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Fundamentos de un chip genético

Un Chip de DNA es un soporte soélido que contiene, en distintas localizaciones espaciales, oligonucleétidos (sondas)
con una secuencia conocida complementaria a una region de interés en una muestra bioldgica.

Una muestra de DNA/RNA se marca tipicamente con un componente fluorescente y se hibrida con el chip. Aquellas
regiones con secuencia complementaria a alguna de las sondas del chip se quedaran fuertemente unidas a estas
sondas resistiendo los lavados y provocando una seinal estable en esta sonda directamente proporcional al numero de

moléculas unidas.
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Fundamentos de un chip genético

http://www.actionbioscience.org/esp/educacion/guilfoile.html
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Fundamentos de un chip genético

Hibridacién competitiva Hibridacion no competitiva

Se basa en la hibridacion competitiva de Se hibrida una sola muestra en cada chip.
dos muestras marcadas con marcadores Permite la comparacion de varios grupos
fluorescentes distintos sobre el mismo de muestras y la agrupacion de las
chip. Se mide la sefal relativa de cada mismas (“clustering”). Hay que realizar
marcador. multiples correcciones para garantizar la

comparabilidad del experimento.
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Aplicaciones de los chips genéticos

Chips de expresion genética

Sondas complementarias a las regiones codificantes de los genes de interés. Tipicamente varias

sondas correspondientes a cada gen.
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Aplicaciones de los chips genéticos

Chips de genotipado

Sondas que permiten distinguir variables alélicas en posiciones concretas de interés.
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Aplicaciones de los chips genéticos

Hibridacion comparativa de genoma (CGH)
Sondas complementarias a regiones distribuidas uniformemente a lo largo del genoma.
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Secuenciacion Sanger

Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 74, No. 12, pp. 5463-5467, December 1977
Biochemistry

DNA sequencing with chain-terminating inhibitors
(DNA polymerase/nuclectide /bacteriophage ¢$X174)
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F. SANGER, S. NICKLEN, AND A. R. COULSON
Medical Research Council Laboratory of Molecular Biclogy, Cambridge CB2 2QH, England
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Secuenciacion de nueva generacion

(1990-2003)

- Costd ~2.700 millones de ddlares

- Se tardaron 13-15 afos

- Se llevo a cabo gracias a la colaboracion de
cientos de investigadores de al menos 6 paises
distintos.

http://www.blog.gurukpo.com/wp-content/uploads/
2012/08/metal-gear-solid-human-genome-project-
big.jpg (201 O)

- Coste ~2.000 €.
- Un secuenciador necesita < 1 dia

http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing




Secuenciacion de nueva generacion





Secuenciacion de nueva generacion

Muestra

Generacion de
librerias

Formacioén de clusters en
soporte sélido

Analisis informatico
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Secuenciacion




Tema 6: Tecnologias de analisis moleculares masivos

6.1 Chips genéticos

6.2 Principios de la secuenciacion

6.3 Generacidén de librerias genémicas

6.4 Plataformas de secuenciacion

6.5 Técnicas de secuenciacion de célula unica

6.6 Control de calidad de la secuenciacion




Aplicaciones posibles

creciendo!
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Preparacion de librerias
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Protocolo tradicional de generacion de
librerias
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Variante mediante el uso de una trasposasa

Transposomes
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Variante utilizando PCR
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Plataformas de secuenciacion

lumina

High-Seq
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En cada ciclo se anade los 4 dNTPs y
se valora el color de la fluorescencia




Platatormas de secuenciacion
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Plataformas de secuenciacion

llumina

High-Seq Mi-Seq
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Next-Seq

-Tamano de secuencias constante.

-Mayor calidad de secuencia.
-Secuencias de menor tamano.
-, Mas caro?.

-Pocos kits de aplicacion rapida.
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-Tamano de secuencias variable.
-Mayor longitud de secuencias.

-Problemas con repeticiones de una
misma base.

-Gran cantidad de kits clinicos de
aplicacion rapida.



Platatormas de secuenciacion

Imensity -

-Secuencias de gran longitud.
-Baja calidad de secuencia que se compensa con la

Lectura multiple y la generacion de consensos.




Platatormas de secuenciacion

Oxford

NANOPORE

Technologies

DN& base
(I Ammeter %

- Voltage source

Unwinding enzyme

MNanopore

Membrane
lanic current

T

https://www.quora.com/How-does-a-nanopore-DNA-sequencer-like-Oxford-
Nanopore-work

-Secuencias de gran longitud.
-Baja calidad de secuencia.
-Gran portabilidad y no necesita gran infraestructura
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El problema de las muestras heterogéneas

En las técnicas de secuenciacion tradicionales, solo podemos capturar las alteraciones
presentes en un porcentaje importante de la poblacion de células

ONE GENOME FROM MANY

Sequencing the genomes of single cells is similar to sequencing
those from multiple cells — but errors are more likely.

» Standard genome sequencing

o
(

Loads of

i

A sample containing thousands to DNA is extracted from all the nuclei. DNA is broken into fragments The sequences are assembled to give a
millions of cells is isolated. and then sequenced. common, ‘consensus’ sequence.

» Single-cell sequencing

Hardly

3 any DNA ?;\
3 =

DNA amplification

A single cell is difficult to isolate, but The DNA is extracted and amplified, Amplified DNA is sequenced. Errors introduced in earlier steps make
it can be done mechanically or with during which errors can creep in. sequence assembly difficult; the final
an automated cell sorter. sequence can have gaps.

https://scitechdaily.com/sequencing-dna-from-individual-cells-yields-dramatic-new-information/




Aislamiento de células unicas

Métodos manuales

| 2 8 4 6 6 1 8 8 100 12
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Wang J et al. Clin Trans Med 2017
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Amplificacion de acidos nucleicos

Amplificacion de DNA

Hybrid methods
(MALBAC or PicoPLEX)
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common sequence

Further amplification
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Gawad C et al. Nat Review 2016
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Microfluidica

FLUIDIGM

Accumulators

\I /Cell Cell
Emem-m

/‘
Single cell reaction

chamber

Microfluidics

Wang J et al. Clin Trans Med 2017




Secuenciacion de célula unica basada en la
generacion de droplets

RTlysis ||
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ddSEQ Single-Cell Isolator

a. B-Channel Microfluidics Chip
o — (00000000
Cells + REAgents e ooo:.:oooo ¢
Beads | 00,000 00 .
» LT .
b. M Aan
. ~ o
17 | A
i : el L
I | —
| s '
9 - _ ________¥ ‘__l
Barcoded Primer Cells Oil Single Cedll
Gel Beads Reagents GEMs T T
C g d.
m 0w cOMA
Barcodes UMI(TILVN = o
n 0 " o _.f—_“\‘\::_g
g ptrif) Fin
5 40 e.
*# : T =] m Ps
10
i} 10w U (TN P Y Carmps
N=0 N=1 N> Bursodes et Inces
# of Gel Beads Per GEM

UNIVERSIDAD ‘ e‘ ‘ ‘a 6
DE CANTABRIA

[

Microwell
mRNA

Barcoded bec

Lysed cel

Barcoded bead
Cell

Pair ONE cell with —p Lyse cell to hybridize -

ONE barcoded bead

in microwell

mRNA onto barcoded
capture oligos on bead



Tema 6: Tecnologias de analisis moleculares masivos

6.1 Chips genéticos

6.2 Principios de la secuenciacion

6.3 Generacion de librerias gendmicas

6.4 Plataformas de secuenciacion

6.5 Técnicas de secuenciacion de célula unica

6.6 Control de calidad de la secuenciacion




Archivos con la informacion de

secuenclacion

Formato de secuencia: Fastqg

dM03913:60:000000000-D46KB:1:1101:19075:1885 1:N:0:TTAGTCAT
ATACGAGATCGGAAGAGCGOTTCAGCAGGAATTCCOGAGACCGATCTCTTAGCCATTTCTCTTATTCCCTCETTCT

11>1>1111>D117AEFOBOOAAA12110000B11A0///////A/B2DF111A1B1@2B@2@1B222110>B1@
aMB3913:60:000000000-D46KB:1:1101:13680:1886 1:N:0:TTAGGCAT
GGATGTATTTGGAAGAGAAAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGTGACCGATCTCTTAGTCATTTCTC

111>BFFFFFFFFGBA1111B1BEGOOOOOOABOBAA12110/ /0B11A/////1///AB@GF112B2B2@@@2
AM03913:60:000000000-D46KB:1:1101:14309:1891 1:N:8:TTAGGCAT
CTCCCTTCTCAGGATTCCTACAGGTATCAAGTCGTATTTGATGGTGAAACCTGTCTCTTGTATATTCTCTACAC

1>>>CFFFFFDB11BF13F3B116113A331D10A00BD2222111111A0B0DABABD111D20DD2B222110
AMB3913:60:000000000-D46KB:1:1101:16455:1892 1:N:0:TTAGGCAT
TCGGAAGAGCGOGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCTTAGGCATATCTCGTATTCCGTCTTCTGCTTTTCA,

1>>>1A1111CA?EGFGBAAOOOOB11BOOO /AA/ /AAADFG11111B1BBDAGE /B12@OBBB?@E11BB1122
AM3913:60:000000000-D46KB:1:1101:12318:1895 1:N:0:TTAGGCAT
TGTGTTTAATTAGGGGTTGTGAGATCCGAAGATCGTTTCATCATTAATTCCOGTTACCTTTCTCTTATTCATTTC

>1>1BCFD3DFD1D1EEAAEO313DE10000011000BB22A22221A2A1011//111B1A2D212222B2A2
AMB3913:60:000000000-D46KB:1:1101:15198:1899 1:N:0:TTAGGCAT
TTAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGATACCOGTTCTCTTAGTCATATCTCGTTTGCCGTCTTCTTCT,

1>>111BD111111AFCCEEC1B11006@0B1110///Al1/ /ADA2ZBF112A222A2D20A/B/11/B=072B12@
AMB3913:60:000000000-D46KB:1:1101:15952:19180 1:N:0:TTAGGCAT
TGTGTTTAATTAGGGGTTGTGAGATCGGAAGAGCGLTTCTGCAGGAATTCCGAGTCCGATCTCTTAGTCTTTTC

ucC

AAAAAAA

p» Nombre Unico (@)
——p Secuencia
——p Linea libre (comentarios, +)

—» (Calidad de secuencia

Seguridad de la
secuencia en esa
posicion. Escala Phred
logaritmica codificada
con ASCII - 32 / ASCII
- 64
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Escala Phred

10 — 90 % seguridad.
20 — 99 % seguridad.
30 — 99.9 % seguridad

Hx Oct Char

Dec Dec Hx Oct Html Chr  |Dec Hx Oct Himl Chr) Dec Hx Qct Htrml Chr
0 0 000 NUL fruall) 32 20 040 &#3Z:; 3pace| 64 40 100 s#cd; [ 95 A0 140 «#95;
1 1 001 50H (start of heading) 33 21 041 &#33; ! 65 41 101 &#65; 4 97 61 141 =#97; A&
2 2 002 5T¥ (start of text) 34 22 04z &#34; 7 66 42 102 &«#66; b a5 62 142 «#95; b
3 3 003 ETX (end of text) 35 23 043 &#35; # 67 43 103 &«#a7; C 99 53 143 &#99; C
4 4 004 EOT [(end of transmission) 36 24 044 &#367 5 65 44 104 s#68; D |100 64 144 s#l0oo; d
S 5 005 ENOQ [encquiry) 37 Z5 045 &#37; % 69 45 105 «#69; E (101 &5 145 «#l01; &
& 6 006 ACE [acknowledge) 3% Z6 04e &#38; & 70 46 106 &#70: F (102 66 146 &#102;
7 7 007 BEL i(bell) 39 Z7 047 &#39; ' 71 47 107 «#71; G (103 &7 147 &«#103; o
& & 010 BES (backspace) 40 28 050 &#40; | 72 48 110 «#$72: H [104 68 150 &#l04; h
9 9 0ll TAE (horizontal tah) 41 29 051 &#41; ) 73 49 111 &#73; I (105 69 151 &#105; 1

10 &4 0lZ LF (NL line feed, new line)| 42 Zi 052 &#dZ; ¥ 74 44 112 &#74; T (106 6A 152 &#106; 3]

11 B 013 VT (wertical tah) 43 2B 053 &#43; + 75 4F 115 «#75; E (107 6B 153 &#107: k

12 C 0l4 FF (NP form feed, new page)| 44 2C 054 s#$dd; |, 76 AC 114 «#76; L (108 6C 154 &#l08: 1

13 D 015 CE (carriage return) 45 ZD 055 &#4d5h; - 77 4D 115 &#77; M (109 6D 155 &#109; m

14 E 0le 50 (shift our) 45 2ZE 056 &#46; . 75 4E 116 &#78; I |110 B6E 156 &#1l10; 1

15 F 017 531 (shifrt in) 47 2F 057 &#47; F 79 4F 117 &#79; 0 |111 6F 157 &#l1ll: o

16 10 020 DLE (data link escape] 45 30 060 &#48; 0 g0 50 1z0 &#80; P |112 70 le0 &#Ll1Z: p

17 11 021 DC1 (device control 1) 49 31 061 &#49:; 1 g1 51 121 &#81; 0 |113 71 16l &#1l13; 9

153 12 022 DCZ2 (device control 2) B0 3Z 062 &#50; 2 g2 52 122 &#82; R |114 72 162 &#114: ¢

1% 13 023 DC3 (device control 3) 81 33 063 &#51; 3 83 53 123 &#83; % |115 73 163 &#ll5: =

20 14 024 DC4 (device control 4) B2 34 064 &#52; 4 g4 54 124 &«#384; T |11g 74 164 &#lla; ©

21 15 025 NALE [(negative acknowledoge) B3 35 065 &#53; 5 85 55 125 &#553; T (117 75 165 &#117; 1

22 16 026 5N (synchronous idle) B4 36 066 #5476 g6 56 1zZ6 &#86; V |11 76 log &#l13; ¥

23 17 027 ETE i(end of trans. block) 85 37 067 &#55:; 7 g7 57 127 &#87; W |119 77 167 &#l19; w

24 15 030 CAN (cancel) B6 33 070 &#56; 8 85 58 130 &#88; X |120 78 170 &#l20; X

25 19 031 EM  (end of medium) 87 39 071 &#57: 9 89 59 131 &#89; ¥ |121 79 171 &#lZ1l; ¥

26 14 032 SUE (substitute) B5 3h 072 &#58; : 90 54 132 &#90; 2 |122 7h 172 &#l2Z: =

27 1B 033 E3C [escape) 59 3B 073 «#59; ; 9]l 5B 135 &#91: [ (123 7B 173 &#123; |

28 1C 034 F3 (file separator) g0 3C 074 &#60; < 92 EC 154 &#92: % (124 7C 174 «#124; |

29 1D 035 G3 [group sSeparator) 6l 3D 075 &#6l; = 95 5D 135 ##93; 1 |125 7D 175 &#125; |}

30 1E 036 R3  (record separator) g2 3E 076 &#60Z; 94 EE 136 «#94; * |1Z6 TE 176 &#lZ6; ~

31 1F 037 U3 (unit separator) &3 3F 077 &$63; 7 95 5F 137 &#95; (127 7F 177 &#127; DEL

Source: www.asciitable.com
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File Help
trimmer 20. fastge. et

Basic Statistics . . .
Cuality scores across all bases (Tlumina 1.5 encoding)

Per base sequence quality 34

HHHHHAHANH uluB[E TTT
Per tile sequence quality 32| T ! ! !! !III I.l IIIIIII II I
a0 xR gin g 1 |
Per sequence quality scores I [ ] . I I I I -
26 ll.l l I —
[=-—1
Per base sequence content 26 I I I -\H\._\.J"
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COOOOOOOOOLO

Cverrepresented sequences 14
12
Adapter Content
10
Kmer Content g
&
4
2

FastQC = =

1 23456 7 8910 12 14 16 5 20 22 24 26 25 30 32 34 36 38
Position in read (bp)

ucC

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA



Bioinformatica v analisis de datos

omicos

Tema 6. Tecnologias de analisis moleculares masivos _ , ,
ignacio.varela@unican.es



	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37
	Slide 38



