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Содержание лекции

• Методы секвенирования 1,2,3 поколений.
• Проект геном человека.

• Методы секвенирования в эпигенетике: бисульфитное, Nano-pore, Chip-Seq, 
Chip-Exo, Mnase-seq, ATAC-seq, CUT&TAG, CUT&RUN, Ribo-seq, Hi-C,

• От проекта геном человека к 4Д-нуклеому (включая ENCODE)

• GWAS/EWAS
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Секвенирование по Сенгеру (1-ое поколение)

1951-52 – последовательность инсулина



Метод Сенгера 1977 год

Chain termination method



dye-terminating sequencing

ддНТФ с флюоресцентными метками
хроматограмма



Первое поколение
• Метод Сэнгера, dye-terminating sequencing, sequencing by synthesis, DNA 

sequencing by capillary electrophoresis

• Длина прочтений 700-1000 нк. Первые 15-40 нк – низкое качество.



Проект «Геном человека»
Human Genome Project (HGP)

1990 - 2003

Рассчитан на 15 лет, с бюджетом $3 млрд, завершен досрочно



Проект геном человека: методы и подходы
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BACs= 

bacterial 

artificial 

chromosome

s ~150 Kb

Physical 

map

Needed!

https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-sequencing-technologies-key-to-the-human-828

'BAC-by-BAC' approach

1998

-

1990

-

F. Collins

C. Venter

https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-sequencing-technologies-key-to-the-human-828


31 марта 2022 A Truly Complete Human Genome Sequence

Human genome size ~ 3,117 billion base pairs (bp)

2000



NGS sequencing
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2008

454 Life Sciences

4 months

$1.5 mln



Ресеквенирование

Для достоверности в медицинских целях 30-100-кратное покрытие,

30-100-кратная глубина секвенирования



Технологии микрореакторов, массивно-
параллельной работы с клональными
библиотеками ДНК, «колониями» ДНК



Технологии секвенирования нового (второго) поколения
NGS – next generation sequencing

Массивно-параллельное секвенирование
Massively parallel sequencing

Sequencing by synthesis

• Пиросеквенирование – по технологии компании 454 Life Sciences/Roche

– Первая технология на рынке. С 2016 года не поддерживается.

• Секвенирование на основе обратимой терминации синтеза ДНК– по 
технологии компаний Solexa/Illumina.

– 90% всего секвенирования выполняется сейчас на этой технологии.

• Полупроводниковое секвенирование - Ion Torrent

• DNBSEQ метод от компании MGI на основе ДНК-наношаров (CoolMPS версия)

Sequencing by ligation

• SOLiD от Applied Biosystems. Не поддерживается

• DNBSEQ метод от компании MGI на основе ДНК-наношаров (cPAS версия)

Sequencing by binding (PacBio announced)



Пиросеквенирование/
Ионное полупроводниковое секвенирование

ion-sensitive field-effect transistor (ISFET)

Ион чувствительный полевой транзистор

pH-чувствительный транзистор

Пирофосфат ддетектируется через активность 

люциферазы



Пиросеквенирование от 454 Life Sciences

• 2005 год – первый секвенатор (GS20 – 25 млн. нт за прогон)

• 2005 секвенированы геномы Mycoplasma и Streptococcus

• 2007 год – улучшенный секвенатор 454 GS-FLX

• 2008 – секвенирован геном James Watson

• Компания 454 LS куплена Roche в 2007 году.

• 2012 – FLX+

• 2006 – 2013 - … – секвенирование генома неандертальца

• C 2016 года технология закрыта, неконкурентноспособна
(по сравнению с Illumina, IonTorrent) 

• FLX+: 1 млн прочтений, до 700 нт, 0.7 Гб, $8K, 10 часов

за прогон

• Хорошая точность

• Ошибки в гомополимерных повторах





Полупроводниковое секвенирование от Ion Torrent

• 2007 год – Ion Torrent Systems – основана компания

• 2010/11 - первый секвенатор Personal Genome Machine (PGM)

• 2010 - Компания приобретена Life Technologies, позднее 
ThermoFisher

• 2012 - секвенатор Ion Proton (в 1000 раз мощнее PGM),

геном человека за $1000 (не за один прогон)

• Длина ридов до 400 нт, высокая скорость, нет сложной 

химии, дешевизна прибора,

• Позиционируется для задач диагностики – каждому 

доктору в кабинет

• Ошибки в гомополимерных повторах, нет возможности 

парноконцевого секвенирования



Ion GeneStudio S5 Systems
• Быстрое время от 

эксперимента до 

результата

• Высокий уровень 

автоматизации

• Хорош для медицинских 

исследований

• Чипы дают ограниченное 

число прочтений



SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) от ABI

• 2003 – polony sequencing technology (G. Church)

• 2006/08 год – первый секвенатор по технологии SOLiD

• 2015 … - сняты с производства

• 2017 - закончена техподдержка 

• Короткие риды (50-75 нт), очень дешево ($0.13/млн нт)

• Высокая точность 99.94%. Использовался для 

ресеквенирования, анализа вариаций

• Медленно – 1 запуск – до 14 дней

• Нет проблем с гомополимерными повторами

• Проблемы с палиндромными сиквенсами



NGS платформа Illumina/Solexa

• 1998: Shankar Balasubramanian, David Klenerman
(Cambridge) founded Solexa company

• 2005 секвенирован геном phiX-174

• 2006 – первый секвенатор (Genome Analyzer – 1 млрд. 
нт. за прогон)

• 2007 год – acquired by Illumina 

• 2007 - … - эволюция приборов и технологии. Технология 
на четырех флюресцентных метках, на двух, на одной + 
полупроводниковая детекция

• Линейка секвенаторов

• Длина прочтений: до 150-300 нт.

• Возможность прочтения прямой и обратной цепей 

(парноконцевое секвенирование, paired-end 

sequencing)

Genome 

Analyzer



NGS платформа Illumina/Solexa

Sequencing by synthesis

Bridge amplification

Dye terminator sequencing

Flow cell

Проточная ячейка



NGS платформа Illumina/Solexa



Подготова библиотеки (Illumina library prep)



Технология DNBSEQ от MGI
• 1999 – основан Beijin Genomic Institute => BGI Group

• 2009 – Complete Genomics отсеквенировала геном человека с 
помощью своей проприетарной технологии (статья в Science)

• 2013 – BGI приобретена компания Сomplete Genomics

• 2014 – BGISEQ-1000 первый секвенатор

• 2014 - … дальнейшее развитие технологии

• Позиционируется как альтернатива Illumina, которая дешевле и 

быстрее

• Длина ридов до 150 нт

• Парноконцевое секвенирвоание

• performances of the MGISEQ-2000 and DNBSEQ-T7 platforms are 

comparable to that of the Illumina NovaSeq 6000



Library generation through RCA

DNA nanoball



CoolMPS

sequencing by synthesis





Sequencing by binding

• https://youtu.be/i_mSaNBOVmQ

2021: Компания PacBio приобрела Omniome

Сверхвысокая точность (Q40?)

2022 октябрь – коммерческий продукт

https://youtu.be/i_mSaNBOVmQ


Методы секвенирования третьего 
поколения

• Плюсы:

1) Можно секвенировать длинные фрагменты ДНК

2) Можно получать длинные прочтений (до 20 000 нт)

3) Не обязательно амплифицировать для считывания сигнала => более простая пробоподготовка 
=> портативные секвенаторы

4) Эпигенетическая разметка ДНК сохраняется (NanoPore)

Минусы:

1) Слабый сигнал, высокий процент ошибок

Технологии:

1) SMRT by Pacific Biosciences

2) Oxford Nanopore

3) Illumina Infinity 2022?



Технология PacBio
• 2004 – основана Pacific Biosciences

• 2010 – первый прибор PacBio RS

• 2013 - PacBio RS II

• 2015 - Sequel System

• 2019 - Sequel II System

• 2020 - Sequel IIe System

• 2022 – Revio System

• Определение структурных вариаций генома

• Может секвенировать эпигенетические 

модификации

• Может секвенировать РНК напрямую.



Технология PacBio
Single-molecule real-time (SMRT) sequencing

https://youtu.be/_lD8JyAbwEo

https://youtu.be/NHCJ8PtYCFc

https://youtu.be/_lD8JyAbwEo
https://youtu.be/NHCJ8PtYCFc


Технология Oxford Nanopore
• 2005 – основана Oxford Nanopore Technologies

• 2014 – первый прибор MinION

• Портативный прибор

• Точность 99,9%

• Определение структурных вариаций генома

• Может секвенировать эпигенетические 

модификации

• Может секвенировать РНК напрямую.



Технология Oxford Nanopore

https://youtu.be/RcP85JHLmnI

https://youtu.be/RcP85JHLmnI


https://www.youtube.com/watch?v=E9-Rm5AoZGw 10.1038/s41565-022-01193-2

https://www.youtube.com/watch?v=E9-Rm5AoZGw








PyroMark



Кратко обсудим плюсы и минусы разных методов

Sequencing by synthesis

• Пиросеквенирование – по технологии компании 454 Life Sciences/Roche

– Первая технология на рынке. С 2016 года не поддерживается.

• Секвенирование на основе обратимой терминации синтеза ДНК– по 
технологии компаний Solexa/Illumina.

– 90% всего секвенирования выполняется сейчас на этой технологии.

• Полупроводниковое секвенирование - Ion Torrent

• DNBSEQ метод от компании MGI на основе ДНК-наношаров (CoolMPS версия)

Sequencing by ligation

• SOLiD от Applied Biosystems. Не поддерживается

• DNBSEQ метод от компании MGI на основе ДНК-наношаров (cPAS версия)

Sequencing by binding (PacBio)

Третье поколение

SMRT от PacBio

Nanopore Sequencing  



Производные методы секвенирования

• RNA-seq

• Модификации ДНК (бисульфитная конверсия, NanoPore)

• ChIP-seq, ChIP-exo

• Доступность хроматина (DNAse-seq, FAIR-seq, ATAC-seq)

• Позиционирование нуклеосом (MNase-seq, Mnase-Exo III)

• Ribo-seq

• DAM-ID

• DAM-метилирование

• 3C-методы (HiC, Micro-C)

• ДНК-РНК

• Single cell



Секвенирование РНК
Комплементарная ДНК (кДНК,cDNA), кДНК библиотеки

кДНК может быть секвенирована по Сэнгеру или NGS



RNA-seq







Анализ модификаций ДНК
• Пример определение 5m-цитозинов в ДНК, бисульфитное 

секвенирование

Бисульфит (гидросульфит)



Oxford Nanopre и PacBio



ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitation)



ChIP-seq

• Chromatin immunoprecipitation (ChIP)





ChIP-exo-seq







Определение доступности хроматина



Определение доступности хроматина



Определение доступности хроматина

Assay for Transposase-Accessible 

Chromatin using sequencing



Определение доступности хроматина



Определение доступности хроматина



MNase-seq



• 10.1093/nar/gkv943



CUT&TAG



CUT&RUN





DamID – альтернатива ChIP-seq in vivo

71
https://biomolecula.ru/articles/molekuly-i-epigenom#metody-izucheniia-dnk-i-khromatina

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6451315/



Ribo-seq – определение мРНК, которые активно транслируются



Методы ДНК микрочипов



Illumina Infium  Methyltion Assay

Infinium MethylationEPIC BeadChip ("EPIC") interrogates over 850,000 methylation sites across the human genome



3-C-методы – определение контактов ДНК в 
геноме (3Д-укладка генома)

CHROMOSOME CONFORMATION CAPTURE











10.1016/j.cell.2015.05.048

Micro-C

https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.05.048




Single cell Hi-C

10.1038/nmeth.4155 



RNA-DNA interactomes, RedC method

10.1038/s42003-023-04853-8 







86https://science.sciencemag.org/content/337/6099/1159

https://science.sciencemag.org/content/337/6099/1159


Структура генома человека и вариации

87

4 to 5 million SNPs in a person's genome

99% identity of the aligned sequence

96% identity between whole genomes







• A recent slew of ENCyclopedia Of DNA Elements (ENCODE) Consortium publications, 
article signed by all Consortium members, put forward the idea that more than 80% 
genome is functional. This claim flies in the face of current estimates according to 
of the genome that is evolutionarily conserved through purifying selection is less 
according to the ENCODE Consortium, a biological function can be maintained 
selection, which implies that at least 80 − 10 = 70% of the genome is perfectly 
deleterious mutations, either because no mutation can ever occur in these 
because no mutation in these regions can ever be deleterious. This absurd conclusion 
through various means, chiefly by employing the seldom used “causal role” 
function and then applying it inconsistently to different biochemical properties, by 
logical fallacy known as “affirming the consequent,” by failing to appreciate the 
between “junk DNA” and “garbage DNA,” by using analytical methods that yield 
biased errors and inflate estimates of functionality, by favoring statistical sensitivity 
over specificity, and by emphasizing statistical significance rather than the 
magnitude of the effect. Here, we detail the many logical and methodological 
transgressions involved in assigning functionality to almost every nucleotide in the 
human genome. The ENCODE results were predicted by one of its authors to 
necessitate the rewriting of textbooks. We agree, many textbooks dealing with 
marketing, mass-media hype, and public relations may well have to be rewritten.



• Недавнее множество публикаций Консорциума ENCyclopedia Of DNA Elements (ENCODE), 
особенно статья, подписанная всеми членами Консорциума, выдвинула идею о том, что более 
80% генома человека является функциональным. Это заявление идет вразрез с современными 
оценками, согласно которым доля генома, эволюционно законсервированного посредством 
очищающего отбора, составляет менее 10%. Таким образом, согласно консорциуму ENCODE, 
биологическая функция может поддерживаться неопределенно долгое время без селекции, что 
означает, что по крайней мере 80–10 = 70% генома совершенно неуязвимы для вредоносных 
мутаций либо потому, что никакая мутация никогда не может произойти в этих 
«функциональных ” или потому, что никакая мутация в этих регионах никогда не может быть 
вредной. Этот абсурдный вывод был сделан различными способами, главным образом путем 
использования редко используемого определения «каузальной роли» биологической функции, а 
затем непоследовательного применения его к различным биохимическим свойствам, путем 
совершения логической ошибки, известной как «подтверждение следствия», из-за 
неспособности оценить ключевое различие между «junk DNA» и «gargbage DNA», используя 
аналитические методы, которые дают предвзятые ошибки и завышают оценки 
функциональности, отдавая предпочтение статистической чувствительности, а не 
специфичности, и подчеркивая статистическую значимость, а не величину эффекта. Здесь мы 
подробно описываем множество логических и методологических ошибок, связанных с 
определением функциональности почти каждого нуклеотида в геноме человека. Один из 
авторов предсказал, что результаты ENCODE потребуют переписывания учебников. Мы согласны 
с тем, что многие учебники по маркетингу, шумихе в СМИ и связям с общественностью, 
возможно, придется переписать.



https://www.4dnucleome.org



GWAS
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Genome-wide association study



dpGAP
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap


Epigenome-wide association study
(EWAS)







Спасибо за внимание!
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