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• Δηλώνω	ότι	δεν	έχω	σύγκρουση	συμφερόντων
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Χαρτογράφηση	του	ανθρώπινου	
γονιδιώματος- Ημερομηνίες	Σταθμοί	

• Οκτώβριος	1990:	Εναρξη	του	HGP
• 1998:	ολοκλήρωση	της	χαρτογράφησης

• Ιούνιος	2000:	Πρώτη	δημοσίευση	του	HGP
• Φεβρουάριος	2001:	Δημοσίευση	της	
αλληλουχίας	του	ανθρώπινου	γονιδιώματος	
στα	περιοδικά	Nature	(409:800-892)	και Science	
(291:1304-1351).	

• Απρίλιος	2003:	Ολοκλήρωση	του	
προγράμματος	HGP
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Human	Genome	Project	σε	αριθμούς	
Αριθμός	βάσεων (ACTG) ~	6	δις

Μεγαλύτερο	χρωμόσωμα 279Mb	(1)

Μικρότερο	χρωμόσωμα 45	Mb	(21)

%	GpC 41%

%	 γονιδιώματος	που	μεταφράζεται	σε	πρωτεΐνες 1.5% (18-22K	genes,	>22K	proteins)

%	γονιδιώματος	που	δεν	μεταφράζεται	σε	πρωτεΐνες	
αλλά	είναι	λειτουργικό

3.5%

Αριθμός	γονιδίων ~		22.000,	100	disruptive	variants	in	genes,	20	
completely	inactivated

Πυκνότητα	γονιδίων 9-14γονίδια/Μb

Μεγαλύτερο	γονίδιο 2.4Mb	(DMD)

SNPs 3-5M	(150k	not	in	data	bases,	60	not	in either	parent)

%	γονιδιώματος	που	επαναλαμβάνεται	(SINEs,	LINEs,	
LTRs,	DNA	transposons)

44.8%
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Κατανόηση	των	λειτουργικών	περιοχών	

• ~3.5%	του	γονιδιώματος	λειτουργικό	
αλλά	όχι	κωδικοποιήσιμο

• Ρυθμιστικές	περιοχές	γονιδίων
• Λειτουργικές	περιοχές	χρωμοσωμάτων
• Άγνωστες	λειτουργικές	περιοχές
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Πολυμορφισμοί
Hap	Map	Integrating	common	and	rare	genetic	

variation	in	diverse	human	populations	the	
international

HapMap	consortium,	Νature	2010

38	Μ	SNPs, 1,4 M μικρές	ενθέσεις	ή	
απαλοιφές,	>14,000	απαλοιφές	

μεγαλύτερου	μεγέθους
An integrated map of genetic variation from 1,092 

human genomes
The 1000 Genomes Project Consortium, Nature, 2012;

491: 56-65
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Συμβολή	της	μοριακής	βιολογίας	στην	κλινική	
διάγνωση

• Επιβεβαίωση	κλινικής	διάγνωσης
• Διάγνωση

• Προγενετικός έλεγχος	- Γενετική	συμβουλευτική
• Επιλογή	θεραπείας/Εξατομικευμένη	θεραπεία
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Eργαστηριακή προσέγγιση:	
Στόχευση	ή	σάρωση	

• Στοχευμένες γενετικές	αλλαγές:	
• Ανίχνευση	συγκεκριμένων	γενετικών	αλλαγών	στο	DNA	του	ασθενούς
• Ανίχνευση/ταυτοποίηση	ιών,	μικροβίων

• Άγνωστες	γενετικές	αλλαγές	– σάρωση	συγκεκριμένων	γονιδίων	ή	
του	γονιδιώματος:	

• Χρωμοσωμικές ανωμαλίες
• Ενθέσεις	– απαλοιφές	μικρότερου	μεγέθους
• Σημειακές	μεταλλάξεις	ή	απαλοιφές	– ενθέσεις	μικρού	μεγέθους
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Κριτήριο:	μέγεθος	και	είδος	γενετικής	
αλλαγής

• Σημειακές	αλλαγές
• Ενθέσεις/απαλοιφές
• Χρωμοσωμικές αλλαγές	
• Μικροελλείψεις
• Επαναλαμβανόμενες	αλληλουχίες
• Μεθυλιώσεις
• Γενετικές	ανακατατάξεις	(fusion	genes)
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Resolution: 5-15Mb
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Χρωμοσωμικές αλλαγές:	Καρυότυπος



Resolution: 3-10Mb
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Comparative	Genomic	Hybridization



Del(18)(q21.1qter)

CGH σε παιδί με νοητική υστέρηση και φυσιολογικό καρυότυπο
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MLPA
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Μονογονιδιακά:	παράδειγμα	CFTR gene
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www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app



Συσχέτιση	γονότυπου	– φαινότυπου

10o	Πανελλήνιο	Συνέδριο	Ανδρολογίας	
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Οι	συχνότητες	των	μεταλλάξεων	ποικίλουν	
ανάλογα	με	τους	πληθυσμούς
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Ελλάδα:	80	διαφορετικές	
μεταλλάξεις.F508del:	53,4%	των	
ανευρεθείσων μεταλλάξεων,	
621+1G>T (5,72%),	G542X (3,9%),	
Ν1303Κ	(2,63%).



Ανίχνευση	συγκεκριμένων	(γνωστών)	
γενετικών	αλλαγών
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PCRs
Oligonucleotide	ligation	assay	(OLA),	transcription-mediated	
amplification	(TMA),	nucleic	acid	sequence	based	
amplification	(NASBA),	rolling	cycle	amplification	(RCA),	ligase	
chain	reaction	(LCR),	and	strand	displacement	amplification	
(SDA)...
Real	time	PCR



Ανίχνευση	άγνωστων	γενετικών	αλλαγών

10o	Πανελλήνιο	Συνέδριο	Ανδρολογίας	
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DGGE
SSCP



Aυτοματοποιημένο σύστημα	αλληλούχισης
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Ανίχνευση	σημειακών	μεταλλάξεων	και	
μικρού	μήκους	απαλοιφές	&	ενθέσεις
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Next	Generation	Sequencing	(2nd generation)
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Δυνατότητα	
αλληλούχισης	μεγάλου	
αριθμού	διαφορετικών	
αλληλουχιών	DNA	
(μαζική	παράλληλη	
αλληλούχιση)	
Η	τεχνολογία	NGS	
ελέγχει	τη	διαδοχική	
προσθήκη	
νουκλεοτιδίων	σε	
ακινητοποιημένα	
υποστρώματα	DNA



Περιορισμοί	Sanger	Sequencing

• :	~1000	βάσεις/αντίδραση
• Ετερογένεια	ιστού
• CNVs
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Next	Generation	Sequencing	(2nd generation)

• Όλες	οι	πλατφόρμες	απαιτούν	τη	δημιουργία	
βιβλιοθήκης	είτε	με	πολλαπλασιασμό	
(amplification)	είτε	με	σύνδεση	(ligation)	με	
ειδικούς	συνδέτες	(linkers)

• Κάθε	τμήμα	της	βιβλιοθήκης	πολλαπλασιάζεται	
σε	μία	σταθερή	επιφάνεια	που	φέρει	ειδικούς	
συνδέτες	που	υβριδίζονται	με	τους	αντίστοιχους	
συνδέτες	της	βιβλιοθήκης

• Άμεση	ανίχνευση	των	νουκλεοτιδίων	που	
ενσωματώνονται	σε	κάθε	πολλαπλασιαζόμενο	
τμήμα	της	κάθε	βιβλιοθήκης

• Πολλές	αντιδράσεις/πείραμα=μαζική	παράλληλη	
αλληλούχιση

• Ένα	ψηφιακό	σήμα	επιτρέπει	την	άμεση	
ποσοτικοποίηση

• Μικρότερου	μήκους	διαβάσματα	σε	σχέση	με	το	
Sanger
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Εφαρμογή Amplicons,	targeted	gene	
panels

Everyday genome,		WES,	RNA-seq WGS

Output	range 0.3-15Gb 20-120Gb 1.6-1.8Tb

Max	Read	length 600 300-400 300

Run time 5-65H 15-30H <3	days

Reads	per	flow	
cell

25	Million 130-400	Million 3	billion



Επιλογή	εργαστηριακής	προσέγγισης

• Whole	genome	sequencing (WGS)
• Αγνωστη γενετική	αιτιολογία
• Δύσκολη	η	αξιολόγηση	και	η	ερμηνεία	των	αποτελεσμάτων
• Πιθανότητα	ανεύρεσης	μεταλλάξεων	ή	γενετικών	αλλαγών	που	δεν	σχετίζονται	με	το	νόσημα
• Μεγάλο	το	κόστος	και	ο	χρόνος	επεξεργασίας	των	δεδομένων

• Whole	exome	sequencing	(WES)
• Αγνωστη γενετική	αιτιολογία
• Χαμηλότερο	κόστος	από	WGS και	μεγαλύτερη	απόδοση	σε	μικρότερο	χρόνο
• Πιο	στοχευμένη αναζήτηση
• Δύσκολη	η	αξιολόγηση	και	η	ερμηνεία	των	αποτελεσμάτων

• Custom	Capture	(PANELS)
• Συγκεκριμένο	νόσημα	– συγκεκριμένες	αλλαγές	που	ανιχνεύονται
• Χαμηλότερο	κόστος
• Λιγότερος	χρόνος
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Roche 454
Illumina
ABI
Helicos

Illumina

PacBio
Nanopore
Complete Genomics

$ 100M

6-8 χρόνια

$ 10-50M

3-4 μήνες

$ 4-6 Κ

2-3 ημέρες
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Σας	ευχαριστώ
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