 

Applied Biosystems - SOLiD 

Szekvencia meghatározás ligálással! 



Újabb próba ligálása 
 
7-szer zajlik le ez a ciklus 

Voelkerding (2009) Clin Chem 

Applied Biosystems - SOLiD 



Denaturálás 
Új kör indítása n-1 adapter primerrel 
5 kör 

Minden nukleotidra 2* kérdez rá 

Voelkerding (2009) Clin Chem 

Applied Biosystems - SOLiD 







DNS szekvenálás félvezetőn: Ion Torrent 
- hipergyors real-time szekvenálás 



DNS szekvenálás félvezetőn: PGM 
- hipergyors real-time szekvenálás 

Nincs PCR, fényextinkció, kamera, stb. 

Helyette pH mérés mikrofluidokban 



DNS szekvenálás félvezetőn: Ion Torrent 

JM Rothberg et al. Nature 475, 348-352 (2011) doi:10.1038/nature10242 
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