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1 Resumen de las ideas clave

La aparicidon de las tecnologias de secuenciacion masiva ha hecho posible que los
proyectos de secuenciacion de genomas estén al alcance de todos. Hoy en dia, cualquier
laboratorio con presupuesto ajustado pueden aventurarse a realizar este tipo de proyectos en
sus lineas de investigacion. Las propuestas son normalmente subcontratadas a empresas de
secuenciacién, que realizan el trabajo y parte del analisis bioinformatico, dejando en manos del
investigador la interpretacidn final de los datos.

A grandes rasgos, el funcionamiento general de un sistema de secuenciacién masivo de
segunda generacién permite la secuenciacion simultdnea de millones de fragmentos en una
Unica reaccién, y por tanto, desbanca a la tecnologia de Sanger si el objetivo es precisamente
ese: secuenciar muchos fragmentos en un tiempo razonable. Esto, |6gicamente, es lo que
necesitan los proyectos de gendmica. Por eso, desde su descubrimiento, todos los proyectos de
escala gendmico se secuencian con estas tecnologias.

En este articulo docente vamos ailustrar las principales claves que han permitido el éxito
de estas tecnologias, y también cédmo en los ultimos afos, se han hecho avances en ciertos
puntos criticos de la tecnologia que han dado lugar a una expansién de tecnologias similares que
compiten para un mismo objetivo, de variantes de una misma tecnologia en funcién de la escala
del proyecto o de diferentes tecnologias segun el objetivo del proyecto. La revolucion
tecnoldgica en secuenciacién masiva es un campo en continuo desarrollo en los ultimos afios y
continuamente aparecen nuevas aplicaciones y nuevos desarrollos tecnoldgicos. Para ilustrar
esto, usaremos el sistema original de Illumina como punto de partida. En algunos ejemplos, nos
quedaremos dentro de lllumina para ver esos avances. En otros, acudiremos a otros sistemas y
otras empresas para ver los avances de su competencia.

2 Objetivos

Una vez que el alumno haya leido con detenimiento este documento, sera capaz de:

1. Entender las claves que han permitido el éxito de las tecnologias de secuenciacién
masiva:
a. Laquimica de los nucleétidos
b. La paralelizacién de secuencias
c. La estrategia de secuenciacion

2. Entender que la secuenciacién masiva es un campo en continua evolucién, cuyos

avances permiten acceder a nuevas aplicaciones genémicas a un precio cada vez mas
bajo.
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3 Introduccion

La revolucion reciente de las estrategias de secuenciacion masiva ha permitido que la
secuenciacién de genomas completos sea una estrategia accesible a un precio razonable. Desde
su uso diario en hospitales para la secuenciacién de genomas de pacientes hasta los mas
variados objetivos biotecnoldgicos pueden ser abordados, algo impensable hace sdlo diez afios.
El éxito de estas tecnologias estd basado en avances multidisciplinares en el campo de la
guimica, la biologia molecular, la ingenieria y la bioinformatica. A continuacién, veremos lo
aspectos mas relevantes que han contribuido al empuje de estas tecnologias.

4 Desarrollo

Para entender el éxito de estas tecnologias, es importante fijarse en avances en tres
aspectos diferentes del proceso de secuenciacion:

4.1. La quimica de los nucleétidos.

La sintesis de analogos artificiales de nucledtidos con grupos quimicos bloqueando el enlace
3-OH de modo reversible ha sido clave en el éxito de las tecnologias de secuenciacién masiva. El
sistema de ciclos de secuenciacién con adicidon y retirada de nucledtidos es lo que permite que
la paralelizacién sea una ventaja. Con los dideoxinucleétidos irreversibles de la tecnologia de
Sanger, la paralelizacién tampoco hubiera significado un gran avance. Intenta imaginar el
proceso de secuenciacién de Illumina utilizando los dideoxinucledtidos de la tecnologia de
Sanger.

Ademas, otra clave para la captura de las sefiales en cada uno de los ciclos es generar un
punto de corte quimico entre la base y el fluoréforo, que permita la escision de este Ultimo tras
cada ciclo de adicién de nucleétidos.

Fijate en el esquema siguiente de los nucleétidos y localiza lo sitios que favorecen la

terminacion y la unién (reversible por escision) de los fluoréforos en las tecnologias de Sanger e
lumina:
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Nucledtido terminador reversible, bloqueado en 3’(tecnologia de lllumina)
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Figura 1. Esquema representativo de un nucledtidos irreversibles y reversibles utilizado en secuenciacion
masiva por las tecnologia de Sanger e Illumina, respectivamente. Las flechas sefialan el grupo 3-OH
necesario para el enlace fosfodiéster.

Sin embargo, las polimerasas han evolucionado durante millones de afios para "preferir" los
nucledtidos tal como son en la naturaleza. Esto hace que, en general, las mayoria de las
polimerasas conocidas tengan menos afinidad si el nucledtido estd modificado artificialmente
en el grupo 3-OH, una zona clave para la estructura de una DNA polimerasa, que estd ajustada
estructuralmente para realizar el enlace fosfodiéster en 3-OH y para poder discernir
ribonucledtidos de desoxiribonucledtidos en el 2-, por ejemplo. En resumen, la reaccion
funciona, es decir, los nucleétidos bloqueados se incorporan a la cadena naciente por la
polimerasa, pero lo hacen menos eficientemente que si fueran nucleétidos naturales, sin
ninguna modificacién en la zona 3-OH.

¢Cémo han avanzado las investigaciones en NGS para conseguir una mayor eficiencia en el
proceso de secuenciacion con nucleétidos reversibles?

1. Mejorando la DNA polimerasa. Hacian falta nuevas DNA polimerasas con diferentes
afinidades para diferentes andlogos de nucledtidos. Curiosamente, la rdpida expansidon de
proyectos de secuenciacién masiva permitié identificar nuevas secuencias de polimerasas de
virus, bacterias y arqueas para ensayar su eficiencia frente a estos andlogos de nucledtidos. Los
mejores candidatos fueron posteriormente mejorados con ingenieria de proteinas o evolucion
directa en el laboratorio. Estas lineas de investigacién no se limitaban a encontrar la mejor
polimerasa para aceptar analogos de nucledtidos, sino la polimerasa mas rapida, la mas fiel en
la sintesis (menor error en la secuenciacién) y la mas procesiva (aquélla capaz de sintetizar el
mayor niumero de nucledtidos sin "soltarse" del molde). De todos los tipos de DNAs polimerasas,
las de las familias Ay B de virus (T4, T7, Rb69 o ¢29), bacterias o arqueas (Vent, Pfu, KOD1) han
resultado ser las mdas adecuadas para secuenciacion masiva. La afinidad por los nucleétidos
reversibles como los que usa lllumina es alta con una polimerasa de la familia B de Thermococcus
(9N). Posteriores modificaciones por mutagénesis dirigida han mejorado aun mas las
propiedades de las mismas.
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2. Mejorando la estructura quimica de los nucledtidos. Otro punto de mejora en los ultimos
afios ha sido actuar sobre los nucleétidos. En los ultimos afios se han desarrollado nucleétidos
terminadores reversibles NO bloqueados en el grupo -OH. Como hemos dicho, tener el grupo 3-
OH libre facilita la incorporacidn por las polimerasas. Esta nueva generacion de nucleétidos, por
tanto, son mas eficientes en la incorporacién. La paralizacién de la cadena naciente (que
necesita seguir ocurriendo en una secuenciacién NGS) se consigue mediante la adicion del
mismo grupo fluréforo en la zona de la base nitrogenada, que dificulta estructuralmente la
adicién del siguiente nucleétido

Fijate en las estructuras siguientes y observa cémo cambia de posicion el sitio responsable
de la terminacién de la reaccién, del 3-OH en el primero, a la base en el segundo:

Nucledtido terminador reversible, bloqueado en 3’(tecnologia de Illumina)
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Nucleodtido terminador reversible, no bloqueado en 3°
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Figura 2. Esquema representativo de un nucledtido reversibles con y sin bloqueo en el grupo 3-OH. Las
flechas sefialan el grupo 3-OH necesario para el enlace fosfodiéster.

En la siguiente figura puedes observar la diferencia estructural entre un nucleédtido
terminador reversible bloqueado en 3-OH (concretamente el 3°-0-azidometil, desarrollado por
Illumina), y un nucledtido terminador reversible no bloqueado (desarrollado por la empresa
Helicos, cuyo sistema de secuenciacidn no esta ya disponible). Fijaros como el prominente grupo
quimico (en rojo) estad cercano al grupo 3-OH, (que en este caso no esta bloqueado). Esta
estructura facilita la incorporacién del nucledtido por la polimerasa, pero no la adicién de un
siguiente nucleétido, haciendo por la tanto el mismo papel que si el grupo 3-OH estuviera
bloqueado. El posterior corte en la zona de la flecha libera en un Unico paso el fluoréforo y este
grupo interferente:
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Figura 3. Estructura quimica de un nucledtido terminador reversible (izquierda) con el grupo 3-OH
blogueado por un grupo quimico (rojo) y otro (derecha) con el grupo bloqueante en la zona de la base
nitrogenada (rojo). La flecha indica el punto de escision para la incorporacion del siguiente nucledtido. En
verde, el grupo fluordforo.

4.2. La paralelizacion.

Ya hemos visto como la capacidad de poder paralelizar millones de reacciones de
secuenciacién es la clave para el éxito de las secuenciacién masiva, que facilita asi disponer de
una gran cantidad de informacidon de secuencia en un tiempo reducido. La creacién de soportes
solidos donde estan inmovilizados los fragmentos a secuenciar es un aspecto comun a todas
estas tecnologias, aunque el funcionamiento de cada una de ellas sea distinto en muchos
detalles. Vamos a ilustrar dos aspectos de las tecnologias de secuenciacién masiva en este
apartado:

a) la capacidad de paralelizacidn de estos soportes,

b) la versatilidad actual de estos soportes para acoplarse a proyectos genoma de diferente
magnitud.

La base de estas tecnologias (usemos el sistema de illumina como ejemplo) es la célula de
flujo (flowcell en inglés), un dispositivo miniaturizado de cristal con varios canales
individualizados a través de los cuales pueden bombearse polimerasas, nucledtidos y tampones
para realizar la reaccion de secuenciacion. Estas células de flujo tendran (tras el proceso de
construccién de las librerias) los fragmentos preparados para su secuenciacion.

Vamos a ver la capacidad de paralelizacién que tienen las células de flujo de Illumina. Estas
células de flujo han ido mejorandose en los Ultimos diez afios. Los avances se han centrado en
aumentar la paralelizacion (para acoplarse a proyectos genoma cada vez mas ambiciosos en
cuanto a capacidad de secuenciacion, como la secuenciacion de miles de genomas humanos,
por ejemplo) o bien disminuirlal, (para acoplarse a proyectos donde una excesiva paralelizacion
, es decir, cuando la cantidad de fragmentos que puede aceptar una célula de flujo es mayor que
el que se desea secuenciar, ya que la tecnologia estaria infrautilizandose, con el consecuente
perjuicio a nivel econdmico; un ejemplo seria la secuenciacién de pequefios genomas o grupos
(paneles) de genes.
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Partamos de los secuenciadores HiSeq de lllumina (esta serie de secuenciadores desbanco
en 2010 a la serie anterior de lllumina, los GAs, o Genome Analizers, al aumentar por cinco la
velocidad de adquisicién de datos al mejorar sus sistemas opticos de adquisicion de imagen).
Este cambio de sistema supuso también un cambio en el disefio de la célula de flujo. Esta
mantuvo un sistema de 8 canales, pero pronto incorpord un patrén ordenado en la deposicion
de fragmentos en el soporte, que hasta ese momento se hacia de modo aleatorio.

Aqui puedes ver el sistema aleatorio de generacidn de los clusters de fragmentos segun el
método original de lllumina, que requeria una optimizacion en los protocolos de generacién de
librerias para obtener una densidad 6ptima de clusters en cada célula de flujo. Fijate en la poca
eficiencia en cuanto a nimero de fragmentos en la figura de la derecha, que mantiene grandes
"espacios" de la célula de flujo sin fragmentos, y como un disefio aleatorio, aunque mas
optimizado, consigue "rellenar" mas la célula de flujo de fragmentos sin que interfieran unos
con otros. Sin embargo, el disefio es aun ineficiente, ya que siguen quedando "espacios" sin
aprovechar:

Bajo numero de clusters Excesivo numero de clusters

Figura 4. Imagen representativa de una célula de flujo de la tecnologia Illumina con patrdn de fragmentos
aleatorio. A la izquierda, el nimero de fragmentos es muy bajo, y la eficiencia de la paralelizacion es baja.
Sinembargo, una alta densidad de fragmentos tampoco es dptima (derecha), ya que las sefiales interfieren
entre los diferentes fragmentos.

La serie HiSeq incorpord pronto un sistema ordenado de generacidon de clusters de
fragmentos. Esto permitié aumentar la paralelizacidon de la tecnologia lllumina respecto a su
disefo original. Fijate en la siguiente figura cdmo con este disefio, el "espacio” de la célula de
flujo estad optimizado, permitiendo la maxima paralelizacién posible de cada una.

En otro dmbito, las aplicaciones de las NGSs son cada vez mas diversas. Para grandes
proyectos de secuenciacidn, ya no se quiere secuenciar un genoma de referencia, sino
resecuenciar miles de genomas individuales en un tiempo corto, requiriendo secuenciadores
con MAS capacidad de secuenciacién. Para aplicaciones de diagnéstico o genomas pequefios,
por el contrario, tanta potencia de secuenciacién no es efectiva a nivel de coste, por lo que
precisa de secuenciadores con MENOS capacidad de secuenciacion.
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La serie NovaSeq de lllumina mejora de nuevo el sistema, mejorando la dptica y las celulas
flujo (aumentando la miniaturizacion del sistema ordenado de clusters de los HiSeq), vy
generando ademas un sistema escalable en funcidn de la necesidad de secuenciacién. Para ello,
centrandonos en las células flujo, aparecen ya cuatro tipos, con diferente versatilidad
dependiendo del sistema de secuenciacidn. Fijaros en la cantidad de lecturas (fragmentos) que
es capaz de secuenciar cada una (M: millones; B: billones)

NovaSeq 6000

Tipo de célula de flujo SP s1 s2 S4

N2 de lecturas sencillas 650-800 M 13-16B 33B41B 8-108

Figura 5. Células de flujo de Illumina Novaseq con patrén ordenado para el espaciamiento de los
fragmentos a secuenciar. Los diferentes tipos de células se adaptan al objetivo deseado con diferentes
capacidades (numero de lecturas sencillas).

Finalmente, puedes echar un vistazo a los diferentes secuenciadores de lllumina en su
pagina web, disefiados para proyectos gendmicos que requieren diferente capacidad de
secuenciacién. La seria Nova Seq, con sus cuatro tipos de células de flujo versatiles en funcion
de la capacidad de secuenciacion requerida en cada proyecto, es actualmente el sistema mas
avanzado. En el grafico siguiente puedes ver también la capacidad de secuenciacidon de cada
célula de flujo NovaSeq, en comparacidn con las capacidades que ofrecian los secuenciadores
HiSeq.

12000
B NovaSeq 6000 System

W HiSeq X System
10000

W HiSeq 4000 System
8000

6000

4000

Millones de lecturas por célula de flujo

2000

54 s2 s1 sP
0 flow cel flow cell flow cell flow call
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Figura 6. Comparacion de la capacidad de secuenciacion (en numero de lecturas), en funcion del sistema
(Hiseq, Novaseq) y la célula de flujo (flowcell) utilizada.(adaptado de www.illumina.com)

4.3. La estrategia de secuenciacion.

Aunque la base de las tecnologias NGS esta principalmente basada en los dos puntos
anteriores (una gran paralelizacion de fragmentos, acoplada a un eficiente sistema de
secuenciacién), en los ultimos afios las diferentes empresas de secuenciacion masiva han
mejorado diferentes puntos del proceso de secuenciacion, con el fin de hacer un proceso global
mas eficiente. Vamos a ver dos ejemplos de estas mejoras:

4.3.1 Reduccion de costosos mecanismos dpticos.

Aunque la propia tecnologia de secuenciacién de Illumina basada en ciclos con
nucledtidos reversibles marcados, tal como la hemos contado anteriormente, supuso una
revolucidn en el proceso de secuenciacion, ésta ha ido mejordndose en los ultimos afios en
diferentes aspectos. Uno de ellos tiene que ver con la reduccién del coste del equipamiento,
fabricando equipos que contiene Unicamente uno o dos laseres, en lugar de los cuatro (uno
por fluoréforo) que requiere el sistema original (un sistema ciclico de secuenciacién con 4
nucleétidos marcados cada uno de ellos con un fluoréforo diferente). Pero, para utilizar un
equipo con dos o un laseres, el sistema de marcaje de nucleétidos debia cambiar. Asi es
como lo solucionaron en Illumina:

En el sistema de cuatro canales, las bases se identifican usando cuatro diferentes
fluoréforos, uno para cada base, y cuatro imagenes por ciclo de secuenciacion (fijate en la
figura siguiente, panel izquierdo. Este es el sistema original de lllumina). El ciclo de
secuencia comienza cuando las cuatro bases marcadas diferencialmente se agregan a la
célula de flujo. Después de la incorporacién de un nucledtido por fragmento, se capturan
cuatro imagenes distintas utilizando cuatro diferentes bandas de longitud de onda. Hacen
falta, por tanto, cuatro laseres en el secuenciador. Las imagenes se procesan para
determinar qué nucledtidos se incorporaron en cada posicion del grupo a través de la celda
de flujo. Por lo tanto, con cuatro canales, cada ciclo de secuenciacidn requiere cuatro
fluoréforos y cuatro imagenes para determinar la secuencia de ADN. MiSeq y HiSeq utilizan
cuatro canales.

En lugar de usar un fluoréforo diferente para cada base, el sistema de dos canales
simplifica la deteccion de nucleétidos mediante el uso de Unicamente dos fluoréforos y dos
imagenes para determinar las cuatro bases (Figura siguiente, panel central). Hacen falta
equipos con Unicamente dos laseres. Las timinas estan marcadas con un fluoréforo verde,
las citosinas estdan marcadas con un fluoréforo rojo y las adeninas estdan marcadas con
fluoréforos rojos y verdes. Las guaninas no se marcan, por lo que no daran sefial.

Finalmente, el sistema iSeq 100 utiliza un Unico fluoréforo, dos pasos de procesos
guimicos y dos pasos de captura de imagen por ciclo de secuenciacion. En el sistema de un
canal, la adenina tiene una fluoréforo escindible y su sefial se captura en una primera
imagen. La citosina tiene un grupo enlazador que puede unir un fluoréforo, y se captura en
la segunda imagen. La timina tiene un fluoréforo permanente, y, por lo tanto, se captura en
ambas imagenes y la guanina no contiene fluoréforo. Los nucleétidos se identifican por el
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analisis de los diferentes patrones de emisidon para cada base en las dos imagenes. Como
veis, precisa de un equipo con un solo laser, adecuado para secuenciadores muy pequefios.
(Figura siguiente, panel derecho).
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Figura 7. Comparacion de las estrategias de cuatro, dos y un Idser para la adquisicién de sefial proveniente
de los nucleétidos incorporados. (adaptado de www.illumina.com)

4.3.2 Secuenciacion codificada.

Presentamos aqui otra innovacion dentro de las tecnologias de secuenciacién masiva
gue permite aumentar la eficiencia de la secuenciacién y por tanto reducir el coste. Como
hemos visto, aunque un proyecto se secuenciacidn grande como la secuenciacién de
genomas eucariotas necesite mucha paralelizacidn, en muchos casos el proyecto deseado
es la secuenciacién de genomas pequefios o subgenomas (transcriptomas, exomas, paneles,
regiones concretas del genoma) cuyos requerimientos de paralelizacién estan por debajo
de la capacidad de carga de una célula de flujo. (Imagina pagar la gasolina de un viaje por
Blablacar a Madrid entre 5 personas, o tu sola/o, el viaje por persona te costard menos si el
coche va lleno!).

La solucidon a esto seria compartir gastos. Para eso, estas tecnologias pronto
implementaron el uso de adaptadores codificados para la construccion de librerias
(llamados barcodes o index en inglés, segln la tecnologia). El uso de un adaptador diferente
para cada libreria permite "juntar" fragmentos provenientes de librerias diferentes en una
misma célula de flujo, de forma que esta se llene a la maxima capacidad. Todos los
fragmentos de todas las librerias se secuencian simultdneamente. Pero se secuencia el
fragmento, y también el codificador. que lleva dicho fragmento. Tras la adquisicion de las
sefiales y la obtencion de las secuencias, cada fragmento es asignado bioinformaticamente
al proyecto de secuenciacidn del que provenia. Puedes ver un resumen de esta idea en la
siguiente figura. Esta idea, junto a la fabricacion de secuenciadores de diferente capacidad,
como hemos visto, ha expandido enormemente las posibilidades de secuenciacién de NGS
en toda la escala de proyectos de secuenciacidn.
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Figura 8. Codificacion de fragmentos mediante indices de ADN. (A) Dos muestras diferentes reciben dos
adaptadores que se diferencian en una secuencia indice que actua de cddigo de barras. (B). Las librerias
se realizan para las dos muestras independientemente, pero (C) las lecturas se separan posteriormente a
la secuenciacion gracias al cédigo de barras de cada muestra, de modo que (D) cada lectura puede
mapearse con el genoma de referencia del que provenga cada proyecto. (adaptado de www.illumina.com)

5 Cierre

En este articulo docente hemos visto las claves del éxito de la secuenciacidon masiva para
proyectos gendmicos. También hemos visto como no se trata de una tecnologia estatica,
sino que diferentes mejoras en diversos aspectos de la tecnologia han permitido, a partir
de un esquema basico de secuenciacién masiva propuesto inicialmente, aumentar la
rapidez del sistema, reducir el precio por reaccién, abaratar equipamiento, asi como
expandir el abanico de aplicaciones, atendiendo a la diferente necesidad de secuenciacién.
Estas mejoras han incluido aspectos de la propia quimica de la secuenciacién, busqueda de
nuevas enzimas, diferentes aspectos relacionados con la robdtica, la ingenieria y la mejora
del equipamiento dptico, asi como ingeniosas ideas con base de biologia molecular y
bioinformatica para optimizar al maximo el proceso, como la aparicidon de sistemas con
codificadores.
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