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Next Generation 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.

http://www.genome.gov/sequencingcosts/
http://www.genome.gov/sequencingcosts/


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

http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc
http://www.youtube.com/watch?v=GX6RSKh4J7E


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!

http://www.youtube.com/watch?v=yVf2295JqUg


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.youtube.com/watch?v=UWcCbIRPzvs


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

Biological Nanopore
(Στο εγγύς μέλλον;)



Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2

Αλληλούχιση με Sequence Reads

Συναρμολόγιση με βάση γονιδίωμα αναφοράς

Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2

Μόνο στοίχιση των Sequence Reads που έχουν μια μοναδική θέση

Sequence Reads που μπορούν να στοιχιθούν 

σε περισσότερες από μια θέσεις δεν στοιχίζονται

Reference assembly/alignment



Short read aligners

• Bowtie

• BWA

• STAR

• RPKM – Reads per 

kilobase million

• FPKM – fragments per 

kilobase million
• TPM - Transcripts per 

million (TPM)

Reference assembly



Διαφορική έκφραση γονιδίων

Microarrays & RNA-Sequencing



mRNA abundance ratios versus protein-abundance ratios. 

Griffin T J et al. Mol Cell Proteomics 2002;1:323-333



Μικροσυστοιχίες



RNA-SEQ



Log2

• Αν το γονίδιο εκφράζεται περισσότερο στην Α συνθήκη (κόκκινη χρωστική) 
από ότι στην control (πράσινη χρωστική), τότε ο λόγος συνθήκη_Α/control 
(κόκκινη/πράσινη) θα είναι  λ>1, αλλιώς σε αντίθετη περίπτωση 0<λ<1.

• Αν το γονίδιο εκφράζεται με διπλάσια ένταση στην συνθήκη Α, σε σχέση με 
την συνθήκη control, τότε ο λόγος θα είναι λ=2.

• Αν το γονίδιο εκφράζεται με τη μισή ένταση στην συνθήκη Α, σε σχέση με 
την συνθήκη control, τότε ο λόγος θα είναι λ=0.5.

• Μετατρέποντας τους λόγους σε log2, έχουμε:

– λ=2 -> log2λ=1

– λ=0.5 -> log2λ=-1

– Με την κανονικοποίηση σε log2 τα δεδομένα γίνονται συμμετρικά.



Υπερ/υπο-έκφραση

• Πότε θεωρούμε ότι ένα γονίδιο υπερ/υπό-εκφράζεται σε μια 

συγκεκριμμένη συνθήκη.

– Log2λ > 1  ή Log2λ < -1 (διπλάσια/υποδιπλάσια έκφραση σε σχέση με τη 

συνθήκη control).

– Με στατιστικές μεθόδους (t-test, ANOVA).



Ομαδοποίηση γονιδίων/συνθηκών 

με την ίδια συμπεριφορά.
• Χρειαζόμαστε αρκετά σημεία (διαφορετικές συνθήκες ή χρονικές 

στιγμές)

• Με μεθόδους αποστάσεων, όπου οι μετρήσεις ενός γονιδίου για 
διαφορετικές συνθήκες αποτελούν ένα διάνυσμα.

• Υπολογίζουμε αποστάσεις μεταξύ διαφορετικών διανυσμάτων 
(γονιδίων).

– Ευκλείδια απόσταση

– Συντελεστής συσχέτισης Pearson (Pearson correlation 
coefficient).

– Δημιουργείται πίνακας αποστάσεων μεταξύ των γονιδίων.

– Το αντίστοιχο μπορεί να γίνει και για να ομαδοποιήσουμε κοινές 
συνθήκες.



towardsdatascience.com



Condition1 Condition2 Condition3 Condition4 Condition5

Gene1 1 -3 10 0 0

Gene2 -7 -2 -1 10 -8
Gene3 2 1 9 -9 5

Gene4 10 10 -4 0 -9
Gene5 -2 9 -7 0 -7
Gene6 -6 6 -5 -3 9

Gene7 2 1 8 -1 -2
Gene8 -3 -8 -1 -6 2

Gene9 -10 0 9 6 0

Gene10 -2 4 5 -7 -6
Gene11 -2 -2 0 -9 10

Gene12 -6 -10 -5 8 5

Gene13 2 -8 1 -1 2

Gene14 -7 -9 -7 1 1

Gene15 -6 4 -8 -1 -6
Gene16 -5 2 -5 8 -8
Gene17 8 -2 -7 0 2

Gene18 2 9 -9 9 3

Gene19 -3 -1 7 -1 6

Gene20 10 -4 3 -3 -1

Condition1 Condition2

Gene1 1 -3
Gene2 -7 -2
Gene3 2 1

Gene4 10 10

Gene5 -2 9

Gene6 -6 6

Gene7 2 1

Gene8 -3 -8
Gene9 -10 0

Gene10 -2 4

Gene11 -2 -2
Gene12 -6 -10
Gene13 2 -8
Gene14 -7 -9
Gene15 -6 4

Gene16 -5 2

Gene17 8 -2
Gene18 2 9

Gene19 -3 -1
Gene20 10 -4

Condition1 Condition2 Condition3 Condition4 Condition5

Gene1 1 -3 10 0 0

Gene2 -7 -2 -1 10 -8



Condition1 Condition2 Condition3 Condition4 Condition5

Gene1 1 -3 10 0 0

Gene2 -7 -2 -1 10 -8
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Condition1 Condition2

Gene1 1 -3
Gene2 -7 -2
Gene3 2 1

Gene4 10 10

Gene5 -2 9

Gene6 -6 6

Gene7 2 1

Gene8 -3 -8
Gene9 -10 0

Gene10 -2 4

Gene11 -2 -2
Gene12 -6 -10
Gene13 2 -8
Gene14 -7 -9
Gene15 -6 4

Gene16 -5 2

Gene17 8 -2
Gene18 2 9

Gene19 -3 -1
Gene20 10 -4

Condition1 Condition2 Condition3 Condition4 Condition5

Condition1

Condition2

Condition3

Condition4

Condition5



Ομαδοποίηση



Οντολογίες

• www.geneontology.org

• Ελεγχόμενο λεξιλόγιο για την περιγραφή των ιδιοτήτων των γονιδίων 

και των πρωτεϊνών.

• Περιγράφουν:

– Μοριακές λειτουργίες του βιομορίου (1 ή περισσότερες).

– Βιολογικές διαδικασίες στις οποίες εμπλέκεται το βιομόριο (1 ή 

περισσότερες).

– Κυτταρικό διαμέρισμα στο οποίο συναντάται το βιομόριο (1 ή 

περισσότερα).

http://www.geneontology.org
http://www.geneontology.org


Οντολογίες: Η δομή τους
• Δείχνει τις σχέσεις μεταξύ 

των διαφορετικών όρων.

• Ένας όρος μπορεί να 

αποτελεί πιο 

εξειδικευμένη περιγραφή 

ενός άλλου όρου.

• Είναι κατευθυνόμενα 

ακυκλικά γραφήματα 
(DAG).

• Παρόμοια με ιεραρχίες.

• Η διαφορά είναι ότι ένας 
κόμβος-απόγονος μπορεί 

να έχει περισσότερους 

από έναν προγόνους.



Gene ontology



Οντολογίες: στατιστική ανάλυση

• Παράδειγμα:

– 1 γονιδίωμα με 10.000 γονίδια.

– 1.000 γονίδια εμπλέκονται στον κυτταρικό κύκλο (GO_term: cell-cycle). 
(10% του γονιδιώματος).

– Αν επιλέξουμε τυχαία έναν αριθμό Χ γονιδίων, θα περιμέναμε (από τύχη) 
περίπου το 10% (με κάποιες διακυμάνσεις) να έχουν τον όρο “κυτταρικός 
κύκλος”.

– Η τυχαία διακύμανση εξαρτάται από τον αριθμό των γονιδίων.

– Έστω ότι με τα microarrays σε ένα πείραμα βρήκαμε ότι Χ αριθμός γονιδίων 
υπερεκφράζονται.

– Σε αυτό τον Χ αριθμό, βρήκαμε ότι 20% των γονιδίων ανήκουν στον 
κυτταρικό κύκλο.

– Αυτή η απόκλιση (20% παρατηρούμενο  - 10% αναμενόμενο) είναι στα όρια 
των τυχαίων διακυμάνσεων, ή είναι στατιστικά σημαντική?

• Στατιστικά σημαντική, σημαίνει ότι τα υπερεκφρασμένα γονίδια είναι 
εμπλουτισμένα για την κατηγορία “κυτταρικός κύκλος ”. Δηλαδή, ο κυτταρικός 
κύκλος εμπλέκεται στην διαδικασία που μελετάμε.



Οντολογίες:

στατιστική ανάλυση
• Η στατιστική ανάλυση γίνεται με το υπεργεωμετρικό τεστ.

• Παίρνουμε ένα p-value.

• Αν p-value < 0.05, τότε είναι στατιστικά σημαντικό.

• Αν στις οντολογίες μας είχαμε 100 όρους, θα επαναλαμβάναμε τα 
παραπάνω τεστς για τον κάθε όρο.

• Όμως, όσο περισσότερα τεστ κάνουμε για το πείραμά μας, τόσο αυξάνει ή 

πιθανότητα να βρούμε κάτι στατιστικά σημαντικό (p-value < 0.05) καθαρά 

από λάθος.

• Άρα, πρέπει να λάβουμε υπόψην μας πόσα τεστ διενεργούμε και να 

διορθώσουμε τα p-values (multiple testing correction).

– False discovery rate (Benjamini-Hochberger)

– Bonferroni correction



Βάσεις Δεδομένων 



Ετήσιος κατάλογος ΒΔ
• Κάθε Ιανουάριο 

στο Nucleic Acids 
Research (Special 
database issue)

Βάσεις Δεδομένων



GWAS
Βάσεις Δεδομένων



GWAS

 SNParrays – WGS - WES

Βάσεις Δεδομένων

Cases vs Controls – pvalue corrected for multiple testing

Manhattan plots



GWAS catalogue - EMBL-EBI and NHGRI.
Παχυσαρκία: SNP rs1421085 



Βάσεις Δεδομένων

GWAS catalogue
Παχυσαρκία: SNP rs1421085 



dbSNP - NCBI
Βάσεις Δεδομένων

• Στην dbSNP, ο χρήστης μπορεί να αναζητήσει πληροφορίες για SNPs, χρησιμοποιώντας το reference SNP number, το όνομα 
του γονιδίου, γονιδιωματικές συντεταγμένες και άλλα στοιχεία. 

• Για ένα συγκεκριμένο SNP, ο χρήστης μπορεί να δει σε τι συχνότητες εμφανίζεται στους διάφορους πληθυσμούς, σε ποιά 
γονιδιακή περιοχή εντοπίζεται, άλλα SNPs που υπάρχουν στην εγγύς γειτονιά, τι επιπτώσεις έχει (αν π.χ. εντοπίζεται σε 

ιντρόνιο, αν αλλάζει κάποιο αμινοξύ κ.τ.λ.), ποιές δημοσιευμένες εργασίες το αναφέρουν, όπως και εάν έχει κάποια 
κλινική σημασία 

• Σε αυτή την περίπτωση, δίνεται ο αντίστοιχος σύνδεσμος στην βάση δεδομένων ClinVar (επίσης του NCBI), που περιέχει 
κλινικά σημαντικά SNPs και τις αντίστοιχες πληροφορίες τους.











OMIM











Μηχανική μάθηση – Machine Learning

• Supervised learning



Μηχανική μάθηση – Machine Learning

• Supervised learning



Decision Trees / Random Forests

– Πολλοί μέτρια εκπαιδευμένοι 
κατηγοριοποιητές

– Η απόφαση βασίζεται στο 
σύνολο των επιμέρους 
αποφάσεων



Απόδοση

• Confusion matrix
• Accuracy = (TP + TN)/(TP + TN + FP + FN)

• Precision
• Recalll
• Sensitivity
• Specificity
• F1-score



Μηχανική μάθηση – Feature selection

– Wrapper methods – 
δοκιμάζει πολλά 
διαφορετικά υποσύνολα 
και κρατάει αυτό που έχει 
την καλύτερη απόδοση –
Αργές

– Filter methods – ελέγχουν 
με στατιστικές μεθόδους 
το κάθε ένα 
χαρακτηριστικό ξεχωριστά 
πόση πληροφορία 
περιέχει - Γρήγορες



Αντεπικύρωση – Cross-validation



Μηχανική μάθηση – Machine Learning



Μηχανική μάθηση – ROC curve



Μηχανική μάθηση – ROC curve



In vitro 

διαγνωστικά τεστ 

που βασίζονται σε 

μικροσυστοιχίες



Mammaprint - Tissue of origin

• http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias

• MammaPrint. The first IVDMIA, the MammaPrint system, made by Agendia 
Inc., is a qualitative IVD test service performed in a single lab outside the United 
States using a 70-gene expression profile of fresh frozen breast cancer tissue 
samples to assess a breast cancer patientﾕs risk for distant metastasis. FDA 
approved MammaPrint in February 2007 under de novo classification 
procedures. 

• Tissue of Origin Test In July 2008, the Tissue of Origin Test, made by 
Pathwork Diagnostics, was cleared. This microarray RNA profiling test is to be 
used on clinical, formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) biopsy tissue to aid in 
the classification of the origin of the tumor tissue. In June 2010 a second 
clearance introduced a different specimen and specimen-preparation method, 
and the algorithm for analysis of the expression data to create a diagnostics 
report and interpretation. The test uses microarray technology by Affymetrix 
Inc. and advanced analytics to measure the gene-expression patterns of 
challenging tumors, including metastatic, poorly differentiated, and 
undifferentiated cancer. It is intended to measure the degree of similarity 
between the RNA expression patterns in a patient’s tumor tissue with the RNA 
expression patterns in a database of fifteen known tumor types.

http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias
http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias


Mammaprint



Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως

• Σε κάποιες περιπτώσεις εμφάνισης/επανεμφάνισης καρκίνου 
είναι άγνωστη η πρωταρχική πηγή (ιστός), ακόμα και μετά από 
μια σειρά διαγνωστικών τεστ/βιοψία.

• Αυτό δεν επιτρέπει να χρησιμοποιηθεί ένα κατάλληλο 
θεραπευτικό σχήμα.

• Οι μικροσυστοιχίες επιτρέπουν να δημιουργηθεί το προφίλ 
γονιδιακής έκφρασης του συγκεκριμένου καρκίνου και να 
συγκριθεί με το προφίλ καρκίνων γνωστής προέλευσης.



Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως

• Δημιουργείται μια βάση από δεδομένα μεταγραφωμικής 

(από άλλες βάσεις δεδομένων και βιβλιογραφία).

• Τα δεδομένα είναι από γνωστούς καρκίνους, κανονικούς 

ιστούς, και από άλλες ασθένειες.

• Τα δεδομένα φιλτράρονται, κανονικοποιούνται.

• Στη συνέχεια γίνεται σύγκριση.



Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως

• http://genomemedicine.com/content/3/9/63/abstract

• Classification of unknown primary tumors with a data-driven method based on 

a large microarray reference database

• Kalle A Ojala, Sami K Kilpinen and Olli P Kallioniemi

http://genomemedicine.com/content/3/9/63/abstract
http://genomemedicine.com/content/3/9/63/abstract


IVDMIA - FDA

• http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2007/uc
m108836.htm

• The MammaPrint is the first cleared in vitro diagnostic multivariate index 
assay (IVDMIA) device.

• http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2008/uc
m116931.htm

• FDA Clears Test that Helps Identify Type of Cancer in Tumor Sample

• The Pathwork Tissue of Origin test compares the genetic material of a 
patient's tumor with genetic information on malignant tumor types stored in 
a database.It uses a microarray technology to analyze thousands of pieces 
of genetic material at one time. The test considers 15 common malignant 
tumor types, including bladder, breast, and colorectal tumors.

http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2008/ucm116931.htm
http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2008/ucm116931.htm
http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2008/ucm116931.htm




• The aim of the present study was to investigate the ability of breath analysis to 
distinguish lung cancer (LC) patients from patients with other respiratory diseases 
and healthy people. 

• The population sample consisted of 51 patients with confirmed LC, 38 patients with 
pathological computed tomography (CT) findings not diagnosed with LC, and 53 
healthy controls. 

• The concentrations of 19 volatile organic compounds (VOCs) were quantified in the 
exhaled breath of study participants by solid phase microextraction (SPME) of the 
VOCs and subsequent gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis. 

• Kruskal–Wallis and Mann–Whitney tests were used to identify significant differences 
between subgroups. 

• Machine learning methods were used to determine the discriminant power of the 
method. Several compounds were found to differ significantly between LC patients 
and healthy controls. Strong associations were identified for 2-propanol, 1-propanol, 
toluene, ethylbenzene, and styrene (p-values < 0.001–0.006)

•  The random forest machine learning algorithm achieved a correct classification of 
patients of 88.5% (area under the curve—AUC 0.94). 

• However, none of the methods used achieved adequate discrimination between LC 
patients and patients with abnormal computed tomography (CT) findings. 


	Slide 1: Βιοπληροφορική και Μοριακοί δείκτες ασθενειών
	Slide 2: Next Generation Sequencing
	Slide 3: Χαμηλό κόστος γενωμικών τεχνολογιών θα οδηγήσει σε καθημερινές εφαρμογές 
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8: Ion Proton
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15: Διαφορική έκφραση γονιδίων  Microarrays & RNA-Sequencing 
	Slide 16
	Slide 17: Μικροσυστοιχίες
	Slide 18
	Slide 19: Log2
	Slide 20: Υπερ/υπο-έκφραση
	Slide 21: Ομαδοποίηση γονιδίων/συνθηκών με την ίδια συμπεριφορά.
	Slide 22: towardsdatascience.com
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26: Ομαδοποίηση
	Slide 27: Οντολογίες
	Slide 28: Οντολογίες: Η δομή τους
	Slide 29: Gene ontology
	Slide 30: Οντολογίες: στατιστική ανάλυση
	Slide 31: Οντολογίες: στατιστική ανάλυση
	Slide 32: Βάσεις Δεδομένων 
	Slide 33: Ετήσιος κατάλογος ΒΔ
	Slide 34: GWAS
	Slide 35: GWAS  SNParrays – WGS - WES
	Slide 36: GWAS catalogue - EMBL-EBI and NHGRI.
	Slide 37: GWAS catalogue
	Slide 38: dbSNP - NCBI
	Slide 39
	Slide 40
	Slide 41
	Slide 42
	Slide 43: OMIM
	Slide 44
	Slide 45
	Slide 46
	Slide 47
	Slide 48: Μηχανική μάθηση – Machine Learning
	Slide 49: Μηχανική μάθηση – Machine Learning
	Slide 50: Decision Trees / Random Forests
	Slide 51: Απόδοση
	Slide 52: Μηχανική μάθηση – Feature selection
	Slide 53: Αντεπικύρωση – Cross-validation
	Slide 54: Μηχανική μάθηση – Machine Learning
	Slide 55: Μηχανική μάθηση – ROC curve
	Slide 56: Μηχανική μάθηση – ROC curve
	Slide 57: In vitro  διαγνωστικά τεστ  που βασίζονται σε μικροσυστοιχίες
	Slide 58: Mammaprint - Tissue of origin
	Slide 59: Mammaprint
	Slide 60: Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως
	Slide 61: Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως
	Slide 62: Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως
	Slide 63: IVDMIA - FDA
	Slide 64
	Slide 65

