


EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Aplicaciones y Tendencias
en secuenciacion de ADN

Agustin Arasanz Duque

Unidad de Gendmica
Centres Cientifics i Tecnologics
Universidad de Barcelona

Y TECNIO

Be tech. Be competitive



CCiTS

Centres Cientifics i Tecnol
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Aplicaciones y Tendencias
en secuenciacion de ADN

* Introduccion

» Técnicas de secuenciacion y aplicaciones:
« 12 Generacion: Sanger

« 22 Generacion: Secuenciacion masiva en paralelo

» 32 Generacion: Molécula Unica

 Tendencias

elaUniversta de e



Introduccion: ADN

La longitud depende

ADN de la complejidad del organismo:

Homo sapiens:
3000 x 10°= 3 Gb
Mycoplasma genitalium:
580 X 10°= 0,58 Mb

Almacena informacion
estructural i funcional

de los organismos
Vivos.

Cambios en la
secuencia =
mutaciones. Puede dar
lugar a enfermedades.

Pirimidinas Purinas
|2

Il
Ha
H‘ s \‘H
H Ny H =g

Secuencia de cada

NH,,

Organismo es Unica Citosina (C) Timir:ra(T) Adenina (&) Guanina (G)
t +
Se puede identificar F
e e s A .
individuos y i | ——
Compararlos Fosfato ’m: i 'L(desoxiribosa)
b 7
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1. Obtencion
de la muestra

©

® 3. Amplificacion

—<=

_<=<=<§

on da pards

4. Control de
Cantidad y Calidad
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Introduccion: Secuenciacion ADN

Descifrar el orden de los nucledtidos de un fragmento de ADN

DNA
Sequence

Is

the
Genetic

GCA AGA GAT AAT TGT... Code.
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Introduccion: Historia Secuenciacion ADN

1,000,000 000+

o 100,000,000~ Massively parallel
c sequencing
- 0

8 10,000,000 Short-read
c sequencers
- 1,000,000+

2 :

25 100,0000- . . Microwell
= Capillary sequencing I
5 1 -

a 10,000

7]

8 1,000+ Second-generation
_8 TR capillary sequencer
L°) 100 Manual shelo gl First-generation
-t slab gel capillary

10-
I T T T T T T 1
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 Future
Year
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Secuenciacion ADN: Tecnologia

* Primera generacion: Sanger / Método de terminacion de cadena

» Terminadores (dd NTP)
* Electroforesis capilar
* 1975->

+ Segunda generacion: Secuenciacion masiva en paralelo / NGS

* Alto rendimiento.
* Clonacioén in vitro
* Lecturas cortas
«2000 ->

» Molécula simple
* No amplificacion.
« 2005 ->

CCaT

©e
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Primera generacion
Sanger / Método de terminacion de cadena

= Jpr—— Reactivos (PCR) ddNTPs terminate DNA synthesis.
_T=<E P P
I N DNA “p p
. = o= dNTP p &
el SR P — =<§ : ddNTP 5\"CH2 Base 5'CHz Base
e =<=<§ v TAQ polymerase w @
- — — Buffer
Ciclos de PCR: > oo _ _<§ Primer 3¢ 37 -
Desnaturalizacion 96° 7 o <,“:< oupon SN — H=2 "~ NoOH
Anillamiento 37-55° - e E Normal dNTP ddNTP
Elongacion 60° (extends DNA strand)  (terminates synthesis)

S — R — ) 5 5 ¥

' TEMPLATE
~vjlé' 3’ |5, »dNTP
o
- ’
‘(‘ 5 [Crmuen—— | counsmemmrcnan 25 7o s F daNTP
f TEMPLATE
/ / 3’ 5’
F. Sanger
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Secuenciacion Sanger / método de terminacion de cadena

Single-stranded DMNA

1. Reaccion de secuencia (PCR) 5 10 be sequenced 3’
I O I O I Y O I

1. Denaturalization (96°C) Add: L L #—‘ .

‘ 2. Annealing (50°C) DMNA polymerase | x —

— 3. Extension (60°C) gg%, T L1 5

g_%'_l'Fl,’ c 11 1 5'

35 Cicl lus limiting amounts of L q:

Icios uorescenily labeled A L1 1111 5

ddATP A L1 1111 s

‘ I N N I T O O )

gg'(l;_-l"-lil’) T L1 1 1 1 | 1 | 5'

" DNA c L1 1 111111 s

A L1 1111 s

/ , dNTP L1111l s

= ““:d'::;‘ ddNTP L1115
—\f' A c@® TAQ polymerase Larger

/- Molde de Buffer fragments 3’ 5

Mider.  ohoate : 1 g C

desconocida Primer A I 7

Electrophoresis [ sequence G

Btuals T . She

fluorescent dideoxy o Eﬁrgnpcljate =

2. Electroforesis capilar oo o s Tt

' P dghngu[sh the g —» cC

colors G

T A

G C

h 4 L A

Smaller T A

fragments 5 3'
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Secuenciacion Sanger / método de terminacion de cadena

Electroforesis capilar automatizada y
« Separacion de los fragmentos DNA

por electroforesis capilar
« Deteccion por fluorescencia.

Rendimiento:

* Run: 384 muestras

* 12 runs por dia.

» Longitud de fragmentos: 800 bp.
* Rendimiento por run: 300kb

» Logros: Proyecto Genoma Humano
GAGTOOAACOOCOTOOACCCTTACATOCOO0AOCAGCTCCOOOTCAAGATO0AO0ATOG00AOTTCTOGTOAGCAOCCCC (3000*106 pb, 25000 geneS). 10
L ¢ TR T T hn o p - afos 'y 3B $
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Secuenciacion Sanger / método de terminacion de cadena y
Electroforesis capilar

Aplicaciones

{VUELVAN!

B . I & Ejemplo:
Genomic analysis of the PRM1
gene (protamina1)

Causa genética de infertilidad en el
hombre

Fertile control Patients carrying the SNP

¥ 190 210 190 197 210

CACGGAGGAGAGCCATGAGTA CACGG PGiAGAGC CATGAGTA

A
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Secuenciacion Sanger: Proyectos a gran escala

E : kS

Steod ] [FTRabes] |sglin ) [ERomieey) The Human Genome Project (1990 -2003)
1 v e v L
RNA extraction = DNA extraction

Cloning

pocd - -
S

Bacterial growth
——g————

- Mini/Maxi preps

Rl ————

Restrlctlon dlgests 8 agarose gels

Dye terminator removal

E—— A —

Sequencine

Data Analysis

Quantitate by agarose gels / UY abs.
; z w . . B v

Human genome
Y 3.000.000.000pb
25.000 genes

EXPENSIVE AND
LONG PROCESS
70B USD

- >10 YEARS

/

CCaT
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2° Generacion
Sanger (a) vs Secuenciacion Masiva en Paralelo (b)

a

DNA fragmentation b

DNA fragmentation

In vivo cloning and amplification

O-® =-

Cycle sequencing

3'-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template)

5-...

CTGAT (primer)
CTGATC p

| .,.CTGATCT’?.
...CTGATCTA p
...CTGATCTAT o
...CTGATCTATG Je)
...CTGATCTATGC ©
Polymerase ...CTGATCTATGCT Jo)
dNTPs ...CTGATCTATGCTC ®
Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG

Electrophorsesis
(1 read/capillary)

Cyclic array sequencing
(>1 06 reads/array)
Cycle 1 Cycle 2

=SIR - - | -0 2

What is base 1?7 What is base 2?7 What is base 37

Cycle 3

O-l

« The ability to process
millions of sequence reads
in parallel rather than 384
at a time.

* NGS fragment libraries do
not need vector based
cloning and E. coli based
amplification stages used
in capillary sequencing.
» Shorter Read Lengths.
* Reduce time and cost.
* High throughput:

Sanger: <300kb

NGS: > 500Mb

Nature Biotechnology 26, 1135 - 1145 (2008) Published online: 9 October 2008 | doi:10.1038/nbt1486



Secuenciacion Masiva en Paralelo / NGS

1. Fragmentacion y seleccion de tamarfio del ADN

DNA fragmentation

e
N
iy

2. Ligacién de adaptadores en los extremos.

In vitro adaptor ligation

- — .,
== > Libreria

3. Clonacién masiva en una superficie solida
(millones de fragmentos a la vez).

PCR en emulsién (Roche/Life Technologies)

100-200 million beads

Y i PCR Break Template \\W/ v .}v{)},('};‘k
5 / ,j» \ amplification emulsion dssocumon ‘ v .\k 3l

g 5 wMir T
4 \.-.‘. ! ’, -> ‘l a‘ ﬁ - <o - ;}%7,5,\;(’:‘

- " -> .; / AN = e Ml
“T v JEESO

Primer rr-rmhro ) Chemically cross-
dNTPs and polymerase linked to a glass slide

PCR en Clusters (lllumina)

One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DNA (5 pg)
Template
dNTPs
nd

llflw.?}-l

100-200 million molecular clusters

1w W
“"S\'L'"l'l'l'l' l;l'|l>

Bridge amplification

4. Secuenciacion por sintesis de cada
fragmento en paralelo

Roche lHlumina

L

\_/-\{/—/' '
+Oxy Luciferin
0' 0 ] » 36 ¢
"’YV“"’VY‘I YY"’V‘O
Sonal
—

Life Technologies

WWW.ccit.ub.edu
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Secuenciacion Masiva en Paralelo: Tecnologia

o0 :
Humina %‘ 454

SEQUENCING

STRATOS‘ 4.1-

PR £82 gnubio

Life e~ Completei

ArAa0XD+% genomlcs

‘ > De 14 empresas de NGS
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Secuenciacion masiva en paralelo: Tecnologia

What s your favourite high-throughput sequencing machine by platform?

‘F\1

#lllumina MiSeq

#lllumina HiSeq 2000/2500
»Roche 454

ulon Torrent

# ABI SOLID

» Pacific Biosciences

» Others

#lllumina Genome Analyzer

http://nextgenseek.com

Hi Seq 2000

454 FLX+

GS Junior

lon Proton
| ——

Life
Technologies

ABI SOLID

b | X

CCiTe

WWW.ccit.ub.edu
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Secuenciacion masiva en paralelo: Aplicaciones

*Tipo de estudio ?
» Secuenciacion de novo.
* Resecuenciacion.
* Exoma.
* Transcriptoma.
* Expresiéon génica
* Metagendmica.
* Amplicones
* Busqueda de marcadores moleculares
 Diagnéstico
« Interaccién DNA- Proteina (Chip-seq)
* Presupuesto?
» Tamano del proyecto y/o numero de

muestras necesarias”?

¢, Que tecnologia escoger para mi
proyecto

« Longitud de las secuencias
« Profundidad de cobertura

& /( (Coverage).

— * Rendimiento

(4

CCaT

©e
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Secuenciacion masiva en paralelo: Aplicaciones
Estudios donde la longitud de secuencia si que importa

» Secuenciacion de novo (mejor ensamblaje)

» Metagendmica (mejor clasificacion
taxondmica)

* Haplotipos y mutaciones estructurales (mejor
deteccion)

» Deteccion de polimorfismos CNV’s

* Amplicones (mejor disefio)

* Facilita el analisis bioinformatico

800 pb!

454 FLX+ GS Junior

CC 1 T% www.ccit.ub.edu 19 de 29



Secuenciacion masiva en paralelo: Aplicaciones
Estudios donde la profundidad de cobertura (coverage) es esencial

*Resecuenciacion (mejora la fiabilidad)

*Expresidn génica (permite distinguir diferentes

niveles de expresion)

*Exomas (Permite detectar variaciones poco

frecuentes) > X 5000!
» Deteccion de polimorfismos SNP’s

Life
Technologies
lon Proton

Hi Seq 2000

WWW.ccit.ub.edu 20 de 29



Secuenciacion masiva en paralelo: Aplicaciones
Rendimiento
# Read Total

Tecnologia  Plataforma  Reads longitud output Coste por base
(Mill.) (bp) (Gb)

GS FLX+ ‘

GS Junior

Técnica

emPCR, SBS,
light detection

CCiT

www.ccit.ub.edu
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Secuenciacion masiva en paralelo / NGS

Ejemplo: Transcriptoma -

CCiT-UB- Unidad de Gendémica
Tecnolologia 454FLX ROCHE

Extraccion del RNA
(Usuario)

v
Pool from multiple tissues

(Usuario)
RNA
W
cDNA + Normalization
(Unidad de Genomica —
CCiTUB)

4,500

4,000

3,500

3,000

2,500

2,000

1,500

1,000

500

0
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

Read Length, Region Total

600 620 640 660 680 700

Disefio Experimental

TCAG (Librany Region
1 2
Raw Wells 1,097,310 1,131,343
Key Pass Wells 1,041,150 1,079,018
Passed Filter Wells 453,313 417,261
Total Bases 161,924,266 147,408,872
Length Average 357.83 353.87
Length Std Deviation 141.08 145.76
Longest Reads Length 1,957 1,080
Shortest Reads Length 40 40
Median Reads Length 406.0 405.0

Resultado

Total

2,228,653
2,120,168
870,574
309,333,138

S

1,957

,40/5‘%

Bioinformatico

7500€

*Analisis

incluido



Secuenciacion masiva en paralelo / NGS

Ejemplo: Metagenomica (16S)

F357

[, ows

L V4

CCiT-UB- Unidad de Gendmica
Tecnolologia GS JUNIOR

v5 gr V6 v7

100 e, I

RS34

' & . .

|

emPCR Amplification and sequencing

4 Amplicon-MID

1 region

= = I T I— = Sequenceof
g — L T I— — imerest
Locus-specific "’“Dkey 154 Tieanium B-grimer (21 bg)
PCR amplification
200-600 bp /\
1 | r 1

Number Of Library Reads

1,600

1,400

1,200

1,000

800

600

400

200

s0 100 150 200 250 300 350 400
Read Length, Region Total

450 500 550

T T T
600 650 700

T
750

GACT (Librany

Raw Wells

Key Pass Wells
Passed Filter Wells
Total Bases

Length Average
Length Std Deviation
Longest Reads Length
Shortest Reads Length
Median Reads Length

Region
1
208,568
182,595
132,550
59,932,241

452.25
96.82
755
40
486.0

Total

208,568
182,595
132,550
59,932,241

452.15
755

40
486.0

1000€

Diseno Experimental

Resultado

*Analisis

Bioinformatico
incluido




3era Generacion

Secuenciacion Molécula Unica vs Secuenciacion Masiva en Paralelo

Desde
2005...

Objetivo:
Secuenciacién de
Genomas grandes
en poco tiempo y
menor coste

CCaT

Ventajas:
No requiere amplificacion previa

Se secuencia a partir de una unica
molécula.

Requiere menor cantidad de
muestra inicial

Fragmentos mas largos (Pac Bios)

Resultado obtenemos a tiempo
real.

—/

Desventajas:
Elevado coste de las Molécula
plataformas Unica

Elevado coste por base
Ratio de error elevado
Tecnologia no madura.
Poca oferta.

wwWw.ccit.ub.edu
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Secuenciacion de Molécula Unica: Tecnologia

Helicos BioSciences
Single-molecule sequencing (tSMS™)

Laser excitation

Emission

Fragmentacion la DNA/
RNA. (Fragmentos entre
25-45 bases)

Se anaden Colas de
PoliA

Hibridacion con poli T's
de la placa.

Nucledtidos marcados
con fluorescencia.

Pacific Biosciences

The technology, denoted Single-molecule Real Time
Sequencing-by-synthesis (SMRT ™)

~
5.
N

| i

- l B
e (:FL,

e Pacific Biosciences, Life/ Visigen, LI-COR Biosciences
Single molecule: polymerase immobilized

v

Thousands of primed, single-molecule templates

(b) Pacific Biosciences

Fragmentacion: (Fragmentos
entre 3 -25kb)

Circularizacion del DNA

DNA polimerasa se fija en el
fondo de los micropocillos.

Solo se ilumina el el fondo del
orificio detectando el nucledtido
marcado que se incorpora.

Deteccion es a Tiempo Real

CCiTe

WWW.ccit.ub.edu
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Secuenciacién de Molécula Unica: Tecnologia

Oxford Nanopore:

DNA can be sequenced by threading it through a microscopic pore in a membrane. ’ .
B.ases are identified by the way they affect ions flowing through the pore from one Ca ra Cte rl Stl CaS
side of the membrane to the other. s Open pora . M Ide Co rnente a
s pousLe L ;\L el | través de nanoporos
- =
B = 400 sec que es captada por
© A flow of ions through E =4
. Eemempaat © Biocked pore un sensor.
g T e et . Cada Nt (A T,G,C)
two strands. > - ATATIGC GATGCCG
= e produce una
e A d
protein creates [0 W : intensidad diferente
a pore in the .
membrane
o St | iz » Secuencias largas.
molecule. ? The ba:sapt_er rrlloleclule E :C_' i
ee €s In place lon < &
enoﬁ;h fortherrF:to be 2 IS-? 5 b Tlem pO real .
identified electronically. s .
s » Coste muy reducido
« Secuenciadores USB
Clusterde
séquencage
Circuits ASIC et Cartouches de Systéme de séquencage
Nanopores nanopores séquencgage Gridlon

Peut contenir
jusqu’a 96
échantillons
‘ADN a analyser

en paralléele

Aun en
fase de
pruebas!

=N

Mini-systéme de
séquencage sur clé USB

Logiciel de contrdle et
d’exploitation
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Secuenciacion Molécula Unica: Aplicaciones

Fragmentos
de 3 kb!

Estudios donde la largada de secuencia es importante

*Ensamblaje de Genomas completos
*Mutaciones estructurales

*Haplotipos

« Variaciones de numero de copias. (CNV’s)

Pacific
Biosciences

Estudios donde la profundidad de cobertura sea lo esencial

*Resecuenciacion

*Exomas

*Expresion génica

* Polimorfismos puntuales. (SNP’s)

Helicos
Biosciences

WWW.ccit.ub.edu 27 de 29




Tendencias

» Secuenciadores portatiles: Nanopore
technologies

» Secuenciacion a tiempo real sin requerir
amplificacion.

* Bajo coste (1 genoma humano < 1000 $)
* Menor requerimiento de técnicos

especialistas

Obijetivo:

* Incluir la secuenciacion en el
diagnaostico clinico

* Medicina personalizada

CC 1 T% www.ccit.ub.edu 28 de 29



. PREGUNTAS ?

i Muchas Gracias por su asistencia !

CCIT-UB
Unidad de Gendmica
(Campus Diagonal)

Amaya Amador
Agustin Arasanz
Berta Fusté
Ramodn Seminago
Jaume Comas”

www.sequen.ub.edu
93 403 46 57
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