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1. Introduccion

e Secuenciacion es determinar el orden de los
nucleotidos de los acidos nucleicos.

* Se basa en el sistema que usan las células para
replicar su propio DNA
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Secuenciacion por el método
tradicional (método de Sanger)

Secuenciacion mediante geles

Nucledtidos terminadores Nucledtidos terminadores
marcados radioactivamente marcados con fluorocromos
(1977) (Automatizado en 1987)
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NOTA: Anterior al método de Sanger, Maxam Gilbert (1975) desarrollé un método
de secuenciacidon quimica, que también empleaba radioactividad !



Secuenciacion por el método
tradicional (método de Sanger)
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Secuenciacion por el método
tradicional (método de Sanger)

Secuenciacion por capilares

Nucleodtidos
terminadores
marcados con
fluorocromos
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Secuenciacion del genoma humano

e Genoma humano:

— 23 pares de cromosomas: 22 autosomas, X, Y
— 3.000.000.000bp
— 3.200 genes

 Consorcio Internacional: 20 centros de
investigacion de EE.UU, Reino Unido, Francia,
Alemania, Japon y China

* Coste: $2.700.000.000 (2,7 x 10°)
e Duracion: 1.990-2.000 (1¢" borrador)- 2.003 (fin)



Secuenciacion del genoma humano

shotgun reads

Generate
l whole-genome

AGTTCGTARCCTA| tocoanTTSTAGA

OGATOGATGACTA
MTTCGACTTCC0A] TARCCTGOATGCT| CAGCTAGCGTSAT Ly Ty
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Combine overapping whols-genoms-
and BAC-derived reads I

What is the optimal mixture?

Redundant
coverage: 0 ~5-fold ~10-fold
.
. Whole-genome shotgun
"~ sequence reads
J ‘ and finigh =
.
* shotgun sequence reads .
Redundant
coverage: ~10-fold ~6-fold 0
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Secuenciacion de nueva
generacion (NGS)

* Desde 2005 aparecen nuevas tecnologias de
secuenciacion (NGS)
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Tecnologias de NGS

o Library preparation
9 Clonal amplification

9 Cyclic array sequencing

emulsion PCR
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Proceso de secuenciacion de DNA

Analisis
de datos

Preparacion

Biobanco de libreria

- RNA

Secuenciacion

- Alineamiento
- Deteccion SNVs
- Cuantificacion...

- Exoma...

ATCAGGTACTTAGCTGAACTCGCATGCAGTGC
ATCAGGTACTTAG
CAGGTACTTAGCG
TACTTAGCGGAAC
AGCGGAACTCGCA
GGAACTCGCATGC

TCGCATGCAGTGC

200+ T T T
100 T T
P8 it i i s e Ao DNA fragments
2]5 ' 560 10’00 2 ¢ [nt]

o 5 Blunting by Fill-in
¢ and exonuclease
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"l Phosphorylation




Costes de secuenciacion

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

T

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
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Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG)

Equipos

* 9 lllumina HiSeq2000
e 2 lllumina HiSeq2500
1 lllumina MiSeq

* 4 |llumina cBots

Aﬂggmﬁed e 1250 core cluster super computer

llumina ) ) .
' s Serc Provier e 2.7 petabyte disc space

System

* Barcelona SuperComputing Center: / ,A‘ \
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Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG)

Capacidad de secuenciacion
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¢ Por qué secuenciar genomas?

CNAG: proyectos de secuenciacion

Research Areas 2014
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Deteccidon de SNPs/ mutaciones

THURSDAY
T-UESDAY

B Insercion / deleciéon de un nucledtido

B Sustitucidon de un nucleétido



Deteccion de SNPs/ mutaciones
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Ejemplo de aplicacion de secuenciacion:
medicina personalizada

* EGFR es un oncogén frecuentemente mutado
en cancer de colon.

e También en otros canceres: cancer de mama,
glioblastoma, etc.

* Inhibidores de EGFR son terapias
habitualmente usadas para tratar cancer de
colon, podrian administrarse a otros pacientes
de cancer.



Gendmica de células individuales
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¢ Por qué estudiar células
individualmente?

Para re-definir tipos celulares
Para identificar nuevos subtipos celulares.

Para comprender mejor el funcionamiento de cada célula
individual dentro de un mismo tipo de células

En muestras heterogéneas (Cancer)
Células tumorales en circulacion (CTCs)
Bacterias (sin necesidad de cultivo)

Diagnodstico genético pre-implantacional en fertilizacion
in vitro



2. Metodologia de secuenciacion
de células individuales

Aislamiento de células

Preparacion de libreria

Secuenciacion

Analisis de datos
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Aislamiento de células individuales

e Captura por microdiseccion con laser (LCM)
* Micropipeta manual (como en IVF)

* Fluorescent-activated cell sorting (FACS)
 Métodos microfluidicos:

— De flujo continuo
— De goteo

* En contexto (in situ)



Captura por microdiseccion con
laser (LCM)

Frozen Simple Columnar  Paraffin Embedded Giemsa Stained Frozen Nissel
Ciliated Epithelium H&E stained Gland Blood Smear

Stained Neurons

After LCM Before LCM

Captured
Cells
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Fuente: Etl’je';]/te. ipos.edu/california/research/mi /
http://browncancercenter.org/research/shared- D.//WWW.SCTIPps.edu/calfornia/researc mlcroscopv23
laser-capture.html

research-facilities/laser-capture-microdissection/



http://www.scripps.edu/california/research/microscopy/laser-capture.html
http://www.scripps.edu/california/research/microscopy/laser-capture.html
http://www.scripps.edu/california/research/microscopy/laser-capture.html
http://www.scripps.edu/california/research/microscopy/laser-capture.html
http://www.scripps.edu/california/research/microscopy/laser-capture.html
http://browncancercenter.org/research/shared-research-facilities/laser-capture-microdissection/
http://browncancercenter.org/research/shared-research-facilities/laser-capture-microdissection/
http://browncancercenter.org/research/shared-research-facilities/laser-capture-microdissection/
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Micropipeta manual (como en IVF)

YouTube video
www.fertilitymagazine.net



http://www.fertilitymagazine.net/

Fluorescent-activated cell sorting
(FACS)

Cell flow
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Image from Saliba et al, Nucl. Acids Res. 7014



Métodos microfluidicos: flujo continuo

* (1 Single-cell AutoPrep System (Fluidigm)

Small cells: 5-10pum
Medium cells: 10-17um
Large cells: 17-25um

Fuente:
www.fluidigm.com
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Métodos microfluidicos: flujo continuo

* (C1Single-cell AutoPrep System (Fluidigm)

FACS
sorting

27
www.fluidigm.com
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Métodos microfluidicos: flujo continuo

e C1 Single-cell AutoPrep System (Fluidigm)

www.fluidigm.com



étodos microfluidicos: flujo continuo

1 célula

2 células




Métodos microfluidicos: de goteo

Merging Single Cell Droplets

Flow

, , Flow ’
\\ 1, //éRfe/agents
~ Cells O

N /7
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Paired |
Droplets | |
q 4
i Electrodes
Merged A
Droplets

Poster Madkova et al,
RainDance Technologiesgolnc.,
Lexington, MA



Preparacion de librerias de células individuales

B Lisis celular

1
Transcripcion reversa:

DNA-seq| Glliioirher oty | RNA-seq

Sintesis de 22 cadena

—
I
Amplifiacion del

cDNA/DNA
4

Adicion de

adaptadores

Adicion de

adaptadores

Amplifiacion de libreria




Preparacion de librerias

Ligacidon de adaptadores Tagmentacion
Transposomes
D Genomic DNA
: 5 Fragmented DNA Y e o "
; : lEnd Repair T |
e o’ ~300nt (0
50 ow  Blunt End Fragments —_—
' luA" Tailing s+ Tagmentation
e ,f‘s Single Overhang Fragments i — e 111
/_T T“ lAdapter Ligation o Amplification
0
[
N ~~  DNA Fragments N
- ™. with Adapter Ends .4
e s 7 |
Library

Fuente: lllumina.com
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3. Ejemplos de aplicaciones de
secuenciacion del DNA o RNA de
células individuales



Diagnostico genético preimplantacional
para fecundacion in vitro

Whole-genome High-throughput 2 Detectable genetic
Blopey amplification analysis platform Deta processing variants
v aCGH:
Comparative genomic
= :yabridizatgi’:n = , = = DNA copy number
' (multiple Mb resolution)
\ ee g '
7]\ T |
3] : |
I |
£ ¥ SO 1
§ o . SNP-array:
3 | ' 1) DNA copy number
3| \O/ VW " SNP-array ----r -~ - --+-  {(multiple Mb resolution)
- ‘ ' WGA bias correction . 2) SNPs (LOH / BAF)
s MDA-based | 2 ' ' 3) Haplotypes
2 |
i et R NGS:
1) DNA copy number
' ' . : . (Mb to kb resolution)
; '.. Nextgeneraion __, - . 2) SNPs (LOH/BAF)
- sequencing 3) Haplotypes
v C— 4) Single-base mutation
Trophectoderm o—r 5) Structural rearrangements
(paired-end analysis)
34

Fuente: Van der Aa et al. Genome Medicine, 2014



Estudios de desarrollo embrionario

Epiblast (EPI)

Primitive
e Endoderm (PE)

Trophectoderm (TE)

8-cell stage; E2.5 16-cell stage  ~32-cell stage; E3.5 ~64-cell stage; E4.5
early morula late morula early blastocyst late blastocyst

L EPI
> > —>
IeCeII
- L B

Desarrollo del embridn de ratdn a tres blastocistos
distintos :

- Trofoectodermo (TE)

- Epiblasto (EPI)

- Endodermo primitivo (PE)

Fuente: Marks et al. Cell, 2010 (Preview of Guo et al. Cell, 2010)
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Estudios de desarrollo embrionario
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Analisis de single-cell RNA-seq, basado en |la expresion
génica de 48 genes de los estadios embrionarios de 1-, 2-,
4-, 8-, 16-, 32-, y 64-células.

Fuente: Guo et al. Cell, 2010
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Estudios de desarrollo embrionario

48

genes

Guo et al. Cell, 2010
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3 tipos de blastocistos
distintos:

- Trofoectodermo (TE)
Epiblasto (EPI)
Endodermo primitivo
(PE)

159 células individuales del estadio
embrionario de 64-células
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Estudio del genoma del cancer

* Los tumores son heterogéneos: hay varios subtipos
de células cancerigenas en cada tumor

e Cada subtipo tiene distintas mutaciones, o distintas
alteraciones en niveles de expresion

a Clonal fractions at initial diagnosis Day 170 First relapse

—— — W= ETV6, WNK1-WAC, /e
o o ’ ’ (
* DNMT3A, NPM1, FLT3, PTPRT, SMC3 = * MYO18B

AML1/UPN933124

l Chem&ﬁerapy >
Cell type: Mutations:
‘ Notmal . AML @ Founding (cluster 1) Relapse enriched (cluster 3) @ Relapse specific (cluster 5) ¥ Pathogenic mutations
® Primary specific (cluster 2) @ Relapse enriched (cluster 4 © Random mutations in HSCs

Fuente: Ding et al. Nature, 2011 °



Cancery CTCs

Agrupamiento jerarquico no supervisado de single-cell RNA-seq

1.0

0.2
100
- 04} oo |99 I .
2 24 4I—‘{I
S g5l ‘ 100
o O o 0 100 a
5 0.8 W 100 —ﬁﬁH 100 100
C

immune CTC  PM SKMELUACC ES T24 LNCaP PC3

samples

Immune samples: Lineas celulares de linfoma de Burkitt’s y
leucocitos

CTC: Células circulantes de tumor de un posible melanoma
PM: Melanocitos

SKMEL: Linea celular de melanoma SKMEL5

UACC: Linea celular de melanoma UACC257

ESC: Célula madre embrionaria humana

T24: Linea celular de cancer de vegija

LNCaP, PC3: Lineas celulares de cancer de préstata

Ramskold et al. Nat. Biotechnol, 2012

39



iMuchas gracias por vuestra atencion!

¢ Preguntas?

Maria Méndez-Lago
Team Leader Single Cell Genomics

Centro Nacional de Analisis
Genomico (CNAG)

mmendezlago@pcb.ub.es

40



