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Applicazioni generali del NGS
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Oggi e possibile sequenziare 'tutto’, esistono protocolli molto robusti che
permettono di partire da pg di DNA o da RNA estratto da singole cellule.
Nella pianificazione del vostro progetto € molto importante valutare quali

sono le disponibilita e la compatibilita di software o di pipeline di analisi



>

>

>

Principi del sequenziamento clonale

Dai vettori plasmidici agli oligonuclotidi adattatori - Library Prep
Dalle PCR specifiche all'ultra multiplex PCR - Library Amplification
Dalle colonie su piastra ai cluster su flow cell - Bridge PCR

Da 10° bp a 10° bp - Deep Sequencing




La preparazione delle librerie

Sito di restrizione
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La preparazione delle librerie

Genomic DNA, dscDNA, LR-PCR, ChIP, ecc...

PCR-amplified
dsDNA = ‘ library ]

= Fragmentation l 1 12 l Denaturation
Fragmented DNA ‘ ‘ Single-stranded
sample (0—1200 bp) DNA library
End repair l l Cycles of cluster amplification
M 1_ d Blunt-ended, 5'- Clonal DNA clusters
e O O phosphorylated fragments on flowcell surface
C I ass l Co A-ailing l 2 13 l Linearization, blocking and hybridization
3 A-tailed Quantification Single-stranded clusters
fragments [ & I ready for sequencing
Ligation l 34 - i
Adapter-ligated Incorporation of fluorescent
fragments reversible terminator nucleotides
—
Size selection 45 i Imaging SBS chemistry
pea s
’Mappﬂbl lita { Size-selected { Cleavage of fluorophores J
- CIU STel"i ng fragment library and blocking groups
PCR 6,7,8.9.10
(D Library preparation

PCR-amplified
library @ Sequencing by synthasis

{ (> Cluster growth




La preparazione delle librerie

Size selection da gel di agaroso

Ligase
i
Rd1 SP I P o
Index ~RazEF®» O ®
dsDNA fragments F?
3
\p5 P7
Rd1 SP RA2SP 7
Index _,~Rdz sp Rd1 SP
N
P7 P5
D. Ligate index adapter
> 1 L 2
F-‘
B. End repair and phosphorylate Siw Seindiion
i 300/600 bp excised
F‘
P
: ] L 2
o
P P5 Rd1 SP DNA Insert Index
C. A-tailing Rd2 sSP P7 ’

E. Denature and ampilify for final product
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Index 1 Read 1 Saquencing Primes

Nextera chemistry simultaneously fragments and tags DNA in a single step.
A simple PCR ampilification then appends sequencing adapters and sample
indices to each fragment.




La preparazione delle librerie

Sistema dual-index

96 combinazioni

8 index primer i5 x 12 index primer i7
4 diversi set di primer = 384 combinazioni su una flow cell




La preparazione delle librerie

Strategie di indexing

» Individual tagging

Ogni campione ‘consuma’ una combinazione di i5 + i7 primer e una reazione di
tagmentazione.

Vantaggi: minor costo per campione e maggiore processivita

Svantaggi: maggiore probabilita di errori di allineamento

> Locus tagging

Ogni gene ‘consuma’ una combinazione di i5 + i7 primer e una reazione di
tagmentazione.

Vantaggi: maggiore specificita nell'allineamento

Svantaggi: maggiore costo per campione e bassa processivita



La preparazione delle librerie

Size selection con biglie magnetiche
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La preparazione delle librerie

Selezione da gel

N

Selezione con biglie

i

T T T TTT 1
300 400 500 700 1500

Conc. [ng/pl] Molarity [nmol/I]
4,20 424.2

8.88 34.0

2.10 2.1

[FU]
160
140
120
\)
100 Q.Q
80 |
60
40
20
O_ VL Pa—
TT T T T
[bp] 35 100 200
Observations Peak Size [bp]
Lower Marker 1 4 35
2 940
3 [ 2 10,380

Upper Marker

T

300

Con

125,
1,79

75.0

2° step, beads 0,6X

lega frammenti pit piccoli

!

Discard supernatant
Keep beads

600 1000

g
4

]

Molarity [pmol/I] Observations

1° step, beads 0,5X
lega frammenti grandi

Keep supernatant
Discard beads



La generazione dei cluster .
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La generazione dei cluster




La generazione dei cluster l

1. Attach DINA 2, Parform bridge 3. Generate clusters 4, Anneal seguencing
b Mo cedl amglification primer
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Sequenceread over multiple chemistry cycles

Repeat cycles of sequencing to determine the sequence
of bases in a given fragment a single base at a time.
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Sequenziamento Massivo e Parallelo

La massima resa di una flow cell & data dal numero di cluster e dalla
lunghezza delle read.

Per esempio:
MiSeq Flow Cell v3 600 cicli:
2BMCluster in Paired-End o 50MReads (300+300) = 156b

Per un target di 45Kb (A-B-C-DRB1-DPB1-DQB! full length) e 192
campioni sequenziati si ottiene una copertura media teorica di 1700X
(260000 Read per campione)

Ogpni cluster produce 4 read:

-Read 1, sequenza forward dell'inserto (301)
-Read 2, sequenza reverse dell'inserto (301)
-Index read 1 (8)

-Index read?2 (8)
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Sequenziamento Massivo e Parallelo

Per ogni campione vengono generati due fastq file, readl e read?2

1 @M03256:2:000000000—ABR39:1:1110:24607:17535(Z¥h0:72 numero della read
2 GCCCTACTCCGTCCCTTTCTCTATCCACATTGCTTTARATCATATRITTCTCTCAAGGTGTACAAGGATGATARAATAGGTGCCAAGTG

3+
4 CCRCCFGGGGFDCFGGGGFGFCFGFFEFGC, FFGGFFGFAEEFRFFICFFGERRGC<CBECFFGGEF, , ; <CEFFFGG<, @RAFEAFGF

coordinate del cluster

@M03256:2:000000000-ABR39:1:1110:24607:17535 (24
ATCTTTATAGTGGGGACCCATTAGATTTGAGAGATCTTGTGAAAAATTATGTTTGGCTCTTCATAGCTTGAAATTGACATGCATTGTC.
+

CCC@, CCF,<FECCT7; @, 8@A<FGGGGFAFGGGFG, EEFEFFFG, @<EAFFGGG, : <FF@@FFFDFGGGG?AFFGC<F, 9CF, , AAQF

1 - identifica e descrive la sequenza

2 - sequenza in nucleotidi

3 - riga opzionale

4 - codifica i valori di qualita delle singole basi della sequenza

Un fastq file che contiene 140 KReads pesa 80OMB
Una Run su MiSeq produce circa 40 GB in fastq files



Principali Applicazioni .
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PS5 Adapter
Index 2 (i5)
P5 Primer
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' Forward (P5, Index2)

. —‘-——-— (AATGATACGUGCGACCACCOAGATETACAC | () (ACAETETTTEEETACAEER)

Reverse (P7, Index1)

"Cost-efficient high-throughput HLA typing by MiSeq amplicon sequencing”
Lange V. - BMC Genomics, 2014 (DKMS)
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Use DesignStudio to create custom oligo capture probes
flanking each region of interest

Custom Custom s====== VN

N Frobel  Region of interest  Probe 2/ el = A

CAT (custom amplicon tube)

CAT probes hybridize to flanking
regions of interest in unfragmented gDNA

Custom Custom
Probe 1 Probe 2

N 5>

Extension/Ligation between Custom Probes
across regions of interest

/?7777777/'77/'7/'77777777)77_/

PCR adds indices and sequencing primers

P?\ \\ /? / PS5

Uniquely tagged amplicon library ready
for cluster generation and sequencing
P7 P5

Fino a 1,536 ampliconi per un
target di ~2-650 Kb

In singola provetta con un sistema
di ligazione amplificazione

Diverse grandezze degli ampliconi
in base al tipo di target e del
successivo sequenziamento

L'analisi puo essere completamente
automatizzata



o Digest and denature sample DNA e Ligate and capture

Target Region uniquely barcoded targets
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£ Streptavidin

Hybridize probe library to DNA targets
o ® o Amplify enriched fragments by PCR
- oy * Biotin PCRI [mers
/ - Sequencing primer motif ; ~ ———

N\

L = [ndex e
== Bridge or emulsion 4 » \
' §
PCR primer
w Target & complementary
- probe sequence
N r/
== Molecular barcode —

-Diversi disegni possibili con target da 500Kb per 20.000 probe fino a 5Mb

{

i

-Privo di PCR bias ed ha un sistema di barcode molecolare che permette di riconoscere i
duplicati di PCR
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Vantaqggi:

- Non sono necessari step di preparazione delle librerie perché i
primer di PCR includono le sequenze necessarie per l'ibridazione sulla
flow cell e per il sequenziamento

- Il metodo & completamente automatizzabile

Svantaggi:

- E' difficile disegnare primer che comprendano tutti gli alleli per
tutti gli esoni da analizzare e sono necessari pool di primer molto
complessi

- Non si hanno informazioni sulla fase tra varianti in esoni diversi




HLA-A (3,398bp)

HLA-C (4,296bp)

<€ >

HLA-B (4,440bp)  —< H—H e HI—
< >
HLA-DRB1 (11,899bp) ——| J——efcJ—] << e
<
HLA-DQB1 (7,118bp) —*—Dk—(—éﬂ(—u—(—(—-(—(—(—g(—(-éﬂ_
= >

HLA-DPB1 (13,605bp) ——[P>>>>>>>> > b>>>>>>>>I b1 —
<€

>

"Phase-defined complete sequencing of the HLA genes by next-generation sequencing”
Hosomichi K. - BMC Genomics, 2013

"A Bead-based Normalization for Uniform Sequencing depth (BeNUS) protocol for
multi-samples sequencing exemplified by HLA-B" Hosomichi K. - BMC Genomics 2014



[ Long We PCR }

Vantaqggi:

- Possono essere caratterizzati con maggiore dettaglio i geni
- Si hanno informazioni sulla fase tra varianti in esoni diversi
- Possono essere aggiunti ampliconi in oghi momento

- Si possono fare multiplex PCR

- Molti step di preparazione possono essere automatizzati

Svantaggi:

- La preparazione prevede molti step ed e necessaria una elevata
precisione per avere risultati consistenti

- Elevato rischio di inquinamento perché sono coinvolti due diverse
amplificazioni

- L'amplificazione preferenziale e la produzione di artefatti tipici
della PCR (errori della polimerasi, prodotti chimerici, aspecifici)




GENEA &

Biotinylated
§2> Probes A8,
GENEB &
. .(‘6
_ i :;GTACG(
GENE C Z G‘fGCcr
Genomic DNA Library Preparation: Hybridization Capture and Amplification Sequencing

Fragmentation Washing and QC
and adapter ligation

"Development of a high-resolution NGS-based HLA-typing and analysis pipeline”
Wittig M. - Nucleic Acids Research, 2015



{ Genomic Target Capture
ey

Workflow

v' Preparazione delle librerie a partire da DNA genomico
v' Prima PCR di indexing

v' Produzione dei pool di campioni

v' Cattura per ibridazione dei geni d'interesse

v Amplificazione di arricchimento

v' Dosaggio e QC delle librerie

v' Produzione di un pool con l'intero set di campioni

v' Corsa su MiSeq



Genomic Target Capture

Vantaqgi:

- E' una metodica molto consolidata (Exome Seq)

- Non si ha lo sbilanciamento allelico tipico della PCR

- Non ci sono limiti alla grandezza delle regioni e al numero di target
- Ha un workflow rapido perché ¢ in singolo tubo

- Molti step di preparazione possono essere automatizzati

- Si possono facilmente aggiungere nuovi geni

Svantaggi:

- Per coprire tutti gli alleli & necessario un grande numero di sonde

- La cattura di regioni pit grandi rispetto all'exome potrebbe essere
un problema

- La ricostruzione degli aplotipi potrebbe essere piu complicata
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"HLA Typing from 1000 Genomes Whole Genome and Whole Exome
Illumina Data". Major E. - PLOS, 2013

f
A\

J

TR

A\

“Inference of high resolution HLA types using genome-wide RNA or DNA
sequencing reads”. Bai Y - BMC Genomics 2014

"HLA typing from RNA-Seq sequence reads"”.
Boegel S. - Genome Medicine, 2012
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La nostra esperienza

Messa a punto di un protocollo home-made per |'analisi dei geni HLA

» 7 Prodotti di LongRange PCR dal 5" al 3" UTR per i loci: A, B, C, DRBI,
DPB1, DQBI1, G per un target di ~ 50Kb (primer Hosomichi modificati)

> Preparazione delle librerie con kit Nextera XT modificato e individual tag
> Selezione dei frammenti mediante doppio taglio con AmpureXP Beads

» Normalizzazione delle librerie con Nextera XT normalization module

» Sequenziamento su Illumina MiSeq con Flow Cell v3 300+300 cicli

» Comparazione di diversi software per |'analisi dei dati
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Workflow

(tempi riferiti a una plate da 96 campioni)

Amplificazione O/N dei loci d'interesse 1° giorno

Dosaggio dei frammenti e produzione di un pool di prodotti equimolari
Dosaggio fluorimetrico e diluizione intermedia dei pool 2° giorno

Dosaggio fluorimetrico e diluizione di lavoro dei pool

Tagmentazione e purificazione
Indexing PCR

Doppia purificazione per la selezione dei frammenti .
: : : : 3° giorno
Normalizzazione delle librerie

0V ® N o Ofs w N

Produzione del pool di librerie equimolari

10. Sequenziamento su Illumina MiSeq con Flow Cell v3 301+301 cicli ~ 56h

11. Analisi dei dati



Analisi delle sequenze

Software per l'analisi di geni HLA attualmente commercializzati

Assigh MPS - Conexio Genomics
HLA target - Omixon
NGSengine - GenDx
SeqNext-HLA - JSI

Software Open-Source

HLAssign - http://www.ikmb.uni-kiel.de/
“Development of a high-resolution NGS-based HLA-typing and analysis
pipeline” Wittig M. - Nucleic Acids Research, 2015
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Analisi delle sequenze

In generale I'andlisi si basa su diversi algoritmi:

- Alignment - in riferimento a una libreria di geni e alleli (IMGT/HLA
Database) vengono ordinate le read e identificate le varianti

- Haplotype Phasing - Le eterozigosi vengono valutate per determinare la
loro relazione cis/trans

- Genotype Determination - Gli aplotipi ottenuti vengono paragonati alla
libreria di alleli per assegnare un grado di corrispondenza

Paired-End Reads Haplotype Determination
—il
B—
q
—i=
——— Haplotypo IR S

Read 2



allele A

A*24:02:01:01 (cwd)
A*01:01:01:01 (cwd)

Finished after 51 sec.

DPA1 DPB1

T————

A*01:01:01:01

1 IIII

A*24102:01:01
allele B
A*24:02:01:01 (cwd)
A*24 :01 (cwd)
A*01:01:01:01 (cwd)

DRB1

length A
1093
1093
1093

HLAssign
http://www.ikmb.uni-kiel.de/

length B
1093
1093
1093

HLAssign

spec. mappings A
564

0

0

spec. mappings B
545

0

]

a.u.c.
0.2586
0.2508
0.2663

read equ.
0.9663
0

0

change view

pairs per read
0.2722
0.2779
0.2676

allele

error

A*01:01:01:02N 0
A*24:02:01:02L 0

A*24:02:01:03

0

50
76
86
87

uncovered
bases
1




Assign
Conexio Genomics

ﬁ,iﬁ Home- dit ) - L P1629P540cut_B
T e - P (I K| [€ ][ ][] | 1030 v 99 Go
- HCCEy-r - &
Dat. Se Reference Repo Optio Annotatio No Offset v | Master v iﬁf@ FE!:IrteS CImm %ﬁ:{
JEH *
BaseCalls -‘

IMGT/A 3.15.0.0... |#§.1011......1021......1031.}.}..1041......1051...... P1629P540cut B A
Base 1039 (1039) 164 (164) 5' UTR 164
Exon caAz2l1lR Stop: 3524 (3524) 3' UTR 300
P1629P5B0kult B*[A=*+**+x_ . . .. .. ... A.......A....R.....euuinanaaiCuriinnnnn. Allele 1 Allele 2 CORE | EXONS | PHASE1] PHASE2| Differen
........................................... A*01:01:01:01 |A*24:02:01:01 0 0 0 0
TGGCTGCGACGTGGGGYCGGACGGGC]A*01:01:01:01 |A*24:02:01:02L 0 0 0 0 | Intron 2
LTI LT LTI T T T | a*012 01201201 [A*24:02:01:03 0 0 0 0 | Intron 3
A (o] A*01:01:01:02N |A*24:02:01:01 0 0 0 0 Intron 2
T A*01:01:01:02N||A*24:02:01:021, 0 0 0 0 Intron 2
TR RN RN ENREPRN 25 01:01:01: 02N||[A*24:02:01:03 0 0 0 0 | Introm 2
A*01:01:26 A*24:02:02 0 0 1 1 | Exon 3
ol A*01:25 A*24:87 0 0 1 1 | Exon 3
L ) | A*01:26 A*24:136 0 0 1 1 | Exon 3
A*01:69:01 A*24:243 0 0 1 1 | Exon 2
10% (100) A*01:89 A*24:120 0 0 1 1 | Exon 3
A*01:98 A*24:160 0 0 1 1 | Exon 3
A*01:100 A*24:260 0 0 1 1 | Exon 2
A*01:126 A*24:59 0 0 1 1 |Exon 3
A*01:14 A*24:46 0 0 2 2 | Exon 3
ST RiRERER A*01:21 A*24:299 a a 2 R
A*01:30 A*24:17 0 0 3 3 | Exon 3
L LI A*01:95 A*24:04 0 0 7 7 | Exon 2
A*01:01:01:01 |A*24:02:40 Q 1 0 1 Exon 5
A*01:01:01:02N |A*24:02:40 0 1 V] 1 Intron 2
A*01:01:01:01 |A*24:02:02 1 0 — ——
A*01:01:01:01 |A*24:02:030Q 1 0 — —
A*01:01:01:01 |A*24:02:04 1 0 -— ——




IA‘01:01:01:01
W #HTLE3
A*01:01:01:01 =

| A*24:02:01:01
v  #HT2:E3

A*24:53

Exon/Intron

TOWRE&ItIHqﬂotypel]Haﬂotwezl

No | Alleles A | Alleles B | mism. | S.F... | Location
1 A®01:01:01:01/01:01:01:02N A*24:53 0 0

2 A®24:02:01:01/24:02:01:02L/24:02:01... 1 0.1... E3[1]
3 A*D1:01:38L A*24:53 1 0.2 E4[1]
4 A®D1:01:67 A*24:53 1 0.2 E21]
5 A*D1:04N A*24:53 1 0.2 E41
<

S

—Functions
Previous | Mext I
Tv.| mv.| prnt.. |
Extras -> | Protocol I




Risultati

ASSIGN ASSIGN GENDX GENDX OMIXON OMIXON HLAssign HLAssign
SAMPLE Al Al Al Al Al Al Al Al A_SBT A_SBT
P540 01:01:01:01 | 24:02:01:01 | 01:01:01:01 | 24:02:01:01 | 01:01:01:01 | 24:02:01:01 | A*01:01:01 | A*24:02:01 01:01 24:02
P1138 30:01:01 32:01:01 30:55 32:01:18 30:01:01 32:01:01 A*30:01:01 | A*32:01:01 30:01 32:01
P1200 32:01:01 32:01:01 11:178 32:01:01 32:01:01 32:01:01 A*32:01:01 | A*32:01:01 32:01
P1042 01:01:01:01 11:01:01 01:01:01:01 11:01:01 01:01:01:01 | 11:124/11:39 | A*01:01:01 | A*11:01:01 01:01 11:01
P1581 02:01:01:01 | 30:02:01:01 | 02:01:01:01 | 30:02:01:01 | 02:01:01:01 30:02:01 A*02:01:01 | A*30:02:01 02:01 30:02
P1728 02:05:01 32:01:01 02:05:01 32:01:01 02:05:01 32:01:01 A*02:05:01 | A*32:01:01 02:05 3201
P964 24:02:01:01 | 29:02:01:01 | 24:02:01:01 | 29:02:01:01 | 24:02:01:01 | 29:02:01:01 | A*24:02:01 | A*29:02:01 24:02 29:02
P959 02:01:01:01 | 02:05:01 02:05:01 02:81 02:01:01:03 02:02 A*02:01:01 | A*02:05:01 02:01 02:05
P978 02:05:01 02:05:01 02:05:01 02:81 02:05:01 02:05:01 A*02:05:01 | A*02:05:01 02:05
ASSIGN ASSIGN GENDX | GENDX OMIXON OMIXON HLAssign HLAssign
SAMPLE| DRB1_1 DRB1_1 DRB1_1 | DRB1_1 DRB1_1 DRB1_1 DRB1_1 DRB1_1 DRB1_SBT | DRB1_SBT
P540 11:01:01 11:03 11:01:01 11:03 11:01:01 11:03 DRB1*11:01:01 | DRB1*11:03 11:01 11:03
P1138 ND ND 07:01:01:01| 16:01:01 16:02:01 16:02:01 DRB1*07:01:01 | DRB1*16:01:01 07:01 16:01
P1200 [15:01:01low cov| 15:01:01 |15:01:01:01|15:01:01:01|  07:01:01:01 15:01:01:02 | DRB1*07:01:01 | DRB1*15:01:01 07:01 15:01
P1042 ND ND 04:05:01 |15:01:01:01 04:05:01 15:02:01:02 | DRB1*04:05:01 | DRB1*15:01:01 04:05 15:01
P1581 ND ND nd nd 03:01:01:01 03:01:01:02 | DRB1*03:01:01 | DRB1*03:01:01 03:01
P1728 ND ND 11:04:01 | 16:01:01 11:04:01 16:01:01 DRB1*11:04:01 | DRB1*16:01:01 11:04 16:01
P964 ND ND 01:02:01 | 10:01:01 01:02:01 10:01:01 DRB1*01:02:01 | DRB1*10:01:01 n/d n/d
P959 16:01:01 16:01:01 16:01:01 | 16:01:01 16:01:01 16:02:01 DRB1*16:01:01 | DRB1*16:01:01 16:01
po78 ND ND nd nd 16:01:01 16:02:01+04:03:01 no call no call 04:05 16:01




locus

DRB1
DPB1
DQB1

n campioni
48
96
96
47
96
96
40

Risultati
concordanza causa di errore
100%
98,96% o0 100% | ambiguita di fase
99,48% 1 errore (SBT?)
100% 1 fallimento
100%
99.48% esclusione allelica
2

n alleli osservati

21
41
24
20
19
18
8



TCR e BCR Repertoires

|# Clones from Examplel.fastq.gz (Example2 Mon May 20 18:49:08 MSK 2013)
File

—)
Oones Clonotyping | v Segments Content ] 3 Segments Content |

: 3 3 ¥
8888

S T
|

-
"

=
|I~— —I- - - i—

Seq. Count
N & ®© ® O
g 8 8 8 8
u
b R, | | |

O I B

21 24 27 30 39 48 51 54 57 80 83 88
Length, nt.

Minimal part of fitered seq.: 0,09% |}

Color Count AA Sequence N Sequence CDR3 Length, nt. V¥ Segment J Segment
11758 (13,099%) CASSLGENIQYF [TGTGCCAGCAGCTTAGCGGARRACATTICAGTACTTC 36 TRBV13 TRBI2-4
4541 (5,17%) |CASTVDSLDTEAFF 7@9@&9&?&6{?}@ 42 [TRBV12-4, TRBV12-3  [TRBJ1-1
4472(4,982%)  |CSVEIWDSSYNEOFF _ ARATTIGGEATAGCT T [TREV29-1 [TRBI2-1
12338 (2,605%) CASSLAPGATNEKLFF L GCTTAGCGCCEEEAGCAACTAATCAAAAACTGTTITT T 48 TRBY7-6 [TRBJ1-4
1449 (1,614%) CAIKTTSCIVDEQFF | AACACCACTAGCCCCATTCTG! ITC 45 [TREV10-3 TRB)2-1

| 1425 (1,588%) CASRNTYEQYF |TSTGCCAGCAGGAACACCTACGAGCAGTACTTC 33 TRBV27 TRBJ2-7

"Preparing unbiased T-cell receptor and antibody cDNA libraries for the deep next
generation sequencing profiling". Mamedov IZ - Frontiers in Immunology, 2013

"Towards error-free profiling of immune repertoires”. Shugay M -Nat Methods, 2014
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