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Δομή διάλεξης 

Εισαγωγή NGS 

Πειραματική διαδικασία NGS 

Ανάλυση σαρκωμάτων με NGS 



Ανάλυση του ανθρώπινου γονιδιώματος  



 1) DNA (περιοχή του που 

θέλουμε να ενισχύσουμε) 

 2) Εκκινητές 

 3) Mix: 

 Τaq πολυμεράση 

 dNTPs 

 Ρυθμιστικό διάλυμα 

Tris-HCl 

 MgCl2 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 

A-T 

G-C 



Αλληλούχιση κατά Sanger 
 

Αρχή της μεθόδου: χρήση διδεοξυ-νουκλεοτιδίων που σταματούν τη σύνθεση της αλληλουχίας καθώς δεν 
μπορεί να σχηματιστεί φωσφοδιεστερικός δεσμός 

Εφαρμογές στη μοριακή διαγνωστική: Ανίχνευση σημειακών μεταλλαγών, ελλείψεις / διπλασιασμοί / ενθέσεις μικρού 
αριθμού βάσεων   



Αλληλούχιση κατά Sanger 
 

Αδενίνη: πράσινο χρώμα 
Κυτοσίνη: μπλε χρώμα 
Θυμίνη: Κόκκινο χρώμα 
Γουανίνη: Μαύρο χρώμα 

Μεταλλαγμένη αλληλουχία 

Φυσιολογική αλληλουχία 

Αντικατάσταση βάσης C>T  



Aλληλούχιση Νέας Γενιάς 
(Next-Generation Sequencing)  

 Διαφορετικές τεχνολογίες αλληλούχισης 

 

 Μαζικό παράλληλο διάβασμα αλληλουχιών DNA 

 

 Υψηλή ποιότητα αλληλούχισης 

 
 

 



Ion semiconductor chemistry/ 

Ion Torrent 
 

Διαφορετικές Χημείες NGS 

Φθορίζοντα σήματα  

Απελευθέρωση Η+, αλλαγή του pH 



Κόστος ανάλυσης NGS 



3 γενιές μηχανημάτων αλληλούχισης 

 1η γενιά  

 Sanger Sequencing 

 

 2η γενιά 

 Next generation sequencing 

 

 

 3η γενιά 

 Third generation sequencing 



Whole Genome Sequencing             Whole Exome Sequencing        Target Region Sequencing  

Είδη ανάλυση αλληλούχισης NGS 



Εφαρμογές NGS στην Ογκολογία και Μοριακή Παθολογική Ανατομική  

 Στην ογκολογία για τη στοχευμένη και εξατομικευμένη ιατρική 
 

 Στην παθολογική ανατομική για τη διαφορική διάγνωση 

 
 Στην έρευνα: για την ανεύρεση νέων βιοδεικτών, γονιδίων στόχων και γονιδίων ανθεκτικότητας 

 



Εφαρμογή NGS στα Σαρκώματα 



DNA vs RNA 

• DNA 

• Μεταλλαγές (ελλείψεις, προσθήκες, σημειακές κτλ) 
 

• Αριθμός γονιδιακών αντιγράφων (amplification) 
  

• RNA 
• Διαμεταθέσεις 

 
 Γονίδια σύντηξης (FUSIONS) 

 



Ανάλυση Βιοδεικτών με τη χρήση NGS 

NGS 

RNA 



 

 

Απομόνωση DNA από δείγμα ιστού 
FFPE  

Προετοιμασία βιβλιοθηκών DNA, PCR 
με τους εκκινητές του panel 

Ενίσχυση βιβλιοθηκών με Emulsion 
PCR 

Αλληλούχιση  

                      Βιοπληροφορική ανάλυση 

Ροή εργασίας NGS σε δείγματα DNA με τη χρήση 
πλατφόρμας Ion torrent 

Lucan et al., 2016 



Souche E.,  NGS quality control 



Προαναλυτική διαδικασία- Βασικά προαναλυτικά κριτήρια 

           Ποσοστό καρκινικών κυττάρων DNA->10%, RNA>20% 

1o σημείο ελέγχου 

DNA 

RNA 

Συγκέντρωση  
ng/mL  

Απομόνωση  
 

Αντίστροφη 
Μεταγραφή/cDNA 

Προετοιμασία 
βιβλιοθηκών 

3o σημείο ελέγχου 2o σημείο ελέγχου 

• Επάρκεια ιστού 
• Ποσοστό 

Καρκινικών 
κυττάρων 

• Ποιότητα του 
ιστού 

Ποσότητα και 
ποιότητα γενετικού 
υλικού 

Συγκέντρωση ng/μl  
Ratio 260/280nm  
 

Προετοιμασία 
βιβλιοθηκών 

Συγκέντρωση  
ng/mL  



Panels γονιδίων 

Εμπορικά διαθέσιμα (IVD ή χωρίς)  

FDA approved FoundationOne CDx, MSK-IMPACT,Oncomine Dx Target Test for lung cancer,Illumina 
Extended RAS Panel for colon cancer, Foundation Focus CDx BRCA LOH  

Custom made: σχεδιασμένα σύμφωνα με τις ανάγκες του εργαστηρίου 

 



Προετοιμασία βιβλιοθήκων 



Emulsion PCR 

Ποσοτικοποίηση βιβλιοθηκών με Qubit 

Ισομοριακό δείγμα – (όλα τα δείγματα, ίση συγκέντρωση και όγκο, σε 1 σωληνάριο) 

Ακολουθεί Οne Touch με Emulsion PCR: 1 κλώνος βιβλιοθήκης σε ένα κυστίδιο το 
οποίο περιέχει ISPs, πολυμεράση, εκκινητές, dNTPS  

 



Emulsion PCR 



Emulsion PCR 



H διαδικασία εμπλουτισμού του εκμαγείου 
αλληλούχησης όπου απομακρύνονται τα κενά ISPs, 
εκείνα δηλαδή στα οποία δεν έχει γίνει ενίσχυση της 
βιβλιοθήκης μας 
 

Τέλος φορτώνουμε στο chip με αντιδραστήρια για 
αλληλούχιση  

Enrichment: Ενίσχυση βιβλιοθηκών 



Αλληλούχιση 



Ion Torrent sequencing 

• Ion torrent and Ion proton 
sequencing δεν χρησιμοποιούν οπτικά 
σήματα  
•Βασίζονται στο γεγονός ότι όταν 
προστίθεται ένα  dNTP στη 
νεοσυντιθέμενη αλυσίδα DNA 
απελευθερώνεται ένα ιόν υδρογόνου 
(H+ ion) 



NGS: ορισμοί 

Mapping: ευθυγράμμιση των περιοχών που έχουν αλληλουχιθεί με το ανθρώπινο γονιδίωμα 
Reads / Διαβάσματα: Πόσες φορές έχει διαβαστεί μία βάση/ μια αλληλουχία που έχει παραχθεί 



Αναλυτικά ποιοτικά κριτήρια πειράματος 

Ποιοτικά χαρακτηριστικά του 
πειράματος: 

1)Συνολικό αριθμό των βάσεων 

2)ποσοστό ISPs φορτώματος του chip 

3)Συνολικό αριθμό διαβασμάτων  

4)Αξιοποιήσιμα διαβάσματα 

5)Κλωνικότητα των ISPs 

 

1) Συνολικό αριθμό των βάσεων 

1) ποσοστό ISPs φορτώματος 
του chip 

4) Αξιοποιήσιμα διαβάσματα 

3) Συνολικό αριθμό διαβασμάτων  

5) Κλωνικότητα των ISPs 



Ποιοτικά 
χαρακτηριστικά του 
κάθε δείγματος: 

 

Στοιχισμένα 
διαβάσματα (mapped 
reads) >100.000 

 

Μέσο Βάθος 
διαβασμάτων (Mean 
depth) >500x  

 

On target: Στοιχισμένα 
διαβάσματα/ συνολικά 
διαβάσματα 

 

Uniformity: Η 
ομοιομορφία 
κατανομής των 
συνολικών 
διαβασμάτων 

Αναλυτικά ποιοτικά κριτήρια δειγμάτων 



ΔΕΙΓΜΑ 1 ΔΕΙΓΜΑ 2 

Αναλυτικά ποιοτικά κριτήρια δειγμάτων 



Αξιολόγηση αποτελεσμάτων 



1. Διαβάσματα θέσης 
2. Ποσοστό μεταλλαγής  VAF >5% 
3. Ταυτοποίηση μεταλλαγής πχ p.Val559Ala, c.1676 T>C 
4. Στοιχεία- παθογόνος ή μη 

 
 

Βάσεις δεδομένων: ClinVar, 
COSMIC,IARC TP53, Varsome, 
UniProt, etc 

Αξιολόγηση αποτελεσμάτων 







Hoskinson DC, et al 2017 



Αξιολόγηση αποτελεσμάτων (IGV) 
p.Val559Ala, c.1676 T>C 



RNA 

Προετοιμασία Βιβλιοθηκών 
PCR με τους εκκινητές του 
panel 
 

Ενίσχυση Βιβλιοθηκών με 
emulsion PCR  

Αντίστροφη  μεταγραφή-cDNA 

Αλληλούχιση με NGS  

mRNA(cDNA) 



Γονίδια σύντηξης στη διάγνωση 



Γονίδια σύντηξης στη διάγνωση 



Γονίδια σύντηξης στη διάγνωση 



Πάνελ γονιδίων για 
σαρκώματα 

            

PAX7(7) - FOXO1(2) COSF287 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF330 FUS(8) - ERG(9) COSF318 
COL1A1(23) - PDGFB(2) 

COSF543 
EWSR1(7) - ERG(11) 

COSF145 EWSR1(12) - NR4A3(3) COSF352 

THRAP3(1) - USP6(1) COSF1410 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF858 FUS(9) - CREB3L1(5) COSF912 
COL1A1(20) - PDGFB(2) 

COSF819 
EWSR1(7) - ERG(8) 

COSF146 EWSR1(13) - DDIT3(2) COSF271 

THRAP3(1) - USP6(1) COSF1411 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF335 FUS(9) - CREB3L1(5) COSF913 
COL1A1(19) - PDGFB(2) 

COSF539 
EWSR1(7) - ERG(9) 

COSF152 EWSR1(13) - DDIT3(3) COSF281 

MEAF6(5) - PHF1(2) COSF1450 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF325 FUS(9) - DDIT3(3) COSF867 
COL1A1(18) - PDGFB(2) 

COSF531 
EWSR1(7) - ETV1(12) 

COSF163 EWSR1(13) - NR4A3(3) COSF367 

TPM3(7) - ALK(20) COSF439 FUS(6) - CREB3L1(5) COSF942 FUS(8) - DDIT3(2) COSF301 
COL1A1(17) - PDGFB(2) 

COSF597 
EWSR1(7) - ETV4(8) 

COSF208 TFE3(5) - ASPSCR1(8) COSF797 

PAX3(7) - FOXO1(2) COSF247 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF331 FUS(8) - ERG(11) 
COL1A1(16) - PDGFB(2) 

COSF596 
EWSR1(7) - FEV(2) 

COSF275 TFE3(4) - ASPSCR1(8) COSF782 

PAX3(7) - NCOA1(14) COSF1042 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF925 FUS(8) - ERG(9) COSF318 
COL1A1(16) - PDGFB(2) 

COSF595 
EWSR1(7) - FLI1(5) 

COSF165 TFE3(4) - ASPSCR1(8) COSF798 

PAX3(7) - NCOA2(12) COSF1040 FUS(6) - DDIT3(2) COSF303 FUS(9) - CREB3L1(5) COSF912 
COL1A1(15) - PDGFB(2) 

COSF1293 
EWSR1(7) - FLI1(5) 

COSF167   

PAX3(6) - NCOA1(15) COSF289 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF332 FUS(9) - CREB3L1(5) COSF913 
COL1A1(13) - PDGFB(2) 

COSF593 
EWSR1(7) - FLI1(6) 

COSF180   

TFG(7) - NR4A3(3) COSF1187 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF336 FUS(9) - DDIT3(3) COSF867 
COL1A1(11) - PDGFB(2) 

COSF605 
EWSR1(7) - FLI1(7) 

COSF173   

CNBP(1) - USP6(1) COSF1417 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF334 FUS(10) - FEV(2) COSF295 
COL1A1(9) - PDGFB(2) 

COSF603 
EWSR1(7) - FLI1(8) 

COSF227   

CNBP(1) - USP6(2) COSF1416 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF922 FUS(11) - DDIT3(2) COSF1018 
COL1A1(8) - PDGFB(2) 

COSF654 
EWSR1(7) - NR4A3(2) 

COSF353   

ACTB(3) - GLI1(5) COSF1384 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF389 FUS(13) - DDIT3(2) COSF293 
COL1A1(7) - 

PDGFB(2)COSF564 
EWSR1(7) - PBX1(5) 

COSF350   

ACTB(3) - GLI1(6) COSF1380 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF948 CDH11(2) - USP6(1) COSF1403 
COL1A1(6) - PDGFB(2) 

COSF591 
EWSR1(7) - SMARCA5(5) 

COSF1208   

ACTB(3) - GLI1(7) COSF1378 FUS(6) - ERG(11) COSF309 CDH11(2) - USP6(2) COSF1405 
COL1A1(5) - PDGFB(2) 

COSF1289 
EWSR1(7) - SP3(6) 

COSF278   

ACTB(2) - GLI1(6) COSF1379 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF952 CDH11(1) - USP6(1) COSF1399 
COL1A1(1) - USP6(1) 

COSF1414 
EWSR1(8) - ATF1(4) 

COSF217   

JAZF1(3) - SUZ12(2) COSF568 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF337 CDH11(1) - USP6(2) COSF1401 
COL1A1(1) - USP6(1) 

COSF1415 
EWSR1(8) - FLI1(5) 

COSF204   

COL1A2(1) - PLAG1(2) 

COSF1098 FUS(6) - CREB3L1(5) COSF943 
COL1A1(49) - PDGFB(2) 

COSF650 
COL1A1(1) - USP6(2) 

COSF1397 
EWSR1(8) - FLI1(6) 

COSF183   

COL1A2(1) - PLAG1(3) 

COSF1097 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF338 
COL1A1(48) - PDGFB(2) 

COSF817 CLTC(30) - ALK(20) COSF470 
EWSR1(8) - NFATC2(3) 

COSF1180   

CREB3L2(5) - FUS(6) COSF861 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF340 
COL1A1(47) - PDGFB(2) 

COSF646 
ASPSCR1(7) - TFE3(5) 

COSF395 
EWSR1(8) - PATZ1(1) 

COSF283   

CREB3L2(5) - FUS(7) COSF848 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF341 
COL1A1(46) - PDGFB(2) 

COSF644 
ASPSCR1(7) - TFE3(6) 

COSF393 
EWSR1(8) - PBX1(5) 

COSF349   

CREB3L2(5) - FUS(8) COSF847 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF390 
COL1A1(45) - PDGFB(2) 

COSF642 SS18(10) - SSX1(5) COSF513 
EWSR1(8) - SP3(6) 

COSF279   

CREB3L2(5) - FUS(6) COSF860 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF852 
COL1A1(44) - PDGFB(2) 

COSF1291 SS18(10) - SSX1(5) COSF514 
EWSR1(8) - ZNF444(5) 

COSF1342   

CREB3L2(1) - FUS(8) COSF842 FUS(6) - CREB3L2(5) COSF918 
COL1A1(43) - PDGFB(2) 

COSF547 SS18(10) - SSX1(6) COSF499 
EWSR1(8) - ZNF444(5) 

COSF1343   

HEY1(4) - NCOA2(13) COSF1211 FUS(6) - DDIT3(2) COSF304 
COL1A1(42) - PDGFB(2) 

COSF638 SS18(10) - SSX4(3) COSF507 
EWSR1(9) - FLI1(4) 

COSF175   

OMD(1) - USP6(1) COSF1412 FUS(6) - ERG(11) COSF316 
COL1A1(41) - PDGFB(2) 

COSF599 SS18(10) - SSX4(6) COSF502 
EWSR1(9) - FLI1(6) 

COSF174   

ETV6(4) - NTRK3(15) COSF823 FUS(6) - ERG(9) 
COL1A1(40) - PDGFB(2) 

COSF648 SS18(10) - SSX4(7) COSF525 
EWSR1(9) - ATF1(4) 

COSF299   

ETV6(5) - NTRK3(15) COSF571 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF339 
COL1A1(39) - PDGFB(2) 

COSF634 SS18(9) - SSX1(4) COSF527 
EWSR1(9) - ATF1(5) 

COSF223   

ATF1(3) - EWSR1(10) COSF259 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF863 
COL1A1(38) - PDGFB(2) 

COSF562 SS18(9) - SSX1(5) COSF505 
EWSR1(9) - DDIT3(2) 

COSF273   

GLI1(6) - ACTB(4) COSF1387 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF950 
COL1A1(37) - PDGFB(2) 

COSF545 TPM4(7) - ALK(20) COSF441 
EWSR1(9) - ERG(8) 

COSF150   

HMGA2(3) - LPP(7) COSF969 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF845 
COL1A1(36) - PDGFB(2) 

COSF541 TPM4(7) - ALK(20) 
EWSR1(9) - FEV(2) 

COSF195   

HMGA2(3) - LPP(9) COSF962 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF927 
COL1A1(34) - PDGFB(2) 

COSF601 CIC(20) - DUX4(1) COSF1374 
EWSR1(9) - FLI1(5) 

COSF169   

NTRK3(14) - ETV6(6) COSF825 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF846 
COL1A1(33) - PDGFB(2) 

COSF626 
NFATC2(2) - EWSR1(9) 

COSF1182 
EWSR1(9) - FLI1(5) 

COSF171   

FUS(3) - DDIT3(2) COSF294 FUS(7) - CREB3L2(5) COSF856 
COL1A1(32) - PDGFB(2) 

COSF535 
SS18L1(10) - SSX1(6) 

COSF1123 
EWSR1(9) - FLI1(6) 

COSF1302   

FUS(5) - CREB3L2(6) COSF944 FUS(7) - DDIT3(2) COSF291 
COL1A1(31) - PDGFB(2) 

COSF552 EWSR1(7) - ERG(10) COSF149 
EWSR1(9) - FLI1(7) 

COSF176   

FUS(5) - ATF1(5) COSF296 FUS(7) - ERG(10) COSF311

COL1A1(30) - PDGFB(2) 

COSF652 EWSR1(7) - ATF1(5) COSF219

EWSR1(11) - NR4A3(1) 

COSF358



RNA- ποιοτικά κριτήρια 

Γονίδια ελέγχου- εσωτερικός έλεγχος 

Συνολικά διαβάσματα >20.000 

Διαβάσματα διαμετάθεσης 



RNA αποτελέσματα (ΙΟΝ REPORTER) 
Δείγμα 1 



 

Αξιολόγηση αποτελεσμάτων  





Δείγμα 2 

RNA αποτελέσματα (ΙΟΝ REPORTER) 



RNA αποτελέσματα (ΙΟΝ REPORTER) 
Δείγμα 3 



RNA αποτελέσματα (ΙΟΝ REPORTER) 
Δείγμα 4 



Αποτελέσματα DNA/RNA 

Μεταλλαγές 

Τα αποτελέσματα αφορούν μόνο τις περιοχές που έχουν αναλυθεί 

Δεν αποκλείεται η ύπαρξη μεταλλαγών εκτός των αναλυμένων περιοχών 

 

Διαμεταθέσεις 

Τα αποτελέσματα αφορούν μόνο τις διαμεταθέσεις για τις οποίες είναι σχεδιασμένο το πανελ 

Δεν αποκλείεται  η ύπαρξη διαμεταθέσεων μεταξύ άλλων γονιδίων 



Συμπεράσματα 

 NGS χρήσιμη τεχνολογία για την παράλληλη ανάγνωση αλληλουχιών για την ανίχνευση  
μεταλλαγών σε επίπεδο DNA / ανίχνευση σύντηξης γονιδίων               στοχευμένη και 
εξατομικευμένη ιατρική, διαφορική διάγνωση και στην ανακάλυψη νέων βιοδεκτών  

 

 

 Βασική προϋπόθεση τα δείγματα προς ανάλυση να ακολουθούν τα προ-αναλυτικά κριτήρια και 
εφόσον τα πληρούν να ακολουθούν και τα ποιοτικά κριτήρια κατά τη βιοπληροφορική ανάλυση 

 

 

 



Ευχαριστώ πολύ για την προσοχή σας 


