
GENOMIKA

genomszekvenálási stratégiák

ELTE TTK Genetikai Tanszék



A genetikai információtartalom megismerése

• I. negyed: sejten belüli funkciók, kromoszómák

(Miescher, Flemming, Mendel, Sutton, Morgan, stb.)

• II. negyed: az öröklődés és a sejtműködés molekuláris 

alapjai (DNS kettős hélix)

• III. negyed: az öröklődés és a sejtműködés biológiai 

mechanizmusai (transzkripció, transzláció, enzimek)

• IV. negyed: géntérképezés, gén- és genom 

szekvenálás, bioinformatika (Genomika tudományág)

• Az élő egyedtől a miniatűrön át a holisztikáig

• Genom szekvenálási projektek: Genomika és Proteomika



A humán genom szekvenálás első eredményei

• első gerinces genom, eukromatikus régió ~ 96 %-os fedettség

• nagymértékű variabilitás a különböző régiók, genetikai elemek és 

jellegek eloszlásában (pl. HOX klaszter – „repeat poor”)

• ~ 30-40.000 gén, komplexitás és alternatív splicing

• komplex proteom, vertebrata-specifikus domén összeszerelés

• horizontális géntranszfer, transposable elemek inaktivációja

• kromoszóma szegmentális duplikációk (pericentromer, subtelomer)

• meiotikus mutációs ráta férfiakban és nőkben

• rekombinációs ráta eloszlás a kromoszóma karokon

• több mint 1 millió SNP, genome-wide linkage mapping



Genom projektek időskálán



Humán Genom Projekt
- előzmények

• Első kezdeményezés: 1980-as évek eleje

- orvosbiológiai megközelítés, infrastruktúrális beruházás

• Folyamatban lévő genom szekvenálási projektek

- λ-fág, SV40, humán mitokondriális genom

• Genetikai és fizikai térképezések

- Botstein et al., 1980; Olson et al. és 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









Humán Genom Projekt
- célok

• A teljes emberi kromoszómális DNS szekvencia 

meghatározása

• Szekvencia adatbázisok kialakítása 

(bioinformatika)

• Az emberi genom összes génjének azonosítása 

és leírása (új gének, géntípusok meghatározása)

• DNS-szekvenálási technológia és 

adatfeldolgozás fejlesztése



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



Humán Genom Projekt



DNS szekvenálás 
kémiai bontással 
(Maxam-Gilbert)



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



Standard szekvenálás
650 bp leolvasás
2 h 30 min futási idő
– 16 kapilláris

1 nap – 100 000 bp



HV1 C-stretch

16189T

Poor quality sequence 
(two length variants out of phase)

Good quality sequence

Primer strategies typically used with C-stretch containing samples

(A)

(B)

(C)

C-stretch C-stretch

Use of internal primers Double reactions from the same strand

Figure 10.7, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press



16093 
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Figure 10.9, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press



„shotgun” genom szekvenálási stratégiák

RJ Reece: Analysis of Genes and Genomes, 2004

1. „chromosome walking”

2. 3.





Genom szekvenciaváz összeállítása

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



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



Kromoszóma térképezés

RJ Reece: Analysis of Genes and Genomes, 2004



Humán Genom Projekt
- eredmények

• Tervezett 15 év helyett 2003-ban fejeződött be

- 2001: draft szekvencia publikálása (Science, Nature)

• Több személy genomjából nyert DNS szekvencia 

- személyi DNS minták és sejtvonalak

• Megengedett hibaráta 1 / 10.000 (99,99 % pontosság)

• 4-5 X lefedettség, gapek lezárása (heterokromatin)

• Folytatódó genom projektek, annotáció, adatmegosztás:

- pl. Ensemble, Human Genome Diversity Project, 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, az adatok kutatása és hozzáférhetősége 

(annotált genom szekvencia adatbázisok)







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



Next Generation Sequencing –

Massively Parallel Sequencing of clonally Massively Parallel Sequencing of clonally 
amplified (or single) DNA moleculesamplified (or single) DNA molecules

-Process millions of sequence reads in parallel

-Library preparation

-Specific adaptor oligos

-Little volume DNA template

-Produce shorter read lengths (35-400 bp)

-100 Mb to several Gb nucleotid sequence 



Enzimek:
Klenow fragment 
ATP szulfuriláz
Luciferáz
Apiráz

Ronaghi M (2001) Genom Res

Piroszekvenálás: 
chemiluminescent detection of pyrophosphate

Vegyületek:
Adenozin-foszfoszulfát (APS)
D-luciferin
Templát
Primer

dNTP-k egymás után adva



Ahmadian A (2006) Clin Chim Acta

Piroszekvenálás



Ronaghi M (2001) Genom Res



Roche/454 sequencing technology

2005. 454 Life Sciences cég fejlesztette (GS 20)
Mycoplasma genitalia 580 kb genom, 99.96% pontosság

2007. Roche Applied Science (GS FLX sorozat)



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

Minta előkészítés



Emulsion PCR

Több millió kópiája egy fragmentumnak

Mikroreaktorok
Víz-olaj emulzióban

Roche/454 sequencing technology
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



Next Generation Sequencing – Roche 454 platform



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





Next Generation DNA Sequencing: SOLID

- Kémiai hasítás, amplifikálás és ligálás

Accuracy: 99.99 %





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



https://www.coursera.org/course/genomescience


