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Μέθοδοι και εφαρμογές  Διερεύνησης 

Νουκλεοτιδικής Αλληλουχίας 

(Sequencing)



Αλληλούχιση

 DNA sequencing- βασικές μέθοδοι και τεχνολογίες της μοριακής 

που οδηγούν στο διάβασμα της αλληλουχίας βάσεων σε ένα 

μόριο DNA (αδενίνη, γουανίνη, κυτοσίνη, θυμίνη) και άρα την 

ανάλυση γονιδίων σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Εχει πληθώρα 

εφαρμογών στην έρευνα , διαγνωστική, βιοτεχνολογία .

 Ορισμός. Ο προσδιορισμός της ακριβούς αλληλουχίας 

νουκλεοτιδίων σε ένα δείγμα DNA. Στάδιο απαραίτητο για 

ανίχνευση μεταλλαγών

 Αρχικό υλικό : προϊόντα PCR ή κλωνοποιημένα γονίδια



Μέθοδος αλληλούχισης κατά Sanger ή

Dideoxy ή τερματισμού της αλυσίδας

 Στάδια:

1. Αποδιάταξη

2. Πρόσδεση εκκινητή 

αλληλούχισης

3. Επιμήκυνση της 

αλυσίδας 

4. Ηλεκτροφόρηση



Μέθοδος αλληλούχισης κατά Sanger 

Chain-termination Method

Η αντίδραση επιμήκυνσης καταλύεται από το ένζυμο DNA πολυμεράση 
και απαιτούνται τα τέσσερα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 
dNTPs: dATP, dCTP, dTTP,dGTP

Επίσης προστίθενται τροποποιημένα νουκλεοτίδια που ονομάζονται δι-
δεοξυνουκλεοτίδια ddNTPS.

Αυτά ενσωματώνονται κανονικά στην νεοσυντιθέμενη αλυσίδα αλλά 
εμποδίζουν την περαιτέρω επιμήκυνση της. Λόγω της χημικής δομής τους 
δεν έχουν –ΟΗ στο 3 της ριβόζης έτσι ώστε το επόμενο νουκλεοτίδιο δεν 
μπορεί να προσδεθεί και να σχηματιστεί ο φωσφοδιεστερικός δεσμός.

Η επιμήκυνση της αλυσίδας σταματά κατά την ενσωμάτωση τους

Add enough so each ddNTP is randomly 

and completely incorporated at each base





Περιορισμοί της μεθόδου

 Διαβάζει 500-750bp (το ανθρώπινο γονιδίωμα υπολογίζεται 

3 δισ bp)

 Χρονοβόρος διαδικασία

Αλληλούχιση κατά Sanger



Αλληλούχιση κατά Sanger

Εφαρμογές: Ανίχνευση μεταλλαγών, πολυμορφισμών



Περιορισμοί της μεθόδου

 Διαβάζει μικρές αλληλουχίες (100 b)

 Δεν μπορεί να διαβάσει με ακρίβεια 

περισσότερα από 5-6 όμοια 

νουκλεοτίδια



Sanger Institute

•1992-1999 Sanger seq.
ABI 373/377 slab gel sequencer
2-3runs/day 36-96 samples run
100kb/ instrument /day
80 staff to operate
•2000
ABI 3700 capillary Sequencer
8runs/day 96 samples/run 
400kb /instrument /day 
40staff to operate
•2004
ABI 3730XL Capillary Sequencer
15-40runs/day  96samples/run
1-2MB/instrument/day
4staff to operate

2003 2,76Gb/month
Aug 2008- 278Gb
Aug 2009 1,38Tb
2010 Illumina 200GB/run
60x depth /run



Next generation DNA sequencing - NGS

 Μαζικό παράλληλο διάβασμα αλληλουχιών DNA (Massively parallel 

DNA sequencing)

 Πολύπλοκες τεχνολογίες χρησιμοποιούν περίπλοκη χημεία

ενζυμολογία, οπτικά υψηλής ανάλυσης εξοπλισμό και λογισμικό

 Ανάλυση μονόκλωνων θραυσμάτων από μία βιβλιοθήκη θραυσμάτων

 βιβλιοθήκη= δημιουργείται με προσθήκη κατάλληλων συνδετικών  

αλληλουχιών προσαρμοστών ( linker-adapters) ειδικών για κάθε 

πλατφόρμα σε θραύσματα που προέρχονται από το DNA που θέλουμε 

να αναλύσουμε

 Η παρουσία αυτών των linkers δίνει τη δυνατότητα ειδικής ενίσχυσης 

των θραυσμάτων με PCR

 Illumina

 Thermo/ Ion Torrent

 Pacific Biosciences

 Nanopore



Next generation DNA sequencing - NGS

 Massively parallel DNA sequencing

Millions of simultaneous reactions 

producing one read from one input 

molecule

 Technology has advanced dramatically in 

recent years, allowing for the human 

genome to be sequenced rapidly at the 

cost of less than $5,000, outpacing 

Moore’s Law



NGS MULTIPLE PLATFORMS



Ion semiconductor chemistry/

Ion Torrent

NGS DIFFERENT CHEMISTRIES



Helicos Single Molecule Sequencing

Pacific Biosiences Single Molecule Seq

NGS DIFFERENT CHEMISTRIES



454/FLX ROCHE
 Χρησιμοποιεί τη χημεία της πυροαλληλούχισης

 DNA πολυμεράσηκαταλύει αντίδραση ενσωμάτωσης 

νουκλεοτιδίων εκλύεται φώς από το ένζυμο λουσιφεράση

 Ποσότητα φωτός/ανάλογη με τον αριθμό των νουκλεοτιδίων που 

ενσωματώνονται.

Βιβλιοθήκη θραυσμάτων αναμιγνύεται με σφαιρίδια τα οποία έχουν 

προσδεδεμένα ολιγονουκλεοτίδια συμπληρωματικά με τις αλληλουχίες 

προσαρμοστών που έχουν χρησιμοποιηθεί για τη δημιουργία της 

βιβλιοθήκης θραυσμάτων.

Κάθε σφαιρίδιο προσδένει ένα θραύσμα και απομονώνεται σε ένα υδατικό 

σταγονίδιο σε λάδι όπου περιέχονται τα αντιδραστήρια της PCR. Η 

ενίσχυση γίνεται στο μίγμα και παράγονται περίπου 1.000.000

αντίγραφα κάθε θραυσματος σε κάθε σφαιρίδιο.



 Αυτή η διαδικασία ονομάζεται emulsion PCR (PCR σε γαλάκτωμα)

 Τα ενισχυμένα θραύσματα αλληλουχίζονται μαζικά

 Κάθε σφαιρίδιο εισέρχεται σε ένα πηγαδάκι ενός ειδικού πιάτου και 

προστίθενται σφαιρίδια με τα αντιδραστήρια για την αντίδραση 

πυροαλληλούχισης.

 Μια CCD camera καταγράφει το φώς που εκλύεται από κάθε σφαιρίδιο.

 Αλγόριθμος που επεξεργάζεται τα δεδομένα και παράγει την 

αλληλουχία

 Τα δεδομένα συλλέγονται σε ‘flow space’ string of bases + αριθμός 

βάσεων για κάθε θέση βάσης

 Λάθη σε μεγάλες επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες μονονουκλεοτιδίων

 Illuminasequence space, λάθη στο τέλος του διαβάσματος

 SOLID ‘color space’ allignment







Next Gen SEQUENCING



RNA

Προετοιμασία Βιβλιοθηκών
PCR με τους εκκινητές του 
panel

Ενίσχυση Βιβλιοθηκών με 
emulsion PCR 

Αντίστροφη  μεταγραφή-cDNA

Αλληλούχιση με NGS 



DNA vs RNA

•DNA
•Μεταλλαγές (ελλείψεις, προσθήκες, σημειακές κτλ)

•Αριθμός γονιδιακών αντιγράφων (amplification)

RNA

• Διαμεταθέσεις/Αναδιάταξεις

• Γονίδια σύντηξης (FUSIONS)





NGS

Clinical significance of rare variants?





Ταυτοποίηση της Μεταλλαγής- ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ

Varsome, TP53 database, 

GnomaD etc







Genes in the TruSeq Amplicon - Cancer Panel

Using a standard solid tumor NGS panel we are able to simultaneously 
analyze mutations in more than 40 genes, including many of the common 
aberrations seen in lung cancer.
For example, it could provide information on KRAS, BRAF, NRAS, MET, 
PTEN, RET status, which have emerged as a potential biomarkers for 
clinical trials

Using NGS facilitates the accumulation of large databases of potential 
driver mutations that could be useful for future research. 

NGS tumor panels





NGS
 Advantages

 Very powerful tool/ enormous potential

 Biomarker discovery

 Information on clonality, heterogeneity 

 Current Difficulties

 Enormous data -how to interpret

 Whole framework has to emerge

 Validation, verification

 Low level mutations—importance?

 Clinical value rather limited to druggable driver point 

mutations

 Cost consideration



Souche E.,  NGS quality control

Extensive quality assessment required in all steps/ validation 

Diagnostic yield/clinical utility



Παράδειγμα Coverage 

Analysis



Παράδειγμα Alignment 

Summary





Collection of high redundancy data

 Next generation sequencing παράγει εκατομμύρια 
αλληλουχίες και μπορεί να ανιχνεύσει σπάνιες 
αλληλουχίες που δεν μπορούν να αποκαλυφθούν 
με άλλες διαδικασίες

 Στην έρευνα για τον καρκίνο μπορούμε με αυτόν 
τον τρόπο να ανιχνεύσουμε σπάνια αλληλόμορφα 
(sequence variants) σε πληθυσμούς καρκινικών 
κυττάρων

 Το next generation sequencing είναι ιδιαίτερα 
ελκυστικό διότι λόγω του μεγάλου αριθμού 
αλληλουχιών που παράγονται τα αποτελέσματα 
έχουν μεγαλύτερη στατιστική σημασία.



Procedure

Sample 
collection & 
evaluation

DNA extraction

NGS 
methodology

Bioinformati
cs

Clinical 
annotation

Reporting

Methodology: NGS/ Ion Ampiseq custom 

panel

Platform: Ion PGM System

Bioinformatics pipeline: Torrent Suite (Variant 

Caller/Ion Reporter)



NGS results



NGS coverage analysis report



Sanger sequencing vs NGS

 Sanger sequencing: average sequence of 

all DNA in tube / cannot resolve low 

frequency mutations.

 NGS multiple platforms 

 Radically different underlying chemistries 

 one read/one input molecule

 Every molecule/ individual sequence

 Low abundance signals still legible

 More depth-rarer mutation



NGS
 Advantages

 Very powerful tool/ enormous potential

 Biomarker discovery

 Information on clonality, heterogeneity 

 Current Difficulties

 Enormous data -how to interpret

 Whole framework has to emerge

 Validation, verification

 Low level mutations—importance?

 Clinical value rather limited to druggable driver point 

mutations

 Cost consideration



Διαμεταθέσεις γονιδίων στη διάγνωση



Διαμεταθέσεις γονιδίων στη διάγνωση




