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Reacao da DNA Polimerase com dNTPs - sintese de DNA
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Pirimidina

Fosfato

1’| Desoxir-
ribose

Desoxirribonucleotideo



2" 3’didesoxirribonucleotideo
trifosfato (ddNTP)
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Reacao da DNA Polimerase com dNTPs + ddNTPs - interrupcao da
sintese de DNA

(a)
'P) ddATP
ddATP termina a sintese pois o
3" H ndo pode atuar como
nucledfilo na formacgao da
ligacdo fosfodiéster.
Fita do
iniciador
Fita-molde




Iniciador 5:|:]—OH
Método de Sanger: T — R

termlna(;éo Controlada da &dATP,dCTP,dGTP,dTTP
sintese de DNA com

[CFHGATTCGAGCTGddA

didesoxirribonucleotideos = coan

+ ddCTP
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/ DNA a ser sequenciado
3’——GAATTCGCTAATGC

5—CTTAA
/
primer radioativo
DNA polymerase |
Labeled dATP, dTTP,
dCTP, dGTP

Dideoxy analog of dATP ddATP

A

3’ —GAATTCGCTAATGC

55— CTTAAGCGATTA
+

3’ —GAATTCGCTAATGC
55—CTTAAGCGA

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



Método de Sanger

R TR 7
G\ f“,,, L ﬂﬂnga Desnaturacao da dupla fita
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Anelamento do “primer radioativo”

dNTP's and DNA polymerase Adi(;éio da enzima e dNTPs

//\\

+ddA +ddG +ddc < Terminacao da sintese: adicao dos
ddNTPs
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dNTP's and DNA polymerase

Eletroforese em gel de

poliacrilamida
desnaturante

Autorradiografia

Eletroforese em gel de
poliacrilamida: separacao de
fragmentos de DNA diferindo
por 1 nucleotideo no tamanho
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Sequéncia complementar

ao DNA molde
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Automacao do Sequenciamento pelo Método de Sanger

Iniciador
[ 2 Molde da sequéncia
3 ~ desconhecida

Migracdo
do DNA Segmentos marcados pelo
corante aplicados a um gel
de capilaridade e
submetidos a eletroforese
DNA-polimerase, separacao de
quatro dNTPs, ddNTPs fr_agr_nentos de DNA
quatro ddNTPs diferindo por 1
'3

fluorescentes .,
nucleotideo no tamanho

(4 fluoroforos
—® \'('D distintos)
-*{E:)

_—.—-—-{@ Detector

Feixe de laser

Laser

Desnaturacao 50 0 40

Segmentos de DNA
marcados pelo corante,
copiados a partir do AATGT TTGCTGGTGGTTAAGCCCTAGG
molde com sequéncia

j) desconhecida Resultados gerados pelo computador

apds a migracdo das bandas e passagem
pelo detector
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Sequence CATAGCTGTTTCCTGTGTGAAA
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Tamanho em nucleotideos (bases)
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Cromatograma do sequenciamento automatizado pelo método de Sanger
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Tamanho médio das sequéncias geradas - 700 — 1000 pb



Novas Tecnologias de Sequenciamento

Quimica de

Tipo de preparacao

Tamanho meédio da

Tecnollogia sequenciamento do molde sequéncia (pb)
Roche/454 Pirosequenciamento cPCR em emulsao 400
INlumina/Solexa Por sintese com Amplificacdo por ponte  35-150
DNA-polimerase;
terminadores
reversiveis
Applied Biosystems/ Com base em ligacao/ Amplificacao por PCR 50
SOLiD sonda removivel em emulsao
Helicos/ HeliScope Terminadores Moléculas tnicas de 32
reversiveis DNA imobilizadas
Pacific Biosciences DNA polimerase Moléculas unicas de 1000
imobilizada; fluoréforo = DNA
ligado no grupamento
fosfato do nucleotideo
lon Torrent Por sintese com DNA polimerase/ 35-400
lon Proton deteccao de protons liberados na

sintese



AplicacOes do sequenciamento de DNA

« Obter a sequéncia completa de fragmentos de DNA
(clonados em plasmideos, produtos de PCR)

« Obter a sequéncia completa de cromossomos/genomas

< Obter a sequéncia de transcritos (RNA)/transcritoma



Como 0s genomas sao sequenciados

DNA genomico

Fragmentacaoe
clonagem

Biblioteca de clones
(BAC)

\

Ordenamento dos clones
da biblioteca |

Selecao dos clones de BAC
para sequenciamento

Fragmentacao e

clonagem J,
Geragao de sub-bibliotec’as dos ~y -"‘.:ﬂr- A~ T Al
clones de BAC em plasmideos M e SoFpreop Ty T
e e — e L
Sequenciamento dos clones J'

LACCGTAAATGOOGCTGATCATGCTTARAA

(sequenciamento shotgun) TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCOTACTG. . .

* . ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .
Montagem (in silico
9 ( ) Nature 15 Feb 2001 409(6822)



Fragmentar aleatoriamente e clonar os
fragmentos em vetores do tipo BAC:

DNA genomico biblioteca de BAC

o

&

_ _ _ Sequenciar extremidades
- - — (— dos clones de BAC e

— ordenar

Selecao dos clones de BAC para
sequenciamento completo

Geracao de sub-bibliotecas shotgun e sequenciamento de
ambas as fitas de DNA de cada clone

V

f

BAC: cromossomo
artificial de leveduras




Como 0S genomas sao sequenciados
utilizando as metodologias de ultima geracao?

A etapa laboriosa de clonagem e
selecao de clones
recombinantes dos fragmentos
do DNA genomico fol eliminada




Como o0s genomas sao sequenciados atualmente

DNA genOomico ou
bibliotecas de BAC

l

Fragmentacao

\

Amplificacao
dos fragmentos

\

\
\

Sequenciamento

\

Montagem (in silico)

LACCGTAAATGOOGCTGATCATGCTTARAA
TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .

LACCGTAARTGGECTGATCATGCTTAALCCCTGTGCATCCTACTG. & .
Nature 15 Feb 2001 409(6822)



Evolucao da tecnologia de sequenciamento de DNA

Single
molecule?
1,000,000,0004
o 100,000,000+ Massively parallel
c sequencing
L
8 10,000,000 Short-read
= sequencers
». 1,000,000
@
= 1
& 100,0000- : ; Microwell
g Capillary sequencing Dvreskciiencing
8 10,0004
2 Gel-based systems
3 1,000 Second-generation
8 oS capillary sequencer
e, 1004 manual slab gel First-generation
X slab gel capmary
10-

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 Future
Year

MR Stratton et al. Nature 458, 719-724 (2009) doi:10.1038/nature07943 matur e



Aplicacoes de sequenciamento

e Medicina

— Genoma humano

* Primeiro sequenciamento

— ano 2000, a um custo de centenas de milhdoes de ddlares
* Hoje

— Centenas de milhares de genomas foram sequenciados

— Custo em torno de 30 mil ddlares

— Transcritoma humano
— Medicina personalizada
— Diagnostico de doencas infecciosas



Sequenciamento e comparacao de sequéncias genomicas de individuos

(a) SMNPs SNP SNP SNP
Milhares de pares | Milhares de pares | Milhares de pares
de bases de bases de bases
Cromossomo A —, —, e

Individuo 1 AACACGCCA. .. TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...
Individuo 2 AACACGCCA ... TTCGAGGTC. .. AGTCAACCG...
Individuo 3 AACATGCCA . .. TTCGGGGTC. .. AGTCAACCG...
Individuo 4 AACACGCCA . TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...

N

FIGURA 8-7 Identificacdo de haplétipos. (a) SNPs sao identificagdo do haplétipo de um individuo (sequenciando
identificados em amostras gendmicas, e (b) grupos de SNPs 3 em vez de 20 loci). Se as posicdes mostradas forem se-
sdo compilados em um haplétipo. Os SNPs irdo variar na guenciadas, uma sequéncia ATC pode ser caracteristica de . Jﬂ'l.' - G - G = {: L - A
populacdo humana geral, assim como nos quatro individuos uma populacdo nativa de um local do nordeste da Europa,
ficticios mostrados aqui. Contudo, os SNPs escolhidos para enquanto GTC pode ser encontrado em uma populagdo na 'T' | A = 'A' 'T . A
definir um haplétipo frequentemente serdo os mesmos Asia, Multiplos haplétipos deste tipo sdo utilizados para T_ - G B _.E - _T_ -G
na maior parte dos individuos de uma populacdo em par- tracar populacdes humanas pré-histdricas. Ver texto para
ticular. (c) SNPs que definem haplétipos (SNPs marcado- detalhes. [Fonte: Adaptada de International HapMap Consortium,= A = G == A == C- -A
res) podem ser utilizados para simplificar o processo de Nature 4261?89 -796,2003.] l
(c) SNPs marcadores A T C
G c G

|dentificagcao de SNP (polimorfismo de unico nucleotideo) em genomas. Grupos de
SNPs marcadores sao compilados em um haplotipo e podem ser utilizados para
identificac&o de individuos pelo sequenciamento de regides definidas de seus genomas.
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>2.000 genomas bacterianos completados
>100 genomas de arquecbacténas completados

n Homem de Sagqag (ser humano de
2010

4,000 anos de idade da Groenlandia)

L= Z, mays {milho)

| — H. neandertholensis (Meanderthal, rascunha)
_/- O, anatinus (ornitorrinco)

L Craig Venter (primeirg individuo humana)
; €. familiaris (c30)

[—— M. mulatta (macaco rhesus)

2007 ‘ﬁ T. vaginalis {protista)

5. purpuratus (ouri¢o-do-mar)

2006 A, meliifers (abelha)

2005

[ F troglodytes (chimpanzé)

2004 ) norvegicus (rato)

| .~ H. sapiens (ser humano, completada)

2003 M. muscuius (camundongo)

——— A, gambioe (mosquito)

2002 _% O, sativa L. {arroz)

5. pombe (levedura de fissdo)

2001-5— H. sapiens (ser humang, rascunio)

2000

™S A thaliona {planta)
— [ melgnogaster {mosca-das-frutas)

1999 4—— ( elegans (verme nematddeo)

1998

—— E. coli (bactéria)

W87 L__ M. jennaschii (primeira arquecbactéria)

1996+
1995
1994
1993+
1992
1551

1990+

Lss 1

b 5. covewisioe (levedura de brotamanto)
T M, genitalium (micoplasma; mengr genoma)
H. influgnizae (Bactéria)

—— Inicio do sequenciamento de genomas

177

L 2174 (bacteridfaga)



PCR

* Polymerase chain reaction

* Reacao em cadeia da polimerase



Quem é a polimerase?



Polimerases de DNA: As enzimas que sintetizam DNA

@ A sintese de DNA ocorre  s..... OH 3
pela adicao de nucleotideos gg???

a extremidade 3 OH da PrEBppEEEee
cadeia em crescimento. < 5"

@ A DNA polimerase requer
um primer (iniciador) e um 5' PPPamgm OH 3'
molde

@ O precursor da sintese é
desoxirribonucleosideo
5°trifosfato

@ Sentido da sintese
sempre é 5’ —» 3’

@ A replicacao é um
processo extremamente
fiel. As DNA-polimerases
tem atividade revisora




O processo de PCR

Procura imitar o processo de replicacao de DNA (o
que explica o uso da polimerase)

Objetivo é aumentar (“amplificar”) a quantidade de
uma certa sequéncia de DNA de interesse

— com mais DNA, é possivel fazer mais coisas com esse DNA
Inventada na década de 80

Seu inventor ganhou o prémio Nobel em 1993 (Kary
Mullis)



E um processo de crescimento
exponencial

* Como na lenda do jogo de xadrez...




1 grao na primeira casa

2 graos na segunda casa

4 graos na terceira casa

...etc

Quantos graos na ultima casa?



2n-1
763
~ 101
1 trilhdo = 1012

10 milhoes x 1 trilhao



Ingredientes para PCR

O DNA molde que contém a regiao do DNA gque se deseja
amplificar (o alvo)

Dois primers que sao complementares as pontas 3‘ da fita
senso e da fita anti-senso do DNA alvo

Polimerase Tag que funcione a 70 °C

Deoxinucleosideos trifosfato (ANTPs) ou seja, nucleotideos
contendo grupos trifosfato

Tampao (um ambiente quimico adequado para acao da
polimerase)

Cations e ions de magnésio e potassio


https://en.wikipedia.org/wiki/Taq_polymerase
https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleotide
https://en.wikipedia.org/wiki/Bivalent

Ciclos do PCR

e Aideia é fazer o DNA (e os ingredientes)
passarem varias vezes por 3 passos

— Passo de desnaturacao, em que DNA fita dupla passa a ser
de fita simples

— Passo de anelamento, em que os DNAs de fita simples se
tornam fita dupla

— Passo de extensao do DNA, para que a polimerase consiga
chegar ao fim do alvo



PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :
. ﬂh‘*ﬂw‘% %www% ( Step 1 : denaturatin%
¢ I ¢ T L ¢ ] minut 94 °C
T

T 13 Step2:annealing
& vy S =

Ij'r
% 45 seconds 54 °C
-S. 3I i -
u, ¥ jlr )
¥ WW Jil ; ] forward and reverse
m 5 primers !!!
5 | | | | (Y .
< Step 3 : extension g
SRR I S LT CHHE P
||K||f'|“x“’fﬁ T R . .
. ~ 7~ b T R T | 2 minutes 72 °C
| lllll'l'[[l'f”fr'r ~ | | \ A only dNTP's
¥ |

—
TS .
(Andy Viersirasie 1999)

Fonte: htto://users.uaent.be/~avierstr/orincinles/ocr.html



 Matematicamente, se comecassemos com
uma unica molécula, teriamos no final

— Entre 239 e 249 moléculas



Polymerase chain reaction - PCR

ariginal DMNA
to be replicated 5 3 5
1

»

H
/ Nese/ \

HHHE
AVETATAN

nucleotide

0 Denaturation at 94-95°C

ﬂ Annealing at ~68°C
€) Elongation at ca, 72°C

Fonte: wikipedia



=
4 COPIES
\ =
—
2 COPIES
-
=\
/ S
——
\—/
| COPY
B
/— el
-
\ =
—_—
_———
/ S
—-
—
POLYMERASE CHAIN REACTION is a simple technique for copy-  agenis. Because the number of copies increases exponential-
ing a piece of DNA in the laboratory with readily available re- 1y, more than 100 billion can be made in only a few hours.
58  SCIENTIFIC AMERICAN April 1990




PCR se faz por maquinas

termocicladores



Nem sempre PCR da certo

Venfication of PCR product on
agarose or separide gel

kb -

1kb

ladder PCR fragments




Aplicacoes

 Aumentar a quantidade de DNA para
seguenciamento

* Diagnostico de doencas genéticas
* Diagnhostico de doencas infecciosas

* |dentificacao de assinaturas genéticas, como
em testes de paternidade

* Filogenia de espécies por pequenos trechos
de DNA



PCR e sequenciamento

* PCR depende de molécula alvo, previamente
conhecida

 E muito mais barato do que sequenciamento

* Sequenciamento fornece muito mais
informacao



