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Introduccié i objectius.

Els métodes de sequenciacié de nova generacid (o NGS del angles Next-generatio sequencing) sén una nova metodologia de sequienciacié que permeten seqlienciar genomes complerts en poc de temps i amb un
cost menor que el métode Sanger (o métodes de primera generacid). En aquest treball es pretén fer un recull dels diferents tipus de NGS que trobem i quines aplicacions se'ls hi pot donar, sobretot de cara a
I'aplicacio clinica. )

(Métodes de seqiienciacié de nova generacid. \

Els NGS engloben una série de metodologies de sequenciacid diferents, perd que totes consisteixen en una preparacié de la plantilla, la sequenciacio i la projeccié d'imatge, i I'analisi de dades. La
combinacié unica de protocols especifics distingeix les diferents tecnologies i determina el tipus de dades produides a partir de cada plataforma.

Actualment trobem diferents plataformes, les quals trobem comparades a la taula 1; pero tots els métodes segueixen una metodologia molt semblant que trobem explicada a la figura 1.
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Preparacié de plantilles

sLes plantilles que es fan servir als NGS estan fixades a suports solids
per el que queden separades espacialment, i permet que milers de
milions de reaccions de sequenciacid es donen simultaniament.

-La metndologla emprada dependra de si les molécules han sigut amplificades o no; les molécules que han
ficades formen una colbnia de plantilles cloniques, cadascuna de les quals sera sequenciada, i
la imatge s’obtindra d’un consens de totes aquestes seqlenciacions.
rents metodologies
ica [CRT). Una DNA polimerasa incorpora un nucledtid modificat que emet
fluorescencia, acaba la sintesis de DNA i es realitza una imatge per tal de veure el nucleuhd modificat
afegit. Es fa un rentat o escit per eliminar el factor d'inhibi

comengar. El més important d’aquesta técnica és el fet de que el terminador és rever: b|EI es pot tornar

a donar la reaccid. Hi ha diferents terminadors, i diferents colors de fluorescéncia.

=Segiienciacié per lligament. Fs una altre metode ciclic, perd amb una DNA ligasa. Una sonda marcada
fluorescentment s’hibrida amb la seva seqiéncia complementaria, i s"afegeix una DNA ligasa perqué
s'uneixin; s’eliminen les sondes no lligades i es realitza una imatge de les senyals de fluorescénci
va repetint el cicle.

» Addicié d'un nucledtid o piroseqiienciacié. Es un métode de bioluminescéncia basat en la mesura de la
proporcié de pirofosfat inorganic que es alliberat; aquest alliberament es converteix en llum visible
gracies a una série de reaccions enzimatiques. Es manipula la DNA polimerasa, a la que se |i afegeix un
dNTP que és 'encarregat de que es vagin produint els cicles successius.

=Seqiienciacié en temps real. No s'atura |a sintesis de DNA: es realitzen imatges continues de I'add
nucledtids marcats amb colorant durant la sintesis del DNA.

=Hi ha dos métodes per a la preparacid de les plantilles dels NGS:
=Plantilles obtingudes de F'amplificacio de molecules senzilles de
DNA. Les metodologies més emprades per a 'obtencid d'aquestes
plantilles és 'emulsid de PCR i 'amplificacié defase solida.
*Plantilles obtingudes de molécules senzilles de DNA. Aquests
metodes no requereixen PCR i, per tant, eviten problemes de

enssamblaige  de
nove perd encara
mutacions o males amplificacions relacionades amb Ia dona molts errors.
metodologia de les PCR. Abans de la seqienciacié una molécula

de DNA s’immobilitza en un suport solid.

Figura 1. Metodologia dels

NGS.
Plataforma Preparacid Quimica NGS Mida de Temps. Pros Contres. Aplicacions
plantilos lectura  (dies)
(bases)
Roche Emalsi: PCR a0 035 =+ Willora de les fectures de + Altcost
G LTy Avantatges Inconvenients
!I\/‘mma Terminacid reversible 49 s Més utilitzades — Baixa multiplexacio ‘/Aporten una major rapid re del xN itat d’eines bioinformatiques i
) meétode Sanger. Tenen la capacitat de professionals qualificats.
soLiD Emulsi PCR Sequenciacio per 50 718 - Correceid derors - Tempsde lecturagran  Descabriment o sequenciar 5 genomes humans en una setmana. x La relaci6 entre el cost i I'efectivitat encara no
g v Es més barat, seqiienciar un genoma costa és suficient.
Polonator Emalsio PCR 2 5 - aproximadament uns 5.000S. X Generaci6 espontania d’errors.
v/ Té flexibilitat de resolucié, el que permet x Males seqiienciacions, degudes a la mida dels
escollir el grau de resolucié variant en les fragments (sobretot en sequiencies de novo o en
Helicos Molécula senailla Piroseqienciacia 12 & — Sense biaixa la — Genera més errors que M-lcnulngnes diferents regions del genoma fragments de genoma que no es té seqiiéncia de
Biosciences representacio de plantilles aresta e
Heliscope referéncia).

Pacific Biosciences  Wolécula senzilla Temps real 964 » Millor potencial de lectura b La

geners

Taula 2. Avantatges i inconvenients dels NGS respecte a les metodologies classiques.
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\Taula 1. Comparacié de les diferents plataformes de NGS. Adaptada de Metzker ML (2.011) L.

icina personalitzada.
Una de les grans promeses de la seqiienciaci6 es poder arribar a realitzar medicina
personalitzada, el que vol dir que gracies a un estudi del genoma dels pacients es
podran prevenir, tractar o curar malalties a la carta.
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Avui en dia, prometre una medicina personalitzada és arriscat perqué encara queda

« Establir relacions « Genomes « E| DNA « Susceptibilitat a molta feina per fer perd molts autors opinen que la medicina personalitzada arribara
filogenétiques. bacterians que ens mitocondrial malalties algun dia a les nostres vides; a més segons I'article de Chen i Shi (2013)? la tecnologia
permeten estableix relacions complexes i a dels NGS millorara i facilitara la seva aplicacié a la medicina personalitzada.
entendre relacions de llinatge farmacs.
patogénigues. matern. « Creacié
* Genomes * Indica d'anticossos
d'espécies susceptibilitat a monaclonals per a
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Figura 2. Aplicacions dels NGS.

* Alt grau de coneixement del genoma (gens susceptibles a
malalties i a farmacs).
* Professionals qualificats i millores tecnologiques .
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* Metodes de seqlienciacio massiva — NGS.
* Genoma huma complet.

G)nclusions.

Els NGS aporten millores respecte al métode Sanger pero cal continuar treballant per tal de perfeccionar la técnica, ja que encara presenten errors i el seu cost encara és massa elevat.
Per tal de poder aplicar els NGS com a una prova clinica cal, a més de perfeccionar la técnica, espais i professionals qualificats.

La medicina personalitzada cada cop es troba més a prop de nosaltres i els NGS sén uns bons candidats a servir com a eina indispensable per a la seva realitzacio.

Avui en dia, ja trobem els NGS com a eina per a molts estudis, perd encara sén massa cars per a la seva utilitzacio clinica.
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