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Dogma central
DNA istranscribedto RNA  istranslatedte PROTEIN
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Sanger vs NGS

m La secuenciacion de Sanger ha sido el unico
metodo de secuenciacion de DNA durante 30
anos, pero ...

m ... habia gran necesidad de una mayor eficiencia y
de tecnologias de secuenciacion mas economicas

m NGS tiene la capacidad de procesar en paralelo
millones de lecturas de secuencia en lugar de 96 a
la vez (1/6 del coste)

m Objeciones: la fidelidad, la longitud de lectura, el
coste de infraestructura, el manejo de grandes
volumenes de datos



NGS

m NGS = Secuenciacion amplificada de una
tnica secuencia

m Third generation sequencing =
secuenciacion de una unica molécula
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Plataformas NGS

Roche / 454 FLX: 2004

lllumina Solexa Genoma Analyzer: 2006
Applied Biosystems SOLId™ System: 2007
Helicos Heliscope™ : 2008

Pacific Biosciencies SMRT: 2010
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Reduccion de costes

Decreasing Cost of DNA Sequencing

Cost per
Base ($)

1975 1980 1985 1930

0.001

0.0001

Cost cut in half -
every 7 months ~\—| 0.000001
for last 10 years

0.0000001

(modified from R. Kurzweil)
1E-08
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Tres plataformas de secuenciacion
principales

m Roche 454
m [[lumina Solexa
m Applied Biosystems SOLID
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Esquema general

1. Preparacion biblioteca

2. 2 0opciones
PCR por emulsion
PCR polony en una transparencia

3. 3 opciones
Amplificacion de puentes (lllumina)
Amplificacion por temperatura (SOLID)
Pirosecuenciacion (454)



1 Preparacion de la biblioteca

m Se afaden a los fragmentos
Adaptadores
Primers (principios para replicacion)
Codigos de barras



Next Generation Sequencing
Workflow

Andy Vierstraete, [CTAGGTAGCTAGTCG CUeGMoFE
: GCTLIFECISGATAG e|n
De;?artn'{entofﬂlology, it A et R
Ghent University. June 2012 [6CTATATCGTAGCTG

Next Generation Sequencing : Amplified Single Molecule Sequencing

Fragmentation of DNA
(sonication or enzymatic)
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Library preparation

Good fragments :
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1- Preparacion biblioteca
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Esquema general

1. Preparacion biblioteca

2. 2 0opciones
PCR por emulsidn
PCR polony en una transparencia

3. 3 opciones
Amplificacion de puentes (lllumina)
Amplificacion por temperatura (SOLID)
Pirosecuenciacion (454)
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2.1 PCR por emulsion

m Se anaden microesferas recubiertas con
cebadores (beads)

m E| fragmento de DNA se desnaturaliza en
2 hebras

m Una hebra se une a la microesfera y
empieza a replicarse

m Se consiguen de 30 a 60 copias



Next Generation Sequencing : Amplified Single Molecule Sequencing Emulsion PCR

Ideal microreactor
containing one strand of
library DNA, primers,

one bead and PCR mix

Emulsion oil —’

- Make emulsion
PCR mix (e.g. by mixing)

Bead
Library DNA
3. Extension ; polymerase
amplifies the forward 2. Annealing : ONE fragment
strand starting from the (reverse strand) anneals to
bead towards the primersite adaptersite on the bead 1. Denaturation of  ,~CACOCOTOCOCO00
= VallVs library fragment

@Wﬁ @/\/\

4. Denaturation : origigal reverse strand denatures
from the bead, the forfard strand is connected to
the bead by the sugarfphosphate backbone of DNA
o N

. Sonnad]
) \( %

@W

7. Repeat PCR steps

ANNANNNN O Annealing : reverse .
9 6. Extension : polymerase 4 - 5 - 6 for 30- 60 cycles.
strand anneals to % .
Gitattaraite ohiha amplifies the forward strand starting
o from the bead towards the primersite, and %)

K i o ok the reverse strand starting from the primer towards the bead
to forward strand {Andy Vierstraste 2012)

Next Generation Sequencing Andy Viratmala, [CTAZeTasErIace) (CaMOTE
Department of Biology, | \ - erTuornT M
WOI"kﬂ ow Ghent University. June 2012 [cCTATATCGTAGCTG
111132
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2.2 PCR polony en una transp.

m Pegar el DNA a una superficie con
muchos primers

m Provocar la formacion de puentes



Next Generation Sequencing Andy Vierstraste, (cTAGeTAGCTAGTCE| [CeMoFE
Department of Biology, (2. ) 1 rerTuoRDT
WO rkfl oW Ghent University. June 2012 |[6CTATATCGTAGCTG
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Next Generation Sequencing : Amplified Single Molecule Sequencing “Polony” PCR
Bridge amplification : lllumina

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2, ATTACH DNA TO SURFACE 3. BRIDGE AMPLIFICATION

Rendomly fragment genomic DINA Bind single-stranded fragments randomly to Add unlsbeled nudeotides and enzyme to
and ligate adapters to both ends of the the inside surface of the flow cell channels. initiste solid-phase bridge amplification.
fagments.
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Esquema general

1. Preparacion biblioteca

2. 2 0opciones
PCR por emulsion
PCR polony en una transparencia

3. 3 opciones
Amplificacion de puentes (lllumina)
Amplificacion por temperatura (SOLID)
Pirosecuenciacion (454)
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3.1 Amplificacidon de puentes

m Se construyen dobles puentes

m Se rompen los puentes (el resultado es
duplicacion)

m Repetir el proceso construccidon puentes —
duplicacion - rotura



Next Generation Sequencing Aridy Vierstrante, [CTXCETATERIGTCE| |CMMOTE
(':‘-hentI:l)Jerli\arersier1t fnr?:;%g‘l‘g "'%';51?“1:‘“?7 M
Workflow . SCTaTATCoTaGETS
191132

Next Generation Sequencing : Amplified Single Molecule Sequencing “Polony” PCR
Bridge amplification : lllumina

4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE 5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED 6. COMPLETE AMPLIFICATION
STRANDED MOLECULES

The enzyme incorporates nudeotides to Denaturation leaves single-stranded Several millon dense dusters of double-
bulld double-stranded bridges on the solid- templates anchored to the substrate. stranded DNA are generated in each channel
phase subsirate. of the flow cedl.
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3.2 Amplificacion por
temperatura

m Replicacion y desplazamiento (andar) con
distintos cambios de temperatura

m Todo a través de los enzimas adecuados



Next Generation Sequencing Andy Vierstraete, (cTACSTACCTACTCE [C@MO FE
Gh E:jepartmentgfﬂiolzcsglgg CY4-LETTERTWORDT 'ﬂJL,L’gll
t Uni ity.
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Next Generation Sequencing : Amplified Single Molecule Sequencing “Polony” PCR
Wildfire amplification : SOLID
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3.3 Pirosecuenciacion

m Usa otra vez microesferas a las que se
unen varios fragmentos

m Usando primers se produce la replicacion
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Next Generation Sequencing Andy Vierstraete, (cTACETAGCTACTCE) [CeMOFE
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Next Generation Sequencing : Amplified Single Molecule Sequencing

454 Sequencing / Roche  Pyrosequencing

1. Denaturation : the bead contains single stranded 2. Annealing : the sequencingprimer anneals 3. Extension : polymerase amplifies the strand
DNA. The complementary strand is washed away. to the single strands. starting from the primer towards the bead.

Nucleotides flow sequentially over the beads.
(Andy Viersiraste 2012}




Falta el ultimo paso

m Secuenciacion: lectura de los trozos
originales y replicados

m Bioquimica algo mas complicada



454

a
DNA library preparation

4.5 hours
Ligation B «zenome fragmented
A by nebulization
Selection 3 No cloning; no colony
lisolate AB picking
fragments «sstDMA library created
only) with adaptors
A B «A/B fragments selected
using avidin-biotin
purification
gDNA P sstDNA library
b
Emulsion PCR }
8 hours

s ' Y o F
- — e
Anneal sstDNA to an excessof ~ Emulsify beads and PCR Clonal amplification occurs  Break microreactors and
DNA capture beads reagents in water-in-oil inside microreactors enrich for DNA-positive
microreactors beads
sstDNA library 3 Bead-amplified sstDNA library
C
Sequencing
7.5 hours )-

“Well diameter: average of 44 um
«400,000 reads obtained in parallel

+A single cloned amplified sstDNA
bead is deposited per well

Amplified sstDNA library beads - Quality filtered bases

Maridis Annu. Rev. Genoma. Genet humano. 2008



SOLID

codificacion por
color

b Data collection and image analysis Collect Identify Identify

color image beads bead color

8 Primerround 1,

ligation cyde 1
Collect -
color image Primer round 2,
gy ligation cyde
Primer round 3,
Identify Identify ligation cyde 1
bead color beads

- Primer round 4,
Sy ligation cyde

— Gassside | ® e

Color space for
this sequence
Possible dinucleotides encoded by each color

2nd base
Template sequence

AT AC AA GA

A C G T

._

G CA CC TC
GC GT GG AG

_|—TATGTTCT

15t base
e B 2 I o T

Double interrogation
With 2 base encoding each i i i 9
base is defined twice

A T G G A

Decoding

... O Color space sequence
T AC AA

GeocA Lo T Possible dinucleotid
o ar 10 55 inucleotides

Basezero T T

AT TG GG GA Decoded sequence

AT G G A EBasespacesaguence

Maridis Annu. Rev. Genoma. Genet humano

. 2008
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Comparacion de los metodos
existentes

Feature generation Sequencing by synthesis

454 Emulsion PCR Polymerase (pyrosequencing)

Solexa Bridge PCR Polymerase (reversible terminators)
SOLID Emulsion PCR Ligase (octamers with two-base encoding)
Polonator Emulsion PCR Ligase (nonamers)

HeliScope Single molecule Polymerase (asynchronous extensions)

Cost per Cost per 1° error

megabase instrument Paired ends? modality Read-length
454 ~$60 $500,000 Yes Indel 250 bp
Solexa ~$2 $430,000 Yes Subst. 36 bp
SOLID ~$2 $591,000 Yes Subst. 35 bp
Polonator ~$1 $155,000 Yes Subst. 13 bp

HeliScope ~$1 $1,350,000 Yes Del 30 bp
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Datos reales - espacio de
nucleotidos

- Solexa (lllumina)

@ SRR002051.1: 8: 1: 325: 773 Longitud = 33
AAAGAACATTAAAGCTATATTATAAGCAAAGAT
+ SRR002051.1: 8: 1: 325: 773 Longitud = 33
LLELETHTEEE Ry @ 1$) -

@ SRR002051.2: 8: 1: 409: 432 Longitud = 33
AAGTTATGAAATTGTAATTCCAATATCGTAAGC
+ SRR002051.2: 8: 1: 409: 432 Longitud = 33
THninors

@ SRR002051.3: 8: 1: 488: 490 Longitud = 33
AATTTCTTACCATATTAGACAAGGCACTATCTT
+ SRR002051.3: 8: 1: 488: 490 Longitud = 33
LLCLECELEEERRREEEEEE R +
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Datos reales - espacio de color

m datos SOLID

>1 24 47 F3
T1.1.23..0120230.320033300030030010022.00.0201.0201

>1 24 52 F3
T2.3.21..2122321.213110332101132321002.11.0111.1222

>1 24 836 F3
T0.2.22..2222222.010203032021102220200.01.2211.2211

>1 24 1404 F3
T2.3.30..2013222.222103131323012313233.22.2220.0213

>1 25 202 F3
T0.3213.111202312203021101111330201000313.121122211
>1 25 296 F3
T0.1130.100123202213120023121112113212121.013301210
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Espacio de color ...

m AA, CC, GG, TT:
m AC, CA GT, TG :
m AG, CT, GA, TC :
m AT, CG, GC, TA:

w N O

m[2.3.21..212232



Diferencia de salida de datos
entre las tres plataformas

m espacio de nucledtidos vs. espacio de
color

m Longitud del lecturas cortas

454 (400 ~ 500 pb)> SOLID (70 pb) ~ Solexa (36 ~ 120
pb)
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Aplicaciones

m Ensamblaje de novo de genoma
m Resecuenciacion de genoma

m RNA-Seq (la expresion génica, estructura
exon-intron, los pequenos perfiles de
RNA, y las mutaciones)

m CHIP-Sec (interaccion proteina-DNA)
m perfiles epigenéticos



I'_Wntiguos resucitados

m Estado de la muestra degradado =>secuenciacion mtDNA

m genomas nucleares de restos antiguos: oso de las cavernas,
Mammuth, Neanderthal (10° bp)

F o §

High Throughput

Jh']" ) DMA Sequencing
o
“ '-Cl:-*_ - _hq

Cave Bear BNA Extraction
{tooth)

DHA
Comparisons

6% Cavae Bear DNA

Los problemas de contaminacion: los humanos modernos y
coisolacion del DNA bacteriano
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Epigenética: interacciones proteina-ADN a través de

la secuenciacion

m piezaclave en laregulacion
de la expresion génica
m Recientemente, los estudios

en todo el genoma de
interacciones proteina-ADN

m Analizar factor de
transcripcion / estados de
histona en el genoma
humano

m Mejorar nuestra comprension
de la expresion génica en el
contexto de los estimulos
ambientales especificos

genomic ‘
:i:f _,I,:.':"' -

6080 ggk whole cells
®

with formaldehyde
Isolate

Sonicate DNA to
produce sheared,
soluble chromatin

Add

protein-specific
antibody

Immunoprecipitate
and purify
immunocomplexes

Reverse cross-links,
purify DNA and
prepare for sequencing

Katie Ris
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La metagenomica

m Caracterizacion de la biodiversidad que se encuentra en la Tierra

m El creciente nimero de genomas secuenciados permite interpretar
secuencias parciales obtenidas por muestreo directo de nichos
ambientales.

m Ejemplos: lecho marino, el suelo, los arrecifes de coral, microbioma
humano que puede variar segun el estado de salud del individuo

THE METAGENOMICS PROCESS

DETERMINE WHAT THE GENES ARE
(Sequence-based metagenomics)
Identify genes and metabolic pathways
Compare to other communities
and more...

Extract all DNA from
microbial community in

sampled environment
DETERMINE WHAT THE GENES DO

(Function-based metagenomics)
Screen to identify functions of interest, such as
vitamin or antibiotic production
Find the genes that code for functions of interest
and more...




Dernicion de variabilidad en
muchos genomas humanos

VARIATIONS IN OUR GENUMES
m variantes comunes aun no han |
explicado completamente la - -
genética de enfermedades
complejas —>alelos raros también I elerec
contribuyen
Deletion A .
m También variantes estructurales, o LN
Inserciones y deleciones grandes y | iessn 10 z3 13
equenos
Peq AR 4 1A | A |/ I © M

variant

Segmental

m Acelerar la investigacion biomedica | s - EE R KR T2
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Cantidad enorme de datos

|
~ Archivo de imagen 2T

~ archivo de texto 120G para extraccion
de conocimiento

~ 75 M fragmentos cortos por muestra

Metodos eficientes para el almacenamiento y
gestion de datos
Requiere calculo paralelo de alto rendimiento
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Tasas de error de secuenciacion
considerables

Mismatch Fraction (%)
“ N A OO~

11' i
sl '

Teaten
[T :‘1—i-T_i-i L |
1 5 10 15 20 25 30
Position in read (nt)

analisis de imagenes de alta calidad para
identificacion de bases
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Retos bioinformaticos

m Métodos eficientes para almacenar, recuperar y
procesar gran cantidad de datos

m Reducir los errores en el analisis de imagenes e
identificacion de bases (“base calling”)

m Métodos rapidos y precisos para alineacion y
montaje del genoma

m Nuevos algoritmos de extraccion de
conocimiento



Next Generation Sequencing

Andy Vierstraete, [CTAG6TAGCTAGTCG| [CeMoFE
Dopartmentaf Bioogy, €€7- 7356113 | AL
D-ff t I tf Ghent University. June 2012 [6CTATATCGTAGCTG
Irerent piatrorms

Third Generation Sequencing : Single Molecule Sequencing
Helicos (BioSciences Corporation)

Helicos Genetic Analysis System

82/132

Helicos
Read Length 35 bp
Throughput 35 Gb
Reads per run ©00,000,000 - 1,000,000,000
Accuracy 97 %
Run Time 8 days

Workflow : Library preparation —p Sequencing



