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Seguenciamento de DNA



Sequenciamento de DNA

determinar a ordem das bases nitrogenadas adenina (A),
guanina (G), citosina (C) e timina (T) da molécula de
DNA

Obter a sequéncia completa de fragmentos de DNA:

e produtos de PCR
* clones de DNA em plasmideos
e genomas completos



Metodos de sequenciamento de DNA

« Método de Sanger: terminacéo controlada da sintese de
DNA com didesoxirribonucleotideos

« Metodologias de sequenciamento de alto
desempenho (Next Generation Sequencing, NGS)



The MNobel Prize in Chemistry 1980
Paul Berg, Walter Gilbert, Frederick Sanger

The Hobel Prize in Chemistry 1980
Mobel Prize Award Ceremony
Paul Berg

Walter Gilbert

Frederick Sanger

Ln |

Paul Berg Walter Gilbert Frederick Sanger

The Nobel Prize in Chemistry 1980 was divided, one half awarded to Paul Berg
"for his fundamental studies of the biochemistry of nucleic acids, with particular
regard to recombinant-DNA" the other half jointly to Walter Gilbert and Frederick
Sanger "for their contributions concerning the determination of base sequences
in nucleic acids”™



Metodo de Sanger: terminacao controlada da
sintese de DNA com didesoxirribonucleotideos

@ Manual

@ Automatizado



Relembrando.....

Reacdo da DNA Polimerase com dNTPs -
sintese de DNA

(a) Pirofosfato

Fita-molde



O que ocorre se for utilizado ddNTP na sintese de DNA?

0 o
- _ _ (>
0 0 000 0 |
|5/ \P'/ \xl;/ i
dase
o o o o 5
AH - H/
3 \2
H H

2", 3'didesoxirribonucleotideo trifosfato (ddNTP)



Reacao da DNA Polimerase com dNTPs + ddNTPs - interrupcao da
sintese de DNA apoOs incorporacao do ddNTP

(a) l'

ddATP termina a sintese pois o
3’ H ndo pode atuar como
nucledfilo na formacdo da

ligacdo fosfodiéster.
Fita do
iniciador
G
Fita-molde o .9 e 0
) . 0 0O
o O U O °

Este € o principio do Método de Sanger:
terminacao controlada da sintese de DNA com ddNTP



Metodo de Sanger / DNA a ser sequenciado (fita molde)

3’ —GAATTCGCTAATGC

*
5—CTTAA
1C
. . / AGCCa
primer radioativo *32P TT A Tch T
ATC
DNA polymerasel A A T TC,?T
dATP, dTTP, G TG CA S
dCTP, dGTP .
Dideoxy analog of dATP

3’ —GAATTCGCTAATGC

5 —CTTAAGCGATTA
_|_

37— GAATTCGCTAATGC
5 —*CTTAAGCGA

 Novas cadeias de DNA sintetizadas serao separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida com resolucao para separar fragmentos de DNA com 1
Nnucleotideo de diferenca

« Cadeias sintetizadas marcadas com 32P (permite a deteccao apds separagao por
eletroforese)



Método de Sanger

a\g\ﬁ\g‘“‘a salal Desnatu

racdo da dupla fita

Anelamento do “primer radioativo”

dNTP's and DNA polymerase  AdicA0 da enzima e dNTPs
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ddNTPs

Terminacado da sintese: adicdo dos
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Primers



dNTP's and DNA polymerase

Eletroforese em gel de
poliacrilamida: separacao de
fragmentos de DNA diferindo
por 1 nucleotideo no tamanho
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Eletroforese em gel
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Método de Sanger:
terminacao controlada da

f SEPARATE STRANDS,
sintese de DNA com ADD LABELED PRIMER

didesoxirribonucleotideos labeled primer

5' GCAT 3’ i
single-stranded
3" CGTATACAGTCAGGTC 5’ pnA

5' (GCATATGTCAGTCCAG 3’ | double-stranded
3" CGTATACAGTCAGGTC 5’ DNA

+ excess dATP

dTTP
dCcTpP
dGTP
l+ ddATP I +ddTTP +ddCTP l +ddGTP
+ DNA polymerase + DNA polymerase 7+ DNA polymerase + DNA polymerase
GCAT A GCAT AT GCAT ATGTC GCAT ATG
GCAT ATGTCA GCAT ATGT GCAT ATGTCAGTC GCAT ATGTCAG

GCAT ATGTCAGTCCA [GCAT ATGTCAGT |GCAT ATGTCAGTCC [GCAT ATGTCAGTCCAG

RN Grens

3!’

G
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| c
—
C
— T
G
—
[ A
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e G
e T
— A

5!’
A T C G

Figure 10-21 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)
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Autorradiograma de um gel de
sequenciamento de DNA
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A automatizacao do sequenciamento

pelo Método de Sanger foi possivel a partir
da utilizacao de ddNTPs acoplados a grupos
fluorescentes



Sequenciamento

pelo Metodo de / DNA a ser sequenciado

Sanger
3’ ——GAATTCGCTAATGC
5—CTTAA
/ Fluorescente
Primer
DNA polymerase |
dATP, dTTP,
dCTP, dGTP

Dideoxy analog of dATP ddATP*

A

3’ —GAATTCGCTAATGC

5 —CTTAAGCGATTA™
_|_

3’ —GAATTCGCTAATGC
5 —CTTAAGCGA™

Novas cadeias de DNA serao separadas por eletroforese capilar
com resolucao para separar fragmentos de DNA com 1
nucleotideo de diferenca —deteccao por fluorescéncia



Sequenciamento pelo Método de Sanger

Automatizacao através do uso de ddNTPs marcados com fluorocromos distintos

Iniciador
[ Molde da sequéncia
3 d desconhecida

DMA-polimerase,

guatro dNTPs,
quatro ddNTPs ddNTPs
fluorescentes
(4 fluoroforos
distintos)
l——_{ﬁ \
grupgs
.—(@ fluorescentes
distintos -= emitem
fluorescéncia em
diferentes

comprimentos de
Desnaturacao onda

Segmentos de DNA
_®© marcados pelo corante,
copiados a partir do
@ ; molde com sequéncia

desconhecida

=3

Migracio '; y

doDNA ||

Eletroforese
b 4 capilar
- ~
L r .
separagido de
- fragmentos de DNA
- diferindo por 1
.4 nucleotideo no tamanho
8 A
—-—
y 1 Feixe de laser N
- ”
Detectar -_— Laser

AATGT TTGCTGGTGGTTAAGCCCTAGG

Resultados gerados pelo computador
apds a migracdo das bandas e passagem
pelo detector




ddNTPs fluorescentes

t v LI TR O
oO=—=p—O0—P—O0—P—0 o N N O=—=p—O0—P—O0—P—0 o N N/
TG LD
ddATP ddGTP
Figure 10-10

Genes and Genomics: A Short Course (3e)
© 2007 W.H.Freeman and Company



GTAGACTCGATAAGCCCGCA
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Imagem da deteccao por fluorescéncia no sequenciamento
automatizado: cada amostra em um capilar

il
B
|
il

N BRI EIYm

| Il L
e
L]

|
Al |

[
vemd b did b ARSI 8RN
MR

FTRRE ol |
TR ] G0 00 R W R

(R RE I

= B
= |
. i
=5
]
=
==
=
b
S
= =
i:
LE
- -
5

i el b e

I BT |

:I |II I ¥

i wiain| g nemicine Bl

I.lllli| B1gm g W o
rhmt vma rfmwrem tono el i B AE o R T A

108 )
i

i H#

TR TIEL
fia
I

CITIR L T

L]

U RO A
W EIRE REERG| GE

—
]
|
=
=
-
-
= |
=
-
=

QT T T TR TR

_IIEET N
o
fuedi b rwile

TITE
|1H} IEETR 0 I A
FImNIEE mm

bl

wokd R CIRITEED MIELARTTELD

oot bhi s LR IU IR B TR

TR WU EDEm |

e el
o | W R SN ()

vivapgeene ol deans | Hlepe o BHE 0 EE AN

PRI |1y A s ST | R |

T e JNE
I
ildii
e 1
AL R

fifin b Do i O]

LISy [IER

fe=




Eletroferograma do sequenciamento automatizado pelo
metodo de Sanger

T E E e N R R R R R R R T TR R R R TR R R R R TR R R RN BRI BEETEEEEIEEERR
GH (GTTTTTCTGCGUG G AGAGTAG TCG GCGCT CGCCAGGCCGGCTTGCACGGCCCAGGL GACGTCGGT CGCGGATCCGACGGTGC
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Também é possivel determinar a ordem das bases nitrogenadas
adenina (A), guanina (G), citosina (C) e uracila (U) da molécula
de RNA. Porém €& necessario transcrever a molécula de RNA em
DNA antes do sequenciamento propriamente dito.

5 mRNA 3

lv Anelamento do primer

mRNA
~ dTTTTs
Reacdo de l =
.~ Enzima transcritase reversa
transcricao
mRNA
reversa (RT)
L] dTT s
cDNA

Destruicdo do RNA

LU arirs - DNA fita simples
cDNA complementar (cDNA)

Enzima DNA polimerase l

AU Sintese da segundafita para
[||||||l|||l|||||||||i|l|||||U|_|_||_] geracio do cDNA fita dupla




Atividade online

Segquenciamento de Sanger

http://www.bch.cuhk.edu.hk/vlab2/animation/dna/index.html



LimitacOes no Sequenciamento Sanger

Baixa capacidade: sequencia um unico fragmento de DNA por vez.

Processo mais lento, normalmente levando varias horas para gerar dados de
sequéncia.

Custo elevado por base sequenciada

Adequado para sequenciamento de genomas menores ou seguenciamento
direcionado de genes especificos



Metodologias de sequenciamento de alto
desempenho

(Next Generation Sequencing, NGS)



Caracteristicas do NGS

 Alto rendimento. Pode sequenciar simultaneamente milhdes a bilhdes de fragmentos de
DNA de forma paralelizada.

» Altamente passivel de multiplexagcéo, permitindo sequenciamento eficiente de muitas
amostras em uma unica execucao.

» Custo por base reduzido: Torna-se rentavel especialmente para projetos de
seguenciamento em grande escala.

» Mais adequado para sequenciamento de novo de genomas grandes e complexos.

Desvantagens em relacdo ao sequenciamento de Sanger
Leituras mais curtas, normalmente variando de 50 a 600 pares de bases

Embora altamente preciso, 0 NGS pode estar sujeito a certos tipos de erros,
principalmente em regides homopoliméricas e no final das leituras.



Equipamentos/Tecnologias de NGS

I lHlumina MiSeq

lHlumina HiSeq

Hlumina
NextSeqg500

PacBio 10N ProtonN em——



Tecnologias de sequenciamento de DNA de alto desempenho

Tecnologia Quimica do Tipo de preparacéao do Vantagens/
Sequenciamento molde Desvantagens

Sintese com DNA Amplificacdo por ponte *Alta capacidade
Hlumina polimerase -_Ta_manho de sequencia
deteccao de limitado (< 1000 pb)
fluorescéncia
Sintese com DNA PCR em emulsdo o Alta capacidade
polimerase e Custo reduzido
lon Torrent deteccao de * Menor acuracia
protons liberados *Tamanho de sequencia
na sintese limitado (< 1000 pb)
- Sintese com DNA Nao utiliza PCR. * sequencias longas (>
Pacific ) : :
. polimerase Sequenciamento direto da 10.000 pb)
Blosciences ~ S
deteccao da molécula
fluorescéncia
Condutancia da Nao utiliza PCR.  sequencias longas (>
bases a medida que Sequenciamento direto da 10.000 pb)
Oxford 0 atravessa um molécula  detecta modificacao
Nanopore nanoporo proteico guimicas nas bases

* baixo custo
 capacidade limitada



lllumina - sequenciamento por polinizagao

DNA/RNA

N
Fragmentagdo ™ 2

— Select ~200-300 bp fragments

Ligacao de
ad aptadores cluster generation by
solid phase PCR

(bridge amplification)

Amplificagdo
Clonal

| ' ("bridge
| amplification”)

sequencing by synthesis with reversible terminators

_,':‘? § Sequenciamento
Y- 8- - @ porsintese
;




Analise estatistica das fluorescéncias emitidas em cada
ciclo permite determinar a sequencia do DNA presente
no “cluster”

N° ciclo
&
:
*
_g’ { i T <+« 1
00 . 6 «— 5
— _}ET“_}'
i 5 - 3
A, E T <— 4
i H A <«— §
i C <— §

Bilhoes de "“clusters”

https://www.illumina.com/science/technology/next- em cada corrida

generation-sequencing/sequencing-technology.html



es

lon Torrent — Life technolog

Micro-machicesd wls -

e Ndo utiliza
fluoroforos.

e Baixo custo

 Proton liberado apds
incorporagdo de
nucleotideo causa
mudanga de pH que é
detectada pelo
equipamento

https://www.youtube.com/watch?v=zBPKjOmMcDg



Unknown DNA sequence Adaptor

lon Torrent

Fragmentation Ligation
Denaturation ﬂ

R i




Single Molecule Real Time (SMRT™) DNA
sequencing technology — Pacific Bioscience

Detecgdo de quorgscenma em um pequeno Sequenciamento de Unica molécula de
volume (20 zeptolitros, ou 1021 litros)

DNA por poco
RN}
Fk]
. 10 4
E 50
i i ’
-l?*.i:l =15 b 15 50

https://www.youtube.com/watch?v=_ID8JyAbwEo
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Single Molecule Real Time (SMRT™) DNA
sequencing technology — Pacific Bioscience

Sintese continua, com deteccao do nucleotideo incorporado em tempo real

fluorophore N
base
M /" NH
e ! 2
HO 0 0 /./ NP
(o] ‘ L
07 N
HN o o o
N—P-0—P-0—P-0—) o
i o- ©0- O NH_HA
linker ™o H H

OH H

triphosphate deoxyribose

* Nucleotideos marcados com
fluoréforos no fosfato gama.
o fluordforo liberado apés a formacao

da ligacéo fosfodiester

e Sequencias longas (> 20 kb)




Nanopore sequencing "™ - Oxford Nanopore

{f‘ﬂgﬁm'“ il 'rﬁ%ﬁ

A h‘i Sequenciamento
, | de moléculas
; Unicas com até
"y 100 Kb (10-20 kb

"Processive enzyme" media)

Nucleotideos da cadeia da DNA sdo detectados a medida que a fita simples
passa pelo nanoporo devido a mudanga na condutancia dentro do canal

Permite detectar modificagdes quimicas nas bases do DNA/RNA:
- metilagdo de DNA
- edicdo de RNAs

https://www.youtube.com/watch?v=RcP85JHLmnl




Algumas aplicacoes do seguenciamento
de DNA de nova geracao

 Obter a sequéncia completa de genomas
 Identificar mutacdes no genoma de tumores

 Obter a seqguéncia de genes expressos
(transcritos/RNAs) em uma célula/tecido (transcritoma)



Como 0s genomas sao sequenciados atualmente

DNA gendmico

!

Fragmentacao

\

Amplificacao dos
fragmentos

\

Sequenciamento NGS

\

Montagem (in silico)

A\ 4

v

LACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA
TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .

LACCGTAAATGOGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. &« .



Regioes repetitivas no DNA dificultam a montagem

(a) Segmento do genoma

7-kb LINE repeat 7-kb LINE repeat

Sequenciamento “shotgun”

iy
-

(b)

Oou
[ | ———

Montagem correta
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- — —_— —
«— — — =
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T + | EE——
Montagem incorreta das regides repetitivas
L

Figure 11-1
Genes and Genomics: A Short Course (3e)
© 2007 W.H. Freeman and Company



The Cancer Genome Atlas (TCGA)
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Started by Exploring: E - E.
(S
Colorectal
8.108 cases (48.042 files)

] Projects 4%  Exploration d= | Analysis = | Repository

1 e.g. BRAF, Breast, TCGA-BLCA, TCGA-A5-ADG2

Data Portal Summary pata Release 35.0 - September 28, 2022
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https://portal.gdc.cancer.gov/



Mutacoes mais frequentes em tumores humanos

Frequencia de mutacdes mais frequentes em 86.394 casos analisados no TCGA

Top Mutated Cancer Genes in Selected Projects @
@ 9% of Cases Affected () # of Cases Affected

30

25

20

15

% of Cases Affected




Segquenciamento de transcritomas - RNAseq



Transcritoma:

Conjunto de todas moléculas de RNA (transcritos)
existentes nas células em um dado momento/condicao

® Dinamico
® Variavel

Tao importante quanto o conteudo génico é
como, onde e guando cada um dos genes é
expresso (transcrito)!



RNAseq

Preparacao da biblioteca de cDNA para sequenciamento NGS

0 AAAAAAAAAA 1. Purificacdo do RNA
AAAAAAAAAA ;
TTTTTTTTTT. 2. Slntese_ do cDNA com
\1, transcritase reversa
AAAAAAARAAA

3. Degradacdo do mRNA

AAAAAAAAAA
TITTTTTTTT. 4. Sintese da segunda fita

do cDNA fita dupla

‘1' Fragmentar os cDNAS

el R e W, 5. Ligacdo de adaptadores
IO, XD PO, o o DR

O

m m 6. Sequenciamento NGS:
>DDPQ >OPY 9

bilhnGes de sequéncias
(reads) sao geradas



RNAseq

Mapeamento in silico das sequéncias no respectivo genoma
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Abundancia de transcritos avaliadas em diferentes

amostras por RNAseq
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