
Γονιδιωµατική 
 

ΜΠΣ2 
 

Γρ. Αµούτζιας 



Οι τεχνολογίες 



Κυριότερες τεχνολογίες 
•  Sanger 

•  454 pyrosequencing 
•  Solid 
•  Illumina 
•  Pacific Biosciences 
 
•  Ion torrent / Ion proton 
•  Oxford Nanopore 



Shotgun sequencing 



•  http://www.nature.com/nature/journal/v470/n7333/pdf/nature09796.pdf 
•  A decade’s perspective on DNA sequencing technology 
•  Elaine R. Mardis 



Sequencing technologies 

•  Illumina:"
–  χαμηλότερη ακρίβεια στην αναγνώριση βάσεων"

•  Solid:"
–  πολλά reads δεν ταιριάζουν πουθενά στο γονιδίωμα!"

•  Roche 454 pyrosequencing"
–  λάθη στον αριθμό των βάσεων εντός μιας περιοχής ομοπολυμερών 

(π.χ. AAAAAAAAAAAAAAAAA)"
•  Sanger:"

–  χρειάζεται σχετικά μεγάλες ποσότητες DNA"



Reads 
•  Sanger: μήκος: 1000-2000 bp"
•  454: 450Mbp/run - μήκος: ~330bp"
•  Illumina: 18-35 Gbp/run - μήκος: ~75-100bp"
•  SOLID: 30-50 Gbp/run - μήκος: 50bp"



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21612267 

Reviews στο Next Generation Sequencing 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



Pyrosequencing 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 

http://www.youtube.com/watch?v=nFfgWGFe0aA 





Pacific Biosciences 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21612267 

http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc 
http://www.youtube.com/watch?v=GX6RSKh4J7E 
SMRT techonology – real time single molecule sequencing 



Pacific Biosciences 



Illumina 
http://www.youtube.com/watch?v=77r5p8IBwJk&feature=related 
 
http://www.youtube.com/watch?v=l99aKKHcxC4 
 
 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 





Ion Proton 
http://www.lifetechnologies.com/global/en/home/about-us/news-gallery/press-releases/2012/life-techologies-itroduces-the-bechtop-io-proto.html 



Ion Proton 

Ion torrent chemistry 
 
http://www.youtube.com/watch?v=yVf2295JqUg 
 
 
Ουσιαστικά είναι ένα πολύ µικρό pH-meter 
Δεν βασίζεται σε ανίχνευση φωτός! 



Εικόνα Από Elaine Mardis 



http://www.nanoporetech.com/technology/minion-a-
miniaturised-sensing-instrument 

Oxford Nanopore 
(Στο εγγύς µέλλον;) 

Nanopore 
http://www.youtube.com/watch?v=UWcCbIRPzvs 



http://www.nanoporetech.com/technology/introduction-to-nanopore-sensing/introduction-to-nanopore-sensing 

Biological Nanopore 
(Στο εγγύς µέλλον;) 



http://www.nanoporetech.com/technology/introduction-to-nanopore-sensing/solid-state-
nanopores 

Solid state (Graphene) Nanopore 
(Στο εγγύς µέλλον;) 



The sequence read archive: 
explosive growth of 

sequencing data 
•  http://nar.oxfordjournals.org/content/40/D1/D54.full 

•  Illumina™ platform comprises 84% of sequenced bases, with 
SOLiD™ and Roche/454™ platforms accounting for 12% and 
2%, respectively.  

•  The most active SRA submitters in terms of submitted bases are 
the Broad Institute, the Wellcome Trust Sanger Institute and 
Baylor College of Medicine with 31, 13 and 11%, respectively. 
The largest individual global project generating next-generation 
sequence is the 1000 Genomes project which has contributed 
nearly one third of all bases. 



http://omicsmaps.com/ 



http://omicsmaps.com/ 



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές. 

•  Κόστος αλληλούχισης πέφτει διαρκώς. 
–  Illumina -> 1 lane: 19GBp, ~ €3000, 10 βακτηριακά γενώµατα. 

•  Τα δείγµατα αποστέλλονται σε κέντρα µε µεγάλες εγκαταστάσεις και 
χαµηλό κόστος λειτουργίας (οικονοµία κλίµακας). Η ανάλυση των 
δεδοµένων όµως δεν υπόκειται σε όρους οικονοµίας κλίµακας. 

•  Πλέον, ένα σηµαντικό µέρος του ολικού κόστους είναι η 
βιοπληροφορική ανάλυση. 

•  Μηχανήµατα αλληλούχισης ακριβά (Illumina ~ €600.000) - service 
φτηνό. 

•  Mισθός ακριβός (ίσως ένα νέο µοντέλο συµβουλευτικής?) 
•  Yπολογιστής φτηνός (€3-5.000), εφόσον πρόκειται για µικρά 
γονιδιώµατα (de novo assembly), ή για re-sequencing. 



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές  

•  Κόστος αλληλούχισης 
–  http://www.genome.gov/sequencingcosts/ 

•  Ο νόµος του Moore προβλέπει διπλασιασµό της υπολογιστικής ισχύς 
κάθε δύο χρόνια. 



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές  

•  Κόστος αλληλούχισης 
–  http://www.genome.gov/sequencingcosts/ 



http://genomebiology.com/content/pdf/gb-2011-12-8-125.pdf 



Συναρµολόγιση Γονιδιωµάτων 
Με Βιοπληροφορική  



Shotgun sequencing 



Sequence read – Fastq format 

Τα σύμβολα στην τελευταία γραμμή αντιστοιχούν σε τιμές Q, 
για την κάθε μια βάση που αλληλουχίθηκε."

To Q-score είναι μια ακέραια τιμή που προκύπτει από την 
πιθανότητα να έχει γίνει λάθος στην αλληλούχιση μιας 
συγκεκριμένης βάσης."
Αν p = πιθανότητα να έχει γίνει λάθος στην αλληλούχιση της 
συγκεκριμένης βάσης, τότε:"
Q=-10log10(p)"
"
Q=30 -> p=0.001    (πολύ καλής ποιότητας αλληλούχιση)"
Q=13 -> p=0.05"



Ποιότητα των Reads 

SOLID: ~50% reads δεν 
στοιχίζονται στο γονιδίωμα, 
από το οποίο έγινε το 
Sequencing!"

Πρόβλημα στις χημικές 
αντιδράσεις μάλλον."

•  454"
•  Illumina"
•  SOLID"

Εδώ, το πρόβλημα εντοπίζεται στην 
συσσώρευση λαθών κατά την 
ενσωμάτωση φθοριζόντων dNTPs."



Sequence reads – Έλεγχος ποιότητας 
δεδοµένων (quality control) 

Πολύ υψηλής ποιότητας 
δεδομένα."

Χαμηλής ποιότητας 
δεδομένα."



Sequence reads – Φιλτράρισµα/trimming 

Είτε θα αποφασίσουμε να κόψουμε όλα τα sequence reads σε μια 
συγκεκριμένη θέση, μετά την οποία η ποιότητα αλληλούχισης 
πέφτει σημαντικά στα περισσότερα"
"
Είτε θα κόψουμε τα προβληματικά κομμάτια για το κάθε sequence 
read χωριστά. Μετά θα απορριφθούν όλες τα κομμένα sequence 
reads που έχουν πολύ μικρό μήκος."



Road map 



De novo Sequencing 
assembly workflow 



Sequencing 
•  Single end reads"
•  Paired end reads"



Sequencing - paired end reads 



Lander - Waterman 
•  Πόσο sequencing coverage απαιτείται για να μπορεί να 

συναρμολογηθεί ένα γονιδίωμα?"
•  Τουλάχιστον 8-10Χ"
"

•  Το παράδειγμα δείχνει πόσα 
contigs θα δημιουργηθούν 
θεωρητικά, ανάλογα με την 
κάλυψη (coverage) του 
χρωμοσώματος."

•  Όσο μεγαλύτερη η κάλυψη, σε 
τόσο λιγότερα κομμάτια θα είναι 
σπασμένο το ανακατασκευασμένο 
χρωμόσωμα"

•  Στην πράξη, ο αριθμός των contigs 
είναι μεγαλύτερος από το 
αναμενόμενο."



Lander - Waterman 

•  Στην πράξη, ο αριθμός των contigs 
είναι μεγαλύτερος από το 
αναμενόμενο, γιατί:"

•  Πάντα υπάρχει μια πιθανότητα για 
μια περιοχή να μην αλληλουχιθεί"

•  Κάποια κομμάτια σπασμένου DNA 
είναι τοξικά σε φορείς 
κλωνοποίησης (π.χ. στην E.coli)."

•  Επαναλήψεις "



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - contigs 



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - scaffolds 

Αφού έχουν γίνει τα scaffolds, όποια κενά υπάρχουν καλύπτονται 
με στοχευμένη αλληλούχιση - gap closure"



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

•  Οι επαναλήψεις μπορεί να 
εμποδίσουν την πλήρη 
συναρμολόγιση του 
γονιδιώματος"

θεωρητικό 

Reference 
alignment 

De novo 



Κενά µετά την συναρµολόγιση 
•  Το επιλεγμένο μήκος 

του sequence read 
καθορίζει αν θα 
μπορέσει να 
συναρμολογηθεί μια 
επανάληψη"



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Μεγαλύτερο μήκος sequence read = λιγότερα κενά"



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Κάλυψη αλληλούχισης 
100Χ για 6 
οργανισμούς"



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Τα κενά δεν 
εξαρτώνται μόνο 
από το βάθος 
κάλυψης 
αλληλούχισης και το 
μήκος των sequence 
reads, αλλά και από 
τον ίδιο τον 
οργανισμό"

36nt reads 

125nt reads 

500nt reads 



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

•  Μικρού μήκους reads 
μπορούν να 
συναρμολογήσουν 
τα περισσότερα 
γονίδια, αλλά σπάνε 
το γονιδίωμα σε 
πολλά μικρά 
κομμάτια (contigs)"



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

Μικρού μήκους reads μπορούν να συναρμολογήσουν τα περισσότερα 
γονίδια, αλλά σπάνε το γονιδίωμα σε πολλά μικρά κομμάτια (contigs)"



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

Γονιδιωματικά στοιχεία που προκαλούν προβλήματα στην 
συναρμολόγιση:"

Μεταθετά στοιχεία"
transposons"
Intergenic repeats"
Insertion sequences"
prophages"
"
"
Γονίδια που συνήθως δεν μπορούν να συναρμολογηθούν:"
Transposases"
Phages"
Ιntegrases"
Γονίδια που σχετίζονται με την αποφυγή του ανοσοποιητικού 

συστήματος (έχουν επαναλήψεις) "



De novo Sequence assemby 

•  http://www.cbcb.umd.edu/research/assembly_primer.shtml"

•  De novo assembly"
–  Greedy extention"
–  OLC"
–  De Bruijn graph"
–  Hybrid"

"



Greedy assemblers 



Overlap - layout - consensus 
(OLC) 



Γραφήµατα De Bruijn 



De bruijn graph 



Comparative assembly 



BAC-by-BAC sequencing 



Short read alignment 



Τιµή Ν50 

•  Η τιμή αυτή αντιστοιχεί σε εκείνο το μήκος contigs, ώστε το 
50% του γονιδιώματος (μετά από de novo assembly) να 
εντοπίζεται σε contigs αυτού το μήκους ή μεγαλύτερου."

•  Μεγάλη τιμή του Ν50 σημαίνει ότι το μεγαλύτερο μέρος του 
γονιδιώματος βρίσκεται σε λίγα και μεγάλα contigs."

•  Δηλαδή, τόσο καλύτερη η συναρμολόγιση."

•  Μικρή τιμή σημαίνει ότι το γονιδίωμα δεν έχει 
συναρμολογηθεί καλά."



Κάλυψη του γονιδιώµατος και κορεσµός 

•  Δεν έχει νόημα να 
αλληλουχίσουμε ένα 
γονιδίωμα με 
υπερβολικά μεγάλη 
κάλυψη (coverage), 
για μια συγκεκριμένη 
τεχνολογία και 
μήκος sequence 
reads, γιατί από ένα 
σημείο και μετά έχει 
επέλθει κορεσμός."



Εφαρµογές 
 

‘Ελεγχος εξελικτικών υποθέσεων -  
 

Προέλευση -  
 

Επιδηµιολογία 



BLASTN comparison of part of three sequences: Escherichia coli K12, Salmonella Typhi CT18 
and Salmonella Typhimurium LT2 (from top to bottom). 

Σύγκριση γονιδιωµάτων - ACT 



• Αλληλούχιση του γονιδιώµατος: 
• 2 κλινικών στελεχών από την τωρινή επιδηµία στην Αϊτή. 
• 1 κλινικό στέλεχος από την  επιδηµία του 1991 στη Νότια Αµερική. 
• 2 στέλεχη που αποµονώθηκαν στη Νότια Ασία το 2002 και 2008. 

• Επίσης χρησιµοποιήθηκαν οι µερικές αλληλουχίες από 23 άλλα στελέχη ανά την 
υφήλιο (τα τελευταία 98 χρόνια). 
• 1588 συντηρηµένα ορθόλογα γονίδια χρησιµοποιήθηκαν από το κάθε στέλεχος, 
για να γίνει το φυλογενετικό δένδρο. 

Επιδηµία χολέρας στην Αϊτή 2010 



Επιδηµία χολέρας στην Αϊτή 2010 



http://www.nature.com/nature/journal/v473/n7346/full/nature09944.html 

Οι ανθρώπινοι εντερότυποι 



•  Χρησιμοποιήθηκαν 22 μεταγενώματα κοπράνων, μαζί με 
προηγούμενα δημοσιευμένα δεδομένα (13+2+2), σύνολο 39."

•  Δείγματα από 4 κράτη (Δανία, Γαλλία, Ιταλία, Ισπανία)."
•  Από προηγούμενες έρευνες, δείγματα από Ιαπωνία, Αμερική"

•  Εντοπίστηκαν 3 βασικοί εντερότυποι."
•  12 γονίδια συσχετίζονται με την ηλικία."
•  3 λειτουργικές ομάδες (functional modules) συσχετίζονται με τον 

δείκτη μάζας σώματος. "

Οι ανθρώπινοι εντερότυποι"



Μέγεθος µικροβιακού γονιδιώµατος 



Μέγεθος γονιδιώµατος και 
τρόπος διαβίωσης 



Στους προκαρυώτες, ο αριθµός γονιδίων 
συσχετίζεται µε το µέγεθος του γονιδιώµατος 

Μικρές διαγονιδιακές περιοχές 
(intergenic regions). 
 
Ίσως το πολύ υψηλό effective 
population size στους 
προκαρυώτες επιτρέπει να 
διατηρούν τόσο συµπυκνωµένο 
γονιδίωµα. 
 
Πολυπλοκότητα των 
οργανισµών και παράδοξο της 
τιµής C. 



Προφάγοι στο γονιδίωµα 



Πόσο σταθερή είναι η αρχιτεκτονική ενός 
γονιδιώµατος. 

Dotplot για ορθόλογα γονίδια 
µεταξύ δύο προκαρυωτών του 
ίδιου είδους. 
 
Κάθε κουκίδα στο Dotplot είναι 
η θέση του ορθόλογου γονιδίου 
σε δύο διαφορετικά 
γονιδιώµατα. 
 
Κάποιοι οργανισµοί έχουν 
σταθερή γονιδιωµατική 
αρχιτεκτονική και κάποιοι άλλοι 
όχι. 


