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CONTEXTUALIZACION

Presentacion

A unidade didactica “Aplicacién das novas tecnoloxias 4 xenética forense: a
secuenciacién masiva en paralelo” pertence @ materia optativa Xenética Forense
(optativa, 3 ECTS), que se imparte no primeiro cuadrimestre do Master Universitario
en Investigacién Biomédica da Universidade de Santiago de Compostela.

Nesta unidade didactica, explicaranse os fundamentos dos secuenciadores de
nova xeracion e darase unha visién xeral aos alumnos do proceso de traballo e das
suas aplicacidns no ambito da xenética forense. Estes contidos impartiranse nunha
clase tedrica e unha clase practica.

Xustificacion

O emprego das novas tecnoloxias de secuenciacion no campo da xenética forense é
unha tendencia que aumenta a cada ano, e cada vez hai mais laboratorios forenses
que dispofien dunha plataforma de secuenciacidén de nova xeracién de xeito que o
coflecemento, tanto do seu funcionamento e do fluxo de traballo, é imprescindible
para poder traballar con este tipo de instrumentos.

O descubrimento de novos marcadores, non so para identificacién, sendn
tamén para outras aplicacidns, como a predicidén de ancestralidade e caracteristicas
fisicas, fai que sexa necesario o traslado as técnicas de secuenciacién de nova
xeracioén, xa que cada vez temos mais marcadores dispoiibles e a capacidade das
técnicas de tipaxe mediante secuenciacion capilar non é suficiente para acomodar
paneis tan grandes. O funcionamento destas tecnoloxias difire en gran medida das
técnicas tradicionais e require dunha formacion especifica para a comprension das
sUas particularidades e para cofiecer como se fai o procesamento dos datos.

OBXECTIVOS

Os obxectivos xerais (OX) que nos atopamos na materia de xenética forense que imos
tratar nesta unidade didactica son:

— OX2: Proporcionar as bases tedrico conceptuais da xenética forense.

— 0X3: Ensinar os métodos de tratamento de datos para a investigacion en

xenética-forense.

— OX6: Coiecer as aplicacidns concretas da xenética forense.

— OX7: Manexar os programas de analises de datos xenético-forenses.

— OX8: Manexar a bibliografia apropiada.

Estes obxectivos estan relacionados coas seguintes competencias xerais (CX) e as
especificas (CE) do programa do Master Universitario en Investigacion Biomédica:
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— CX2: Poder emitir xuizos sobre hipdteses, propostas experimentais ou
experimentos xa realizados do campo da investigacion biomédica, tanto
sobre a validez cientifica como sobre aspectos éticos e sociais do axuizado.

— CX4: Ser capaz de comunicar as suas propostas, experimentos, resultados,
conclusiéns e criticas tanto ante publicos especializados como non
especializados.

— CX5: Posuir as habilidades de aprendizaxe necesarias para manterse ao
dia no campo da investigaciéon biomédica e as suas técnicas de forma
auténoma.

— CE10: Ser capaz de desefiar experimentos no campo da Biomedicina,
aplicando as técnicas adecuadas para responder a pregunta pertinente.

— CE11: Desenvolver habilidade practica no laboratorio de Biomedicina. Ser
capaz de seguir un protocolo.

Nesta unidade definense os seguintes obxectivos especificos (OE) que se abordaran
ao longo do seu desenvolvemento:

— OE1: Comprender o funcionamento tedrico dos distintos tipos de
secuenciadores de secuenciacién masiva en paralelo empregados noso
campo (relacionado c6s OX2 e OX8 e a CE7).

— OE2: Ser capaces de seguir o fluxo de traballo de un secuenciador MPS nos
distintos tipos de tecnoloxias que existen (relacionado co OX2 e a CE11).

— OE3: Entender como se fai a andlise dos datos e saber manexar os
programas que se empregan para este fin (relacionado c6s OX3 e OX7 e a
CX5).

— OE4: Cofiecer as limitacions deste tipo de técnicas en comparacién coas
tradicionais e saber en que casos deben ser aplicadas (relacionado co OX6
e as CX2 e CX4).

CONTIDOS

1. Introducién

As tecnoloxias de secuenciacion masiva en paralelo (ou MPS, polas suas siglas en
inglés), tamén cofiecidas como tecnoloxias de nova xeracién ou NGS (next-generation
sequencing), recollen un conxunto de técnicas que, como o seu nome indica,
permiten a secuenciacion de milléns de moléculas de ADN de forma simultanea. A
guimica empregada para a deteccion da secuencia é moi variada en funcion da casa
comercial que fabrique o aparato: atopamonos desde secuenciadores que empregan
desoxinucledtidos marcados fluorescentemente, como na secuenciacion de Sanger,
ata secuenciadores baseados na deteccién de disrupcidns na corrente eléctrica que
provoca o paso dunha cadea de ADN a través dun nanoporo.

Dentro das técnicas de secuenciacién existen distintos métodos de
secuenciacion, que dependen basicamente de que partes do ADN se queren
secuenciar. Noutros campos, emprégase mais a secuenciacion de xenoma completo
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(whole genome sequencing), por exemplo, para a ensamblaxe de novo do xenoma
dunha nova especie; ou a secuenciacién de exomas, moi empregada na clinica para
a busca de variantes patdxenas. No caso da xenética forense, o principal tipo de
secuenciacion que se realiza é a secuenciacion dirixida, onde unicamente se realiza a
secuenciacion de rexiéns especificas de ADN na que nos atopamos cos polimorfismos
que queremos xenotipar (STRs, InDels, SNPs...).

Figura 1. Aparencia das principais plataformas de NGS en xenética forense

Fonte: Thermo Fisher Scientific, lllumina e Oxford Nanopore Technologies

2. Fluxo de traballo nun secuenciador de NGS

Ainda que o funcionamento das distintas plataformas sexa diferente, o proceso de
secuenciacion segue unha orde moi similar entre elas. A continuacidn, veremos cada
un dos pasos deste fluxo de traballo comun e a explicacidn sobre como se realiza nos
principais tipos de secuenciadores.

2.1 Preparacion das librarias de ADN

Na secuenciacion dirixida, o primeiro paso consiste na preparacion das librarias
de ADN. A partir dun extracto de ADN faise unha PCR multiplex (unha reaccién PCR
onde se engaden varias parellas de cebadores para amplificar, a0 mesmo tempo,
multitude de rexiéns) para a amplificacidon dos loci onde se atopan as variantes que
queremos xenotipar.

Estes produtos de PCR tefien que ser purificados e realizanselles normalmente
modificacidns, como a adicién de secuencias adaptadoras, necesarias para o proceso
de secuenciacion, e de secuencias identificadoras. Estas ultimas permiten secuenciar
conxuntamente as librarias de distintas mostras.
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2.2 Preparacion do molde de secuenciacion

O sinal que produce unha Unica molécula de ADN non sempre é suficiente
para ser detectada nos secuenciadores. Por iso, é preciso obter multiples copias dos
fragmentos de libraria a secuenciar nun molde que separe espacialmente os grupos
de copias, para que o sinal sexa detectable inequivocamente.

Duas das principais estratexias que empregan as plataformas son a PCR en
emulsién, empregada nos secuenciadores da gama lon Torrent de Thermo Fisher
Scientific, e a PCR ponte dos secuenciadores de Illumina.

2.2.1 PCR en emulsion (emulsion PCR)

A PCR en emulsién consiste na amplificacion das librarias na fase acuosa
dunha mestura de dous liquidos inmiscibles. Esta mestura da lugar a formacion de
gotas acuosas, onde estan presentes todos os reactivos requiridos para facer a PCR
(polimerase, dNTPs, primers...) e, ademais, nas que se introducen unha microesfera
metalica e unha molécula de ADN da libraria. As esferas contefien na sua superficie
unha serie de cebadores complementarios as secuencias dos adaptadores das
librarias, facendo de primer ou cebador para a sua copia. Desta forma, conseguimos
qgue a molécula da libraria se amplifique 6 redor de toda a superficie da esfera.

2.2.2 PCR ponte (bridge PCR).

A PCR ponte ten un funcionamento similar 8 PCR en emulsién, s6 que en lugar
de facer a copia nas esferas, a amplificacién faise 6 longo da superficie da célula de
fluxo ou flow cell, onde estan os cebadores ancorados. Actualmente empréganse
principalmente as células de fluxo con micropozos (patterned flow cells), onde en
cada un deses pozos van formarse clusters de copias dunha Unica molécula.

Adiferenza do caso anterior, os primers que hai na superficie son tanto forward
como reverse (é dicir, son complementarios a ambos os extremos da molécula da
libraria). Isto permite que as moléculas, ainda que estean fixadas a superficie, poidan
hibridar cos cebadores complementarios na superficie, formando unha “ponte”.
Ademais serven a polimerase para comezar a sintese.

Cando termina a amplificacidn, escindese a parte copiada no sentido reverse,
deixando os cebadores libres e preparados para a secuenciacion.

Figura 2. llustracions da PCR en emulsion e da PCR ponte

a Emulsion PCR b Solid-phase bridge amplification
454 (Roche), SOLID (Thermo Fisher), GeneReader (Qiagen). lon Torrent Thermo Fishe)) (tumina)

(- y —’{/‘4’ Al ‘@/Ed &;wg

Emulsion On-bead amplification Final product
Mlcelledr s are loaded Templates hybrid; d are amplified; 100-200 million beads with
h I housands of bound template

mplate, after
INTR and potymerase leaving bead-bound ssDNA templates

Fonte: adaptada de Goodwin et al. 2016
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2.3 Secuenciacion

A forma de secuenciar é a caracteristica que mais varia entre as distintas
plataformas. Nos instrumentos que se mencionan previamente, os de Thermo Fisher
Scientific e lllumina, emprégase a estratexia de secuenciacidén por sintese, é dicir,
gue a secuencia se vai obtendo conforme se van sintetizando as cadeas. Ademais,
veremos a metodoloxia de secuenciacién dos instrumentos de Oxford Nanopore
Technologies, que tefien unha aproximacién moito mais distinta 4s outras duas
plataformas.

2.3.1 Deteccidn variacions de pH

Esta é a estratexia que empregan os instrumentos lon Torrent. Tras a PCR
de enriquecemento, as librarias son cargadas no chip, onde se vai levar a cabo a
secuenciacion. Cada microesfera (denominadas ISP ou lon Sphere™ Particle)
introducese en un micropozo do chip, que pode conter mais de 80 millons deles. En
cada un destes hai un sensor de tipo CMOS—ISFET capaz da detecciéon dos cambios
de pH no interior do pozo.

Durante a secuenciacion, van engadindose os nucledtidos secuencialmente
ao medio e, en cada etapa, engadese unicamente un tipo de dNTP (A, C, To G). A
polimerase incorpdrao 4 nova cadea e, como consecuencia, libérase un protén, que
da lugar a unha variacién do pH que é captada polo sensor. Desta forma, a maquina
é capaz de detectar en que pozos se incorporou a base e pode traducilo na sua
secuencia.

Pode ocorrer que na secuencia do molde haxa mais dun mesmo nucleétido
seguido. Nese caso, incorporaranse varias bases a secuencia, o que da lugar unha
variacién de pH mais intensa que sera proporcional 6 nimero de bases que se
engadiron. Desta forma, o secuenciador pode saber cantos nucledtidos seguidos do
mesmo tipo hai na secuencia.

2.3.2 Deteccidon mediante dNTPs marcados fluorescentemente

Nos instrumentos de lllumina a quimica que se emprega aseméllase a do
método de Sanger, xa que se usan dNTPs con fluoréforos que bloquean o extremo
3’0OH. A diferenza do caso anterior, en cada etapa da secuenciacidon engadense
os catro tipos de nucledtidos conxuntamente, pero soamente se unird un Unico
nucledtido a cada cadea a causa do bloqueo da molécula fluorescente. Tras iso, un
sensor CCD captura o sinal emitido polos fluoréforos tras ser excitados, identificando
que base se incorporou a cada secuencia e, a continuacién, féndese o elemento que
bloquea o extremo 3’ do nucledtido. Este proceso repitese durante varios ciclos ata
gue se completa a sintese da cadea. Tras isto, cdpianse a cadeas que se empregaron
como molde no sentido reverse, e eliminanse as forward para facer a secuenciacion
da cadea no outro sentido.

2.3.3 Deteccion mediante o uso de nanoporos

Os secuenciadores desenvolvidos por Oxford Nanopore Technologies
presentan unha quimica moi distinta as vistas anteriormente. En lugar de empregar
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a estratexia de secuenciacion por sintese, estes instrumentos baséanse no uso de
nanoporos formados por a a-hemolisina de Staphylococcus aureus nunha membrana
sintética.

As moléculas das librarias Unense duas secuencias adaptadoras en cada
extremo, as cales hai ancorada unha proteina motora. A molécula é dirixida ao poro,
onde a proteina motora separa as duas cadeas de ADN e empurra (xunto coa corrente
eléctrica) unha das cadeas a través do poro.

O paso da cadea de ADN xera unha interrupcién da corrente que atravesa a
membrana, e estas variacions son detectadas por un sensor de ciclodextrina unido ao
nanoporo. As variacions de voltaxe que se producen non son as mesmas en todos os
casos: a sla intensidade e duracién dependen do tipo de nucledtido que atravesou a
membrana e da cantidade do mesmo tipo que a atravesaron, respectivamente. E por
iso que estas variacions poden traducirse na secuencia de nucleétidos da molécula.

Este tipo de secuenciacién ainda non estd nada implantada no campo
pese a ter unhas caracteristicas moi atractivas: as lecturas son mais longas, ten
modelos portatiles (cun tamafio similar ao dunha memoria USB), os protocolos son
mais sinxelos e é mais econdmico que o resto de plataformas. Pese a isto, ten un
inconveniente moi importante: as lecturas de entre 10-100 kb tefien unha precision
de sé o0 87-89 %. Porén, espérase que co tempo tanto a mellora da tecnoloxia como
das ferramentas bioinformaticas continle diminuindo a taxa de erro. De feito, na
actualidade xa hai diversos estudos que reportan unha precisiéon do 99 %, polo que a
sta implantacion na xenética forense esta cada vez mais cerca.

Figura 3. llustraciéon do funcionamento da secuenciacidn a través de nanoporos

Single nanopore
(cross section)

Readout
Top @

Motor -

protein 5

E

Electric Nanopore 2
current c
]

L3

=

Bottom © ! 1 : : :

0 2 2 3 4 5
Time (seconds)

Fonte: adaptada de Logsdon et al. 2020

2.4 Analises dos datos do secuenciador

Ainda que os secuenciadores poden proporcional os datos brutos do sinal que
captan, practicamente sempre se traballa con arquivos FASTQ. Este tipo de ficheiros
contefien a secuencia de nucledtidos que resulta da interpretacién que fai o aparato
dos datos brutos, asi como a calidade da lectura de cada unha das bases; é dicir,
como de fiable é cada unha.
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No obstante, estes arquivos ainda non son suficientes e precisan dunha
analise bioinformatica para obter os xenotipos. En primeiro lugar, ten que buscarse
a que parte do xenoma corresponde cada lectura e, para isto, faise un alinamento co
xenoma. Con isto obtemos os denominados arquivos SAM/BAM (o BAM ¢ a version
binaria/comprimida do SAM). No noso caso, non necesitamos toda a secuencia
que alifiou, sendén que queremos saber unicamente o xenotipo de determinadas
posiciéns. Entdn, proporcionamos ao programa unha lista de posicions (arquivos BED)
e devdlvenos unha lista xenotipos para as variantes que determinamos. Ademais,
tamén nos pode achegar informacién adicional, como a cobertura (nimero de veces
que leu esa posicion), o nimero de veces que se atopou cada unha das bases, o
numero de veces que leu na direccién forward e na reverse...

Nalguins casos o software do secuenciador pode proporcionar directamente
o xenotipo das variantes e evitanos ter que facelo nés manualmente. Porén, hai
ocasidns onde a interpretacion da maquina non é correcta e é precisa a inspeccién
manual do alifamento. Por exemplo, na figura 4 vemos un erro causado por un
alifamento incorrecto: o secuenciador identifica un nucledtido de mdis nas lecturas
reverse que no alifiamento se coloca na posicion do SNP, identificdindoo como un
heterocigoto.

Figura 4. Captura en IGV dun error de alinamento do secuenciador
|
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3. Aplicaciéns

Como se menciona previamente, con este tipo de tecnoloxias pddese xenotipar
todo tipo de variantes, como STRs, SNPs o InDels, tanto autosémicos como dos
cromosomas sexuais, e podese tamén secuenciar a rexidon control do xenoma
mitocontrial (ou incluso o seu xenoma completo).

A maior parte dos paneis dispofibles actualmente son de SNPs, ainda que
tamén temos kits comerciales s6 de STRs o que combinan STRs con SNPs, como os
kits Precision ID GlobalFiler™ de Thermo Fisher e ForenSeq DNA Signature Prep Kit
de Verogen.

Ainda que os SNPs per se non son tan informativos como os STRs, a gran
capacidade destas plataformas permite multiplexar unha cantidade tan grande de
marcadores que poden alcanzar un poder de discriminacién moito mdis alto que os
kits tradicionais de STRs e chegar a distinguir relacions de parentesco mais distantes.
Ademais, como se explica nas unidades previas, os SNPs permiten inferir outro tipo
de informacion, como a orixe bioxeografica ou caracteristicas fisicas (cor de pel, ollos
e pel, morfoloxia do rostro, patrdns de calvicie...).

O emprego destas tecnoloxias permite tamén adoptar outros tipos
marcadores, como os microhaplotipos: un conxunto de dous o mdis SNPs que estan
tan cerca que se herdan de forma conxunta. Coas tecnoloxias de electroforese capilar
non se pode facer a tipaxe correctamente dos microhaplotipos; pédense saber os
xenotipos de cada SNP por separado pero non é posible saber que variante vai con
cal (por exemplo, se temos un SNP 1 que é A/T e un SNP 2 que é C/G, non sabemos
se 0 A vai na mesma cadea que o C o que o G). Estes marcadores presentan varias
vantaxes sobre os SNPs e STRs, xa que poden presentar un maior nimero de alelos
que os SNPs, o que lles confire un maior poder de discriminacion; conservan o seu
tamafio reducido de amplicdn e non tefien stutters, o que os fai moi adecuados para
a analise de mesturas de ADN.

4. Vantaxes e inconvenientes sobre as técnicas de electroforese capilar

As novas tecnoloxias de secuenciacién presentan unha serie de vantaxes cando as
comparamos coas técnicas de electroforese capilar (EC):

— Obtemos a secuencia do ADN, non s6 o seu tamafo. Isto permitenos
observar variacions cripticas na secuencia de ADN no caso dos STRs. Ainda
que dous alelos presenten o mesmo tamafio, a sia secuencia pode ser
distinta e non poderiamos velo mediante técnicas de separacién baseadas
no tamafio da molécula de ADN.

— Alta sensibilidade. Podense detectar cantidades moi baixifias de ADN,
chegando ata picogramos de ADN.

— Gran capacidade de multiplex. Mediante unha Unica reaccion multiplex
podemos amplificar unha enorme cantidade de marcadores distintos e
incluso pddense combinar de distinto tipo (STRs e SNPs, por exemplo).

A Y
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Ainda que tamén presentan unha serie de incovenientes:

— Protocolos mais longos e complexos. A tipaxe de STRs pode levar
unhas poucas horas, unicamente require a realizacion dunha PCR e da
electroforese capilar. Porén, para a secuenciacion mediante técnicas de
NGS, o proceso de preparacion das librarias pode levar mdis dun dia de
traballo.

— Custo. O custo por mostra nos secuenciadores de MPS é moito mais
elevado ca o dun secuenciador de EC. Ademais, para que o prezo non sexa
excesivamente alto, é necesario xuntar unha cantidade importante de
mostras que seran secuenciadas conxuntamente e, no noso ambito, non
sempre se pode agardar.

— Estandarizaciéon. As tecnoloxias de MPS ainda son relativamente novas
non estan ben asentadas, mentres que a tipaxe mediante EC xa esta moi
estandarizada e existen protocolos ben definidos para estas técnicas.

Como conclusion, ainda que as técnicas sexan moi prometedoras, hoxe en dia non

son a primeira opcién e en moitas ocasidéns resérvanse a casos puntais onde os
marcadores de tipaxe con EC non son o suficientemente informativos.

METODOLOXIA

O contido desta unidade impartirase a través dunha sesion expositiva e unha sesion
interactiva.

Sesion expositiva

O groso da teoria sera explicado nunha leccidn maxistral, onde se utilizard unha
presentacion para expofier os contidos, que ademais estara dispofiible para
os alumnos a través da Aula Virtual. Tamén se empregaran recursos en lifia,
principalmente videos explicativos desenvolvidos polas propias casas comerciais,
que ilustran dunha forma visual o funcionamento dos instrumentos dos que trata a
unidade. O URL destes materiais facilitarase na presentacién e na bibliografia.

Sesions practicas

As clases practicas realizaranse na aula cos ordenadores propios dos alumnos.
Nestas clases aprenderan o manexo basico dos arquivos e a sua estrutura, como se
interpretan e como se traballa normalmente con eles. Para isto, os alumnos partiran
dos arquivos FASTQs (os arquivos de saida do secuenciador) e empregaran distintas
ferramentas a través da consola de comandos para o procesamento dos datos
(alifnamento, variant calling, revision dos BAMs nun navegador xendmicos...) para
finalmente chegar a unha lista coas variantes das mostras.
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AVALIACION

A avaliacion dos contidos tratados nesta unidade didactica realizarase en conxunto
co resto de materia do curso:
— 0 90 % da nota final serd determinado a través do examen final, que
consistird na resposta de preguntas curtas. Nesta proba avaliaranse
tanto os contidos impartidos nas clases, nas tedricas e nas practicas, e a
capacidade dos alumnos de aplicar e razoar empregando os cofiecementos
adquiridos.
— Orestante 10 % sera avaliado a través da participacién activa dos alumnos
e da realizacidon das actividades propostas. Deste xeito, valorarase de
forma positiva a formulacién de preguntas e as intervencidns pertinentes
ao temario nas clases tedricas, asi como a sua participacion nas sesions
practicas e a resolucidn das cuestions que se formularan nelas.
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