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PrehistPrehistóória: Watson a Crick 1953ria: Watson a Crick 1953



A STRUCTURE FOR A STRUCTURE FOR 
DEOXYRIBOSE NUCLEIC ACIDDEOXYRIBOSE NUCLEIC ACID

J.D.WatsonJ.D.Watson
F.H.C.CrickF.H.C.Crick

Nature, April 25, 1953Nature, April 25, 1953

„„It has not escaped our notice that It has not escaped our notice that the specific pairing we have the specific pairing we have postulated immediately suggests postulated immediately suggests a possible copying mechanism for a possible copying mechanism for thethe genetic materialgenetic material““



Genetika Genetika ččloveka v r. 1953loveka v r. 1953
�� hodnotenie rodokmehodnotenie rodokmeňňovov
�� ššttúúdium dvojdium dvojččiatiat
�� cca 50 monogcca 50 monogéénnych ochorennnych ochoreníí
�� 5 monog5 monogéénnych znakov (ABO, Rh...)nnych znakov (ABO, Rh...)
�� 48 chromoz48 chromozóómovmov
�� 5 mili5 milióónov gnov géénovnov
�� žžiadna DNA (podiadna DNA (podľľa ua uččebnebnííc)c)



6060--te roky: cytogenetika te roky: cytogenetika ččlovekaloveka
�� 1956: 46 chromoz1956: 46 chromozóómovmov
�� 1959: chromoz1959: chromozóómovmovééaberaberáácie a chorobycie a choroby
�� 1960: nomenklat1960: nomenklatúúra a ra a 

metodikametodika
�� chromozchromozóómy a nmy a náádorydory
�� chromozchromozóómy: my: „„orgorgáánn““

leklekáárskej genetikyrskej genetiky
�� ľľudských gudských géénov jeden  nov jeden  

milimilióón, o DNA stn, o DNA stáále ani le ani 
zmienka...zmienka...



7070--te roky: te roky: žžeby DNA?eby DNA?
�� polymorfizmy (spolymorfizmy (séérovrovéé skupiny, izoenzýmy...)skupiny, izoenzýmy...)
�� vvääzba a chrom. lokalizzba a chrom. lokalizááciacia
�� bunkovbunkovéé hybridyhybridy
�� biochemickbiochemickáá genetikagenetika

Ale uAle užž aj: aj: 
�� prvprvéé RFLPRFLP v v ľľudskej DNA (1978)udskej DNA (1978)
�� DNA diagnostikaDNA diagnostika chorôb (1979)chorôb (1979)
�� 100 000 g100 000 géénovnov



HHuman uman GGenome enome PProject: histroject: históóriaria
�� 1986: Santa Fe 1986: Santa Fe -- DoE Intl. MeetingDoE Intl. Meeting
�� James WatsonJames Watson: : „„vystvystúúpipiťť na cestu od dvojitej na cestu od dvojitej zzáávitnice k 3 miliardvitnice k 3 miliardáám schodov m schodov ľľudskudskéého ho gengenóómumu““
�� 1988: Kongres USA schv1988: Kongres USA schváálil 15 rolil 15 roččný projekt ný projekt a dota dotááciu 3 mld USDciu 3 mld USD
�� 1990: za1990: začčiatok projektuiatok projektu
�� 2005: predpokladan2005: predpokladanéé ukonukonččenieenie
KoordinKoordináácia:cia:
1988: 1988: HUGOHUGO (Human Genome Organization)(Human Genome Organization)

HUGO Europe HUGO Europe –– Americas Americas -- PacificPacific



HGP: rozsahHGP: rozsah
�� 3 200 x 103 200 x 1066 bp  (dbp  (dĺžĺžka Dunaja v mm !)ka Dunaja v mm !)
�� dovtedy najdlhdovtedy najdlhšíší sekvenovaný sekvenovaný úúsek: sek: ľľudskudskáá

mtDNA (16 500 bp, 1981)mtDNA (16 500 bp, 1981)
�� vtedajvtedajššia rýchlosia rýchlosťť: 100 bp / osoba / de: 100 bp / osoba / deňň
�� cena: 5 cena: 5 -- 10 USD/bp10 USD/bp
OficiOficiáálny zalny začčiatok HGP: 1990iatok HGP: 1990
�� 20 pracov20 pracovíísk zo 6 sk zo 6 ššttáátovtov
�� 3 mld USD 3 mld USD 
�� cca 15 rokov prcca 15 rokov prááce (t.j. do r. 2005)ce (t.j. do r. 2005)



HistHistóória sekvenovania DNAria sekvenovania DNA

kakažždý kto mdý kto máá vybavenievybavenie20042004?  000, 000 000?  000, 000 000
PerkinPerkin--Elmer 96 kapilElmer 96 kapiláárny sekv.rny sekv.19991999150, 000 000150, 000 000
VenterVenter –– autom. fluoresc. sekv.autom. fluoresc. sekv.199519951,000 0001,000 000
HoodHood –– ččiastoiastoččne automat. sekv.ne automat. sekv.1986198625 00025 000
Messing Messing vyvinul M13 vektorvyvinul M13 vektor1980198015 00015 000

SangerSanger dideoxy, dideoxy, GilberGilbertt chem. sekv.chem. sekv.
SangerSanger sekv. phisekv. phi--x174 (5375 bp)x174 (5375 bp)

19771977
19781978

150150
1 5001 500

WuWu sekvenoval 12 bp lambda fsekvenoval 12 bp lambda fáágaga197019701515
HolleyHolley sekv. alanyl tRNA sekv. alanyl tRNA S. cerevS. cerev. . 1965196511

udalosudalosťťrokrokbp/osoba/rokbp/osoba/rok



HGP: cieleHGP: ciele
�� TriangulovaTriangulovaťť gengenóóm pomocou DNA markerovm pomocou DNA markerov
�� IdentifikovaIdentifikovaťť a mapovaa mapovaťť ggéény, urny, urččiiťť ich ich šštrukttruktúúru ru a funkciu v zdrava funkciu v zdravíí aj v patolaj v patolóógiigii
�� IdentifikovaIdentifikovaťť dôledôležžititéé mimogmimogéénovnovéé sekvenciesekvencie
�� UrUrččiiťť úúplnplnúú sekvenciu gensekvenciu genóómu (3,2 Gb)mu (3,2 Gb)
�� VVššetky detky dááta ulota uložžiiťť vo verejne prvo verejne príístupných stupných databdatabáázachzach
�� SekvenovaSekvenovaťť gengenóómy modelových organizmovmy modelových organizmov

(drozofila, my(drozofila, myšš, , C. elegansC. elegans, , A. thalianaA. thaliana a i.)a i.)
�� SkSkúúmamaťť eticketickéé, leg, legáálne a socilne a sociáálne aspektylne aspekty



MetMetóódy mapovaniady mapovania
GenetickGenetickéé mapovaniemapovanie

�� rodokmerodokmeňňovováá analýza (rekombinanalýza (rekombináácia)cia)
�� triangultrianguláácia pomocou markerovcia pomocou markerov

FyzickFyzickéé mapovaniemapovanie
-- nníízke rozlzke rozlíšíšenieenie::
-- hybridizhybridizáácia somat. buniekcia somat. buniek

-- in situ hybridizin situ hybridizáácia (FISH)cia (FISH)
vysokvysokéé rozlrozlíšíšenieenie::

restrikrestrikččnnéé mapovaniemapovanie
STS mapovanieSTS mapovanie
EST mapovanieEST mapovanie
sekvenovaniesekvenovanie



TriangulTrianguláácia cia ľľudskudskéého genho genóómumu

GenetickGenetickéé markery: histmarkery: históóriaria
19001900 krvnkrvnéé skupinyskupiny cca 20cca 20
19601960 sséérovrovéé proteproteííny a izoenzýmyny a izoenzýmy 101022

19801980 DNA RFLPDNA RFLP 101033

19851985 minisatelityminisatelity 101044

19901990 mikrosatelitymikrosatelity 101055

19951995 SNP (single nt polymorphisms)  10SNP (single nt polymorphisms)  1066

d11



Snímek 12

d11 dekanat1; 3.2.2002



TriangulTrianguláácia gencia genóómu: genetickmu: genetickéé mapymapy

19871987 RFLPRFLP 402402 nad 10 cMnad 10 cM
19921992 STRSTR 813813 cca   5 cMcca   5 cM
19961996 STRSTR 52625262 1,6 cM1,6 cM
19971997 integrovanintegrovanáá 68006800 0,7 cM0,7 cM

podrobnejpodrobnejššia triangulia trianguláácia nie je potrebncia nie je potrebnáá
((v sv súúččasnosti cca 2 x 10asnosti cca 2 x 1066 mapovaných SNP)mapovaných SNP)



InternationalInternational HumanHuman GenomeGenome
SequencingSequencing ConsortiumConsortium

Hierarchická metóda 
(clone-by-clone):
•Triangulácia genómu 
pomocou STR markerov
•100 až 200 kb dlhé BAC 
klony, mapovanie týchto 
klonov do STR mapy
•Zostrojiť kontigy
•Štiepiť BACy na náhodné
(„shotgun“) fragmenty
•Sekvenovať fragmenty
•Zoradiť do sekvencie



HGP: hierarchickHGP: hierarchickáá stratstratéégia gia 
sekvenovania sekvenovania ((„„cloneclone--byby--cloneclone““))

�� triangulovatriangulovaťť gengenóóm m pomocou STRpomocou STR
�� zostrojizostrojiťť BACBAC--kniknižžnicenice
�� mapovamapovaťť klony do STR klony do STR mapymapy
�� utvoriutvoriťť BAC kontigyBAC kontigy
�� šštiepitiepiťť BACBAC--y  ny  nááhodne na hodne na sekvenovatesekvenovateľľnnéé fragmenty fragmenty 
�� sekvenovasekvenovaťť fragmentyfragmenty
�� zoradizoradiťť do konedo koneččnej nej sekvencie klonusekvencie klonu
�� zoradizoradiťť sekvencie klonov do sekvencie klonov do definitdefinitíívnej sekvencievnej sekvencie
�� anotovaanotovaťť sekvenciusekvenciu



HGP: Francis Collins a Eric LanderHGP: Francis Collins a Eric Lander





NNáárast rast úúdajov o sekvencii 1996dajov o sekvencii 1996--20012001



Craig J. Venter a Celera GenomicsCraig J. Venter a Celera Genomics



StratStratéégia sekvenovania: Celeragia sekvenovania: Celera
GenomicsGenomics

�� CelogenCelogenóómovmováá shotgunshotgun
stratstratéégia gia sekvenovaniasekvenovania

�� Skombinovanie s Skombinovanie s 
ddáátami tami HGPHGP

�� Utvorenie kniUtvorenie knižžnnííc s c s 
definovanými ddefinovanými dĺžĺžkami kami 
(2,10,50 (2,10,50 kbkb))









HGP v Bielom Dome, jHGP v Bielom Dome, júún 2001n 2001



F. Collins a C. J. Venter 2001F. Collins a C. J. Venter 2001



SekvenovanSekvenovanéé eukaryo geneukaryo genóómymy

151539 11439 1148888--939383832 6542 65420012001H.s. CeleraH.s. Celera
121231 78031 780909084842 693 2 693 20012001H.s. HGPH.s. HGP
161654554597977070343419991999H.s. chr. 22H.s. chr. 22
772252251001007575343420002000H.s. chr. 21H.s. chr. 21

22122125 49825 498100100929211511520002000ArabidopsisArabidopsis
11711713 60113 6019797646411611620002000DrozofilaDrozofila
19719719 09919 0991001009999979719981998C. elegansC. elegans
4834835 8005 8001001009393121219961996S.cerevisiaeS.cerevisiae

g./Mbg./Mbggéényny% eu% eu%%MbMbrokrokorganizmusorganizmus



PrehPrehľľad ad ľľudskudskéého genho genóómu: Celeramu: Celera
�� DDĺžĺžka sekvencieka sekvencie 2,91 Gb2,91 Gb
�� Podiel GC pPodiel GC páárovrov 38 %38 %
�� Podiel repetitivnej DNAPodiel repetitivnej DNA 35 %35 %
�� PoPoččet anotovaných get anotovaných géénovnov 26 38326 383
�� Celkový poCelkový poččet get géénov (odhad)nov (odhad) 39 11439 114
�� PriemernPriemernáá ddĺžĺžka gka géénunu 27 kb27 kb
�� Najviac gNajviac géénov v chromoznov v chromozóómeme 19 (23g./Mb)19 (23g./Mb)
�� Najmenej gNajmenej géénov v chromoznov v chromozóóme me 13 a Y (5/Mb)13 a Y (5/Mb)
�� GGéény tvoriany tvoria 25,525,5--37,8 %37,8 %
�� ExExóóny tvoriany tvoria 1,1 1,1 –– 1,4 %1,4 %
�� Výskyt SNPVýskyt SNP 1 : 1250 bp1 : 1250 bp



NatureNature 431, 931 431, 931 -- 945 (945 (21 October21 October 2004); doi:10.1038/nature030012004); doi:10.1038/nature03001

Finishing the Finishing the euchromaticeuchromatic
sequence of the human genome sequence of the human genome 

INTERNATIONALINTERNATIONAL HUMANHUMAN GENOMEGENOME SEQUENCINGSEQUENCING CONSORTIUMCONSORTIUM

http://http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiensvega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens//
www.ensembl.orgwww.ensembl.org



DokonDokonččenenáá sekvencia (2004): sekvencia (2004): 
zzáákladnkladnéé úúdajedaje

�� pokrýva 2,85 Gb; pokrýva 2,85 Gb; celý gencelý genóóm mm máá 3,08 Gb3,08 Gb
�� pokrýva pokrýva >> 99% euchromat. gen99% euchromat. genóómumu
�� sekvenasekvenaččnnéé chyby zriedkavejchyby zriedkavejššie ako 1 : 100 000, priemernie ako 1 : 100 000, priemernéé pokrytie pokrytie 1111--nnáásobnsobnéé
�� len len <<350 medzier (v350 medzier (vääččššinou heterochrom. inou heterochrom. úúseky a vysoko seky a vysoko repetitrepetitíívne sekvencie)vne sekvencie)
�� 20 000 20 000 –– 25 000 prote25 000 proteííny kny kóódujdujúúcich gcich géénovnov (22 287)(22 287)
�� priemerne 9 gpriemerne 9 géénov na Mb; venov na Mb; veľľkkáá variabilitavariabilita
�� 232 000 ex232 000 exóónov; v priemere 10,4 exnov; v priemere 10,4 exóónu na gnu na géén; n; exexóóny tvoria len ny tvoria len 1,2% d1,2% dĺžĺžky sekvencieky sekvencie
�� identifikovaných identifikovaných cca 20 000 pseudogcca 20 000 pseudogéénovnov, asi ich je viac ako g, asi ich je viac ako géénovnov
�� segmentovsegmentovéé duplikduplikáácie tvoria 5,3% euchromatickej sekvencie cie tvoria 5,3% euchromatickej sekvencie ((„„evolutionary gene nurseriesevolutionary gene nurseries““))
�� ale pozor: anotale pozor: anotáácia sekvencie stcia sekvencie stáále ele eššte nie je dokonte nie je dokonččenenáá!!



Obsah GC párov v ľudskom genóme: 20 Mb okná



Zastúpenie rozličných typov rozptýlených repetícií



Triedy 
rozptýlených 
repetícií



Hustota hlavných tried repetícií ako funkcia obsahu GC párov



PoPoččet get géénov u rozlinov u rozliččných ných 
organizmovorganizmov

�� ČČloveklovek
okolo okolo 2525 000000

�� CaenorhabditisCaenorhabditis eleganselegans
okolo 20 000okolo 20 000

�� DrosophilaDrosophila
melanogastermelanogaster
14 00014 000

�� EE. . colicoli
okolo 6000okolo 6000



Dĺžková distribúcia
(človek, drozofila, C. e.):

exónov:

intrónov: 



ChromozChromozóóm 12: Mb/cMm 12: Mb/cM

Chromozóm 12: Mb / cM



Distribúcia homológov ľudských proteínov



Evolučný vek rozptýlených repetícií v eukaryo-
genómoch



Konzervované
segmenty
ľudského a myšieho 
genómu



SegmentovSegmentovéé duplikduplikáácie v cie v ľľudskom udskom 
gengenóómeme



Pozične 
klonované
gény s 
využitím HGP    
sekvencie



HGP: moHGP: možžnosti vyunosti využžitiaitia
�� EtiolEtiolóógia genetických a ngia genetických a náádorových ochorendorových ochoreníí
�� Diagnostika monogDiagnostika monogéénnych a nnnych a náádorových ochorendorových ochoreníí
�� Diagnostika multifaktoriDiagnostika multifaktoriáálnych ochorenlnych ochoreníí
�� GGéénovnováá terapia (genetických a nterapia (genetických a náádorových ochorendorových ochoreníí))
�� CielenCielenáá lielieččba (ba („„molekulmolekuláárna farmakolrna farmakolóógiagia““))
�� ŠŠttúúdium biologických funkcidium biologických funkciíí na molekulna molekuláárnej rnej úúrovni rovni (diferenci(diferenciáácia, starnutie ...)cia, starnutie ...)
�� EvolEvolúúcia cia ččloveka a pôvod loveka a pôvod ľľudských populudských populááciciíí
�� Nosce te ipsumNosce te ipsum: podstatný krok k poznaniu biol: podstatný krok k poznaniu biolóógie gie nnášášho druhuho druhu
�� PodstatnPodstatnáá ččasasťť prprááce je ece je eššte len pred namite len pred nami


