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Evolucao dos meétodos de sequenciamento

1977 — Publicado o primeiro método popular de sequenciamento da DNA:
sequenciamento por terminacao em cadeia ou método de Sanger
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Evolucao dos métodos de sequenciamento

- 1986 foi lancado o primeiro sequenciador automatico de DNA - ABI 370
- 1998 foi lancado o primeiro sequenciador de eletroforese capilar - ABI 3700.
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Next generation Sequence (NGS)
Sequenciamento de nova geracao

* A partir de 2005 surgiram as primeiras tecnologias de
sequenciamento de DNA conhecidas como NGS

* Processos de sequenciamento de DNA que
utilizam metodologias diferentes da de Sanger, . =
com o objetivo de acelerar e baixar o custo do .,
processo de sequenciamento. oy

*Se baseiam no processamento paralelo massivo de
fragmentos de DNA.



Aplicacoes
Sequenciamento de novo nature

Target sequencing natu FOSREs
Whole genome sequencing —

Genomica populacional nature t;.mmm

Diagnosticos ' ‘ﬁ ‘
gr.\

Gendmica de cancer )}  oun
Metagendmica = (| ) ==
Sequenciamento RNA

Genoma antigo

Qualquer coisa com DNA...

Etapas comuns entre todos os sequenciadores :
- preparo da amostra
- amplificacao da biblioteca
- sequenciamento



Target Sequencing
Sequenciamento de regides alvo especificas

Codimg region

<€ >
TATA box Exon-1 e
5°UTR Exon-2 Fxon-3 3 UTR
Upstream regulator Promoter Intron-1 Intron-2
o . N NN I . 3
AUG Stop codon

* Exoma: Regides alvos codificadoras conhecidas. Sequencia referéncia dos
bancos de dados RefSeq, GENCODE, CCDS e UCSC (variantes patogénicas de
genes incluidos nas diretrizes da ACMG).

* Painel: analisa toda a regido codificadora e/ou regido introbnica e/ou regido
intergénica e/ou regioes 5’e 3’UTR.

Preparo das amostras Sequenciamento
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Exoma x Painel - NGS

Exoma: Painel:

- All Exon V6: 60Mb - Tier 1: 1-500 kb
- Tier 2: 0.5-2.5 Mb

- Tier 3: 2.6 Mb-5 Mb



Painel de genes

- Painel de pesquisa de genes associados ao DDS por participarem das vias de
determinacao testicular ou diferenciacao sexual -

AMH
BMP15
CITED2
CBX2
DHH
DHX37
AKR1C2
HSD3B2
AMHR2
ARX

12 Painel Tier 1 — 63 genes

DMRT1
DMRT2
FGF9
FGFR2
FOXL2
GATA4
AKR1C3
POR
ESR1
ATRX

HNF1B
LHX9
MAMLD1
MAP3K1
NANOS2
NR5A1
AKR1C4
SRD5A2
ESR2
DHCR7

NROB1
PAPPA
PBX1
PTDGS
RSPO1
RSPO2
CYP17A1
STAR
FSHR
HNF1B

SOX9 NANOS 3
SRY AXIN1
STAG3 GSK3B
WNT4 WWOX
WXT1 TCF21
PAX2 ZFPM2
CYP1SA1  HSD11B1
CYP21A2

LHCGR

CDH7 AR

RAC1
GDF9

TES Regides exonicas de genes
LHX1 . \ s .
relacionados a clinica de DDS
(incluindo uma area de até 50bp antes

A e apos cada exon e 5'e 3°'UTR)

- Painel diagnodstico de genes associados a diversas clinicas da endocrinologia:
Lipedes, Obesidade, Crescimento, Puberdade Precoce, Hipogonadismo
Hipogonadotrofico,
hipopuituitarismo...

adrenal,

22 Painel Tier 2 — 773 genes -

disturbio de diferenciacao  sexual,

Regides exonicas de genes — incluido apenas
10pb ao redor de cada exon e excluido regides
5'e 3'UTR



Desenho das sondas — Sure Design

SureDesion s o Ege

Designs Designs
[ ] show Advanced Options | Luciana Montenegro (NGS_Lim42) [z Cart (0) | Logout | Settings | Help - Home
Start Designing Messages (1)
2 | 4 r Yuri B Moreira 11 Aug 12:58 PM
z | e
=~ ! 1 :: ot !: o A Invitation to Join Collaboration
e - 4 b < N o N < N y — You have been invited by Yuri Moreira to join collaboration FMUSP
SureSelect DNA OneSeq HaloPlex CGH Chip CustomFISH SureGuide LIM42.
Accept Reject
Designs: In Progress = Designs: Recent and Favorites
You have no design(s) in progress. You have no favorite or recently accessed entries.

Designs/Probegroups will be displayed here when
you create, download, or order them, or tag them
as favorites.



Fluxo de trabalho - NGS

1- Preparo das bibliotecas

{2- Geracgao de Cluster

{3- Sequenciamento

[4- Analise dos dados




1- Preparo das bibliotecas




- Andlise de qualidade das amostras:

12dia:

- Gel de agarose 1% para verificar
integridade do DNA

Iiﬁ lﬁ “ v ) w wal N

- Dosgem Nanodrop para verificar qualidade das
amostras (A260/A280 entre 1.8 e 2.0)

2%dia:

- Quantificacao das amostras por Qubit dsDNA BR Assay
para determinar a concentragao




12dia:

- Diluicao das amostras de DNA de boa qualidade para 3ug ou 200 ng.
- Fragmentacao mecanica - Covaris

DNA
Fragmentado
(300pb)

80 seg por

DNA genomico amostra

Obs: Dependendo do protocolo (3pg DNA) purificacdo usando AMPure XP
beads apds fragmentacao no Covaris






- 29dia:

- Amplificacao das bibliotecas pelos adaptadores

- Purificacao do DNA amplificado usando AMpureXP bead

Analise de qualidade e quantificacao das amostras — TapeStation
(D1000 ScreenTape)
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- 39dia:

Secagem da placa ou amostra e resuspensao em agua
para concentracao de 750ng — minimo 3,4pulL

Hibridacao das amostras com sondas especificas
(painel/exoma) para posterior captura — “over night”

Biotina

Sonda L

DNA alvo



- 42%dia:
Captura das amostras (beads streptavidina)
@ * *
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Indexing:

AO1 | CTGAGCCA

BO1 [ AGCCATGC

- Amplificacao das bibliotecas capturadas para adicdao dos index

CO1 [ GTACGCAA

-Purificacao das bibliotecas amplificadas por AMPure XP beads

- Analysis using an Agilent TapeStation and High Sensitivity D1000
ScreenTape

- 52dia:
- gPCR para quantificacao das bilbiotecas




2- Geracao de cluster

Preparo do pool de amostras (diferentes index)

Flowcell — Rapid run - Hiseq

i

<0

Flowcell — V4 - Hiseq

Adaptadores na flow cell



2- Geracao de cluster

- Clusterizacao: cada molécula é amplificada isotermicamente
para ser sequenciada

oo
HO@CCOCeCO

Lii WL L




3- Sequenciamento

- Chamado de sequenciamento por sintese

- Ao ocorrer a incorporacao de um nucleotideo, a fluorescéncia €
excitada por uma série de lasers e captada por cameras.

Flow cell




Geracao de cluster e Sequenciamento

Cluster Generation

—




Output Range
Run Time

Reads per Run
Max Read Length

Samples per Run

Aparelhos llumina

MiSeq

0.3-15Gb
5-55 hr
1-25 million

2 x 300 bp

1-384

NextSeq 500

20-120 Gb
11-29 hr
130-400 million

2 x 150 bp

96

HiSeq 2500

10-1000 Gb
7 hr—6 days
300 million—4 billion

2 x 250 bp (Rapid run)
2 x 125 bp (High output)

1-8



(qe]
.m
)
‘(O

=

p
i
.m
.w
(a 8]

I

)]

@)
ge)

(g0)
==

v

@)
=

Q
.B
‘(S

c
<
<

O U A A

(AW IGTIA N ORI UL ATMATA DR

WY\~

AL AR LC L T U AGLU AT

TAGTAAGAAACAAAAGCAATTGACAAACCTCCTTCTTATTCT.

SRS A

GLATATAICIATA A A

.

A
w

I

Data Analysis

ATATAT; "
\ A LAAGC A

r@@QGG@Q@Q@@@@G@@@G@O A

’

G

N\

A G CITITIAICIGIC CIGITIAICIAJAICICITICIAIGICIAIGITIAIGITIAJAIGIAJAJAICIAIAIATAIGIC A




g § nnnnn ico
XV Sursoe — !
ATUALIZACAO EM Hiperaldosteronismo € Messoiogs

endocrinologia =

Metaora. 2019

OBRIGADA!! &7 SELA

de Sequenciamento

e o em Larga Escala
® da FMUSP
e e
o0
e : .

90 i
"* e MEDICINA ¥\



