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Uvod u sekvenciranje sljedeće generacije  
(engl. Next Generation Sequencing, NGS) 



 
• kratki pregled sekvenciranja 
• NGS tehnologija 
• pregled dostupnih uređaja 
• primjena NGS-a 
• primjer: nabava uređaja 



• što nas čini jedinstvenima? 
 

»          F. Miescher, 1869. g. 
•                      “nuklein” 

 
 

                                1953. g. 

 
 
 





100 milijuna $ 2001. godine na 10,000 $ u 2011. 

Sangerova metoda (1977.)  Hierarchical nad shotgun sequencing (1996.) 



 
 

 
 
 
 

• 46 kromosoma – 3 milijarde parova baza 
• 2 ljudi razlikuje se međusobno na 4 milijuna mjesta u genomu 
• promjena na samo jednom mjestu! može dovesti do bolesti 



• iste godine (1977.) – metoda sekvenciranja po 
Sangeru (“chain termination technology”) 

Nature, 1977.  



Hutchison, Nucleic Acids Res. 2007 . 
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• Human Genome Project 
• 15 godina, 5-10 milijardi dolara 
 (2003., 3 milijarde dolara) 
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Sekvenciranje sljedeće generacije 
• skup tehnologija koje mogu čitati DNA puno brže i jeftinije od 

tradicionalnog Sangerovog sekvenciranja – čitanje puno 
odsječaka odjednom! 





• TCAAGAGAGTGAG… 
• duljina odsječka oko 150 pb 
• 3 dana za odsječak od 200 pb! 

3 milijarde pb / (200 pb x 8 sekvenci/gel) = 1,9 milijuna gelova 





• 300pb/reakciji, 4 reakcije/smjena 
• 3 smjene/dan = 3600pb/dan/uređaj 
• povećanje od 10x u 5 godina! 

 

npr.  454 GS može sekvencirati 1 milijardu pb/dan! 

ABI SOLiD 

454 FLX 

Illumina Genome Analyzer 



• James Watson – 1. ljudska DNA sekvencirana pomoću 
NGS tehnologije 

• 24,5 milijardi baza genomske DNA sekvence 
• 3,6 milijuna varijanti 



Morini i sur., Front. Genet., 2015 



GS FLX 454 (Roche) 

HiSeq 2000 (Illumina) 

ABI 5500xl  (AB) 

Ion Torrent (Life) 

PacBio RS II (Pacific Biosci.) 

MinION (Oxford 
nanopore) 



Upotreba 
Sangerove 
metode: 

rutinska upotreba 
(npr. klinička dijagnostika, 
znanstvena istraživanja…) 

potvrda NGS 
podataka! 

medicina 
krojena 
prema 

pojedincu 

genetske 
bolesti 

klinička 
dijagnostika 



NGS – zajedničko 

• priprema uzoraka – tzv. „knjižnice”  
(engl. “library”)  

• umnažanje 
• sirovi podaci 





!!! 



!!! 



Morini i sur., Front. Genet., 2015 



NGS – različito 

• pirosekvenciranje (engl. pyrosequencing) 

• sekvenciranje sintezom (engl. sequencing by synthesis) 

• sekvenciranje vezivanjem (engl. sequencing by ligation) 

• (engl. ion semiconductor sequencing) 
 





pirosekvenciranje  
(engl. pyrosequencing) 

• visok trošak reagensa, visoka stopa 
pogreške, kod nizova od 6 i više pb 
(homopolimeri) 



sekvenciranje sintezom  
(engl. sequencing by synthesis) 

• kako reakcija napreduje, javlja se sve više 
grešaka – nepotpuno uklanjanje fluor. 
signala (veći pozadinski šum) 



sekvenciranje vezivanjem  
(engl. sequencing by ligation) 

• vrlo kratki odsječci 



(engl. ion semiconductor sequencing) 

• visoka stopa pogreške kod 
homopolimernih sljedova 
(manji trošak i brže) 



čovjek (3,300,000,000), miš (2,800,000,000), Arabidopsis thaliana 
(135,000,000) i E. coli (4,639,221)                                            30x 





BIOINFORMATIKA 
 

FASTQ format 
sekvenca + kvaliteta 



Stein, Gen. Biol. 2010.  



NGS – primjena 
• Whole Genome Sequencing (WGS) 
• Exome Sequencing (Exome-Seq) 
• RNA Sequencing (RNA-Seq) 
• Methylation Sequencing (Methyl-Seq) 

 
 



• personalizirana medicina – krojena prema 
pojedincu 

• “cancer genomics” – što pretvara normalnu 
stanicu u stanicu raka? 

• epidemiologija/forenzika – epidemije, zločini 
• metagenomika – mi smo domaćini brojnim 

mikrobima! 
• poboljšanje usjeva – sekvenciranje važnih 

usjeva 
• ……… 

 



PRVA generacija 
• dugi odsječci visoke 

kvalitete 
• “low throughput” 
• skupo 
 

DRUGA generacija 
• kratki odsječci 
• “high throughput” 

(masivno paralelno 
sekvenciranje) 

• manji troškovi 
• 454/Roche, 

Solexa/Illumina, SOLiD, 
IonTorrent/Life Tech. 

 

TREĆA generacija 
• molekula 
• lagana priprema 

uzoraka 
• Oxford Nanopore, 

Pacific Biosciences 

 







Budućnost (je već ovdje). 



A koliko to sve košta…? 

Samo primjer, cijene na upit! 



Kupnja uređaja – na što paziti! 

Primjer (illumina). 





Kraj! 

Hvala na pozornosti…  
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