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Meétodos de secuenciacion

v Sanger dideoxy (primer extension/chain-
termination) method:

Protocolo mas conocido de secuenciacion, adaptable a

proyectos de secuenciacion a gran escala.

v Maxam-Gilbert chemical cleavage method:

Marcacion y clivaje del DNA de forma secuencia-
especifica. Protocolo no facilmente escalable y tedioso.

v Métodos mads modernos:
Secuenciacion por sintesis
Secuenciacion por ligamiento
Pirosecuenciacion



Método de secuenciacion de Sanger
(1977: F. Sanger y W. Gilbert - DNA Sequencing)

;Queé se necesita?

1) Templado de DNA simple cadena (ssDNA, antes con
fagoM13, en la actualidad por PCR)

2) “Primer” complementario al extremo del DNA

3) DNA polimerasa (carente de actividad exonucleasa)

4) Deoxinucleotidos trifosfato (dNTPs) y
dideoxinucleotidos trifosfato (ddNTPs)



Méetodo de secuenciacion de Sanger

Pasos:

a) Annealing del primer

3 DNA simple cadena 5’
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Méetodo de secuenciacion de Sanger
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Méetodo de secuenciacion de Sanger

Ejemplo de Ejemplo de Ejemplo de
didesoxirmibonucleotido (ddNTP): desoxirribonucleotido (ANTP); ribonucledtido (NTP):
didesoxicitidina-trifosfato, ddCTP desoxicitidina-trifosfato, dC'TP citidina-trifosfato, CTP
o 27,3’ -didcsoxicitidina-5"-trifosfato o 2" -desoxicitidina-5"-trifosfato o citidina-5"-trifosfato
N
S
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(camo de costumbre, los O l " : ; 3 2y - Y :
B R Y T la diferencia entre el didesoxinucledtido y el desoxinucledtido habitual
anillo no se han M I l;! cs comparable a la existente entre este Gltimo y el ribonuclebtido:
representado) R poseen un grupo OH menos en la ribosa
H H

Cuando un ddNTP se incorpora a la cadena de DNA
en crecimiento, esta cadena no puede continuar

elongéndose (ya que la DNA pol necesita un extremo 3’ OH para
anadir el siguiente nucleotido)



Méetodo de secuenciacion de Sanger
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Ejemplo ddATP:
Cuando hayauna T
en el templado,
ocasionalmente se
agregara un ddA a
la cadena en
crecimiento



Método de secuenciacion de Sanger

(&) Primer extension reaction:

s TACTATGCCAGA / F

21-base primer

(26 bases)

s TACTATGCCAGA
ATGARD

Replication with ddTTP

e

-
L

El resultado es una serie de fragmentos

(b) Products of the four reactions:
Products of ddA rxn

Template:____ TACTATGCCAGA ___
22— @
(25— ATGDY
(27)— ATGATD

Products of ddG rxn

Template: _________ TACTATGCCAGA ___
(24) AT(®
(20)_____ ATGATAC(®
(30)______ ATGATACG(®

de distinta longitud en cada tubo

Products of ddC rxn

Template:__ TACTATGCCAGA
(2B)____ ATGATA@®
(32) —_ ATGATACGGT®

Products of ddT rxn

Template: TACTATGCCAGA
23 AQ
(26)___ ATGAD
(31)___ ATGATACGGE)
(33) —_ ATGATACGGTC@



Méetodo de secuenciacion de Sanger

Visualizacion de los fragmentos de DNA:

o Radioactividad
> Primers marcados (kinasa con 32P)
> dNTPs marcados (3°S o 32P)

e Fluorescencia
- ddNTPs marcados por fluorescencia

- Cada uno de los 4 ddNTP fluorece a distinta
longitud de onda, permitiendo su identificacion




Méetodo de secuenciacion de Sanger

ddNTP diferentes usados en
reacciones separadas
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Analisis de los fragmentos

de DNA por SDS-PAGE y
marca radioactiva del
primer o de los dNTPs

Smaller fragments

Con esta técnica en 1977

Sanger secuencio el primer
genoma viral de DNA, ¢X174,
de aprox 5 500 pb

Lectura:

ddA ddC ddG
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Método de Maxam-Gilbert (1977)

DNA labeled at one )

end with 32p

Base modification o
(Guanina metilada)

Release or displacement = o
of reacted bases W
{

Strand scission

(b)

EpGpCpTpGpCpTpApGpGpTpGpCpCpGpApGpC
G G GG G G G
“2p

*2pGpCpTp

“pGpCpTpGpCpTpAp
ipGpCprGpGprApGp
3Er:ﬂ'il:r‘illﬂTl:erfilr:rTl:uﬂ'tr:rGlﬂrﬁr:rlev
pGpCpTpGpCpTpApGpGpTpGpCpCp
“2pGpCpTpGpCpTpApGpGpTpGpCpCpGpAp
*“pGpCpTpGpCpTpApGpGpTpGpCpCpGpApGpPC

Se necesita:

-DNA marcado en un
extremo

-Una base modificada
(ej: metil-guanina) por
cadena de DNA.

-Un agente que cliva la
base modificada (ej:
piperidina)

Esta reaccion se realiza para
otras bases (A+G, Cy C+T).
Se muestra ejemplo para G

Los productos se detectan por
electroforesis de forma similar
que en el método de Sanger



Método de Maxam-Gilbert

1} Cbtaln single stranded DA

TGACT
: 1 T ) Add a P to §' end
+ T+ 3) Cleave at spacific nuzieotides

4 Differently sized ONA strands

5} Eleciraphorasis through
high rasolulion acrylamide gels

&1 Deduce DMNA saquance

&+
-

1-Se desnaturaliza el DNA

2-Se marca el extremo 5’ con
radioactividad

3-La muestra se divide en cuatro
alicuotas que son tratadas con
diferentes reactivos quimicos que
cortan al DNA en: G (piperidina),
A+G (acido formico), C+T
(hidracina), C (hidracina + NaCl)

4-En cada alicuota, queda una
coleccion de fragmentos de DNA de
diferente tamano que termina en
una base especifica.

5-Los fragmentos se separan
electroforéticamente en un gel de
poliacrilamida y se visualizan y
analizan por medio de una
radiografia.



Método de Maxam-Gilbert

5°2PGCTACGTA 3

VR
Cleavage at: A+G G C C+T
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Sequencing Gel



Sanger y Gilbert recibieron el premio
Nobel en 1980

The Nobel Prize in
Chemistry 1980

:
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Paul Berg Walter Gilbert Frederick Sanger

Prize share: 1/2 Prize share: 1/4 Prize share: 1/4

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".



Nuevo método de secuenciacion de Sanger

» 1982: F. Sanger - Shotgun Sequencing
(Se agrega un nuevo protocolo).

» Se secuencia el genoma del bacteriofago
lambda (48.502 nucleotidos, primer
genoma secuenciado con este método).



Shotgun Sequencing

DNA extracti .
ekt Permite

1 secuenciar
DNA fragmentation f ragmentos
grandes de

Clone into Vectors D NA
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Transform bacteria, grow, isolate vector DNA
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Sequence the library
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Assemble contiguous fragments
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,/ Secuenciacion automatizada

N 1987 — Primer
secuenciador

ABI 370




{8) Primer extension razctons:

Secuenciacién ?E‘Eﬁm* :IE%M“
a u to m a ti Za d a —m — TACTATZDCAGA —n:rr - TACTATZDCAGA
ATGATACE _— P.TG.Iﬁ

{b) Electrophoresis:

Durante la electroforesis los
fragmentos migran de acuerdo a su
tamano, el fluoroforo con el que
van marcados es detectado por un
laser, el cual envia una senal que P> N\ taserg

es interpretada por el equipoen 7" \

forma de un pico en un
¢ Datactor
“electroferograma”
(electropherogram).
To comguter
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Secuenciacion automatizada +
amplificacion por PCR

T N 1 G I

PCR with one primer
and dideoxyATP

IR O O L IO L OO L I I L

5’

BT ddA

Lt fEd g cop P BT undd Eay
After 4 cycles

% ddA

Bl ddA

ddA

ddA

3'
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Ligation mediated PCR (LMPCR)

94-95°C: desnaturalizacion
45-55°C: annealing
68-75°C: extension

25-35 ciclos

Ventajas: se requiere
mucha menor cantidad de
DNA molde

Desventajas: la DNA pol
termoestable incorpora
ddNTPs de forma poco
eficiente




Nueva generacion de metodos de
secuenciacion
» Secuenciacion por sintesis (SBS)
> Secuenciacion por ligamiento (SBL)

> Pirosecuenciacion



Secuenciacion

Para leer:

2016 May 17;17(6):333-51. doi: 10.1038/nrg.2016.49.
Coming of age: ten years of next

generation sequencing technologies.
1 2 1

@® APPLICATIONS OF NEXT-GENERATION SEQUENCING

Coming of age: ten years of next-
generation sequencing technologies

Sara Goodwin', John D. McPherson? and W. Richard McCombie'

Abstract | Since the completion of the human genome project in 2003, extraordinary progress has
been made in genome sequencing technologies, which has led to a decreased cost per megabase
and an increase in the number and diversity of sequenced genomes. An astonishing complexity of
genome architecture has been revealed, bringing these sequencing technologies to even greater
advancements. Some approaches maximize the number of bases sequenced in the least amount
of time, generating a wealth of data that can be used to understand increasingly complex
phenotypes. Alternatively, other approaches now aim to sequence longer contiguous pieces of
DNA, which are essential for resolving structurally complex regions. These and other strategies
are providing researchers and clinicians a variety of tools to probe genomes in greater depth,
leading to an enhanced understanding of how genome sequence variants underlie phenotype
and disease.
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Métodos para estudiar la interaccion
DNA-proteina

> Electrophoretic mobility shift assay
(EMSA).

» DNA footprinting assay.

> Yeast one hybrid system.

» Chromatin immunoprecipitation (ChlIP)
assay.

» Luciferase reporter assay.

» Etc.



Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA)

v Retraso de migraciéon en gel

v" Interaccién proteina-DNA
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(a)

DNA Footprinting

v" Interaccién proteina-DNA: permite identificar la regién de unién de una
proteina al DNA

v' Métodos mas populares: DNAse footprinting, dimethylsulfate (DMS)
footprinting, and hydroxyl radical footprinting.
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Doble hibrido

v" Interaccion proteina-proteina.

(a) Standard activation l—y Transcription

a) Activacion estandar de la
transcripcion. El dominio de
union al DNA (BD) se une al

dominio de activacion (AD), /<
estimulando la transcripcion. \

b) Ensayo de doble hibrido. Se
fusiona la proteina X a un (b) Two-trybieid aclivation is:
dominio BD y la proteina Y a un [
dominio AD. Se introduce en
levaduras.

BD muy usado: Gal4




Méetodos de identificacion

Yeast one-hybrid system ->  DNA-protein interactions

Yeast two-hybrid system ->  Protein-protein interactions

AD = activation domain

upstream of a reporter gene in
yeast leads to transcription

prey I Interaction of proteins X and Y

activation.
bait
. (DB | gene .
DB = DNA binding domain (i.e., from Gal4) | [ |
Yeast three-hybrid system -> RNA-protein interactions

Explicado en: Brent R, Finley RL Jr. (1997). Understanding gene and allele
function with two-hybrid methods. Annu Rev Genet. 31:663-704.



Chromatin Immunoprecipitation (ChlP)

Permite identificar

multiples proteinas

asociadas con una

region especifica
del genoma

Protein
2
m

Transcriptipn
factor 1

Shear DNA

Protein

4
-

\C e
Transcriptio

.

Immunoprecipitate

Isolate antibody-
protein-DNA complexes

Isolate DNA

Ejemplo de DNAse
footprinting



Luciferase Reporter Assay

Appropriate Luciferase gene E J empl o

_ Promoter Promoter \ (Reporter}.
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Goya et al., 2016, PNAS 113(48):E7837-E7845



