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Primerjava metod za določanje nukleotidnih zaporedij

Wikipedia: DNA sequencing

Metoda 1. 
generacije

Metode 2. 
generacije

Metode 3. generacije: uporaba nanopor



„Sangerjeva reakcija“ 1. generacija določanja zaporedij („chain terminating“)



The Nobel Prize in Chemistry 1980

Walter Gilbert

Frederick Sanger
"for their contributions concerning the 
determination of base sequences in nucleic acids"

Sanger is responsible for the first complete determination of the sequence of a DNA 
molecule. He has established the sequence of the 5375 building blocks in DNA from a 
bacterial virus called phi‐X174. 

Sequence investigations with the methods of Gilbert and Sanger together with the 
recombinant‐DNA technique make excellent tools for continued investigations of the 
structure and function of the genetic material.



1986
Avtomatizacija določanja nukleotidnih zaporedij in uporaba fluorescentnih barvil
Leroy Hood in Mike Hunkapiller





800 povezanih Compaq Alpha‐based 64‐bit postaj, vsaka 
sposobna več kot 250 bilijonov primerjav zaporedij na 
uro.

300 ABI PRISM® 3700 DNA Analyzers, Applied 
Biosystems



„Pyrosequencing“ 2. generacija določanja zaporedij („by synthesis“)

Gharizedah B et al. (2001) Lab. Investig. 81:673–679

Adenozin 5‘‐fosfofosfat



Margulies M et al. (2005) Nature 437, 376‐380



Tehnologija vzporednega 
določanja zaporedij

• Masovno določanje zaporedij
• Hitro
• Kloniranje ni potrebno
• „Emulsion PCR“
• Cenejše
• Bolj zanesljivo določanje 

zaporedij

Npr. sistem 454 Roche 

Steen JA and Cooper MA (2011) Nature Methods 8,548–549



Branton D et al. (2008) Nat. Biotechnol. 26: 1146 – 1153.

„Nanopore sequencing“ 3. generacija določanja zaporedij



Tehnologija določanja 
zaporedij s pomočjo 
proteinskih nanopor

• Masovno določanje zaporedij
• Hitro
• Kloniranje in PCR ni potrebno
• Določitev veliko daljših zaporedij, 

npr. kbp

Npr. Oxford Nanopore Technologies



Število baznih 
parov  106

Število 
genov

Določen

Bakteriofag X174 0.005 10 1977
Mycoplasma genitalium 0.58 483 1995
Hemophilus influenzae 1.83  1738 1995
M. tuberculosis 4.41 3959 1998
Escherichia coli 4.6 4377 1997
Saccharomyces cerevisiae 12.00 5885 1996
Caenorhabditis elegans 95.50 19.820 1998
Drosophila melanogaster 180.00 13.601 2000
Arabidopsis thaliana 117.00 25.498 2000
Človek 3300.00  34.000 2001
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NUKLEOTIDNE PODATKOVNE ZBIRKE

Dnevna izmenjava zaporedij!

DDBJ DNA Data Bank of Japan
Zaporedja javno dostopnih virov in večjih genomskih projektov

EMBL
Podatkovna zbirka EBI. Vsebuje direktno vpisana zaporedja, rezultate 
določevanj zaporedij genomov, zaporedja iz literature in patentov.
Iskanje in primerjave zaporedij preko vmesnikov

GenBank
Zaporedja javno dostopnih virov in večjih genomskih projektov. 
Dnevna izmenjava podatkov z DDBJ in EMBL.
Razdeljena na posamezne odseke (nivo organizmov, EST, PAT,  STS, GSS, 
HTG).
157.943.793.171 baz v 171.123.749 zaporedjih (14. 2. 2014)
iz več kot 165 000 organizmov
Dostop preko Entreza (Medline ali BLAST)
dbEST podatkovna zbirka oznak izraženih zaporedij

Ostale specializirane podatkovne zbirke
GSDB (The Genome Sequence DataBase), SGD (Saccharomyces Genome Database), UniGene, 
TDB (TIGR podatkovna zbirka), ACeDB (A C. elegans DataBase)



Iskanje preko Entrez Nucleotide
CoreNucleotide (the main collection)‐ osnovna zbirka
dbEST (Expressed Sequence Tags)‐ zbirka izraženih oznak zaporedij
dbGSS (Genome Survey Sequences)‐ neanotirana zaporedja („single‐read“)

Benson DA et al. (2013) Nucl. Acids Res. 41: D36‐D42



cDNA knjižnica kot 
osnova

•Iskanje novih genov
•Pomoč pri določanju 
genov v genomih
•Kvantifikacija izražanja 
genov
•Primerjava med 
celicami/tkivi

Z modernimi metodami 
določanja zaporedij ni 
več aktualno‐
RNASeq

EST kloni



EST kloni kot pomoč pri 
določanju genov

TIGR
The Institute for Genomic 
Research
http://www.tigr.org/

Tudi ostali:
Merck/IMAGE, Incyte....

dbEST

dbEST (Nature Genetics 4:332‐3;1993) is a division of
GenBank that contains sequence data and other
information on "single‐pass" cDNA sequences, or
"Expressed Sequence Tags", from a number of organisms.
A brief account of the history of human ESTs in GenBank is
available (Trends Biochem. Sci. 20:295‐6;1995). Also, consult
the special "Genome Directory" issue of Nature (vol. 377,
issue 6547S, 28 September 1995).

Adams MD et al. Complementary DNA sequencing: expressed sequence tags and human 
genome project. Science. 1991 21;252(5013):1651‐6.









>gi|44841420|gb|CK824495.1|CK824495 ig26h09.y5 Human Fetal Pancreas 1B Homo 
sapiens cDNA clone IMAGE: 5', mRNA sequence 
TTTTTTTTTTTCTTAATCCAGTCTATCAATAGACTTTATTTTAAAGCAGTTGTTGGTTCACAGAAAAACT 
GAGCAGAAGGTGCAGAGATATCCCAGAGGACCCCAACCCCCTGGGCCATGGACCAGTACCAGCTGGTGGC 
CTGTTAGAAATTGGGCCACACAGTGGGCGAGTTAGCATTACCAACTGAGCCCCGCCTTCTGTCAGATCAG 
TGGTGGCATTAGATTCTCATAGGAGTGCGAATCCTATTGTTAACTGTGCATGCAAGAGATCTAGGTTGCA 
TGTTCCTTATGAGAACCTAGCTAATGCTTTTTGATCTGAGGTGGAACAGTTTCACAGTTTCATCCCCAAA 
TCATATCCACATTCCAACCACTATCTGTGGAAAAATTGTCTTCCATAAAACTGGTCCCTGGTGCCAAAAA 
GGTTGGGGACTGCTGCCAGATACACTTGGCTCCCACACATGTGTAGCCTCCCCCATTAGCAACATCTCCC 
ACCAGAGTGGTACATTTGCTATAATTTATGTACTTACATTGGCACATCATTATCACCCAAAGTCCATAGT 
TTACATTAAGTCTCACTCTTGGTGTTGTACATTC



UCSC Genome browser
http://genome.ucsc.edu/goldenPath/aug2001Tracks.html



International Human Genome Sequencing Consortium
(2001) Initial sequencing and analysis of the human genome. 
Nature 409, 860‐921 



• International Human Genome Sequencing Consortium (2001) Initial sequencing and analysis of the human genome. Nature 409, 860‐921 
• J. Craig Venter et al. (2001) The Sequence of the Human Genome. Science, 1304‐1135
Prve verziji človeškega genoma.

• The Human Genome 10th Anniversary: http://www.sciencemag.org/site/extra/genomeanniversary/
Tematska številka ob 10. obletnici objave človeškega genoma.

• The 1000 Genomes Project Consortium (2012) An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. Nature 491, 56‐65 
By characterizing the geographic and functional spectrum of human genetic variation, the 1000 Genomes Project aims to build a resource to help to 
understand the genetic contribution to disease. Here we describe the genomes of 1,092 individuals from 14 populations, constructed using a combination 
of low‐coverage whole‐genome and exome sequencing. By developing methods to integrate information across several algorithms and diverse data 
sources, we provide a validated haplotype map of 38 million single nucleotide polymorphisms, 1.4 million short insertions and deletions, and more than 
14,000 larger deletions. We show that individuals from different populations carry different profiles of rare and common variants, and that low‐frequency 
variants show substantial geographic differentiation, which is further increased by the action of purifying selection. We show that evolutionary 
conservation and coding consequence are key determinants of the strength of purifying selection, that rare‐variant load varies substantially across 
biological pathways, and that each individual contains hundreds of rare non‐coding variants at conserved sites, such as motif‐disrupting changes in 
transcription‐factor‐binding sites. This resource, which captures up to 98 % of accessible single nucleotide polymorphisms at a frequency of 1 % in related 
populations, enables analysis of common and low‐frequency variants in individuals from diverse, including admixed, populations.
• The ENCODE Project Consortium (2012) An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome. Nature 489, 57–74
The human genome encodes the blueprint of life, but the function of the vast majority of its nearly three billion bases is unknown. The Encyclopedia of 
DNA Elements (ENCODE) project has systematically mapped regions of transcription, transcription factor association, chromatin structure and histone 
modification. These data enabled us to assign biochemical functions for 80% of the genome, in particular outside of the well‐studied protein‐coding 
regions. Many discovered candidate regulatory elements are physically associated with one another and with expressed genes, providing new insights into 
the mechanisms of gene regulation. The newly identified elements also show a statistical correspondence to sequence variants linked to human disease, 
and can thereby guide interpretation of this variation. Overall, the project provides new insights into the organization and regulation of our genes and 
genome, and is an expansive resource of functional annotations for biomedical research.

Francis CollinsCraig Venter



Vir: http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202
Odčitek (“read“)‐ eno prebrano zaporedje

Prekrito zaporedje (“contig“)‐ prebrana 
zaporedja, ki se prekrivajo brez vrzeli in 
imajo visoko zanesljivost določitve.

Ogrodje (“scaffold“)‐ del genoma 
rekonstruiran iz odčitkov.  Vsebuje 
prekrita zaporedja in vrzeli. Navadno se 
uporablja parne odčitke (“pair‐end 
reads“)



Vir: Wikipedia



Vir: http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202

Ponovitve zaporedij v genomu:
• transpozoni
• enostavne ponovitve, npr. 3‐100, zaporedja nukleotidov (mikrosateliti). 2‐6 nukleotidov, 

npr. (CA)n
• večje ponovitve (10‐300 kb)



20.687 genov, ki kodirajo proteine 

Vir: Wikipedia

Funkcijska delitev človeških genov. Največje družine: vezavni proteini za nukleinske kisline 
transkripcijski faktorji, encimi, transporterji, receptorji...



The NCBI Short Genetic Variations (SNV) database, also known 
as dbSNP, catalogs short variations in
nucleotide sequences from a wide range of organisms. These 
variations include single nucleotide variations, short 
nucleotide insertions and deletions, short tandem repeats 
and microsatellites. 
Some of these rare human entries
have additional information associated with them, including 
disease associations, genotype information
and allele origin, as some variations are somatic rather than 
germline events.

The 1000 Genomes Project Consortium (2012) An integrated map of 
genetic variation from 1,092 human genomes. Nature 491, 56‐65 
...By developing methods to integrate information across several 
algorithms and diverse data sources, we provide a validated 
haplotype map of 38 million single nucleotide polymorphisms, 
1.4 million short insertions and deletions, and more than 14,000 
larger deletions. ...



Genomski brskalnik‐ Ensembl
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens


