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• 1η γενιά ανάλυσης νουκλεοτιδικής αλληλουχίας  (1967) :  

     - κατά Sanger 

     - αποτιμήθηκε ως η πιο ολοκληρωμένη μέθοδος αλληλούχισης 

     - σαφώς καθορισμένη χημεία, υψηλής ακρίβειας 

     - αποκωδικοποίηση του ανθρωπίνου γονιδιώματος (10ετία / ~70 x 106$) 

• 2η γενιά ανάλυσης νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (2005):  

     - χρόνος αλληλούχισης ενός μικρού γονιδιώματος 1 ημέρα 

     - >5 ανθρώπινα γονιδιώματα μπορούν να αναλυθούν σε ένα run 

     - κόστος < $ 5000 / γονιδίωμα 

• 3η γενιά ανάλυσης νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (2011):  

    - αλληλούχιση ολόκληρου-μεταγραφήματος  

    - χωρίς ανάγκη συναρμολόγησης 

Ανάλυση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας  



2x coverage 
LOD 10-20% 
Υψηλή ανάλυση → αύξηση κόστους 
 
 

Sanger Sequencing (~115kb/ημέρα, αδυναμία φάσης των ετεροζυγωτικών αλληλουχιών,   
περιορισμένα μήκη ανάγνωσης / 500 bp - 1 kb) 

NGS (~80Μb/run, μήκη ανάγνωσης 150-700 bp) 

20 – 10.000x coverage 
Massively parallel 
1 run= “Millions Sanger αντιδράσεις” 
LOD < 5% 

Sanger Sequencing vs NGS 



 30x: WGS variant discovery 

200x: exome sequencing 

1000 Χ: σωματικές μεταλλάξεις 
χαμηλής συχνότητας σε μικτούς 
πληθυσμούς (cancer) 

Ευελιξία στο επίπεδο ανάλυσης-Επιλογή βάθους αλληλούχισης 



 2rd Generation / Deep / Next Generation Sequencing-NGS (150-700bp)  
 
o   Roche/454 GS FLX Titanium/Junior (2005) 
o   SOLiD (Applied Biosystems, ABI) (2007) 
o   Miseq, HiSeq, NextSeq Illumina/Solexa (2011) 
o   PGM, S5 Ion Torrent (Life Technologies) (2015)  

 
 
 
 
 3rd Generation / Next-Next Generation Sequencing (>10 Κbp)  
 
o  Heliscope / Helicos (2010)  
o  Pacific Biosciences (SMRT) (2011) 
o  MinION (Oxford Nanopore) (2014) 

    High-Throughput DNA Sequencing, HTS 

προϋποθέτουν PCR ενίσχυση  

η αλληλούχιση γίνεται άμεσα 

εμπορικά διαθέσιμες /  
κλινικές εφαρμογές 



κλωνική ενίσχυση 
απομόνωση ενός μεμονωμένου μορίου DNA και ενίσχυσή του, ώστε να παραχθεί 

ένας κλωνικός πληθυσμός από πανομοιότυπα γονιδιακά τμήματα  

 

υψηλό επίπεδο παραλληλισμού «massively parallel»  
ταυτόχρονη ανάλυση εκατοντάδων χιλιάδων πανομοιότυπων τμημάτων DNA 

 

              2ης γενιάς μεθοδολογίες αλληλούχισης 



o στοχευμένη αλληλούχιση εξονίου βασιζόμενη 

σε amplicon (η πλέον χρησιμοποιούμενη διαδρομή)  

 

o cDNA στοχευμένη αλληλούχιση μεταγράφων 

• επιτρέπουν την λήψη ευρύτερων πληροφοριών 

• ταυτοποίηση νέων αλληλομόρφων   

• επέκταση των αλληλουχιών αναφοράς σε γενετικές περιοχές που 

δεν έχουν ακόμη περιγραφεί 

2ης γενιάς μεθοδ. Αλληλούχισης - Στοχευμένη αλληλούχιση  
 



            2ης γενιάς μεθοδολογίες αλληλούχισης 

α) εκχύλιση g-DNA/cDNA/RNA 

β) παρασκευή βιβλιοθήκης 

γ) κλωνική ενίσχυση  

δ) συναρμολόγηση / ευθυγράμμιση  

ε) ανάλυση των γενετικών δεδομένων 
Αυτοματοποιημένα 

Δύο εργάσιμες ημέρες 



Προετοιμασία βιβλιοθήκης  
/ RNA 



Region complementary to P5 grafting primer  

Index 2 

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

Index 1 

P7 grafting primer 
P5 grafting primer 

Flow cell surface 

pool 

FASTQ  

TAAGGCGAGTA….. 
CGTACTAGTGG….. AGGCAGAAAGT….. 
TCCTGAGCTGC….. 
TAGGCATGTAG….. 
CTCTCTACGCA….. 
CAGAGAGGAGT….. 
GCTACGCTGTG….. 
CGAGGCTGTAG….. 
AAGAGGCAGCA….. GTAGAGGAAGT….. 

Indexed 
libraries 

Προετοιμασία βιβλιοθήκης  



 Bind 
single 
DNA 

molecules 
to surface 

Amplify 
on 

surface 

~1000 
molecules per 
~ 1 µm cluster  

Emulsion PCR :  
Roche  
Ion Torrent 
 

Κλωνική ενίσχυση βιβλιοθήκης 

Bridge PCR : 
Illumina 
Life echnologies/SOLiD  
 

κυψελίδα 
ροής 



DNA 
(0.1-1.0 ug) 
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Base calling  

T G C T A C G A T … 

Sequencing  

PPP Base Fluor 

Sequencing by Synthesis with reversible  terminator  
σε κυψελίδα ροής  (Illumina, Life Technologies/SOLiD) 

Cycle 1:   
• First base 

incorporated 
• Remove 

unincorporated 
bases 

• Detect signal 
• Deblock and defluor   

  

  

αλληλούχιση με σύνθεση, με βάση το φθορισμό των ανάστροφα 
τροποποιημένων με φθορίζουσα ουσία νουκλεοτιδίων 

τερματισμού 



Sequencing by ligation σε σφαιρίδια (Ion Torrent) 

o Sequencing by ligation χρησιμοποιώντας μη τροποποιημένα dNTPs 

o η απελευθέρωση ιόντων Η++ μεταβάλλει το τοπικό pH: ανιχνεύεται 

και μεταφράζεται σε ψηφιακό σήμα 

o PCR αντίδραση γαλακτώματος / κλωνική ενίσχυση πάνω σε σφαιρίδια 



reference 

2X 3X 

TTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTTAGCCA 
ATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATATCGAAACTGACTGTTAGCC 
CATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTTAGC 

GCATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTTAG 
TGCATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTTA 

ATGCATTGGCATGTCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTT 
TATGCATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGT 
CTATGCATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTG 

TGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTTAGCCAT 

GCTATGCATTGGCATGGCATGCTAGCTACGGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACT 

GCTATGCATTGGCATGGCATGCTAGCTACAGGATGCTGATCGATTTCGAAACTGACTGTTAGCCAT reference 

Variant Calling 

Ευθυγράμμιση 
Συναρμολόγηση 

Βιοπληροφορική ανάλυση 2ης γενιάς αλληλούχισης 



Coverage representation Base accuracy 

        Ανακύπτοντα προβλήματα NGS μεθοδολογίας 

     Περιορισμοί: 

• ορισμένες περιοχές του ανθρωπίνου γονιδιώματος είναι πολύ δύσκολες ή 

αδύνατο να αλληλουχιθούν:  

     α) παρουσία ψευδογονιδίων (παρόμοια αλληλουχία με αυτή των γονιδίων) 
     β) ανεπαρκής ή χαμηλή ενίσχυση σε περιοχές πλούσιες σε GC, 
         ομοπολυμερείς / επαναλαμβανόμενες  
     γ) περιοχές με υψηλότερα επίπεδα ποικιλομορφίας (Structural Variations, SVs)   
         (απαιτείται κάλυψη ~ 20x-30x) (δυσκολίες στην ευθυγράμμιση) 



        «Κάλυψη» ή «Βάθος» αλληλούχισης 

Δυσκολία στην ευθυγράμμιση / συναρμολόγηση των σύντομων αναγνώσεων 

Απαιτείται επαρκής αριθμός αλληλοεπικαλυπτόμενων αναγνώσεων  

   (“κάλυψη” ή “βάθος” αλληλούχισης) 



Βάθος αλληλούχισης, κατανομή, μήκος των reads, ποιότητα της ακολουθίας: 

διασφαλίζουν την ακρίβεια των αποτελεσμάτων 

        Error rates & «Κάλυψη» ή «Βάθος» αλληλούχισης 

• όλα τα βήματα ενίσχυσης εισάγουν σφάλματα βάσεων (0,01-16/100b) 
• αδυναμία ανίχνευσης μεταλλάξεων χαμηλής συχνότητας  
• η υψηλή κάλυψη αυξάνει την δυνατότητα διάκρισης μεταξύ λάθους & 

ποικιλομορφίας   
• η ύπαρξη ατελών αλληλουχιών αναφοράς αυξάνει την πιθανότητα απόκλισης 



Διαγνωστικής και Δημόσιας Υγείας Εργαστήρια 
 
o MiSeq της Illumina  
      (εμπορικά διαθέσιμη)  

 
 

o S5 της Ion Torrent 
      (εμπορικά διαθέσιμη)  

 

              2ης γενιάς μεθοδολογίες αλληλούχισης 

Κάθε τεχνολογία περιλαμβάνει πλατφόρμες με:  
 μεταβαλλόμενη απόδοση και  
 μήκη ανάγνωσης 



Platform Instrument Reads per run Avg Read 
length (pb) 

Read Type Error Type Error Rate (%) Data Generated 
per run (Gb) 

Year 

First Generation 
ABI Sanger 3730xl 96 400 – 900* SE NA 0.3 0.00069 to 0.0021 2002 

Second Generation 
454 GS20 200 100 SE, PE indel 1 0.02 2005 
454 GS FLX 400 250 SE, PE indel 1 0.1 2007 
454 GS FLX Titanium 1M 450 SE, PE indel 1 0.45 2009 

454 GS FLX 1M 700 SE, PE indel 1   2011 
Titanium+ 0.7 

454 GS Junior 100 400 SE, PE indel 1 0.04 2010 
454 GS Junior+ 100 700 SE, PE indel 1 0.07 2014 
Illumina MiniSeq 25M (maximum) 150 SE, PE mismatch 1 7.5 (maximum) 2013 

Illumina MiSeq 25M (maximum) 300 SE, PE mismatch 0.1 15 (maximum) 2011 

Illumina NextSeq 400M (maximum) 150 SE, PE mismatch 1 120 (maximum) 2014 

Illumina HiSeq 5B (maximum) 150 SE, PE mismatch 0.1 1.5Tb (maximum) 2012 

Illumina HiSeq X 6B (maximum) 150 SE, PE mismatch 0.1 1.8Tb (maximum) 2014 

SOLiD 5500 W 3B 75 SE mismatch ~0.1 160 2011 
SOLiD 5500xl W 6B 75 SE mismatch ~0.1 320 2013 
Ion Torrent PGM 314 chip v2 400.000-550.000 400 SE indel 1 0.06 to 0.1 2011 

Ion Torrent PGM 316 chip v2 2M - 3M 200 SE indel 1 0.6 to 1 2011 

Ion Torrent PGM 318 chip v2 4M - 5.5M 400 SE indel 1 1.2 to 2 2013 

Ion Torrent Ion Proton 60M - 80M 200 SE indel 1 10 2012 
Ion Torrent Ion S5/S5XL 520 3M - 5M 400 SE indel 1 1.2 to 2 2015 

Ion Torrent Ion S5/S5XL 530 15M-20M 400 SE indel 1 3 to 5 2015 

Ion Torrent Ion S5/S5XL 540 60M - 80M 400 SE indel 1 NA 2015 

Third Generation 
PacBio RS C1 432 1300 SE indel 15 0.54 2011 
PacBio RS C2 432 2500 SE indel 15 0.5 to 1 2012 
PacBio RS C2 XL 432 4300 SE indel 15 0.5 to 1 2012 
PacBio RS II C2 XL 564 4600 SE indel 15 0.5 to 1 2013 
PacBio RS II P5 C3 528 8500 SE indel 13 0.5 to 1 2014 
PacBio RS II P6 C4 660 13500 SE indel 12 0.5 to 1 2014 
PacBio Sequel 350 10000 SE NA NA 7 2016 
Oxford Nanopore MinION Mk 100 9545 1D,2D indel/mismatch 12 1.5 2015 

Oxford Nanopore PromethION NA 9846 1D,2D NA NA 2Tb to 4Tb 2016 

(2ης γενιάς) Illumina «MiSeq» vs Ion Torrent «S5» 



3ης γενιάς αληλούχιση (Third Generation Sequencing, TGS) 

α) Heliscope/Helicos: Single Sequencing Sequencing (SMS) (2010)  
• αργή, ακριβή σε κόστος, σύντομa reads (~ 32 bp)  
• δεν αποδείχθηκε βιώσιμη 

β) Pacific Bioscience: Single Molecule Real-time (SMRT) (2011)  
• απόδοση (260 Mb/διαδρομή), υψηλά ποσοστά σφαλμάτων (13%)  
• μήκος reads ~ 40 Kb   
• αλληλούχιση μεγάλων γενετικών περιοχών 

γ) Oxford Nanopore τεχνολογία MinION (2014)  
• φορητή συσκευή (USB stick μνήμης) 
• μέτρηση της μεταβολής της ηλεκτρικής αγωγιμότητας 
• μήκος reads ~50 Kb, χαμηλό κόστος, σφάλματα ~12%, 

απόδοση 400 Mb/48h  

• PromethION“ (2016): 48 ανεξάρτητες κυψελίδες ροής  - 
- ισοδύναμο με 48 MinIONs  

     - λειτουργεί στα 500bp/sec 
     - είναι ικανό να παράξει ~2-4 Tb / 2 ημέρες 
     - μήκος reads 200Kb 

ανάλυση μονόκλωνων DNA μορίων σε πραγματικό χρόνο  (Single-Molecule Real Time, SMRT) 

χωρίς προηγηθείσα κλωνική ενίσχυση  (Kb-Mb)   



Μελλοντικές ανάγκες και εξελίξεις… 

    αλληλούχιση 2ης γενιάς:  

   μείωση κόστους αλληλούχισης  

   μείωση χρόνου προετοιμασίας βιβλιοθήκης 

   μείωση κόστους μεταφοράς και ανάλυσης δεδομένων  

 

    αλληλούχιση 3ης γενιάς:  

       Πρότυπο Ιατρικό Διαγνωστικό Εργαλείο στο εγγύς μέλλον  

   θα επιτρέψει την πληρέστερη, χωρίς κενά συναρμολόγηση ανθρ.γονιδιωμάτων 

   θα ενισχύσει περαιτέρω την έρευνα στην ανθρώπινη γενετική  

   εξατομικευμένη ιατρική 

   φορητότητα του MinION : αλληλούχιση  στις αναπτυσσόμενες χώρες 



HTS De Novo 
Sequencing   

DNA/RNA-
Protein 

Interactions 
(ChIP Seq)  

Metagenomics  

Methylation 
Sequencing 

Re-sequencing 

Targeted 
Resequencing 

Transcriptome 
Sequencing  

Εφαρμογές 



The Answer is in the Sequence 

Σας ευχαριστώ 

gvhj 
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