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Prehistória: Prehistória: WatsonWatson a a CrickCrick 19531953

A uvedom si, Jimmy, že 
nám na to stačila 
pájkovačka a kus drôtu!
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A STRUCTURE FOR A STRUCTURE FOR 
DEOXYRIBOSE NUCLEIC DEOXYRIBOSE NUCLEIC ACIDACID

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

NatureNature, , AprilApril 25, 195325, 1953

„„ItIt has has notnot escapedescaped ourour noticenotice thatthat
thethe specificspecific pairingpairing wewe havehave

postulatedpostulated immediatelyimmediately suggestssuggests
a a possiblepossible copyingcopying mechanismmechanism forfor

thethe geneticgenetic materialmaterial““
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Genetika človeka v r. 1953Genetika človeka v r. 1953

hodnotenie rodokmeňovhodnotenie rodokmeňov
štúdium dvojčiatštúdium dvojčiat
cca 50 cca 50 monogénnychmonogénnych ochoreníochorení
5 5 monogénnychmonogénnych znakov (ABO, znakov (ABO, RhRh...)...)
48 chromozómov48 chromozómov
5 miliónov génov5 miliónov génov
žiadna DNA (podľa učebníc)žiadna DNA (podľa učebníc)
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6060--tete roky: roky: cytogenetikacytogenetika človekačloveka

1956: 46 chromozómov1956: 46 chromozómov
1959: chromozómové 1959: chromozómové 
aberácie a chorobyaberácie a choroby
1960: nomenklatúra a 1960: nomenklatúra a 
metodikametodika
chromozómy a nádorychromozómy a nádory
chromozómy: „orgán“ chromozómy: „orgán“ 
lekárskej genetikylekárskej genetiky
ľudských génov jeden  ľudských génov jeden  
milión, o DNA stále ani milión, o DNA stále ani 
zmienka...zmienka...
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7070--te roky: žeby DNA?te roky: žeby DNA?
polymorfizmypolymorfizmy (sérové skupiny, (sérové skupiny, izoenzýmyizoenzýmy...)...)
väzba a väzba a chromchrom. lokalizácia. lokalizácia
bunkové hybridybunkové hybridy
biochemická genetikabiochemická genetika

Ale už aj: Ale už aj: 
prvé RFLPprvé RFLP v ľudskej DNA (1978)v ľudskej DNA (1978)
DNA diagnostikaDNA diagnostika chorôb (1979)chorôb (1979)
100 000 génov100 000 génov
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HHumanuman GGenomeenome PProject: históriaroject: história
1986: 1986: SantaSanta FeFe -- DoEDoE IntlIntl. . MeetingMeeting
JamesJames WatsonWatson: „vystúpiť na cestu od dvojitej : „vystúpiť na cestu od dvojitej 
závitnice k 3 miliardám schodov ľudského závitnice k 3 miliardám schodov ľudského 
genómugenómu““
1988: Kongres USA schválil 15 ročný projekt 1988: Kongres USA schválil 15 ročný projekt 
a dotáciu 3 a dotáciu 3 mldmld USDUSD

1990: začiatok projektu1990: začiatok projektu
2005: predpokladané ukončenie2005: predpokladané ukončenie

Koordinácia:Koordinácia:
1988: 1988: HUGOHUGO ((HumanHuman GenomeGenome OrganizationOrganization))

HUGO HUGO EuropeEurope –– AmericasAmericas -- PacificPacific
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HGP: rozsahHGP: rozsah

3 200 x 103 200 x 1066 bpbp (dĺžka Dunaja v mm !)(dĺžka Dunaja v mm !)
dovtedy najdlhší dovtedy najdlhší sekvenovanýsekvenovaný úsek: ľudská úsek: ľudská 
mtDNAmtDNA (16 500 (16 500 bpbp, 1981), 1981)
vtedajšia rýchlosť: 100 vtedajšia rýchlosť: 100 bpbp / osoba / deň/ osoba / deň
cena: 5 cena: 5 -- 10 USD/10 USD/bpbp

Oficiálny začiatok HGP: 1990Oficiálny začiatok HGP: 1990
20 pracovísk zo 6 štátov20 pracovísk zo 6 štátov
3 3 mldmld USD USD 
cca 15 rokov práce (t.j. do r. 2005)cca 15 rokov práce (t.j. do r. 2005)
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História História sekvenovaniasekvenovania DNADNA
bpbp/osoba/rok/osoba/rok rokrok udalosťudalosť

11 19651965 HolleyHolley sekvsekv. . alanylalanyl tRNAtRNA S. S. cerevcerev. . 
1515 19701970 WuWu sekvenovalsekvenoval 12 12 bpbp lambdalambda fágafága

150150
1 5001 500

19771977
19781978

SangerSanger dideoxydideoxy, , GilberGilbertt chemchem. . sekvsekv..
SangerSanger sekvsekv. phi. phi--x174 (5375 x174 (5375 bpbp))

15 00015 000 19801980 MessingMessing vyvinul M13 vektorvyvinul M13 vektor
25 00025 000 19861986 HoodHood –– čiastočne automat. čiastočne automat. sekvsekv..

1,000 0001,000 000 19951995 VenterVenter –– autom. autom. fluorescfluoresc. . sekvsekv..
150, 000 150, 000 000000 19991999 PerkinPerkin--ElmerElmer 96 kapilárny 96 kapilárny sekvsekv..

?  000, 000 ?  000, 000 000000 dnesdnes každý kto má vybaveniekaždý kto má vybavenie
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HGP: cieleHGP: ciele

TriangulovaťTriangulovať genómgenóm pomocou DNA pomocou DNA markerovmarkerov
Identifikovať a mapovať gény, určiť ich štruktúru Identifikovať a mapovať gény, určiť ich štruktúru 
a funkciu v zdraví aj v patológiia funkciu v zdraví aj v patológii
Identifikovať dôležité Identifikovať dôležité mimogénovémimogénové sekvenciesekvencie
Určiť úplnú sekvenciu Určiť úplnú sekvenciu genómugenómu (3,2 (3,2 GbGb))
Všetky dáta uložiť vo verejne prístupných Všetky dáta uložiť vo verejne prístupných 
databázachdatabázach
SekvenovaťSekvenovať genómygenómy modelových organizmovmodelových organizmov
((drozofiladrozofila, myš, , myš, C. C. eleganselegans, , A. A. thalianathaliana a i.)a i.)
Skúmať etické, legálne a sociálne aspektySkúmať etické, legálne a sociálne aspekty
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Metódy mapovaniaMetódy mapovania

Genetické mapovanieGenetické mapovanie
rodokmeňovárodokmeňová analýza (analýza (rekombináciarekombinácia))
triangulácia pomocou triangulácia pomocou markerovmarkerov

Fyzické mapovanieFyzické mapovanie
-- nízke rozlíšenienízke rozlíšenie::
-- hybridizácia hybridizácia somatsomat. buniek. buniek

-- in situ hybridizácia (FISH)in situ hybridizácia (FISH)
vysoké rozlíšenievysoké rozlíšenie::

restrikčnérestrikčné mapovaniemapovanie
STS mapovanieSTS mapovanie
EST mapovanieEST mapovanie
sekvenovaniesekvenovanie
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Triangulácia ľudského Triangulácia ľudského genómugenómu

Genetické Genetické markerymarkery: história: história
19001900 krvné skupinykrvné skupiny cca 20cca 20
19601960 sérové proteíny a sérové proteíny a izoenzýmyizoenzýmy 101022

19801980 DNA RFLPDNA RFLP 101033

19851985 minisatelityminisatelity 101044

19901990 mikrosatelitymikrosatelity 101055

19951995 SNP (single SNP (single ntnt polymorphismspolymorphisms)  10)  1066
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Triangulácia Triangulácia genómugenómu: genetické mapy: genetické mapy

19871987 RFLPRFLP 402402 nad 10 nad 10 cMcM
19921992 STRSTR 813813 cca   5 cca   5 cMcM
19961996 STRSTR 52625262 1,6 1,6 cMcM
19971997 integrovaná 6800integrovaná 6800 0,7 0,7 cMcM

podrobnejšia triangulácia nie je potrebnápodrobnejšia triangulácia nie je potrebná
((v súčasnosti cca 2 x 10v súčasnosti cca 2 x 1066 mapovaných SNP)mapovaných SNP)
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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
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HGP: hierarchická stratégia HGP: hierarchická stratégia 
sekvenovaniasekvenovania („(„cloneclone--byby--cloneclone“)“)

triangulovaťtriangulovať genómgenóm
pomocou STRpomocou STR
zostrojiť zostrojiť BACBAC--knižniceknižnice
mapovať klony do STR mapovať klony do STR 
mapymapy
utvoriť  BAC utvoriť  BAC kontigykontigy
štiepiť štiepiť BACBAC--yy náhodne na náhodne na 
sekvenovateľnésekvenovateľné fragmenty fragmenty 
sekvenovaťsekvenovať fragmentyfragmenty
zoradiť do konečnej zoradiť do konečnej 
sekvencie klonusekvencie klonu
zoradiť sekvencie klonov do zoradiť sekvencie klonov do 
definitívnej sekvenciedefinitívnej sekvencie
anotovaťanotovať sekvenciusekvenciu
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HGP: HGP: FrancisFrancis CollinsCollins a a EricEric LanderLander
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Nárast údajov o sekvencii 1996Nárast údajov o sekvencii 1996--20012001
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CraigCraig J. J. VenterVenter a a CeleraCelera GenomicsGenomics
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Stratégia Stratégia sekvenovaniasekvenovania: : CeleraCelera
GenomicsGenomics

CelogenómováCelogenómová shotgunshotgun
stratégia stratégia sekvenovaniasekvenovania
Skombinovanie s Skombinovanie s 
dátami  HGPdátami  HGP
Utvorenie knižníc s Utvorenie knižníc s 
definovanými dĺžkami definovanými dĺžkami 
(2,10,50 (2,10,50 kbkb))
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HGP v Bielom Dome, jún 2001HGP v Bielom Dome, jún 2001
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F. F. CollinsCollins a C. J. a C. J. VenterVenter 20012001
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SekvenovanéSekvenované eukaryoeukaryo genómygenómy

organizmusorganizmus rokrok MbMb %% % % eueu génygény g./Mbg./Mb
S.cerevisiaeS.cerevisiae 19961996 1212 9393 100100 5 8005 800 483483
C. C. eleganselegans 19981998 9797 9999 100100 19 09919 099 197197
DrozofilaDrozofila 20002000 116116 6464 9797 13 60113 601 117117
ArabidopsisArabidopsis 20002000 115115 9292 100100 25 49825 498 221221
H.sH.s. . chrchr. 21. 21 20002000 3434 7575 100100 225225 77
H.sH.s. . chrchr. 22. 22 19991999 3434 7070 9797 545545 1616
H.sH.s. HGP. HGP 20012001 2 693 2 693 8484 9090 31 78031 780 1212
H.sH.s. . CeleraCelera 20012001 2 6542 654 8383 8888--9393 39 11439 114 1515
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Prehľad ľudského Prehľad ľudského genómugenómu: : CeleraCelera

Dĺžka sekvencieDĺžka sekvencie 2,91 2,91 GbGb
Podiel GC párovPodiel GC párov 38 %38 %
Podiel Podiel repetitivnejrepetitivnej DNADNA 35 %35 %
Počet anotovaných génovPočet anotovaných génov 26 38326 383
Celkový počet génov (odhad)Celkový počet génov (odhad) 39 11439 114
Priemerná dĺžka génuPriemerná dĺžka génu 27 27 kbkb
Najviac génov v chromozómeNajviac génov v chromozóme 19 (23g./Mb)19 (23g./Mb)
Najmenej génov v chromozóme Najmenej génov v chromozóme 13 a Y (5/Mb)13 a Y (5/Mb)
Gény tvoriaGény tvoria 25,525,5--37,8 %37,8 %
ExónyExóny tvoriatvoria 1,1 1,1 –– 1,4 %1,4 %
Výskyt SNPVýskyt SNP 1 : 1250 1 : 1250 bpbp
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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

http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/
http://www.ensembl.org/
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Dokončená sekvencia (2004): Dokončená sekvencia (2004): 
základné údajezákladné údaje

pokrýva 2,85 pokrýva 2,85 GbGb; ; celý celý genómgenóm má 3,08 má 3,08 GbGb
pokrýva pokrýva >> 99% 99% euchromateuchromat. . gengenóómumu
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 inou heterochromheterochrom. . úúseky a vysoko seky a vysoko 
repetitrepetitíívnevne sekvencie)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
232 000 232 000 exexóónovnov; v priemere 10,4 ; v priemere 10,4 exexóónunu na gna géén; n; exexóónyny tvoria len tvoria len 
1,2% d1,2% dĺžĺžky sekvencieky sekvencie
identifikovaných identifikovaných cca 20 000 cca 20 000 pseudogpseudogéénovnov, asi ich je viac ako g, asi ich je viac ako géénovnov
segmentovsegmentovéé duplikduplikáácie tvoria 5,3% cie tvoria 5,3% euchromatickejeuchromatickej sekvencie sekvencie 
((„„evolutionaryevolutionary genegene nurseriesnurseries““))
ale pozor: anotale pozor: anotáácia sekvencie stcia sekvencie stáále ele eššte nie je dokonte nie je dokonččenenáá!!
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Obsah GC párov v ľudskom genóme: 20 Mb okná
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Zastúpenie rozličných typov rozptýlených repetícií
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Triedy 
rozptýlených 
repetícií
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Hustota hlavných tried repetícií ako funkcia obsahu GC párov
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Počet génov u rozličných Počet génov u rozličných 
organizmovorganizmov

ČČloveklovek
okolo 25 000okolo 25 000
CaenorhabditisCaenorhabditis eleganselegans
okolo 20 000okolo 20 000
DrosophilaDrosophila
melanogastermelanogaster
14 00014 000
E. E. colicoli
okolo 6000okolo 6000
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Dĺžková distribúcia
(človek, drozofila, C. e.):

exónov:

intrónov: 
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Chromozóm 12: Mb/Chromozóm 12: Mb/cMcM

Chromozóm 12: Mb / cM
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Distribúcia homológov ľudských proteínov
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Evolučný vek rozptýlených repetícií v eukaryo-
genómoch
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Konzervované 
segmenty
ľudského a myšieho 
genómu
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Segmentové duplikácie v ľudskom Segmentové duplikácie v ľudskom 
genómegenóme



41

Pozične 
klonované 
gény s 
využitím HGP    
sekvencie
(kandidátne 
gény)
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HGP: možnosti využitiaHGP: možnosti využitia

Etiológia genetických a nádorových ochoreníEtiológia genetických a nádorových ochorení
Diagnostika Diagnostika monogénnychmonogénnych a nádorových ochorenía nádorových ochorení
Diagnostika Diagnostika multifaktoriálnychmultifaktoriálnych ochoreníochorení
Génová terapia (genetických a nádorových ochorení)Génová terapia (genetických a nádorových ochorení)
Cielená liečba („molekulárna farmakológia“)Cielená liečba („molekulárna farmakológia“)
Štúdium biologických funkcií na molekulárnej úrovni Štúdium biologických funkcií na molekulárnej úrovni 
(diferenciácia, starnutie ...)(diferenciácia, starnutie ...)
Evolúcia človeka a pôvod ľudských populáciíEvolúcia človeka a pôvod ľudských populácií
NosceNosce tete ipsumipsum: podstatný krok k poznaniu biológie : podstatný krok k poznaniu biológie 
nášho druhunášho druhu
Podstatná časť práce je ešte len pred namiPodstatná časť práce je ešte len pred nami
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