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Conceitos

Sequéncia bruta: sequéncias de nucleotideos originadas de cada inserto
clonado (reads)

Sequéncias de final pareado: leituras obtidas das duas extremidades de um
fragmento de DNA (mates)

Cobertura: nUmero médio de vezes que um nucleotideo é representado em um
conjunto de leituras aleatorias

Clone BAC: vetor BAC (Bacterial artificial chromosome) contendo um inserto de
DNA gendmico, geralmente de 100 a 200 kb.




Conceitos

Assembly: processo de montagem do genoma

Contig: o resultado, continuo, da sobreposi¢cdo de um conjunto de sequéncias

Scaffold: resultado da conexao dos contigs, considerando ordem e orientacao

Mapa Genético: mapa gendmico no qual um locus é posicionado em relagao a
outro com base na frequéncia de recombinacdo. A unidade de distancia é o
centimorgan (cM) denotando 1% de chance de recombinacao




A idéia do
seguenciamento foi
primeiramente
proposta em
encontros cientificos

. Finishing the euchromatic sequence of
Fim do the human genome

sequenciamento dos
outros organismos

1999

1984-19%6

O Projeto Genoma
Humano foi lancado
com a criagao de
centros de genoma nos
seguintes paises: EUA,
Reino Unido, Japao,
Franca, Alemanha e

China
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determinar a sequencCia completa de
nucleotideos do genoma humano
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Projeto patrocinado pelo Instituto Nacional de Saude dirigido
por Francis Collins e pelo Departamento de Energia - EUA

Projecao de duracao de 15 anos
Duracao total de 13 anos (1990-2003)

Planejamento de custo de $3 bilhoes

Malor: genoma sequenciador ate agora (2001)




/ Curto periodo de realizacao: de 10% a 90% em 15 meses

Genoma Humano é formado por 3 bilhdes de pares de bases

W Parecem haver de 30.000 a 40.000 genes codificadores de proteinas
somente 2 vezes mais que em vermes ou moscas
genes mais complexos: splicing gera maior numero de proteinas

O conjunto de proteinas codificado pelo genoma humano € mais
complexo do que em invertebrados

Mais de 1.4 milhoes de SNPs tem sido identificados /




Informacdes do projeto e descricao da geracao, montagem e
avaliacao da sequencia do genoma

Analise da sequencia: aspectos cromossomais, elementos
repetidos, as diferencas e similaridades entre genes e
proteinas, a historia dos segmentos genomicos

Discussao de aplicacoes da sequencia para a
biologia e medicina e descricao dos proximos
DAass0s do projeto




Nclamento dos Clor

“")' Co
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Hierarchical shotgun sequencing
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Shotgun | | | ACCGTAAATGEGCTGATCATGCTTARR
sequence TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCOTACTG. & .

Assembly ...ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. ..




Cambridge, MA - EUA

~

O grau de automacao dos centros de pesquisa do Projeto Genoma Humano variou
muito. A automacao mais agressiva fol capaz de processar mais de 100.000
reacoes de segquenciamento em 12 horas.




5,000 1
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Em Junho de 2000, os centros estavam produzindo sequencias em uma taxa equivalente a
cobertura de uma vez todo o genoma em menos de 6 semanas. Isso corresponde a 1000

nucleotideos por segundo, 24 horas por dia, 7 dias por semana.
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Montagem das sequencias dos clones com programa GigAssembler.




Fingerprint clone contig
Pick clones for sequencing

B P — —_—

A Se— ——

Sequenced-clone contig — % R —

Sequenced-clone-contig scaffold

Sequence to at least draft coverage

l Sequenced clone B
Sequenced clone A - s il Sy
Initial sequence conti

Merge data 9 9

Merged sequence contig

— C—l% —————

Order and orient with mRNA, palred end reads, other information

Sequence-contig scaffold
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O rascunho do genoma
foi concluido

com uma taxa de erro

de aproximadamente

1 em 10.000 bases




Conteudo Génico

As sequéncias codificantes compreendem apenas uma pequena
porcentagem do genoma e uma media de cerca de 5% de cada gene

Genes parecem apresentar mais splicing alternativos

NCRINAS



Estimativa de 70,000-80,000 genes pelo namero de ilhas CpG e a frequéncia
da associacao com genes conhecidos

Estudos utilizam varios tipos de dados, como ESTs, mRNAs de genes
conhecidos, comparacoes entre genomas e analise de cromossomos
sequenciados. Estimativas baseadas em ESTs tem variado muito, de 35.000 a
120.000 genes

Analises mais rigorosas excluem ESTs gque aparecem uma unica vez em
bancos de dados, e calibram sensibilidade e especificidade produzindo
estimativas de aproximadamente 35.000 genes.



Atualmente os métodos de predicao utilizam combincdes de trés
abordagens: evidéncia direta de transcricao fornecida por ESTs ou
MRNAS, evidéncia indireta baseada na similaridade com genes ou
proteinas previamente identificados e reconhecimento de exons por

modelos computacionais e estatisticos.




articles

Finishing the euchromatic sequence of
the human genome

International Human Genome Sequencing Consortium*

* A list of authors and their affiliations appears in the Supplementary Information

The sequence of the human genome encodes the genetic instructions for human physiology, as well as rich information about
human evolution. In 2001, the International Human Genome Sequencing Consortium reported a draft sequence of the euchromatic
portion of the human genome. Since then, the international collaboration has worked to convert this draft into a genome sequence
with high accuracy and nearly complete coverage. Here, we report the result of this finishing process. The current genome
sequence (Build 35) contains 2.85 billion nucleotides interrupted by only 341 gaps. It covers ~99% of the euchromatic genome and
is accurate to an error rate of —~1 event per 100,000 bases. Many of the remaining euchromatic gaps are associated with segmental
duplications and will require focused work with new methods. The near-complete sequence, the first for a vertebrate, greatly
improves the precision of biological analyses of the human genome including studies of gene number, birth and death. Notably, the
human genome seems to encode only 20,000-25,000 protein-coding genes. The genome sequence reported here should serve as a
firm foundation for biomedical research in the decades ahead.
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Area

Genetic Map

Physical Map

DNA Sequence

Capacity and Cost of
Finished Sequence

Human Sequence
Vanation

Gene Identification

Model Organisms

Functional Analysis

Goal

2- to 5-cMresolution map (600 - 1,500
markers)

30,000 STSs

95% of gene-containing part of human
sequence finished to 99.99% accuracy

Sequence 500 Mb/year at < $0.25 per
finished base

100,000 mapped human SNPs
Full-length human cDNAs

Complete genome sequences of E. coli, S
.cerevisiae, C. elegans, D. melanogaster

Develop genomic-scale technologies

Achieved

1-cM resolution map(3,000 markers)

52,000 STSs

99% of gene-containing part of human sequence finished to 99.99% accuracy

Sequence >1,400Mb/year at <$0.09 per finished base

3.7 million mapped human SNPs

15,000 full-lengthhuman cDNAs

Finished genome sequences of E. coll, 5. cerevisiae, C. elegans, D. melanogaster, plus
whole-genome drafts of several others, including C. briggsae, D. pseudoobscura, mouse and
rat

High- throughput oligonucleotide synthesis DNA microarrays
Eukaryotic, whole-genome knockouts (yeast)
Scale-up of two-hybrid system for protein-protein interaction

Date

September
1994

October
1998
April 2003
November
2002

February
2003

March 2003

April 2003

1994
1996
1999
2002




The Sequence of
the Human
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Um total de 21 doadores foram cadastrados. Destes, foram selecionados 5
doadores (por um conjunto de fatores): 1 africano, 1 asiatico, 1 hispanico e
2 caucasoides
Aproximadamente 130ml de sangue foram coletados

Construcao de uma Biblioteca de plasmideos e BACs com inserto de varios
tamanhos seqtienciados a partir das duas extremidades formando leituras
pares de cada inserto (mates)

Metodo de sequenciamento
Whole Genome Random Shotgun




Seglienciamento pelo metodo de Sanger

Sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer

Laboratério ocupando 30.000 square feets ( ~ 2787 m?)

175.000 reads por dia - 27.27 milhdes de reads no final
cada uma com media de 543pb.




Estratéegia de montagem em
duas abordagens

Combinacao computacional de todas as reads com dados do GenBank

Reunido de todos os fragmentos com dados de mapeamento
(abordagem utilizada na fase de analise por ter menos gaps e mais cobertura)

o 1

Prmeira fonte de Infermacao: reads
SEgunda onte aelnieracao: 6ados to)CoNsorcio publico



STS
Mﬂppﬂi # Genume

Scaffolds: T .*I_ T -ﬁ_*_l_ T _l.*. - _L

Scaffold:
—‘;— t |

Read pair (mates) Gap (mean & std. dev. Known)

Contig:

Consensus

—_— W == Reads (of several haplotypes)

® SNPs
=== BAC Fragments



5.11X Celera Reads Public Bactigs
39X mate pairs from 33,421 BACs

Shredder

296X Faux
Celera-unigue Bactigs & Celera pairs
(binned by BAC)

BAC
Scaffolds Scaffolds

Components,

WGA+Shredder :

Components,,

WGA Assembly CS5A Assembly




Total de horas de CPU para a montagem: 20.000

Passo final da montagem: ordenar e orientar 0s
scaffolds nos cromossomos com base em mapas
fisicos

Validacao de acordo com a cobertura e a
precisao da montagem do genoma.




8.9 Mbp 9.0 Mbp 9.1 Mbp 9.2 Mbp 9.3 Mbp 9.4 Mbp 9.5 Mbp 9.6 Mbp 9.7Mly © 5.0 Mbp

S1Mbp 52Mbp S3Mbp S4Mbp S5Mbp  S.6Mbp  STMbp 5.8 Mbp

mesma ordem e orientacao

mesma orientacdo mas fora da ordem

B divergentes

Mbp 100.0 Mop

50.0
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Predicéo e anotacao dos genes

Utilizacao de um programa chamado Otto o qual utilizava informacoes como
regioes conservadas entre homens e ratos, similaridade com ESTs ou outros
dados de mRNAs e cDNAs alem de similaridade com proteinas, para predizer
porcoes que poderiam ser genes

Dependendo do tipo de analise e informacodes utilizadas (linhas de evidéncias)
foram encontradas diferentes totais de genes

26.383 gene anotados com boa confiaga — ao menos 2 linhas de evidéncia




Table 10. Features of the chromaosomes. De novafany refers to the union of de novo predictions that do not overlap Otto predictions and have at least one other type of supperting evidence; de nove/2y

refers to the unien of de novo predictions that do not overlap Otto predictions and have at least two types of evidence. Deserts are regions of sequence with no annotated genes.

Sequence coverage (CS assembly)

Base composition

Gene prediction®

Gene density (genes/Mbp)

Se- :ﬂ
Largest No. of cqo-lv?&rr.;; = Tolal  Tobal us:_nce us:nce Otto  Otto
Chr. . No. of E scaf- quence Mo of De De  (Otte (Otte e e De De
Size of- scaf- fold by . % ott of of +d 4 in in oy of 5 T de +de
(Mbp) .y fold o scaf- n repeat GC . po e fover nov y ®  deserts  deserts 0 nover NV ool novol
folds =500 scaf- islands any 2%  novel nove/ : any 2
(Mbp) kb folds £old =500/ =1 any  2x
U m) ) o)
kbp =500
kbp
1 220 2,549 n 82 192 B8 37 42 2335 1743 1710 TIW0 3453 2453 29 6 8 8 3 16 1
2 240 3,263 13 78 217 9 36 40 1703 17183 1771 633 2954 1816 55 19 5 7 i 12 7
3 200 3532 7 78 173 &7 40 1271 1013 1414 588 2427 16N 50 12 5 7 3 12 8
4 186 2,180 10 70 169 9 ¥ 38 108 69 1,165 4485 1861 1,145 55 18 < b 2 10 b
5 182 3231 1 63 163 89 v 40 1302 892 1244 474 2736 1368 46 15 5 7 i 1 7
[+ 172 1,713 13 58 160 a3 7 40 1384 943 1314 524 2257 1467 38 9 b 7 3 13 8
7 146 1326 14 53 130 89 38 40 1406 758 1072 480 1831 1219 26 12 5 7 3 12 8
8 146 1772 n 54 135 a2 36 40 943 583 977 357 1,560 940 33 6 4 7 2 1 b
9 13 1616 8 40 101 89 8 41 1315 689 B48 329 1537 1018 22 9 o 7 3 13 8
10 130 2,005 9 55 116 B9 36 42 1087 685 968 342 1653 107 21 8 5 7 2 12 7
n 132 2814 9 44 116 &8 39 42 1461 1051 1,134 535 2185 1586 27 9 g 8 < 16 12
12 134 2614 8 51 "7 &7 /B4 1R 925 936 417 1881 1342 24 9 7 7 3 14 10
13 99 1,038 13 34 n 9 36 38 b44 E2Y| 691 241 1,032 582 31 16 4 7 2 10 3
14 87 576 n 16 83 a5 40 4 913 583 00 290 1,283 873 34 20 7 8 3 14 10
15 B0 1,747 8 A 7 87 42 72z 558 640 246 1,198 804 8 1 7 8 3 15 10
16 75 1,520 8 27 62 B2 40 44 1533 748 673 247 1421 995 13 3 10 9 3 19 12
17 78 1,683 ] 40 61 78 39 45 1489 B9y 648 313 1545 1210 15 b 12 8 < 19 15
8 79 1,333 13 18 72 a2 3 40 510 283 543 189 826 472 21 10 4 7 2 10 &
19 58 2,282 3 A 38 &7 57 4% 2804 1141 534 268 1675 1409 3 0 20 9 < 29 23
20 61 580 14 17 58 94 41 44 897 517 469 180 986 047 7 1 L] 7 3 16 1
21 33 358 10 [ 32 9% BN 519 184 265 102 449 286 15 9 B 8 3 13 8
22 36 333 n 12 32 B8 44 48 1173 494 341 147 B35 641 3 0 14 9 < 23 17
X 128 1,346 4 n 93 73 46 39 726 605 BeO 387 1465 992 29 ] 5 b 3 1 7
Y 19 638 Z 10 12 &5 50 39 65 55 155 43 210 104 4 i 3 8 i 1 5
U= 75 11,542 1 479 196 278 132 474 328
Total 2907 53,591 1,059 2,450 28519 17704 21350 8619 397114 26383 606 208
Ave & 2,144 9 44 104 87 40 41 1,160 74 B12 333 152 104 25 9 7 7 3 14 9

*Chromosomal assignment unknown.



able 11. Genome overview.

Size of the genome (including gaps)
Size of the genome (excluding gaps)

2.91 Gbp
266 Gbp

ONgest Contig

Longest scaffold

Percent of A+T in the genome

Percent of G+C in the genome

Percent of undetermined bases in the genome

TOT D
14.4 Mbp
|

38

=)

Maost GC-rich 50 kb

Least GC-rich 50 kb

Percent of genome classified as repeats

Number of annotated genes

Percent of annotated genes with unknown function

Chr. 2 (669%)
Chr. X (25%)
35

26383
42

NUMmDer ol genes pothetical and annotated)

Percent of hypothetical and annotated genes with unknown function
Gene with the most exons

Avorase sone siFe

o113
59

Titin (234 exons)
27 kbo

Most gene-rich chromosome
Least gene-rich chromosomes

Chr. 19 (23 genes/Mb)
Chr. 13 (5 genes/Mb),

Total sze of gene deserts (=500 Kb with no annotated genes)
Percent of base pairs spanned by genes

Percent of base pairs spanned by exons

Percent of base pairs spanned by introns

Percent of base pairs in intergenic DNA

Chromosome with highest proportion of DNA in annotated exons
Chromosome with lowest proportion of DNA in annotated exons

L LN R g e LR L BRl Ll il ‘--. EREAmTAr T i el e eh e T Ta s Yd T -re = l-'.'

Chr. ¥ (5 genes/Mb)
E_é_EOS Mbp

25.5 to 37.8%

1.1 to 1.4%

24.4 to 36.4%

745 to 63.6%

Chr. 19 (9.33)

Chr. ¥ (0.36)
~hr 13 {3 038 4

Ftat of SNP ariatinn

1/1250 bp

*In these ranges, the percentages correspond to the annotated gene set (26, 383 genes) and the hypothetical +
annotated gene set (39,114 genes), respectively.




Analise das variacOes da sequencia

Comparacao com bases de dados de SNPs e com a sequencia do
consarcio publico.

SNPs demonstram distribuicdo n&o aleatoria

Pequena porcao (<1%) com potencial impacto sobre proteinas

Encontrados 2.104.820 SNPs putativos de um total de 2.778.474
substituicdes diferentes na comparacao entre os dois consorcios




Table 17. Distribution of SMPs in classes of
EENomicC regions.

Size of Celera-PFP

Genomic region region SMP
class examined density

(Mb) (SNP/MDB)
Intergenic 2185 07
Gene (intron + 646 917

exon)

Intron 615 921
First intron 164 808
Exon 1 529

First exon 10 592




Visao geral das fungdes dos genes preditos no genoma humano

2 metodos para avaliar proteinas correspondentes aos 26.383 genes preditos

Familias de proteinas Doeminies das proteinas

ESUIAEESHIMITAEES

el

AVl CAONCONIPUIECIGNE



cell adhesion (577, 1.9%)
miscellancous (1318, 4.3%) l'\ c‘haqx:nmc (159, 0.5%)
viral protein (100, 0.3%) \ \ eyvtaskeletnl structural protein (876, 2.8%)
; i \ \ ‘\ | extracellular matrix (437, 1.4%)
transfer/carrier protein (203, 0.7%) l [ \ | \ smmunoglobulin (264, 0.9%)
\ ﬂ \ [ ion channel (406, 1.3%)
motor (376, 1.2%)

structural protein of muscle (296, 1.0%)

[
transcription factor (1850, 6.0%) \ \

protooncogene (902, 2.9%)
sclect calcium binding protein (34, 0.1%)
___——intraccllular transporter {350, 1.1%)

nucleic acid enzyme (2308, 7.5%)

—— transporter (333, 1.7%)

signaling molecule (376, 1.2%) _
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synthase and synthetase (313, 1.0%)
oxidoreductase (636, 2.1%)

Ivase (117, 0.4%)

ligase (56, 0.29%)

o

/

isomerase (163, 0.5%)

//

hydrokase (1227, 4.0%) ‘molecular function unknewn (12809, 41.7%})
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Conclusoes Projeto Privado
Eficiencia do metodo

950 da seguencia de eucromatina

VIenoer: contetide' gENICO qUE 0 ESPErado

Grande nUmero de varacees na segquencia (SNPs)

Complexidade genomica



PLoS Biology | www.plosbiology.org October 2007 | Volume 5 | Issue 10 | e254

The Diploid Genome Sequence
of an Individual Human

Samuel Levyﬁ, Granger Sutton', Pauline C. Ng1, Lars Feuk?, Aaron L. Halpern1, Brian P. Walenz', Nelson Axelrod’,
Jiaqi Huang1, Ewen F. Kirkness’, Gennady Denisov’, Yuan Lin', Jeffrey R. MacDonald?, Andy Wing Chun Pangl,

Mary Shagoz, Timothy B. Stockwell’, Alexia Tsiamouri', Vineet Bafna®, Vikas Bansal®, Saul A. Kravitz', Dana A. Busam',
Karen Y. Beeson1, Tina C. Mclntosh1, Karin A. Remingtun1, Josep F. Abrilq, John Gill1, Jon Borman1, Yu-Hui Rogers1,

Marvin E. Frazier', Stephen W. Scherer’, Robert L. Strausberg1, J. Craig Venter'

Sequéncia do genoma de um unico individuo
Identificac&o e comparacéao de alelos
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|dentificacao de 4.1 milhGes de variacbes, englobando 12.3 Mb,
muitas delas descritas pela primeira vez.
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O sistema de alinhamento permitindo o agrupamento das reads
por alelo.
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|dentificac&o de variagcbes dentro do genoma (heterozigose)

-

Identificac&o de variacbes em comparacao com a sequéncia
referéncia



O sistema de montagem era capaz de agrupar as leituras em alelos
isolados quando encontrava variagdes (heterozigose)




nature Vol 452(17 April 2008|doi:10.1038/nature06884

The complete genome of an individual by massively
parallel DNA sequencing

David A. Wheeler'*, Maithreyan Srinivasan®*, Michael Egholm®*, Yufeng Shen'*, Lei Chen', Amy McGuire’,
Wen He?, Yi-Ju Chen?, Vinod Makhijani®, G. Thomas Roth?, Xavier Gomes®, Karrie Tartaro™f, Faheem Niazi’,
Cynthia L. Turcotte®, Gerard P. Irzyk®, James R. Lupski**°, Craig Chinault*, Xing-zhi Song', Yue Liu’, Ye Yuan',
Lynne Nazareth', Xiang Qin', Donna M. Muzny', Marcel Margulies®, George M. Weinstock*, Richard A. Gibbs"*
& Jonathan M. Rothberg™+

[ Comparacao de dois genomas ]

-

[ Comparacéo com genoma de referéncia




Encontrados 3.3 milhndes de SNPs, e ainda insercdes, delecoes e variacoes
em numeros de copias resultando em ganhos ou perdas cromossomais
variando entre 26000 a 1.5 milhGes de pares de base.

Os dois genomas compartilhavam 1.68 milhdes de SNPs dos quais 5230
nao sinbnimos.

Sequénciamentos e comparacodes individuais levam a busca de
correlacdes genotipo-fendtipo de valor preditivo.
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|dentificacdo de polimorfismos na populacao humana e associagcédo com
doencas

|dentificacéo de alvos para terapias

Identificacdo de elementos funcionais do genoma: genes, proteinas,
regides regulatérias e elementos estruturais

|dentificacdo de como 0s genes e as proteinas funcionam em conjunto



Genome-wide association studies
(GWAS)

Revolucionaram a pesquisa em determinantes genéticos de
risco para doencas comuns.

Muitas associacdes tem sido publicadas relatando risco no
desenvolvimento de patologias, e associacdo de fatores genéticos
envolvidos no progndstico e resposta a tratamentos.




O uso da genetlca para predlzer rsco e resposta ao
tratamento € um passo em direcdo a medicina
personalizada

ApOs a identificacdo de um locus com forte correlacao estatistica com
risco, € necessario caracterizar a relacao genotipo-fenétipo para
fornecer a base biologica para a prevencao e tratamento
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Muitos estudos tem identificado loci que previamente nao se
suspeitava estarem relacionados com a carcinogénse, apontando
NOVOS mecanismos.

O risco conferido por alelos de susceptibilidade geralmente é baixo,

porém efeitos combinados podem ser suficientes para predicao de

risco, para determinacao de alvos para screening e para prevencao,
especialmente se mais de um local é identificado.
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“The real challenge of human biology, beyond the task of finding
out how genes orchestrate the contruction and maintenance of the
miraculous mechanism of our bodies, will lie ahead as we seek to
explain how our minds have come to organize thoughts suffiently
well to investigate our own existence”




