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1. Sanger első módszere (+/-
módszer?) (rNTP beépítés és 
kémiai/enzimes degradáció) 1974:
• Enzimes degradáció, 
papírkromatográfia majd 
elektroforézis merőlegesen 
jellegzetes mintázat, amiből a 
szekvencia körülményesen, de 
kikövetkeztethető (ujjlenyomat).



2. Maxam-Gilbert módszer (részleges 
kémiai degradáció) 1977.

• Különbségtétel a két-két bázis között:

-Metilezés dimetil szulfáttal - G 5x 
gyorsabban metileződik, mint A); Instabil 
glikozidkötés miatt a nukleobázis
melegítésre lehasad semleges pH-n
(0.5M HCl, 0°C szinte csak A 
depurinálódik.)

-Reakció hidrazinnal (C, T is reagál, de 
2M NaCl-ban csak a C!); Nukleobázis
elimináció + hidrazon képződés a 
cukorból.

-lúgos hidrolízis (0.1M NaOH v. 0.5M 

piperidin elhasítja a láncot a hiányzó

nukleobázisnál.
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3. Sanger módszer (terminációs
módszer) 1977.
Eredeti változat, radioaktív jelölés

Frederick Sanger
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A 1                5                  9  10      12               17

T 2                6                       11                     16

G 4                 8                       13      15

C 3                7                                 14           18
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Hogyan határozzuk meg a DNS szekvenciát ? 
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A DNS fragmensek egy nukleotidban
különböznek, s elválaszthatóak gél 
elektroforézissel:

De, e csíkok alapján nem azonosíthatóak a 
terminális nukleotidok.
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Hogyan határozzuk meg a DNS szekvenciát ? 



PRINCIPLES OF
DNA SEQUENCING
BY THE DIDEOXY
CHAIN TERMINATION
METHOD OF 
SANGER ET AL.
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Szekvenálás radioaktívan-jelölt ddNTP-kkel



DNS szekvenDNS szekvenáállááss



Ugyanaz a módszer, de a primer végén fluoreszcens festék a P32 helyett.
Elvileg egy festékkel nem sok különbség. De négy különböző festékkel már igen!
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Modern DNS szekvenálás

Sanger módszer (terminációs
módszer) 1987. Prober és mtsai
harmadik változat, fluoreszcens 
didezoxi festékek



Modern DNS szekvenálás

Sanger módszer (terminációs
módszer) 1987. Prober és mtsai
harmadik változat, fluoreszcens 
didezoxi festékek



AUTOMATED DNA SEQUENCING



AUTOMATED DNA SEQUENCING
Using fluorescent terminators or  primers

(ABI, Pharmacia ALF express, Li-Cor



Hátrány: hibridizációs különbségek és ismétlődések gondjai!

DNS szekvenálás DNS chipekkel

DNS szekvenálás DNS chipekkel



Piroszekvenálás (pirofoszfátképződés mérése)

Pyrosequencing is a nonfluorescence technique that measures the release of 
inorganic pyrophosphate, which is proportionally converted into visible light by a 
series of enzymatic reactions (Ronaghi et al. 1996, 1998). Unlike other 
sequencing approaches that use 3’-modified dNTPs to terminate DNA
synthesis, the pyrosequencing assay manipulates DNA polymerase by single 
addition of dNTPs in limiting amounts. Upon addition of the complementary 
dNTP, DNA polymerase extends the primer and pauses when it encounters a 
noncomplementary base. DNA synthesis is reinitiated following the addition of 
the next complementary dNTP in the dispensing cycle. The light generated by 
the enzymatic cascade is recorded as a series of peaks called a pyrogram, 
which corresponds to the order of complementary dNTPs incorporated and 
reveals the underlying DNA sequence. 

The 454 Corporation has recently introduced a whole genome sequencing 
strategy by integrating pyrosequencing with their PicoTiterPlate (PTP) platform, 
which has been shown to amplify and image approximately 300,000 PCR 
templates captured on Sepharose beads (Leamon et al. 2003).
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Piroszekvenálás (pirofoszfátképződés mérése)

Schematic representation of the progress of the enzyme reaction in solid-phase 
pyrosequencing. The four different nucleotides are added stepwise to the 
immobilized primed DNA template and the incorporation event is followed using 
the enzyme ATP sulfurylase and luciferase. After each nucleotide addition, a 
washing step is performed to allow iterative addition.
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Pyrogram of the raw data obtained from liquid-phase pyrosequencing. 
Proportional signals are obtained for one, two, three, and four base 
incorporations. Nucleotide addition, according to the order of nucleotides, is 
indicated below the pyrogram and the obtained sequence is indicated above 
the pyrogram.





Workflow

The GS Junior System offers an end-to-end sequencing solution from sample
preparation and sequence generation through data analysis. Robust protocols
with minimal handling steps make the workflow ideally suited for individual
labs. Produce libraries in less then half a day with easy-to-follow sample
preparation protocols. Use only general laboratory equipment without the need 

to purchase tons of additional supplies. Perform overnight sequencing and 
data processing with a quick 10-hour instrument run time. Go from 
sequence data to publishable result with straightforward tools for de novo 
assembly, mapping and amplicon variant analysis. 

How It Works? 

1. Sample Input and Fragmentation
The GS Junior System supports the sequencing of samples from a wide variety
of starting materials including genomic DNA, PCR products, BACs, and cDNA.
Samples such as genomic DNA and BACs are randomly fragmented into small,
300- to 800-basepair pieces. For smaller samples, such as small non-coding
RNA or PCR amplicons, fragmentation is not required. Instead, PCR products
amplified using Genome Sequencer fusion primers may be immobilized onto
DNA capture beads and clonally amplified as shown below under "One
Fragment = One Bead".



2. Library Preparation
Using a series of standard molecular biology techniques, short DNA adaptors
are added to each library fragment. These adaptors are then used in
subsequent quantification, amplification, and sequencing steps.

3. One Fragment = One Bead
The single-stranded DNA library is immobilized onto specifically designed DNA
Capture Beads. Each bead carries a unique single-stranded DNA library
fragment. The bead-bound library is emulsified with amplification reagents in a
water-in-oil mixture resulting in microreactors containing just one bead with
one unique sample-library fragment.

4. emPCR (Emulsion PCR) Amplification
Each unique sample library fragment is clonally amplified within its own
microreactor, excluding competing or contaminating sequences. Amplification
of the entire fragment collection is carried out in parallel; for each fragment, this
produces several million copies of the original fragment per bead.
Subsequently, the emulsions are broken to facilitate collection of the amplified
fragments bound to their specific beads.



5. One Bead = One Read
The clonally amplified fragments are enriched and loaded onto a PicoTiterPlate
device for sequencing. The diameter of the PicoTiterPlate wells allows for only
one bead per well. After addition of sequencing enzymes and reagents, the
fluidics subsystem of the Genome Sequencer System serially flows nucleotides
in a fixed order (i.e. first T, then A, and so on) across the hundreds of
thousands of wells containing one bead each. Addition of one (or more)
nucleotide(s) complementary to the template strand results in a
chemiluminescent signal recorded by the CCD camera of the Genome
Sequencer System. The intensity of the resulting signal is proportional to the
number of bases incorporated.

6. Data Analysis
The combination of signal intensity and positional information generated across
the PicoTiterPlate device allows the software to determine the sequence of
100,000 individual reads per 10-hour instrument run simultaneously. For
sequencing data analysis, three different bioinformatics tools are supplied that
readily support the following applications: de novo genome assembly up to 3
Gb; resequencing/mapping genomes of any size; and amplicon variant
detection by comparison with a known reference sequence.





TOTAL GENOME SEQUENCING PROJECTS

Haemophilus influenzae

TIGR  (1995)

28,984 sequencing reactions

84% success

Ave. read length 485 bp

Genome size       1.8301 Mb

Predicted ORFs 1743

Unassigned         42%

No. of authors      39

































There is an enormous amount of information here. 





A

Francesco Muntoni, Silvia Torelli, and Alessandra Ferlini, Lancet Neurol., 2003, 2, 731-740.



6. Feladat: 

A Duchenne-féle izomsorvadásos betegségért felelős DMD gén az 
X-kromoszóma 21-es lókuszán található. A betegség általában egy-

egy kódoló régió hiányának köszönhető, aminek következtében a 

gén által kódolt disztrofin fehérje nem termelődik, ezért az 

izomsejtek fokozatosan elhalnak.  A humán genom projektnek 

köszönhetően a gén teljes szekvenciája ismert. Szeretnénk 
kideríteni, hogy a gén 1. exonja (szekvencia a következő oldalon) 

megvan-e a páciens DNS-ében? Ehhez szükség lenne az 1. exon

szekvenciájából egy olyan 30 bázispárból álló részletre, mely egyedi 

a humán genomban. Ez annyit jelent, hogy a humán genomban a 

leghosszabb nemspecifikus kötődés(ek)re jellemző olvadáspont(ok) 

legalább 15°C-kal legyen(ek) kisebb(ek) mint a 30 bázispáros 
marker olvadáspontja. 

Keressen egy ilyen markert és szekvenciáját, valamint jellemzését 

küldje el e-mailben a gyurcsik@chem.u-szeged.hu címre! A file 
neve a monogramja és egy utána írt 6.doc legyen. 



TCCTGGCATCAGTTACTGTGTTGACTCACTCAGTGTTGGGATCACTCAC

TTTCCCCCTACAGGACTCAGATCTGGGAGGCAATTACCTTCGGAGAAAA

ACGAATAGGAAAAACTGAAGTGTTACTTTTTTTAAAGCTGCTGAAGTTT

GTTGGTTTCTCATTGTTTTTAAGCCTACTGGAGCAATAAAGTTTGAAGA

ACTTTTACCAGGTTTTTTTTATCGCTGCCTTGATATACACTTTTCAAAA

TGCTTTGGTGGGAAGAAGTAGAGGACTGTT

A DMD gén 1. exonjának DNS szekvenciája.














