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Entwicklung des Sequenzierungsdurchsatzes
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Modifiziert nach MR Stratton et al. Nature 458, 719-724 (2009)
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Entwicklung der Sequenzierungstechnologien

Humanes Genomprojekt

1000 Genomes Project

» 96 Sequenzen parallel

3.2 Milliarden Sequenzen
pro Geratelauf
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Roche/454
Genome Sequencer FLX

lllumina
HiSeq 2000/GAlIX

» de novo Sequenzierung

» Metagenome Analysen

» Sequenzierung von PCR Produkten
» Analyse von Transkripten

» Sequenzierung von Zielregionen

* Identifizierung von Transkriptionsfaktoren
« Methylierungsanalysen

e Identifizierung von miRNAs

» Expressionsanalysen

e Sequenzierung von Zielregionen

* Re-Sequenzierung von Genomen
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Grundlagen lllumina Sequenzierung

Probenvorbereitung

@ DNA

digestion
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Amplification

Generierung von DNA
Clustern

Bindung von Einzelmolekulen auf einer
festen Oberflache

lusterbildung durch monoclonale
Verfielfaltigung
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Sequenzierung durch Synthese

Cycle 1: Zufuhrung der Nukleotide und Polymerase
Einbau der ersten Base
Entfernen der nicht eingebauten Daten
Signaldetektion

Cycle 2-n: Erneute Zufuhr von Nukleotiden und Enzymen
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TCGGGAGTCCTAATGAGCCCGTAATCCCGTTAGTA
TGAAGTCGGGAGTCCTAATGAGCCCGTAATCCCGTT
Sequence Reads CGAATGAAGTCGGGAGTCCTAATGAGCCCGTAATCC

AGCGAATGAAGTCGGGAGTCCTAATGAGCCCGTAA
CGAGCGAATGAAGTCGGGAGTCCTAATGAGCCCGTA

Referenzsequenz ....CGAGCGAATGAAGTCGGGAGTCGTAATGAGCCCGTAATCCCGTTAGTA....
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Ausgangsmaterial: ~ 1-3 ug DNA

Library Preparation: ~ 1 Tag
Cluster Generation: ~ 1 Tag

Laufzeit/ Single read ~ 2 Tage (36 b)
Leselange: Paired End ~ 10 Tage (2 x 100 b)

Datenprozessierung: ~ 1 Tag
Datenmenge: Paired End ~ 500 Gigabasen F
Anzahl der Sequenzen: bis zu 3200 Mio
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Ausgangsmaterial: ~ 0.5 ug DNA

Probenvorbereitung: ~ 4 Stunden
Emulsions PCR: ~ 1 Tag

Geratelaufzeit: 20 Stunden
Datenprozessierung: ~ 10 Stunden
Datenmenge: 700 - 1000 Megabasen

Anzahl der Sequenzen: 1.000.000 - 1.600.000

Leselange: 700 - 800 Basen
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2. Load PicoTiter

3. Load Reagents
plate into instrument %

in a single rack

4. Sequencing

B e

1. Genome is loaded into
a PicoTiter™ plate
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« Erstellung einer offentlichen Datenbank mit allen SNVs und CNVs mit
einer Allelfrequenz von >1% in verschiedenen Populationen

« Entwicklung und Evaluierung von Methoden:
» Generierung von Daten durch verschiedene Next-Generation
Sequencing Plattformen
e Austausch und Kombination von Daten und analytischen Methoden
e |dentifizierung der genetischen Variation aus Nextgen Daten

(Nature 2010, Science 2010 and Nature 2011)

www.1000genomes.org
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DNA Preparation —

genomic
DNA

Fragments (200-500bp) 1

Hybridization

Selection with
streptavidin beads

Ligation of adapters 1

Al SP1 Amplificationand - .

A2

Quantification

Anreicherung

1

—p Sequenzierung
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IRON Study

Interlaboratory Robustness of NGS

‘Ring trial like” Setup

Goal

Purpose

Timeframe

Investigators

Samples

Primers

Software

Lab to lab comparison of performance of prototype primer set and sequencing protocol in ultra
deep sequencing workflow using the 454 GS FLX System

Technical study to compare ultra deep 454 sequencing within 10 different centers.

Evaluate the interlaboratory performance, precision and reliability of an early-stage research use of
the 454 ultra-deep amplicon sequencing assay system

July to Mid August 2010

10 ‘experienced” 454 users

18 blinded reference samples of hematological malignancies (DNA) selected and send to all
sites by MLL

31 primer sets labeled wit 3 MIDs for amplicon generation of TET2, CBL and KRAS (MTPs with
total dried primers)

Toolbox analysis provided by Prof. M. Dugas, Munster
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Sequenzierung in der Diagnostik

IRON Study

Interlaboratory Robustness of NGS

Prof. Haferlach, Minchner Leukémie Labor, Miinchel

Dr. Timmermann, Max Planck Institute for

@ - Dr.ssa te Kronnie, Universita degli studi di
Molecular Genetics, Berlin @ @ Padova, Padova

P Dr. Simen, 454 Life Sciences, Branford

Prof. Young, St. Bartholomews, L ondon

Prof. Vandenberghe, UZ Leuven,
Leuven

Dr. Gabriel, Blood Bank Linz @

Prof. Martinelli, University of Bologna,

Bologna Dr. Garicochea, Pontificia Universidade

Catdlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre

Dr. JH Jansen, Radboud University
Medical Centre|, Nijmegen
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IRON Studie
Ergebnisse

* Insgesamt wurden 92 Varianten identifiziert

* Im Vergleich zu den Vergleichsdaten aus der Sanger
Sequenzierung, konnten mit der verwendeten 454
Technologien alle bekannten Varianten von allen
Teilnehmern der Ringstudie sicher bestimmt werden

* In dieser Multicenterstudie konnte gezeigt werden, daf3
Amplicon-basiertes NGS in der Diagnostik technisch
machbar ist, eine hohe Concordance zwischen den
verschiedenen Laboren erreichbar ist und so auch flr die
Charakterisierung von hamatologischen Malignomen
geeignet ist.

Kohlmann et al. (2011), Leukemia
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Bestimmung von Varianten

sun-awlt-X11-XFramePeer

Project: 1FSmap Parameters incomplete
873488 ; rs4570378 1 1 .
877423 53748535 3 3
5 1 L

11668334 G A 3 FAMI32A 1 2 al 2
chrl 1221450(1221450|C A 500 |6 = ACAP3 50.0 50.0 1 2 2 4
chrl 1244704|1244704|C c 100.0 |4 ] ] -3 CPSF3L rs10907179 100.0 100.0 2 2 2 2
chrl 1836625|1836625|0 A 100.0 |3 + CALMLE rs2247560 100.0 100.0 2 1 2 al
chrl 1837962(1837963|0 C 100.0 |3 + CALMLE rs28032396 100.0 100.0 2 1 2 =l
chrl 1839382(1839389|A 9] 100.0 |5 (i T = TMEM52 rs28640257,r...|100.0 100.0 3 2 3 2
chrl 1950786|1950786|T c 100.0 |3 + GABRD rs28581504 100.0 100.0 1 2 =) 2
chrl 2224763 2224763|C T 100.0 |3 + SKI rs2256178 100.0 100.0 1 2 =l 2
chrl 22271082227108 A ] 100.0 |3 + SKI rs11580302 100.0 100.0 1 2 =l 2
chrl 2442429|2442423|T C B83.3 L I I -1 FANKS rs57B77814,r..|100.0 66.7 3 2 3 =] @
chrl 2479633 12479633 |C T 100.0 |3 Z THFRSF14 rs8725 100.0 100.0 2 1 2 2l Stant
chrl 2483213 12483213|C A 100.0 |3 = THFRSF14 rs2234161 100.0 100.0 2 1 2 =) =
chrl 2513072|2513072|G C 100.0 |5 - MMELL rsB876938 100.0 100.0 5 1 5 =l
chrl 25256182525618 A ] 100.0 |3 = MMELL rs4648652 100.0 100.0 1 2 =) 2
chrl 2532513 2532513 |A €] 100.0 |5 = MMELL rs10910111 100.0 100.0 3 2 3 2
chrl 3335622|3335622 |A G 100.0 |3 + PRDM16E 100.0 100.0 2 1 2 al Stop
chrl 3532046|3532046|C A 100.0 |3 + TPRGIL 100.0 100.0 2 1 2 =)
chrl 3635704|3635704|C A 100.0 |3 + TF73 rs2096224 100.0 100.0 1 2 1 &
chrl 3635987|3635997|C T 100.0 |3 + TP73 rs11589885 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 3637279|3637273|C A 80.0 |5 + TP73 rs41301973 75.0 100.0 3 1 4 1
chrl 3639263|3639263|C A 714 |7 A A +1 TP73 rs61735051 66.7 75.0 2 E 3 4
chrl 3639422|3639422|C A 88.9 |9 A A +1 TP73 rs9662633 100.0 80.0 4 4 4 5
chrl 3732969|3732969|A o] 100.0 (4 = KIAAQS 62 rs2275834 100.0 100.0 1 E 1 3
chrl 3732982|3732992|T C 100.0 |3 = KIAAQS 62 rs4648344 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 3735583|3735583|- ACAA 42.9 |7 = KIAADS 62 50.0 33.3 2 1 4 3
chrl 3758579|3758573|T C 100.0 |3 = KIAAQS 62 rs1539647 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 375B5893758589|T C 100.0 |3 = KIAADS B2 rs1539648 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 37653143765314|C o] 100.0 |3 + DFFB rs4376673 100.0 100.0 2 1 2 1
chrl 4118916 /4118916 A G 100.0 |3 rs3890798 100.0 100.0 2 1 2 1
chrl 4734466 4734466 T C 100.0 |6 + AJAPL rs389959 100.0 100.0 B E 3 E]
chrl 6081149/6081149 A G 60.0 |5 ) ) +1 KCMAB2 rs2229002 50.0 66.7 1 2 2 3
chrl 6093011/6093012|CC = 100.0 |3 = CHDS 100.0 100.0 2 1 2 1
chrl 6125853 6126853 A G 100.0 (4 = CHDS rs9435102 100.0 100.0 2 2 2 2
chrl 6516119/6516119|C A 100.0 |3 = NOL9 rs11122083 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 6532438 /6532438 A o] 100.0 |3 = NOLS rs10B64622 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 6559758|6559758|G A 100.0 |3 + TASIR1 rs12040340 100.0 100.0 1 2 1 2
chrl 6612727 6612727 |A [#] 100.0 (4 + THAP3 rs742394 100.0 100.0 3 1 3 I8
chrl 6635701 6635701|C T 100.0 (4 = DNAJC11 rs2235564 100.0 100.0 2 2 2 2
chrl 7660386 7660386 A [#] 100.0 (4 + CAMTAL rs57934614,r...|100.0 100.0 2 2 2 2
chrl 7719228|7719228 A o] 100.0 (4 + CAMTAL rs2071985 100.0 100.0 B 1 3 1
chrl 7785486 7785486 T c 100.0 |3 + PERZ rs228641 100.0 100.0 2 1 2 1
chrl 7792635|7792635|T C 100.0 |4 5 5 +1 PERZ rs228669 100.0 100.0 2 2 2 2
@ Info 1F5map: Opened Mapper project: famd/schnurzpiepegal/0,scratch/454/1FSmap
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Concordance mit Affymetrix Array "genome-wide human SNP array 6.0"
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Vergleichende Sequenzierung des menschlichen Genoms

a [ s
S S S v e Uber 3,7 Millionen Unterschiede
i — —— zum Referenzgenom
Totsl 3,304,604 2% Toml 3640123
TTw 213 TilTw 205
- e s« Abweichungen in Abhangigkeit
T e von der verwendeten Technologie
Sanger  04.4% [17/18) Sanger  13.3% (2/45)
Validated &1.9% Validated £4.3%
Total 5,739,704 ‘
TiTw 204
benpmact Sensitivity  09.5% Intersect
‘ Concordant 3,205 023 ‘
« TiTv 214 -
Known 3,160,005 [95.0%)
Mowel 134,418 (4.4%)
Sanger 100% (20720
Validated B927%
Compilste Genomics specific Iumina specific

345,100

Lam et al. (2012), Nat Biotechnol
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