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Purified DNA

Sample preparation

Millions of DNA sequences

Massively parallel sequencing

BioinformaticsBioinformatics !



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ 



��#	����	�����"
�	��
���





�� ��&� <����&�
�@���������������

A��������������������44

.������	%�
��6 ����	

� ���	�	% #����
�
@�������)�
����������&���

����

:�� �����
���$E

*5�$�	��@�

@���@���@����

�����������

�� &���

� &�����
���*5���!�	�&�

�
@���@���5



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ 
7

"
��&��	��������9�����#	����	�

Sequencing speed

4 10

300

0

50

100

150

200

250

300

350

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Year

B
as

es
 / 

se
c 7 instruments ABI 377

1 setup ABI 3730xl

Solexa 1G



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ 
8

"������	��� �������������

Sequencing speed

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Year

B
as

es
 / 

se
c

7 instruments ABI 377

1 setup ABI 3730xl

GA 1G

GA II
P-E

GA IIx
Pipeline 1.6

GA II
Pipeline 1.4



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ ��

"������	��� �������������

Sequencing speed

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Q2,
2010

Year

B
as

es
 / 

se
c

7 instruments ABI 377

1 setup ABI 3730xl

GA 1G

GA II
P-E

GA IIx
Pipeline
1.4 and 1.6

HiSEQ-2000
June 2010



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ ��

3��7����� ��6 ���������
�5���7������
�
�1�
�
@�������)������������&��

����5���!�	�&��������
����F����


*��5���!�	�&�������-���������	� �

'���6� �� 7888������� 4�����)
������
:'���+4������������7���	!4������	��;��
����������
<

8�5���!�	�&�����
�
7�����	���������



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �


�*��1����	����# �����


����# �������#�������G

.�		�����������*�5���!�	�&����

�� ����&������

'���6� �� 7888������������
:=�������	�����/�>����78*8<



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ ��

6��
����5���	�������������
�����
&		���	�����������	���

��!�	�������������	����# ��������	��������
���������	�����������&������
*�5���!�	�&����������&������# �����



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �*

6��
����5���	�������������
�����
"		�������	����������	?����

+������%�	�������	���!�	���������������
@A��������������-���

*��7��	���	������������	���������
=.�:���$E�������/0���������	������	&�����
	����6 �����&�����44>



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �-

(�������-���3�

�������� � ���4)	���

+����6 �������!�	������	�	�����������������������
��	������	�����#�������	������� ���	����	�������	�� ������

1 “insert” 2GT

Seq. primer fwd

bar-code

TG

bar-code Seq. primer rev

���������	�6 �	�����	����������� ���������&����	���	��%�	� ��C���������
� ��������
:��	����������������2�#�������	��������������	�����#������ �	��#��������
��	�����

0������������������������%�������	������������������� ������#�����

��������	��2�� ��� �����	�������������	�������&���������� H
������&�������)���������������������#�����	���	��&���	&�� � ���	����
�������
��	�����	����!��#�������&�	�	����

;�	�������/0�����	���������-@ ������	����%H

;�	�1$G�0��:::����:����	���������������	�
����%



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �3


����-��� �

1 “insert” 2

Seq. primer 1

ACGTCATG

Seq. primer 2

0����������	����������� ��

� ������I7���	���%�������!���������%���������������������� �#������

#��������5

$����	��	��2�:���5��������������� 	��&��./������������� �

';����	�������5��&( �������	�������/0��

indexSeq. primer 3



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �


6��
����5���	��������
�����
�����3�(�������-���

0������	���	����������������������	���������	��
@A�.������!	�2����	��+,4!����������

Sample prep becomes cost driver

0

2500

5000

7500

10000

Prep Channel Price/sample

P
ri

ce
  

in
 U

S
$

1 sample per channel

4 samples per channel

8 samples per channel

12 samples per channel



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �7

���������	�������	����������������
������&������

9 .�:���$E��*.�����44

������/0��
9 �	�������������	�����

9 �����!���������%

+	����	�������
9 ��&�����1����$5�	��������	������&���/0���$E�?�����

1������
9 /����6 �����&

9 �����	����%����������������������!�	 ���

9 �0������������

9 +�	&�����	����6 �����&
9 �./��	�� �������������������

9 � 	������� ��	&�����	�������

9 �����!� ��6 �����&
9 �����	����� )�	%����

. ������������������

;�	�����������������2� ���4�	�����B�(�������-���



����������	�
��� ���������������	������������������� ������� ������ �8

6����)	����
���	#��
���������	��

Using small RNAs to assemble de novo viral genomes

Sequencing by siRNA: a novel generic tool for virus discovery
Kreuze et al. (2009) Complete viral genome sequence and discovery of novel viruses by deep sequencing 
of small RNAs: a generic method for diagnosis, discovery and sequencing of viruses. Virology 388: 1-7
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Data kindly provided by 
Dr. Jan KREUZE
Sample prep performed at
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mRNA-SEQ

Interesting if a reference 
transcriptome is available
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Adaptor 1 Ligation

Restriction Enzyme Digests 

AAAAA
TTTTT-bio

CGN

AAAAA
TTTTT_bio

EcoP15II
CGN
GCN

AAAAA

AAAAA
TTTTT-bio

1st and 2nd Strand cDNA Synthesis

mRNA / total RNA

1�������&�����-������	�3�
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N

Transcript does not contain 
4-base cutter restriction site

1

NN

Adaptor 2 Ligation

NN
NN
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SignaturePCR Primer 2 PCR Primer 1

Sequencing Primer
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PCR amplification to generate DNA Colonies Templates

EcoP15II
CGN
GCN

EcoP15II
CGN
GCN

1

1 2

27 or more bases 

Restriction site is too close 
to the poly-A

Digest not always at most 3’
site, which affects the counts
- due to digest?
- due to polyadenylation site?

Signature too short to find the 
corresponding transcript
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From a bacterial transcriptome
Data kindly provided by Dr. Patrice François, 
Marie Beaume and David Hernandez, in the 
group of Prof. Jacques Schrenzel

www.genomic.ch
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67.8%2.7%60.5%37 Mb98.0%4.6 Gb21.1 mioSample 4

67.4%2.6%59.3%37 Mb97.9%4.8 Gb22.2 mioSample 3

66.9%3.0%60.5%37 Mb98.0%4.8 Gb22.4 mioSample 2

68.0%3.2%60.4%37 Mb97.5%4.8 Gb22.3 mioSample 1

On target 
within 100 bp

Target not 
covered

On 
target

Target 
size

MappedBasesReads
(2x108bp)
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