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A heteroplasmia define-se como a presenca de dois ou mais tipos de DNA mitocondrial
(mtDNA) num individuo. Os niveis heteropldsmicos tém interesse tanto como
marcadores genéticos, podendo aumentar o poder de discriminacdo em analises
forenses, como em diagnéstico genético de doencas mitocondriais, ja que o fenoétipo da
doenca apenas se torna evidente quando a percentagem de moléculas mutantes
existentes excedem um determinado limiar. A sequenciagdo do genoma mitocondrial
completo através do método de Sanger para o estudo de heteroplasmias é dispendiosa,
morosa e nao é sensivel o suficiente para a detecao a niveis inferiores a 15-20%. A
Sequenciagao Paralela Massiva (MPS) em diversas plataformas, e em particular na
plataforma lon Torrent PGM™, permite superar grande parte dessas limitagcdes
possibilitando uma andlise mais sensivel do genoma mitocondrial para a identificacao
das misturas com niveis reduzidos de heteroplasmia, uma vez que sdo sequenciadas
moléculas resultantes da amplificagdo monoclonal de uma Unica cadeia modelo,

produzindo diversas reads independentes para cada posi¢ao.

A analise quantitativa das moléculas amplificadas de mtDNA permitiu-nos criar misturas
de DNA de dois individuos distintos, com haplétipos previamente determinados,
simulando heteroplasmias em proporgdes especificas. Foi utilizada a amplificagédo do
genoma mitocondrial completo por Long-Range PCR (LR-PCR) para se tentar
proporcionar uma cobertura uniforme. A andlise dos dados de MPS indicou que até ao
nivel de 5% as variantes podiam ser detetadas e quantificadas com grande precisao
(R?= 0,9998). Foi visivel a problematica ja conhecida da andlise de regides
homopoliméricas por MPS. Em todas as proporcoes das misturas foram detetados
falsos positivos 0 que sugere uma menor especificidade do método, embora a maioria
deles surgissem associados a verdadeiras variantes ou regides homopoliméricas, o que

facilita a exclusao destas posicdes da analise.
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Heteroplasmy is defined by the existence of two or more mitochondrial DNA (mtDNA)
types within an individual. Heteroplasmic level is of particular interest as genetic marker,
increasing the power of discrimination when applied to forensic cases, and in the genetic
diagnosis of mitochondrial disease, since the disease phenotype becomes evident only
when the percentage of mutant molecules exceeds a critical threshold value. Sequencing
the whole mitochondrial genome searching for heteroplasmy using Sanger methodology
is expensive, time-consuming and not sensitive enough to detect levels below 15-20%.
Massively Parallel Sequencing (MPS) technology in several platforms, and particularly
in the lon Torrent PGM™ System, overcomes several of these limitations allowing for a
more sensitive analysis of the mitochondrial genome for identification of low-level
mixtures, since clonal populations of molecules originating from a single template strand
are sequenced generating many independent reads for each position.

The quantitative analysis of amplified mtDNA molecules allowed us to create mixtures of
DNA from two different individuals, with previously determined haplotypes, simulating
heteroplasmy in defined proportions. The entire mitochondrial genome amplification by
Long-Range PCR (LR-PCR) was used in attempt to provide uniform coverage. Analysis
of MPS data indicated that minor variants could be detected and quantified to 5% level
with great accuracy (R?=0,9998). We could observe that the well characterized problem
of homopolymeric stretches is indeed problematic when performing MPS. False positives
were detected at all mixtures ratios suggesting a reduced specificity of the method,
although most of them were associated to true variant sites or homopolymeric stretches,

which allows for an easied exclusion of these positions from the analysis.

iv
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As mitocdndrias sdo organelos presentes em quase todas as células eucariéticas. Sao
constituidas por uma membrana externa e uma membrana interna que possui varias
invaginagdes — cristas mitocondriais - que aumentam a sua area de superficie. No seu
interior, encontra-se a matriz mitocondrial onde estdo dispersas enzimas, ribossomas,
RNA e DNA.

A sua principal funcdo é a produgéo de energia a partir da hidrolise de hidratos de
carbono e de &cidos gordos, 0s quais sado convertidos em ATP por um processo
designado fosforilagdo oxidativa (OXPHQOS) (Andersson et al., 2003; da Fonseca et al.,
2008).

A teoria endossimbiética defende que as mitocéndrias derivam da endocitose de um
procarionte ancestral aerdbio por um eucarionte unicelular anaerdbio. Esta relagao tera
persistido por ser mutuamente benéfica. A célula procariética proporcionava ao
eucarionte a capacidade de realizar a fosforilagdo oxidativa, permitindo-lhe sobreviver
em ambientes diversos, e a célula anaerdbia fornecia nutrientes e protecdo ao
endossimbionte. Ao longo do tempo, a célula procariética tornou-se parte integrante da
célula hospedeira, culminando com a evolugao para células eucaritticas atuais. Esta
teoria é suportada por varios argumentos, nomeadamente por as mitocéndrias serem
muito semelhantes a alguns procariontes em dimensao e estrutura, e por possuirem
DNA préprio, o que lhes confere autonomia relativamente a célula hospedeira por lhes

permitir dividir-se independentemente desta (Margulis, 1981).

Desde a origem da célula eucariética até ao DNA mitocondrial (mtDNA) atual de
mamiferos, muitos dos genes que constituiam o genoma mitocondrial foram perdidos
e/ou transferidos para o DNA nuclear (nDNA). Da mesma forma que estes genes foram
transferidos para o nucleo, alguns fragmentos de mtDNA tém sido inseridos nos
cromossomas nucleares durante a nossa historia evolutiva, sob a forma de
pseudogenes (nao-codificantes). Algumas destas insergcdes de mtDNA no genoma
nuclear (NUMTs) sdo remotas no tempo e partilhadas por todos os primatas, enquanto
outras sdo mais recentes, variando mesmo a sua presenga ou nao entre populagdes
(Ricchetti et al., 2004).

O DNA mitocondrial de mamiferos é uma molécula circular de cadeia dupla constituida
por 37 genes que codificam duas moléculas de rRNA, 22 moléculas de tRNA e 13
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polipéptidos envolvidos no processo de fosforilacao oxidativa (OXPHQOS) e na producao
de energia (Andrews et al., 1999). O DNA mitocondrial humano tem cerca de 16569
pares de bases, podendo este comprimento variar devido a mutagcées de um pequeno
nuamero de nucleétidos, que podem ser inser¢des ou delecdes (Anderson et al., 1981;
Andrews et al., 1999). A cadeia pesada ou H (heavy) € mais rica em guaninas e a cadeia
leve ou L (light) possui mais citosinas na sua composicao (Butler, 2012).

O mtDNA apresenta uma organizagdo bastante econémica: a maioria dos seus genes
séo contiguos, nao possuem introes e praticamente todo o mMRNA é traduzido. Contudo,
h& uma regidao nédo codificante que se estende desde a posi¢cao 16024 até a posigéo 576
— regiao controlo ou D-loop — que contém os promotores de transcricdo e a origem de
replicacao (Andrews et al., 1999). Esta area também inclui pequenos segmentos que,
gquando comparados com o resto do genoma, apresentam sequéncias altamente
variaveis — as regidoes hipervariaves (HVR): a regido hipervariavel 1 (HVR1) que
corresponde ao segmento entre as posicoes 16024 e 16365; a regido hipervariavel 2
(HVR2), que esta localizado entre as posi¢cdes 73 e 340, e a regido hipervariavel 3
(HVR3) que corresponde a zona entre as posicoes 438 e 574 (Butler, 2012; Lutz et al.,
1997).

O mtDNA humano tem transmissao exclusivamente materna (Giles et al., 1980; Taylor
etal., 2003). Durante a fecundacao, as mitocondrias paternas ficam retidas na cauda do
espermatozoide e o zigoto herda somente as mitocéndrias que se encontram no
citoplasma do od0cito. Foi sugerido que, caso algumas mitocdndrias paternas
conseguissem penetrar no odcito, estas ficariam extremamente diluidas em
comparagdo com as maternas e que seriam marcadas com ubiquitina para posterior
degradadacao (Sutovsky et al., 2000). Foi apenas reportado um caso de heranga
mitocondrial paterna (Schwartz & Vissing, 2002).

Consequentemente, este genoma nao sofre recombinacao e € transmitido “em bloco”
(haploide). Assim, o mtDNA pode ser herdado intacto através das geragdes a ndo ser
gue ocorra uma mutagdo. O haplétipo mitocondrial materno serd passado a todos os
filhos e filhas no entanto, apenas estas os transmitirdo aos seus descendentes.
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Uma mitocondria contém entre 2 a 10 cépias de mtDNA e cada célula pode encerrar
entre dezenas a milhares destes organelos (Cavelier et al., 2000). Assim, enquanto a
maioria das células apenas possui duas cépias de DNA nuclear, podem conter entre
1000 e 100000 cépias de mtDNA, dependendo do tipo de célula e dos seus
requerimentos energéticos (Chinnery & Hudson, 2013).

O mtDNA é herdado ao longo das gerag¢des mas, durante esse processo, podem ocorrer
mutagdes que alteram a sua sequéncia. Muitas dessas mutagdes sdo mantidas ao longo
do tempo e ndo apresentam qualquer efeito adverso para o seu portador, aparecendo
em pelo menos 1% da populagéo — polimorfismos.

Nos polimorfismos do mtDNA destacam-se os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
gue surgem quando um par de bases é substituido por outro - mutagcao pontual.

O genoma mitocondrial exibe uma acelerada taxa de mutag¢ao que podera ser cerca de
5 a 10 vezes superior a taxa mutacional média do nDNA (Butler, 2012). A taxa de
substituicbes na regidao controlo encontra-se entre 5x107 e 5x10°% substituicdes por
posicao por ano (Parsons et al., 1997) e para a regiao codificante 1,26x102 substituicoes

por posi¢ao por ano (Mishmar et al., 2003).
Esta elevada taxa de mutacao, em comparagdao com o nDNA, dever-se-a:

e a acumulacao de radicais livres, que podem danificar o DNA, resultantes da

atividade da mitocondria;
e 3 auséncia de histonas na molécula de mtDNA;
e afrequente replicagdo do mtDNA;

e ¢ ainexisténcia de sistemas eficientes de reparacdo de DNA (Birky, 2001).
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A ocorréncia de uma nova mutacao ou polimorfismo numa determinada molécula de
mtDNA leva a que, dentro de uma célula, passe a existir uma mistura de sequéncias de
DNA diferentes, uma condicdo denominada heteroplasmia (Lightowlers et al., 1997).
Quando uma célula heteroplasmica se replica, os dois tipos de moléculas séo
segregadas de forma aleatoria para as células-filhas e o acaso determina a proporgéo
do tipo de DNA em cada uma. Apesar de a maioria das células herdar uma mistura dos
dois tipos de DNA, algumas células podem receber apenas um deles — homoplasmia.
Assim, um unico individuo pode ter diferentes tipos de mtDNA num s6é tecido, ter um tipo
de mtDNA num tecido e outro tipo noutro tecido e/ou apresentar heteroplasmia numa
amostra de um tecido e homoplasmia em outra amostra do mesmo tecido (Carracedo
et al., 2000) ou até mesmo apresentar heteroplasmia numa unica mitocdndria (Reiner
et al. 2010).

As heteroplasmias podem ser heteroplasmias de sequéncia (ou pontuais) ou
heteroplasmias de comprimento. As heteroplasmias de sequéncia caraterizam-se pela
presenca de dois nucleétidos diferentes na mesma posicdo. As heteroplasmias de
comprimento ocorrem, normalmente, junto as expansdes de citosinas nas regides
homopoliméricas da HVR1 (da posicdo 16184 até a 16193) e da HVR2 (da posicao 303
até a 310) (Parson & Bandelt, 2007; Stewart et al. 2001).

Estudos recentes apontam para que quase todos os individuos possuam algum estado
de heteroplasmia mesmo que em niveis muito reduzidos (Naue et al., 2015; Payne et
al., 2013). A incidéncia de heteroplasmia de sequéncia em tecidos com elevada
atividade metabdlica (por exemplo, musculo e figado) parece ser frequentemente maior
do que em tecidos como o0 sanguineo, o 0sseo e o epitélio bucal (Naue et al., 2015;
Ramos et al., 2013).

De uma maneira generalizada, pode-se afirmar que todos os humanos sao relacionados
por via materna pois descendem todos de um tipo ancestral de mtDNA comum presente
na populagdo da Africa subsariana ha cerca de 150000-200000 anos (Wallace et al.,
1999). As mutagdes que se acumularam no genoma mitocondrial desde entéo, aliadas
as diferentes migracdes das populacdes pelo planeta e outras pressdes seletivas, sdo
os geradores das diferencas existentes entre individuos e populagdes.
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A utilizacdo das regides variaveis do genoma é util quando aplicada na identificacao
humana (Butler, 2012). No entanto, por n&o sofrer recombinacao e ser transmitido por
via materna, o mtDNA nao permite distinguir um individuo dos outros pertencentes a
mesma linhagem materna e, assim, possui um poder de discriminacao inferior ao do
NDNA (Holland & Parsons, 1999).

Ainda assim, a heranga materna permite o0 aumento do numero de potenciais amostras
de referéncia de um individuo, quando amostras deste ou dos seus familiares diretos
n&o sdo acessiveis para comparag¢ao. A amostra de referéncia podera, entao, provir de
qualquer familiar da linhagem materna, mesmo que separado por varias geragoes
(Budowle et al., 2003).

Além disto, a protecdo pela dupla membrana da mitocdndria e a forma circular da
molécula de DNA, que o torna menos vulneravel a degradacao por exonucleases, faz
com que a possibilidade de ser recuperado intacto, apés um longo periodo de tempo,
seja mais elevada do que o nDNA. Da mesma forma, a pequena molécula e as muitas
copias de mitDNA em cada célula, tornam possivel a obtencdo de DNA a partir de
amostras bioldgicas muito pequenas, como as encontradas em desastres em massa ou

em investigacdes de pessoas desaparecidas.

No inicio dos anos 90, a andlise das HVR ou, por vezes, de toda a regiao controlo tornou-
se 0 método mais comum de andlise de mtDNA por serem estas as zonas que
apresentam mais variabilidade Atualmente, as analises forenses de rotina do mtDNA
ainda consistem exclusivamente na analise da regidao controlo (Butler, 2012). Apenas
depois da passagem do século, surgiram os primeiros estudos que contemplavam a
sequenciagdo completa de genomas mitocondriais de varias populagées mundiais de
forma a aumentar o poder de discriminagao (Ingman et al. 2000; Parsons & Coble 2001).

Tendo em conta as técnicas mais utilizadas na maioria dos laboratérios forenses, a
presenca de heteroplasmia pode complicar a interpretagdo dos resultados, como
veremos mais a frente. Contudo, este fendmeno pode também aumentar o valor de uma
identificacdo quando se encontra a mesma heteroplasmia na amostra de referéncia e

na amostra a testar (Coble et al., 2009).

Por outro lado, como ja referido anteriormente, amostras provenientes de diferentes
tecidos que podem ndo apresentar o mesmo padrao de heteroplasmia. Quando uma
amostra referéncia apresenta este fenomeno e a amostra teste ndo apresenta, ou vice-
versa, gera-se uma dificuldade na interpretacdo dos resultados. Isto ocorre

frequentemente quando a amostra de um local de crime é, por exemplo, cabelo
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(frequéncia de heteroplasmia de 36.7% a 30.2%) e a amostra colhida ao suspeito é
saliva ou sangue (19.8% a 16.2%) (Naue et al., 2015).

As doengas mitocondriais s&o disfungdes da cadeia respiratoria, de origem genética,
que afetam a fosforilagdo oxidativa. Sdo doengas multissistémicas mas afetam,
sobretudo, os tecidos com elevadas necessidades energéticas como o sistema nervoso

central, os musculos esqueléticos, o coragao, os rins e o sistema endocrino.

As citopatias mitocondriais podem ser causadas por alteragées nos genes mitocondriais
ou nos genes nucleares relacionados com a estrutura e fungao mitocondrial (Chinnery
& Hudson, 2013). As mutag¢des do mtDNA sao responsaveis por 5-40% das doengas
mitocondriais na idade adulta e até 25% dos casos na crianga (Thorburn, 2004a &
2004b). Apesar da maioria das alteragdes no mtDNA serem polimorfismos neutros
(Ingman et al., 2000), a primeira mutagao patogénica foi identificada em 1988 (Holt et
al., 1988; Wallace et al., 1988). Desde ai, mais de 270 muta¢des causadoras de doenca
foram registadas (Lott et al, 2013) e originam um espectro variado de doencas
(MacFarland et al., 2007).

O modo de transmissao complexo (materno, no caso de mutacées no mtDNA, e
mendeliano, no caso de mutacées no nDNA) e a heterogeneidade clinica das doencas
mitocondriais resultam muitas vezes em diagnosticos demorados ou mal concebidos. A
prevaléncia das doencas mitocondriais €, também por isso, dificil de determinar.
Estimativas cautelosas apontam para cerca de 1 em 5000/10000 individuos afetados
(Chinnery et al., 2000; Schaefer et al., 2008; Skladal et al., 2003). Como a penetrancia
e reduzida, a prevaléncia nos adultos podera ser ainda mais elevada. Um estudo afirma
mesmo que 1 em cada 200 adultos saudaveis possui uma mutagédo pontual no mtDNA
(Elliott et al., 2008).

As mutagdes de mtDNA podem ser pontuais ou rearranjos do DNA (grandes delecdes
ou insergoes). As mutagdes pontuais sdo geralmente herdadas e frequentemente
heteroplasmicas (Tuppen et al., 2009). Dada a elevada taxa de mutagdo do mtDNA e a
presenca frequente de polimorfismos, a distingdo entre mutagbes neutras ou
causadoras de doenga pode ser problematica. Os rearranjos de mtDNA s&o geralmente
grandes delegdes que variam entre 1,3 a 8 kbs e incluem diversos genes (Schon et al.,
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1989). Costumam ocorrer de forma esporadica no inicio do desenvolvimento e de forma

constante em todas as células do mesmo tecido (Chen et al., 1995).

A manifestacao clinica de doenga mitocondrial e os defeitos a nivel bioquimico ocorrem
quando a fosforilagao oxidativa fica enfraquecida, o que s6 acontece quando se atinge
um numero minimo critico de moléculas de mtDNA mutado - efeito limiar. Este limiar
varia com o tipo de mutagéo e de tecido, sendo o seu nivel mais reduzido nos tecidos
com maiores requerimentos energéticos (Tuppen et al., 2009).

A expressao clinica de uma heteroplasmia patogénica no mtDNA esta diretamente
correlacionada com a propor¢do de mtDNA mutado. Parece ser necessdria uma
proporcao superior a 60% mtDNA mutado para ser observado um fenétipo, variando os
niveis acima deste valor de acordo com o tipo de mutacéo e de tecido afetado (Rossignol
et al., 2003).

Para o diagnéstico de doengas mitocondriais tém sido utilizados tecidos que possuem
um elevado numero de mitocéndrias, tal como o musculo esquelético. Uma bidpsia
deste tecido € o ideal para se detetarem variantes patogénicas que podem nao ser
detetadas numa amostra comum de sangue através das tecnologias mais comuns num

laboratério de diagnésticos.

A transmissao de doencas mitocondriais entre geracdes é bastante complexa devido a
interacao dos dois genomas, mitocondrial e nuclear, na manifestacdo de determinado
fenotipo. Para além disto, como muitos fatores clinicos dependem da proporg¢do de
mtDNA mutado, torna-se dificil estimar a probabilidade de uma méae que apresente
doenca mitocondrial ter filhos afetados (Carling et al., 2011; Cree et al., 2008).

Alguns estudos apontam para o facto de maes com heteroplasmia pontual terem uma
descendéncia com heranca de mtDNA variada. Este fendmeno esta associado ao efeito
de gargalo mitocondrial. No inicio da oogénese, ha uma reducdo de moléculas de
mtDNA que séo distribuidas para cada oécito primordial. A maturacdo dos odcitos esta
associada uma rapida replicagdo do mtDNA. Este evento de restricgdo seguida de
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amplificacao das moléculas de mtDNA pode levar a uma mudancga brusca na proporgcao
de moléculas mutadas nas diferentes geracoes e € a responsavel pelos niveis variados
de mtDNA mutado observado nos descendentes afetados de maes com mutacdes de
mtDNA patogénicas (Carling et al., 2011) (figura 1). Consequentemente, a variabilidade
na percentagem de moléculas de mtDNA mutadas observadas na descendéncia de uma
progenitora com heteroplasmia provém, pelo menos em parte, da sele¢cdo de apenas
um subconjunto de mtDNA durante a oogénese.

Uma excecao a herangca materna mtDNA mutante ocorre quando a progenitora tem

heteroplasmia provocada por uma grande delecdo no mtDNA. Por razdes
desconhecidas, as moléculas com remog¢do de miDNA, geralmente, ndo sao
transmitidas das mées clinicamente afetadas para a sua descendéncia. Progenitoras
nao afetadas que tenham um filho com este tipo de mutagéao tém pouca probabilidade
de ter um segundo filho afetado. Ja as progenitoras afetadas correm o risco de 1 para

24 (Chinnery et al., 2004).
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Figura 1 - Representagao esquematica do efeito de gargalo mitocondrial. (Adaptado de Taylor & Turnbull., 2005).
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A sequenciagao permite-nos desvendar a sequéncias de nucleétidos de determinada
molécula de DNA. Diversas técnicas de sequenciacao tém sido utilizadas para a detecao
de heteroplasmias devido ao crescente interesse no campo da genética forense,
principalmente para o aumento do poder de discriminagdo de haplotipos, e na pratica
clinica, onde é necessario quantificar a heteroplasmia e pesquisa-la em varios tecidos
para poder ser associada a doenga.

Os primeiros estudos em mtDNA foram efetuados por RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism). Mais tarde, esta técnica foi aliada a PCR (Polymerase Chain
Reaction) originando uma técnica simples e conveniente para a dete¢cdo de SNPs (Ota
et al., 2007). As endonucleases de restricdo reconhecem sequéncias especificas no
DNA onde efetuam um corte, originando fragmentos com comprimentos conhecidos. A
presenca de um polimorfismo, cria ou elimina o local de corte de uma endonuclease de
restricao, resultando em fragmentos com comprimentos distintos, detetados num gel
sujeito a eletroforese. A detecdo de heteroplasmias através desta técnica pode ser
afetada por diversos fatores e niveis inferiores a 10% ndo conseguem mesmo ser
detetados (Bai & Wong, 2004).

Em 1975, Frederick Sanger e os seus colaboradores, introduziram uma metodologia de
sequenciagao de DNA baseada no PCR convencional, designada método de
terminacdo de cadeia (Sanger & Coulson, 1975; Sanger et al., 1977). Devido a sua
enorme facilidade de execugao, este método tornou-se o padrdo para a sequenciagao
entre a comunidade cientifica durante mais de trés décadas.

De acordo com esta técnica, o DNA é replicado na presencga de didesoxirribonucle6tidos
(ddNTPs), que ndo possuem o grupo hidroxilo do carbono 3’ e atuam como inibidores
sintéticos que competem com os seus analogos naturais dNTPs. Para que a sintese do
DNA ocorra, a DNA polimerase tem que catalisar a reagdo entre do hidroxilo do
nucleétido antecessor e o fosfato do carbono 5’ do nucle6tido a ser adicionada a cadeia.
Assim, quando um ddNTPs € incorporado numa cadeia a sua extensao € interrompida
pois a DNA polimerase ndo consegue executar a sua fungao.
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A reacao de sintese ocorre na presencga de concentracoes planeadas dos dois tipos de

nucleotidos de forma a, no final de varios ciclos, se conseguir obter diversos fragmentos

de DNA de comprimentos variados, que terminam com um dos inibidores.

De seguida, cabe separar esses fragmentos por ordem de forma a revelar a sequéncia
total. Hoje em dia, a técnica mais utilizada para este fim € a eletroforese capilar. Nesta,
utilizam-se os ddNTPs marcados com fluoréforos e fazem-se migrar os diferentes
fragmentos ordenadamente no interior dos capilares. A medida que os terminadores s&o
excitados por um feixe de laser, emitem luz nos diferentes comprimentos de onda que
correspondem a cada um dos quatro ddNTPs terminadores que séo detetados pelos
sensores (figura 2).
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Figura 2 - Representagao esquematica do método de terminagédo de cadeia (Adaptado de: Lehninger et al., 2008).

A probabilidade de ser atribuida uma base errada a uma posicao, através desta

metodologia, pode resultar de erros que ocorrem na amplificacido, por contaminagéo da
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amostra ou devido ao slippage da polimerase em regides de short tandem repeat e
homopolimeros. Ainda assim, a média final de erros na leitura é muito baixa (1 erro por
cada 10000-100000 nt) (Ewing & Green, 1998).

Contudo, apesar de o método de Sanger ser amplamente utilizado para a sequenciacao,
apresenta algumas limitagdes. A maioria dos laboratérios apenas possui aparelhos que
atingem um maximo de cerca 6 Mb de sequéncias de DNA por dia, produzindo leituras
da ordem de 600 a 1000 nucleétidos, com um custo a rondar os 500 dolares por cada
1Mb (Kircher & Kelso, 2010). Assim, este método demonstrou-se demasiado moroso e
dispendioso para ser empregue em projetos de sequenciacao de larga escala.

A detecdo de heteroplasmia pontual é feita pela observagédo de dois picos na mesma
posicao do eletroforegrama, pelo que “ruido de fundo” criado por aparelhos e corantes,
podem nao permitir a sua distincdo e dar origem a falsos positivos. Além disso, a
sequenciagao de Sanger ndo € um método quantitativo, nao possui a sensibilidade para
detetar heteroplasmia com niveis inferiores a 15-20% e ndo deteta grandes delegbes no
genoma mitocondrial (Rohlin et al., 2009; Chinault et al., 2009; Wong et al., 2008).

Mais recentemente, avangos na tecnologia de sequenciacao, levaram a producao de
plataformas capazes de gerar informag@o muitas vezes superior a das tecnologias até
entdo existentes. Estas tecnologias de Sequenciacdo Paralela Massiva (MPS) ou
Sequenciacado de Nova Geracao (NGS) sao capazes de conceber informacao sobre
milhdes de pares de bases numa unica corrida e a um custo bastante inferior, quando

comparadas com a metodologia de Sanger (Just et al., 2015).

Com tecnologias desta rapidez torna-se facil imaginar a analise do mtDNA completo em
analises de rotina em vez de apenas se sequenciar as zonas HVR ou a regido controlo.

Estas tecnologias de MPS originam reads (pequenas sequéncias de nucledtidos obtidos
por sequencia¢ao) de pequeno tamanho (com 30 a 400 bp) em prol do aumento da
cobertura da sequencia¢do quando comparadas com as plataformas de sequenciagao
de Sanger por eletroforese capilar. A cobertura € definida como o numero de reads
alinhadas com a referéncia que representam uma determinada regiéo, isto é, o numero
de vezes que uma posi¢do nucleotidica € sequenciada. Quanto maior o nimero de

vezes que essa regidao € sequenciada (ou seja, a intensidade de cobertura) e a
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uniformidade da cobertura maior é a confianca e a sensibilidade do processo de
identificacao de variantes. A intensidade de cobertura pode ser influenciada pela prépria
natureza da sequéncia a investigar, do método de enriquecimento, do tipo de variante a
ser analisada e se pertence a linhagem somatica ou germinativa (Life Technologies,
2014). Zhang e colaboradores, comparam as coberturas obtidas por diferentes
estratégias de PCR na amplificagdo do genoma mitocondrial completo. Aquela cujo
genoma foi amplificado num unico fragmento obteve uma intensidade de cobertura mais

elevada e mais uniforme (Zhang et al., 2012).

Como estas tecnologias geram produtos de leitura pequenos, tornaram possivel a
obtencdo de sequéncias de amostras ancestrais de DNA, que normalmente se
encontram muito fragmentadas para serem analisadas com as técnicas tradicionais
(Green et al., 2008; Miller et al., 2008).

Desde 2005 sdo muitas as plataformas de MPS que tém surgido com base em
tecnologias que utilizam leitura 6tica. Mais recentemente, surgiu uma plataforma de
sequenciagcao que, em vez de se basear nas emissdes de luz geradas no processo de
identificacdo de bases, apoia-se na modificagdo do pH do suporte onde ocorre o
processo de sequenciagdo — o lon Torrent Personal Genome Machine™ (PGM - Life
Technologies). Esta tecnologia segue um principio basico do processo bioquimico da
sintese de DNA: quando um nucledétido é incorporado na cadeia de DNA em extensao,
¢ libertado um protao. Como consequéncia, o pH da solucao altera-se e essa variacao
€ detetada por sensores e transformada em informacéo digital (Rothberg et al., 2011).
Como nao requere fluorescéncia nem sistema de detecao por camara de leitura 6tica,
torna-se numa equipamento de menor tamanho, muito mais rapido e mais econémico
(~1000 délares) (Quail et al., 2012).

O lon Torrent PGM™ tem por base a sequenciagao por sintese num chip semicondutor.
Este chip possui milhées de pogos que captam informagdo quimica. O processo de
sequenciagao inicia-se quando o DNA a ser estudado é fragmentado em milhdes de
fragmentos. Cada fragmento €, entdo, ligado a uma bead (esfera) e € copiado até que
toda a superficie desta bead esteja coberta por cépias do fragmento original. Estas
beads sdo, de seguida, carregadas individualmente, num dos pogos do chip. O chip vai
sendo inundado faseada e ordenadamente por solugdes contendo cada um dos quatro
nucleétidos. Se o nucledtido for incorporado na cadeia em extensao, ha alteracéao do pH
do poco, se nao for tal ndo se verifica. Esta alteracao de pH é transformada em voltagem
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e traduzida em informacao digital e é diretamente proporcional ao numero de

nucleotidos adicionados (Flusberg et al., 2010; Rothberg et al., 2011) (figura 3).
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Figura 3 - Sequenciacao no lon Torrent PGM: A) Imagem de um chip semicondutor; B) Esquema representativo do
interior de um chip; C) Esquema representativa da sequenciagéo por sintese que ocorre no interior de cada poco
(Adaptado de: Calandro, 2012).

Este método parece ser o ideal para aplicar em projetos de sequenciacdo mais
pequenos tal como a obten¢do do genoma de microorganismos, targeted sequencing,
sequenciagdo de amplificados e para determinacdo de variagdes e alteragdes em
popula¢des de microorganismos (Diaz-Sanchez et al., 2013).

Contudo, como cada read obtida por esta metodologia € menor, ha mais fragmentos a
necessitar de tratamento e o processo de assembly é mais complicado € moroso,
requerendo uma analise bioinformdtica mais extensa. A probabilidade de ser atribuida
uma base errada a uma determinada posi¢cdao é maior (0,1 a 1% por read) do que a
tradicional sequenciacao de Sanger (Ross et al., 2013).

Ainda assim, as tecnologias de MPS tém vindo a ser utilizadas com sucesso em diversos
estudos desde o seu aparecimento, nomeadamente, em estudos de genética forense
(Churchill et al., 2015; Weber-Lehmann et al., 2014; Young et al., 2014) e para o



FCUP | 29
Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias
diagnostico de doengas mitocondriais (Collins et al., 2013; Chung et al., 2015; Li et al.,
2014; Yeung et al., 2014).

A utilizacao das tecnologias MPS para a detecao/quantificacédo de heteroplasmias no
mtDNA tem sido ultimamente muito estudada. A avaliacao da precisdo dos haplétipos
obtidos por sequenciagdo de mtDNA completo na plataforma lon Torrent PGM, por
comparagado com aqueles obtidos pelo método de Sanger, obteve um elevado nivel de
concordancia entre as duas técnicas (Parson et al.,, 2013). Tang e colaboradores,
elaboraram misturas a partir de amostras com haplétipos conhecidos, em diferentes
propor¢coes de modo a obterem diferentes niveis de heteroplasmias em cada mistura.
De seguida, sujeitaram essas amostras a sequenciagao na plataforma lllumina Genome
Analyzer obtendo uma sensibilidade de 5% na detecao das heteroplasmias artificiais
(Tang & Huang, 2010).

Os valores de sensibilidade destas técnicas permitem discriminar os individuos através
da detegao de reduzidos niveis de heteroplasmia nos seus haplétipos e permitem um
diagnéstico de doenga mitocondrial mais detalhado através de exames n&o invasivos,
ao contrario da bidéspsia muscular, ja que apenas requerem para analise uma simples

amostra de sangue.



2. OBJETIVOS
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O objetivo principal deste estudo foi desenvolver, implementar e validar uma
metodologia de sequenciacado paralela massiva (MPS) do mtDNA, com andlise de
heteroplasmias, para aplicagdo nos campos clinico e de identificagao, recorrendo a

plataforma lon Torrent PGM.

Os objetivos especificos tragados para este projeto foram:

= Desenvolver uma estratégia de Long-Range PCR para a amplificagdo de
amostras de forma a uniformizar o mais possivel a cobertura da MPS e permitir
a detecéo de grandes delegdes no mitDNA;

= Avaliar a sequenciagcdo do mtDNA humano completo na plataforma lon
Torrent PGM por comparagao com os resultados obtidos pela sequenciagao de
Sanger;

» Determinar da sensibilidade, especificidade e precisao na detecao de
diferentes niveis de heteroplasmias da plataforma lon Torrent PGM através da
preparagdo de misturas de amostras de referéncia de forma a criar

heteroplasmias artificiais.



3. MATERIAIS E METODOS
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A selecado de amostras para efetuar misturas que simulassem diferentes propor¢des de
heteroplasmias englobou varias fases. Recolheram-se quatro amostras (T2, T3, T4 e
T5) de quatro dadores voluntarios saudaveis. Inicialmente, todas foram sequenciadas
para a regiao controlo para determinagéo do haplogrupo, tendo-se obtido as seguintes
classificagbes:

= T2: U5b1c;
= T3:U4aft;

» T4:H2a2a;
» T5:L1bt1at2.

Para astrés amostras que apresentavam haplogrupos mais distintos (T3, T4 e
T5) efetuou-se a sequenciagcado por Sanger do genoma mitocondrial completo para
determinagdo do haplétipo. Para essas trés amostras foi, igualmente, efetuada a
amplificagdo por Long Range-PCR, testando a estratégia da obtencdo de dois
fragmentos e a de um de fragmento. Apos se verificar que a estratégia de amplificacao
em um fragmento ocorreu com sucesso, selecionaram-se os amplificados das duas
amostras que apresentavam valores de concentragcdo mais elevados (T4 e T5). Estes
foram sequenciados por MPS e misturados, depois de normalizadas as suas
concentracdes, nas proporgoes indicadas na tabela 1. Os amplificados correspondentes
a estratégia de dois fragmentos da amostra T4 foram também sujeitos a MPS de forma

a poderem comparar-se as coberturas resultantes.

Tabela 1 - Proporgées das 7 misturas para analise por MPS.

99 95 90 50 10 5 1

Para comparar a detecao de heteroplasmias pelas duas metodologias de sequenciacao
também se realizou a mistura das duas amostras para analise pelo método de Sanger.

Devido aos custos e periodo de tempo associados a sequenciacao de toda a molécula
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de mtDNA pelo método de terminacao de cadeia, optou-se por se analisar somente uma
pequena parte da molécula de mitDNA de cada uma das amostras. Depois de
amplificadas e quantificadas as concentragcdes de cada uma das amostras por
NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific) e da normalizacdo das
mesmas, misturaram-se ambas de forma a se obter as propor¢des assinaladas na
tabela 2.

Tabela 2 - Proporgdes das 7 misturas para analise pelo método de Sanger.

95 90 75 50 25 10 5

Procedeu-se a recolha de saliva de cada um dos respetivos dadores e a extragdo do
respetivo DNA aplicando o protocolo adaptado para saliva do DNeasy® Blood & Tissue
Kit (Qiagen). A 1 ml de saliva adicionaram-se 4 ml de PBS e centrifugou-se a 1800 g
durante 5 min. Descartou-se o0 sobrenadante obtido e ressuspendeu-se o pelletem 180
pl de PBS. Adicionaram-se 25 pl de uma solug@o com proteinase K, 200 ul de Buffer AL
e misturou-se com recurso ao agitador vortex. De seguida, incubou-se a 56°C durante
10 min. Ao fim desse tempo, adicionaram-se 200 ul de etanol (96-100%) a cada uma
das amostras e misturou-se no vortex. Pipetou-se toda a mistura obtida no passo
anterior para uma coluna DNeasy Mini colocada sobre um tubo de recolha e centrifugou-
se a 26000 g durante 1 min. Posteriormente, descartou-se o tubo de recolha com o seu
conteldo e colocou-se a coluna sobre um novo tubo de recolha. Adicionaram-se 500 pl
de Buffer AW1 e centrifugou-se a 26000 g durante 1 min. Descartou-se novamente o
tubo de recolha com o seu contetdo e colocou-se a coluna sobre um novo tubo de
recolha. Adicionaram-se 500 pl de Buffer AWZ2 e centrifugou-se a 20000 g durante 3
min. Descartou-se de novo o tubo de recolha com o seu conteldo e colocou-se a coluna
sobre um eppendorf. Por fim, o DNA foi eluido da coluna com 100 pl de Buffer AE, ap6s
incubacao a temperatura ambiente durante 1 min e centrifugacéo a 26000 g durante 1

min, e mantido a -20°C até a sua utilizacao.
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- Estratégia para a amplificacao da regiao controlo:

Para cada uma das quatro amostras utilizaram-se os pares de primers MTT1 e MTT2
(tabela 3), em reagbes separadas, para amplificar a regiao controlo.

- Estratégia para a amplificacao do mtDNA completo:

Para cada amostra (T3, T4 e T5) utilizaram-se 12 pares de primers num PCR multiplex
cujos fragmentos resultantes se sobrepdem de modo a garantir a cobertura total da
molécula de mtDNA (tabela 3) (Ramos et al., 2009 & 2011). Os 12 pares de primers
foram combinados em duas primer mix de forma a poder amplificar-se simultaneamente
6 fragmentos em cada reagdo. Uma vez que os fragmentos amplificados séo
sobreponiveis, e de forma a evitar a amplificacado de fragmentos mais pequenos que o
desejado, os pares de primers foram distribuidos alternadamente pelas duas mix. Assim,
na primer mix 1 colocaram-se os pares de primers MTT1, MTT3A, MTT4A, MTT5A,
MTT6 e MTT8 e na primer mix 2 os pares de primers MTT2, MTT3B, MTT4B, MTT5B,
MTT7 e MTT9. Em cada mix, colocou-se 2 ul de cada primer e completou-se com agua
desionizada/RNAse free até perfazer 100 pl de volume final, de forma a cada primer

ficar a uma concentracédo de 2 uM.
- Estratégia para a amplificacao do fragmento para as misturas:

Para cada amostra (T4 e T5) utilizou-se o par de primers MTT1 para amplificar um

fragmento para ser misturado em diferentes propor¢des.
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Tabela 3 - Localizagdo da posicdo de ligacdo e sequéncia dos 12 pares de primers utilizados para amplificagcdo da

molécula de mtDNA.

MTT1_F1
MTT1_R1

MTT2_F1
MTT2_R1

MTT3_F1
MTT3_R3

MTT3_F3
MTT3_R1

MTT4_F1
MTT4_R3

MTT4_F4
MTT4_R1

MTT5_F1
MTT5_R3

MTT5_F3
MTT5_R1

MTT6_F1
MTT6_R1

MTT7_F1
MTT7_R1

MTT8_F1
MTT8_R1

MTT9_FH1
MTT9_R1

14898 F
151_R

16488 F
1677_R

1404 F
2801 R

2646_F
3947 R

3734 F
5571 _R

5468_F
6739_R

6511 _F
8000 R

7713 F
9220 R

8910_F
10648_R

10360_F
12226_R

11977 _F
13830_R

13477_F
15349_R

5-TAGCCATGCACTACTCACCAGA-3’
5- GGATGAGGCAGGAATCAAAGAC-3’

5- CTGTATCCGACATCTGGTTCCT-3
5- GTTTAGCTCAGAGCGGTCAAGT-3’

5’- ACTTAAGGGTCGAAGGTGGATT-3’
5’- TAATGCAGGTTTGGTAGTTTA-3’

5- GGTTCAGCTGTCTCTTACTTT-3
5- TCGATGTTGAAGCCTGAGACTA-3’

5- AAGTCACCCTAGCCATCATTCTA-3’
5- AAGTATTGCAACTTACTGAGG-3

5’- CACGCTACTCCTACCTATCTC-3’
5- GATATCATAGCTCAGACCATACC-3’

5- CTGCTGGCATCACTATACTACTA-3’
5- CAACGTCAAGGAGTCGCAGGT-3’

5- TCCTAACACTCACAACAAAAC-3’
5- GATTGGTGGGTCATTATGTGTTG-3

5- CTTACCACAAGGCACACCTACA-3’
5- GGCACAATATTGGCTAAGAGGG-3'

5- GTCTGGCCTATGAGTGACTACA-3
5’- CAGTTCTTGTGAGCTTTCTCGG-3

5- CTCCCTCTACATATTTACCACAAC-3
5- AAGTCCTAGGAAAGTGACAGCGA-3’

5- GCAGGAATACCTTTCCTCACAG-3’
5- GTGCAAGAATAGGAGGTGGAGT-3

- Amplificacao:

Para a amplificacdo, utilizaram-se dois tubos distintos para cada amostra. A cada tubo

adicionaram-se 15 pl de agua desionizada/RNAse free, 5 ul de par de primer/primer mix

e, por fim, 25 pl de Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen). De seguida, foram adicionados

5 ul de DNA da amostra nos dois tubos, perfazendo assim 50 pl de volume de reacéo.
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Para cada corrida de amplificagdo foi efetuado um controlo negativo que continha a

mesma mistura reacional mas sem DNA adicionado.

Todos os passos, a excecao da adicao do DNA, foram executados numa sala de pré-
PCR de forma a evitar contaminacdes. A amplificacao foi executada num termociclador
programado com as condi¢gées apresentadas na figura 4. A partir da amplificagéo o
procedimento decorreu no laboratério de p6s-PCR.

I I
I l
-y I x 35 . x 1
, I
95°C : 94°C :
15 min I 30 seq . ' -
I 72°C I 72°C
: 60°C 60 seq : 10 min
| 90 se( |
| I

Figura 4 - Condicdes para a amplificagdo do mtDNA completo por PCR multiplex.

Para a detecdao dos produtos de PCR, os mesmos foram sujeitos a eletroforese
horizontal através de gel de poliacrilamida T9C5. A visualizagdo das bandas foi
alcangada pela coloragao do gel por nitrato de prata (Budowle et al. 1991).

A partir deste momento, para cada fragmento a ser sequenciado realizaram-se reagoes
independentes. Apds a amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a uma
purificacdo por Exosap-IT (GE Healthcare) para a remogao dos dNTPs e primers nao
utilizados na reagdo de PCR, de modo a evitar que interferissem na reacao de
sequenciagao. Utilizou-se 1 pl de Exosap-IT para cada 1,5 yl de amostra. Esta reagéo
ocorreu num termociclador durante 15 min a 37°C e seguiu-se um passo para a

inativacao da enzima durante 15 min a 80°C.

Aos 2,5 pl de amostra ja purificada adicionou-se 1 ul de BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®),1 ul de Buffer (Applied Biosystems®), e 0,5 ul do
primer (2 uyM) correspondente ao fragmento a sequenciar. De modo a sequenciar a
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molécula completa de mtDNA foi utilizada uma estratégia com 31 fragmentos
sobreponiveis (tabela 4) (Ramos et al, 2009 & 2011). Todos os fragmentos foram
sequenciados no sentido forward (cadeia L) e apenas no sentido reverse (cadeia H)
guando, ap6s analise dos resultados, se detetava a falha da sequenciacao da primeira

estratégia, normalmente, devido a presenca de regides homopoliméricas.
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Tabela 4 - Localizagio da posigao de ligagao e sequéncia dos primers utilizados para sequenciar a molécula de mtDNA.

14898_F
15416_F
15966_F
151_R
16281_R
15825_R
16488_F
411_F
909_F
1677_R
1159_R
638_R
1404_F
2028 _F
2646_F
3239 F
3947 R
3382_R
2801_R
2263_R
3734_F
4346 _F
4896_F
5468_F
5995_F
6739_R
6154_R
5571_R
5017_R
4421_R
6511_F

5-TAGCCATGCACTACTCACCAGA-3’
5-TACACAATCAAAGACGCCCTC-3’
5-AGTCTTTAACTCCACCATTAG-3’

5-GGATGAGGCAGGAATCAAAGAC-3’

5-GTTGGTATCCTAGTGGGTGAG-3’
5-GTGAAGTATAGTACGGATGCT-3’
5-CTGTATCCGACATCTGGTTCCT-3
5-CGGTATGCACTTTTAACAGTC-3’
5-GATTAACCCAAGTCAATAGAA-3’
5-GTTTAGCTCAGAGCGGTCAAGT-3’
5-TAAGCTGTGGCTCGTAGTGT-3
5-GGTGATGTGAGCCCGTCTAAA-3’
5-ACTTAAGGGTCGAAGGTGGATT-3’
5-GATAGAATCTTAGTTCAACTT-3
5-GGTTCAGCTGTCTCTTACTTT-3’
5-GCAGAGCCCGGTAATCGCATA-3
5-TCGATGTTGAAGCCTGAGACTA-3’
5-TTCGTTCGGTAAGCATTAGGA-3’
5-TAATGCAGGTTTGGTAGTTTA-3’
5-GGGTGTGAGGAGTTCAGTTAT-3’

5-AAGTCACCCTAGCCATCATTCTA-3

5-GAACCCATCCCTGAGAATCCA-3’
5-TACCAAATCTCTCCCTCACTA-3’
5-CACGCTACTCCTACCTATCTC-3
5-CAGCTCTAAGCCTCCTTATTC-3’

5-GATATCATAGCTCAGACCATACC-3’

5-GGAACTAGTCAGTTGCCAAAG-3’
5-AAGTATTGCAACTTACTGAGG-3

5-GAGGAGTATGCTAAGATTTTG-3’

5-CTTATTTAGCTGACCTTACTT-3’

5-CTGCTGGCATCACTATACTACTA-3’

7111_F
7713_F
8311_F
9220_R
8600_R
8000_R
7359_R
8910_F
9393_F
9874_F
10648_R
10154_R
9647_R
10360_F
10892_F
11461_F
12226_R
11673_R
11163_R
11977_F
12500_F
12988_F
13830_R
13297_R
12763_R
13477_F
13950_F
14440_F
15349_R
14838_R
14325_R

g o g g g g o g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g aga a aan

-ACACCCTAGACCAAACCTACG-3’
-TCCTAACACTCACAACAAAAC-3
-TAGCATTAACCTTTTAAGTTA-3’
-GATTGGTGGGTCATTATGTGTTG-3
-AGAATGATCAGTACTGCGGCG-3’
-CAACGTCAAGGAGTCGCAGGT-3’
-CTACTATTAGGACTTTTCGCT-3’
-CTTACCACAAGGCACACCTACA-3’
-CGAGAAAGCACATACCAAGGC-3’
-TAATATTTCACTTTACATCCA-3’
-GGCACAATATTGGCTAAGAGGG-3’
-TTCTATGTAGCCGTTGAGTTG-3’
-AGCTCAGGTGATTGATACTCC-3’
-GTCTGGCCTATGAGTGACTACA-3
-ATCAACAACAACCTATTTAGC-3’
-ACTCTTAAAACTAGGCGGCTA-3
-CAGTTCTTGTGAGCTTTCTCGG-3
-GTTTGGATGAGAATGGCTGTT-3’
-CGGGTGATGATAGCCAAGGTG-3'
-CTCCCTCTACATATTTACCACAAC-3
-TGTGCCTAGACCAAGAAGTTA-3’
-CTAGCAGCAGCAGGCAAATCA-3
-AAGTCCTAGGAAAGTGACAGCGA-3’
-GGTTGATGCCGATTGTAACTA-3’
-CGATGAACAGTTGGAATAGGT-3’
-GCAGGAATACCTTTCCTCACAG-3’
-CTATCTAGGCCTTCTTACGAG-3’
-ATACTCCTCAATAGCCATCGC-3’
-GTGCAAGAATAGGAGGTGGAGT-3
-CATCATGCGGAGATGTTGGAT-3’
-AACTTTAATAGTGTAGGAAGC-3’

A reacdo de sequenciacdo foi executada num termociclador que apresentava a

programacao descrita na figura 5.
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Figura 5 - Condicdes para a reagéo de sequencia¢éo do mtDNA.

No final, os produtos de sequenciacao foram submetidos a uma nova purificagdo de
modo a remover 0os dNTPs nao utilizados na reagédo de sequenciagao. Colocaram-se
colunas apropriadas em tubos de recolha sobre as quais se pipetaram 750 pl de
Sephadex™ G50 (GE Healthcare) e centrifugou-se a 4400 rpm durante 4 min. De
seguida, as colunas foram transferidas para eppendorfs e pipetou-se a totalidade das
amostras sobre estas colunas. Procedeu-se a uma nova centrifugacao a 4400 rpm
durante 4 min. A cada tubo eppendorf com amostra purificada adicionaram-se 10 pl de
formamida Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems). Por fim, todos os fragmentos
foram sujeitos a eletroforese capilar desnaturante nos equipamentos Applied
Biosystems Genetic Analyzer 3130 ou Applied Biosystems Genetic Analyzer 3130xI
(Applied Biosystems®).

A visualizagdo dos eletroferogramas obtidos foi realizada com recurso ao software
Geneious Pro v.5.5.8 (Biomatters) e SeqScape v.2.5 (Life Technologies) que alinham e
comparam as amostras com a sequéncia de referéncia do mtDNA — a rCRS (revised
Cambridge Reference Sequence) (Andrews et al.,1999). Isto leva a identificacao de
variantes presentes nas amostras e, consequentemente, aos haploétipos das mesmas
utilizando a nomenclatura adotada pela ISFG (International Society for Forensic
Genetics) (Carracedo et al., 2000).

40
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Para efeitos de comparacéo entre as duas metodologias de sequenciacdo, as misturas
foram analisadas em ambos os software referidos com o limite de detecdo de

heteroplasmias definido para valores superiores a 5% (figura 25).

A classificacdo em haplogrupos foi feita através da utilizacdo da ferramenta web
HaploGrep (Kloss-Brandstaetter et al,, 2010) que se baseia na mais atual versdo da
arvore filogenética das variagdes mitocondriais Phylotree (van Oven M. et al., 2009).

Para cada uma das amostras procedeu-se a amplificagdo completa da molécula de
mtDNA em dois fragmentos de ~8,5 kbs (Fendt et al., 2009) e num s6 fragmento de
~16,5 kbs. Para a estratégia de um fragmento, utilizaram-se primers (tabela 5)
desenhados com recurso ao software Primer-BLAST da NCBI (National Center for
Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Ye et al.,
2012).

Tabela 5 - Sequéncia dos primers utilizados para amplificar a molécula de mtDNA.

5-TAAGACATCACGATGGATCACAGGT-3

5-TTTAAGGGGAACGTGTGGGCTATTT-3’

As posicoes de ligacao dos primers na molécula de mtDNA (16554 e 16555) foram
escolhidas por se encontrarem numa zona muito conservada, posicionada entre os
segmentos HVRI e HVRII. Os dois primers iniciavam-se em posicées adjacentes de
forma a amplificarem a molécula de mtDNA completa num sé fragmento (figura 6).



FCUP | 42
Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

1655
1654

Primers

Figura 6 - Esquema representativo das posicoes de ligagdo dos primers MT_16555L e MT_16554H na molécula de
mitDNA.

Para a amplificacdo, adicionaram-se, a cada tubo de cada amostra,10 pl de 5x Ranger
Reaction Buffer (Bioline), 2 ul de cada primer (a 20 uM cada um), 1 ul de enzima Ranger
DNA Polymerase (Bioline), 3 yl de DNA de cada uma das amostras e 32 ul de agua
DNase/ RNAse free de modo a se obter 50 pl de volume reacional. Para cada corrida de
amplificagao foi necessario um controlo negativo que contém a mesma mistura reacional

mas sem DNA.

Todos os passos foram executados numa sala de pré-PCR de forma a evitar

contaminacgoes.

A reacdo de amplificacdo por Long-Range PCR foi executada num termociclador

programado com as condi¢des descritas na figura 7.
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Figura 7 - Condicdes de amplificagdo por Long-Range PCR do mtDNA.

A partir da amplificagao o procedimento decorreu no laboratério de pés-PCR.
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Para a detecao dos produtos de Long-Range PCR, os mesmos foram sujeitos a
eletroforese horizontal através de gel de agarose a 0,8% durante uma a uma hora e

meia.

Os produtos de PCR foram purificados através da utilizagdo de Agencourt?® AMPure®
XP Kit (Beckman Coulter) (figura 8). A um volume de 20 ul de cada amostra amplificada
adicionaram-se 36 ul de Agencourt® e misturou-se a solugdo, pipetando up and down.
Deixou-se incubar a temperatura ambiente durante 5 min. De seguida, colocaram-se os
tubos num suporte magnético durante 3 min (ou até que a solugao ficasse limpa).
Retirou-se o sobrenadante cuidadosamente, de forma a nao perturbar as beads
depositadas. Logo a seguir, adicionaram-se 500 ul de etanol (70%) a cada tubo e
incubou-se durante 30 seg, rodando duas vezes os tubos no suporte. Retirou-se de novo
0 sobrenadante e realizou-se uma segunda lavagem com etanol, tal como a descrita
anteriormente. Retirou-se, novamente, o sobrenadante e, realizou-se um spin down na
centrifuga. Voltou a colocar-se os tubos no suporte, retirou-se o etanol residual e
deixaram-se secar ao ar num periodo inferior a 5 min. Retiraram-se os tubos do suporte
magnético, adicionou-se 25 ul de LowTE e pipetou-se up and down de forma a
ressuspender as beads. Colocou-se no agitador vortex e efetuou-se um spin down na
centrifuga. Voltou a colocar-se os tubos no suporte magnético até que a solugao ficasse
limpa. Por fim, retirou-se (apenas até 20 pyl de modo a ndo perturbar as beads) e

guardou-se o sobrenadante.
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Figura 8 - Esquema representativo do método de purificagdo por Agencourt® A) Produtos finais do PCR
(amplificados e residuos); B) Adicdo de Agencourt contendo beads; C) Ligacédo dos amplificados as beads que sdo
atraidas pelo suporte magnético; D) Lavagem com etanol; E) Libertagdo dos amplificados das beads; F) Solugéo

purificada apds separagao das beads (Adaptada de: Beckman Coulter, 2013).
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Quantificou-se o DNA das amostras utilizando o fluorimetro Qubit? 2.0 (Life
Technologies). Para isso, preparou-se uma solugcao contendo 199 ul de HS Buffer e 1
pl de fluoréforo por amostra. Nos tubos do fluorimetro colocou-se 199 ul da solugéao
preparada e 1 pl da amostra. Misturou-se no vortex e incubou-se durante 2 min e
efetuou-se a leitura.

A preparagéao da biblioteca inicia-se com a digestao enzimatica do DNA para se obterem
fragmentos de DNA de igual tamanho. De seguida, da-se a ligagcao de adaptadores a
cada uma das extremidades dos fragmentos de DNA, contendo ambos zonas de ligagéo
de primers. O adaptador P1 é complementar a cadeia de DNA presente nas esferas ISP
(lon Sphere Particles), que vao ser utilizadas mais a frente no PCR de emuls&o. Aos
adaptadores A vao-se ligar diferentes barcodes, de modo a permitir a sequenciagao de
varias amostras distintas em simultdneo — adaptador X (figura 9).

T ONA

l

|===—==———| Fragmentos
— de DNA

— x7

Adaptador X = adaptador A+ barcode T
Adaptador P1 s

v

Quantificagao e
“Size Select”
o b <—— Amplificacdo da

[T ) e
biblioteca

Quantificagao e
purificagao

v

I S O /Plioteca
final

Figura 9 - Esquema representativo de todos os passos incluidos na preparagéo da biblioteca (Adaptada de: Life
Technologies, 2013).
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Para a realizacao de todos estes passos foi utilizado o sistema semi-automatico AB
Library Builder™ (Applied Biosystems). Este sistema necessita da preparagdo de uma
strip por cada amostra, que contém ja alguns dos pocos preenchidos com reagentes e
que vai ser inserida no equipamento de forma a este desempenhar as suas fungdes
(figura 10).

112|3)4(|5(|6|7|8]9]10 1112

Figura 10 - Esquema representativo das posigées da strip do sistema AB Library Builder™ (Adaptada de: Life

Technologies, 2013).

Os valores de concentracdo, obtidos no passo anterior, foram inseridos numa folha
Excel para calcular os valores para a diluicio de cada amostra (amplificados
purificados), em E1 Buffer, de forma a se obterem 100 ng em 50 pl. Antes de se
preencherem os pocos, juntou-se, ainda, num tubo 48 pl de E71 Buffer com 1 ul de
adaptador P1 por amostra (mais um adicional). Adicionou-se 49 ul da solucao anterior
aos tubos de LdN Buffer fornecidos (um por amostra). Estes tubos foram, depois,
marcados com o barcode a acrescentar e adicionou-se 1 pl do barcode correspondente
a cada tubo. Cada strip foi, depois, preenchida da seguinte maneira:

= No poco 12 foram colocados os volumes, anteriormente calculados, de

amostra e E1 Buffer,
*= No pogo 11 colocaram-se os tubos (destapados) com os barcodes;
» O poco 10 foi furado e adicionaram-se 500 pl de Agencourt®.

Este sistema também requere o preenchimento de um suporte de reagentes do
equipamento com tubos de reagentes fornecidos. Esse suporte foi preenchido com
tubos vazios para a eluigdo das amostras, pontas e lon End Repair Enzyme Mix do Plus
Library Kit.

De seguida, colocou-se o suporte e as strips no equipamento e ligou-se o aparelho
programado para a obtencao de fragmentos com cerca de 260 bp. No final, retiraram-
se 0s tubos das amostras do suporte e colocaram-se no suporte magnético de forma a

remover algum Agencourt.
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- Quantificacao das amostras fragmentadas e normalizacdao das amostras:

Efetuou-se uma quantificacdo das amostras fragmentadas de igual forma ao processo
descrito na seccao “Quantificacdo dos amplificados purificados”. Com base nos valores
de concentracao obtidos, juntaram-se todas as amostras, marcadas com os barcodes,

em proporgdes equimolares numa mesma pool.

- “Sijze Select”:

Para a selegdo de fragmentos apenas com o tamanho desejado utilizou-se gel de
agarose E-Gel® SizeSelect™ (Invitrogen Corporation). Para isso, diluiram-se 2 ul de
Marker em 18 pl de agua. Colocaram-se 20 ul da biblioteca num dos pogos da fila
superior do gel e 10 yl do Marker diluido no pogo superior correspondente a posicao
“M”. De seguida, adicionaram-se 25 ul de agua nos restantes pog¢os superiores € em
todos o0s pogos inferiores — pogos de recolha (no pogo “M” apenas cabem 10 pl).
Colocou-se a tampa e executou-se o programa “SizeSelect 2%” durante 12 a 14 min.
Decorrido este tempo, aplicou-se novamente 10 ul de agua nos pocos inferiores. Voltou
a executar-se o programa até que a banda mais intensa do Marker entrasse por
completo no poco de recolha. Recolheu-se a amostra do poco de recolha
correspondente, 10 pl por cada duas vezes (figura 11). Por fim, lavou-se o po¢go com 10

pl de agua e voltou a recolher-se a amostra.

Figura 11 - Imagem do E-Gef® SizeSelect™ (Retirada de: Thermo Fisher, 2014).
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- Amplificacao da biblioteca:

De forma a incrementar o nimero de fragmentos de tamanho desejado realizou-se uma
amplificagdo por PCR. Para isso, juntaram-se 100 pl de Platinum PCR SuperMix High
Fidelity (Thermo Fisher), 5ul de Library Amplification Primer (Thermo Fisher) e 25 pl da
biblioteca preparada anteriormente. Colocou-se no termociclador com a programagao
descrita na figura 12.

x1
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5 min 15 seq

70°C

1T min
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Figura 12 - Condig6es para a amplificagao da biblioteca.

- Purificacao da biblioteca:

A biblioteca amplificada foi purificada através da utilizacdo de Agencourt® AMPure® XP
Kit (Beckman Coulter) de modo a remover-se produtos indesejados resultantes do PCR.
Adicionou-se um volume de 130 ul da biblioteca amplificada a 195 ul de Agencourt® e
misturou-se a solucdo pipetando up and down. Deixou-se incubar a temperatura
ambiente durante 5 min. De seguida, colocaram-se os tubos num suporte magnético
durante 3 min (ou até que a solugédo ficasse limpa). Retirou-se o sobrenadante
cuidadosamente, de forma a ndo perturbar as beads depositadas. Logo a seguir,
adicionaram-se 500 pl de etanol (70%) a cada tubo e incubou-se durante 30 seg,
rodando duas vezes o0s tubos no suporte. Retirou-se de novo o sobrenadante e realizou-
se uma segunda lavagem com etanol, tal como a descrita anteriormente. Retirou-se,
novamente, o sobrenadante e, de forma a nao ficar etanol residual, realizou-se um spin
down na centrifuga. Voltou a colocar-se os tubos no suporte e deixaram-se secar ao ar
num periodo inferior a 5 min. Retiraram-se os tubos do suporte magnético, adicionaram-
se 20 a 25 yl de LowTE e pipetou-se up and down de forma a ressuspender as beads.
Colocou-se no agitador vortex e efetuou-se um spin down na centrifuga. Voltou a

colocar-se os tubos no suporte magnético até que a solugao ficasse limpa. Por fim,
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retirou-se (apenas até 20 uyl de modo a nao perturbar as beads) e guardou-se o

sobrenadante.

- Quantificacao e diluicao da biblioteca:

Efetuou-se uma quantificagdo das amostras fragmentadas de igual forma ao processo
descrito na secgao “Quantificagdo dos amplificados purificados”. Com base nos valores
de concentragdo obtidos, calculou-se o fator de diluigdo necessario para obter uma
concentracao de 0,6 nM. - TDF (Template Dilution Factor) — utilizando uma folha Excel.
De acordo com o valor obtido, diluiu-se a biblioteca e agitou-se no vortex.

Neste passo, cada fragmento de DNA ira ficar ligado a uma unica ISP (lon Sphere™
Particle) com adaptador P1. E, ainda, realizada a amplificacéo clonal, de forma a que
cada ISP fique revestida por varias cépias do mesmo fragmento de DNA (figura 13). Ao
mesmo tempo, o adaptador X é marcado com biotina para ser possivel realizar-se o
enriquecimento das ISPs. Durante o enriquecimento, o lado do conjugado ISP-template
marcado com biotina vai ligar-se a esferas magnéticas revestidas com estreptavidina,
gue vao ser atraidas por um iman. Todas as ISPs sem fragmentos de DNA vao ser
removidas por lavagem e as que ISP com amplificados vao ser desnaturadas (figura
14).

-PCR de emulsao:

Neste passo, realizou-se a amplificagao clonal utilizando-se o sistema semi-automatico
OneTouch™ (Thermo Fisher). Assim, preparou-se a solu¢do de amplificagdo para um
volume total de 900 pl juntando 25 ul de agua, 500 pl de Reagent Mix, 300 ul de Reagent
B, 50 ul de Enzyme Mix e 25 pl da biblioteca diluida. Agitou-se no vortex e fez-se um
spin down. Prepararam-se as ISPs, adicionaram-se 100 pl destas a solugdo de
amplificagdo preparada anteriormente e agitou-se no vortex. Por fim, carregou-se o filtro
do equipamento, de forma lenta e continua, com 1000 pl de solugédo de amplificagao, de
seguida, com 1000 ul de Reaction Oil e, como uma nova ponta, mais 500 ul de Reaction
Oil. Inverteu-se o filtro e inseriu-se no aparelho.
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No final da corrida, efetuou-se uma centrifugagao final de cerca de 10 min. Retiraram-
se os tubos e, em cada tubo, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante com uma
pipeta de 1000 ul do lado oposto ao sedimento, deixando apenas cerca de 50 ul no
fundo dos tubos. Com uma nova ponta, ressuspendeu-se o sedimento nos 50 ul de cada
tubo, pipetando up and down. Transferiram-se as solugdes de ambos os tubos para um
novo eppendorff.

Amplificagéo
policlonal

Amplificagédo
monoclonal

ISPs sem
template

Figura 13 - Esquema representativo do processo do emPCR, No interior de cada bolha podem encontrar-se
dispostos ao acaso fragmentos de DNA e ISPs. Ap6s o processo de amplificagdo podemos obter uma variedade de

produtos para além dos desejados (Adaptado de: Inger Jonasson).

- Enriquecimento do template:

Os conjugados ISP-template resultantes do passo anterior foram, entdo, enriquecidos
utilizando o sistema OneTouch™ES no qual se colocou, no inicio, uma nova ponta e um
tubo de recolha de 200 ul contendo 10 ul de Neutralization Solution. Preparou-se a
solugao Melt-Offjuntando 280 pl de Tween com 40 pl de NaOH (1M). Agitou-se no vortex
o tubo contendo Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 (Life Technologies) e retiraram-
se 13 ul para um novo eppendorff. De seguida, colocou-se o eppendorff no suporte
magnético durante 2 min, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante e adicionaram-se
130 pl de MyOne Beads Wash Solution. Por fim, ressuspendeu-se e agitou-se no vortex
a solugéao.

Preencheu-se a strip de 8 pogos do lon OneTouch™ES na seguinte ordem:
» Pocgo 1:todo o volume de template (cerca de 100 pl);
» Poco 2: 130 ul das Dynabeads preparadas;

» Pocos 3 a 5: 300 yl de OneTouch Wash Solution em cada pogo;
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» Poco 6: mantém-se vazio;
» Poco 7: 300 ul da solucao Melt-Off preparada;
* Poco 8: mantém-se vazio.

Colocou-se a strip no equipamento e iniciou-se o aparelho.

Dynabead

Biotina @ iman + NaOH

A A \A
VY Y \(@

_— B C D
Conjugado
ISP-template

A

Figura 14 - Esquema representativo do processo de enriquecimento: A) Biotina liga-se ao adaptador X; B) A biotina
liga-se as esferas de estreptavidina Dynabeads; C) As Dynabeads séo atraidas para um iman e as impurezas sao
removidas; D) O conjugado ISP-template é desnaturado com NaOH (Adaptado de: ThermoFisher).

Antes da inicializacado do equipamento lon Torrent PGM foi realizada uma limpeza do
mesmo de acordo com o manual fornecido (lon PGM™ Hij-Q ™ Sequencing Kit). De

seguida, planeou-se a corrida no Torrent Browser.

Ap6s preparagdao das Control lon Sphere Particles (para controlo de qualidade),
adicionaram-se 5 pl destas ao volume total do template de ISPs enriquecido. Misturou-
se pipetando up and down e centrifugou-se durante 2 min a 15500 g. De seguida, retirou-
se cuidadosamente o sobrenadante deixando 15 pl no tubo. Adicionaram-se 12 pl de
sequencing primer e confirmou-se o volume final de 27 ul. Misturou-se pipetando up and
down. Colocou-se no termocliclador a 95°C durante 2 min seguido de 37°C durante 2
min para o annealing do sequencing primer as ISPs. No final adicionaram-se 3 ul de lon
PGM Sequencing Polymerase as ISPs, para um volume final de 30 pl. Pipetou-se up
and down e incubou-se a temperatura ambiente durante 5 min.
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Posteriormente, testou-se o funcionamento do chip no PGM, segundo as instrucdes do

aparelho.

Sem utilizar luvas, retirou-se o chip do PGM e inclinou-se o chip a 45°, com a porta de
carregamento para baixo, inseriu-se a pipeta na porta de carregamento e, com a pipeta
perpendicular ao chip, removeu-se o maximo possivel de liquido. De seguida, colocou-
se o chip virado para baixo no suporte da centrifuga, com o tab (marcagao no chip)
apontando para o centro. Centrifugou-se durante 5 seg. A seguir, retirou-se o chip e
pousou-se virado para cima no suporte. Aspirou-se todo o volume da amostra e inseriu-
se a ponta da pipeta na porta de carregamento, com a pipeta na vertical. Inseriu-se,
rodando o émbolo da pipeta, de forma lenta e continua, as ISPs no chip (deixando um
pequeno volume na pipeta no final). Centrifugou-se o chip durante 30 seg. Com a pipeta
regulada para o volume total da amostra, inclinou-se o chip a 45% com a porta de
carregamento para baixo, e pipetou-se lentamente a amostra para fora e para dentro do
chip 3 vezes, sempre de forma lenta e sem aspirar todo o liquido de forma a nao criar
bolhas. Voltou a centrifugar-se o chip durante 30 seg. Repetiu-se a agitacao utilizando
a pipeta e voltou-se a centrifugar durante 30 seg. Inclinou-se, novamente, o chip a 45°
com a porta de carregamento para baixo, e lentamente aspirou-se o liquido através da
porta de carregamento rodando o émbolo da pipeta. Realizou-se um novo spin na

centrifuga e removeu-se algum liquido que ainda permanecia no chip.

Cada chip tem inumeros pocos que vao ser preenchidos com uma ISP revestida com
DNA amplificado de modo a gerar um sinal suficiente para a detecao da incorporacéo
de cada base durante a sequenciacao. Cada po¢o sé pode ser preenchido por uma ISP,
caso contrario sera eliminado na andlise bioinformatica, e alguns poderdao permanecer

vazios.

Seguir as instru¢des no ecrda do PGM, selecionar a corrida planeada e introduzir o chip
qguando solicitado. Nesta fase, ocorreu a sequencia¢do por sintese, onde milhdes de
pocos do chip continham apenas um conjugado ISP-template desnaturado. O chip foi
sendo impregnado com os diferentes nucleétidos faseadamente. Cada vez que um
nucleétido foi inserido numa cadeia em extenséao, libertou-se um protdo que alterou o
pH do poco correspondente e essa alteracao foi registada com a informacédo que o

nucleétido foi incorporado. Quando nucleétidos ndo foram incorporados, nao houve
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alteracdo de pH. Assim, conseguiu obter-se a sequéncia de forma paralela e massiva

de todo o genoma mitocondrial das amostras (figura 3).

Os resultados obtidos s@o transmitidos a partir do PGM™ System para o Torrent Suite
v.4.4.3 que traduz os resultados em ficheiros BAM (Binary Alignment Map) que podem
ser alinhados com a rCRS e visualizados no software Integrative Genomics Viewer
v.2.3.55.

O plug-in Variant Caller v.4.4.23.-1 foi definido para “Generic — PGM — Somatic — Low
Stringency” e com a “Minimum allele frequency” definida para valores superiores a 0,1%.
Nos resultados deste plug-in vém somente as diferengas em relagdo a rCRS em formato
de tabela (anexo I). Esta tabela foi analisada no Microsoft Office Excel onde também se
realizou a analise estatistica dos dados obtidos.

Para a andlise da cobertura elaboraram-se gréficos (figuras 19 e 20) recorrendo aos
valores referentes a cobertura forward e a cobertura reverse em cada variante reportada

para cada mistura.

Para andlise da frequéncia das variantes foram elaborados graficos (figuras 21 e 22)
para cada mistura onde se diferenciaram as variantes esperadas (das amostras T4 e
T5) dos valores dos falsos positivos. Para facilitar a visualizacdo das amostras
correspondentes a cada um dos componentes da mistura, os valores de frequéncia das
variantes da amostra T5 e SNPs comuns entre as duas amostras de referéncia foram
subtraidos ao valor de 100% (rCRS). Nestes graficos incluiu-se ainda os valores
referentes a cobertura alélica para cada posi¢ao reportada das variantes comuns e da
amostra T5. Esta foi calculada através da subtracao do valor da cobertura alélica forward
ao valor da cobertura total forward e o mesmo foi feito para os valores da cobertura
reverse. Para as variantes da amostra T4 e falsos positivos foram utilizados os valores
da cobertura alélica forward e reverse originais. Desta forma, para elaboragdo dos

gréaficos, a amostra T5 converteu-se na nossa “referéncia”.

Para analise das frequéncias observadas das variantes esperadas foi elaborado um
grafico (figura 23) no qual constavam os valores de todas as 7 amostras com mistura.
As variantes esperadas que nido foram registadas pelo software, isto é, aos falsos
negativos, foram atribuidos os valores de 0%, caso fossem iguais a rCRS, ou de 100%,
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caso diferissem desta. Assim, os valores apontados no grafico apresentam-se como a
proporcdo da amostra T4 em cada uma das misturas reportadas como diferencas em

relacdo a amostra T5.

Para apurar a precisao da detecao das frequéncias esperadas elaborou-se um grafico
(figura 24) que comparava os valores de frequéncia observados com os valores
esperados das variantes em cada mistura. Da média dos valores das 7 amostras resulta
uma linha de regressao que nos dard o valor da correlagcdo entre as duas variaveis. O
célculo do desvio padrdo e a sua representacao no grafico permite-nos visualizar a
desproporcao entre as duas variaveis em cada mistura.



4. RESULTADOS
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Os haplétipos obtidos e os haplogrupos definidos com a ajuda da ferramenta online

HaploGrep podem ser visualizados na tabela 6.

Tabela 6 - Haplogrupos das amostras T3, T4 e T5 obtidos com recurso a ferramenta HaploGrep e a precisdo dessa
atribuigao (qualidade), tendo por base os haplétipos completos obtidos pela sequenciacéo das duas amostras.

73G, 152C, 195C, 263G, 309.1C, 315.1C, 499A,
524.1A, 524.2C, 750G, 961C, 965.1C, 1438G, 1811G,
2706G, 4646C, 4769G, 5999C, 6047G, 7028T, 8818T,

U4alal 99,6
8860G, 11332T, 11467G,11719A, 11722C, 12308G, 12372A,
12937G, 14620T, 14766T, 15326G, 15693C, 16134T, 16356C,
16519C
263G, 315.1C, 750G, 1438G, 2259T, 4745G, 4769G, 8860G,
H13ala 95,3

12061T, 13680T, 14872T, 15326G

73G, 152C, 182T, 185T, 195C, 198T, 247A, 263G, 315.1C,
357G, 523d, 524d, 709A, 710C, 750G, 769A, 825A, 1018A,
1462A, 1738C, 2352C, 2706G, 2758A, 2768G, 2885C, 3308C,
3594T, 3666A, 3693A, 4104G, 4769G, 5036G, 5046A, 5393C,
5655C, 6548T, 6827C, 6989G, 7028T, 7055G, 7146G, 7256T,

Liblal2a 99,6 7389C, 7521A, 7867T, 8248G, 8468T, 8655T, 8701G, 8860G,
9540C, 10398G, 10688A, 10810C, 10873C, 11002G, 11719A,
12519C, 12705T, 13105G, 13506T, 13650T, 13789C, 13880A,
14178C, 14203G, 14560A, 14766T, 14769G, 15115C,
15326G, 16126C, 16187T, 16189C, 16223T, 16264T, 16270T,
16278T, 16293G, 16311C, 16400T, 16519C
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A estratégia de Long-Range PCR foi utilizada para amplificar o genoma mitocondrial
num so6 fragmento, nao sobreponivel, através do uso de um par de primers. Os produtos
amplificados foram sujeitos a eletroforese num gel de agarose 0,8%. Nas duas amostras

foram encontrados fragmentos do tamanho desejado (cerca de 16,5 kbs) (figura 15).

Figura 15 - Verificagdo da amplificagdo por Long-Range PCR das amostras T4 e T5 em gel de agarose a 0,8%.
Legenda: M — Marcadores de peso molecular; T4 — Amostra T5; T5 — Amostra T5; C- — Controlo negativo.

A cobertura das amostras de referéncia amplificadas por Long-Range PCR, quer num
s6 fragmento ou em dois amplicdes sobreponiveis, pode ser visualizada na figura 16.
Os resultados das sequenciacdes efetuadas pelo lon Torrent PGM analisados pelo
software Torrent Suite v.4.4.3 e convertidos em ficheiros BAM que foram visualizados
no software Integrative Genomics Viewer. Verificou-se que as coberturas sdo muito

semelhantes com ambas as estratégias.
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Figura 16 - Cobertura da amostra T4 amplificada em um s6 fragmento de aproximadamente 16,5 kbs (A) e em dois
fragmentos sobreponiveis de aproximadamente 8,5 kbs (B). O eixo das abcissas representa a posi¢cdo dos
nucleétidos ao longo da molécula de mtDNA e o eixo das ordenadas a cobertura. Destacado a azul a zona de ligagao
dos primers da estratégia de amplificagdo em um sé fragmento e a roxo as zonas onde se sobrepde os dois

fragmentos da estratégia de Fendt e colaboradores.

As variantes obtidas pelas duas metodologias foram na sua maioria concordantes.
Contudo, na sequenciacdo pela plataforma lon Torrent PGM, surgiram algumas

diferengas, relacionadas essencialmente com diferengas de nomenclatura:

. Na amostra T4 a insergao de uma citosina na posicao 315 (Sanger) foi

assinalada na posicao 311 (MPS);

" Na amostra T5 as dele¢des nas posi¢coes 523 e 524 de uma citosina e de

uma adenina (Sanger) foram assinaladas na posi¢cao 514 (MPS);

" Na amostra T5 as substituicdes nas posigdes 709 e 710 (Sanger) foram
reportadas como uma dupla substituigdo de uma guanina e uma timina para
uma adenina e uma citosina na posigao 709 (MPS).

O relatério final elaborado pelo software Torrent Suite v.4.4.3 permite analisar a

qualidade da corrida.
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O relatorio pré-alinhamento indica a densidade de carregamento das ISPs, um resumo
do estado em que estas se encontravam e o comprimento das reads geradas. Na figura
17A podemos observar uma imagem ilustrativa da densidade de ISPs (77%). A
densidade de ISP é medida pela alteracao de pH dos pocos, que depende da presenca
de ISPs com DNA. O numero total de bases registadas no final foi 370 milhdées. Na figura
17B podemos observar um grafico cuja percentagem das colunas inferiores dizem
respeito ao valor a azul da coluna imediatamente acima. A primeira coluna do gréfico
indica-nos densidade de pocos ocupados/vazios. 100% das ISPs desses pog¢os sao
ISPs que continham DNA da biblioteca, ndo havendo pog¢os sem DNA template. Apesar
de se pretender uma amplificagdo monoclonal do DNA em cada ISP, 50% destas
continham dois ou mais templates, ou seja, eram policlonais. O software faz esta
distincdo com base em valores invulgares de pH detetados nos pogos das ISPs
policlonais. Da percentagem de ISPs monoclonais, 83% das reads resultantes
ultrapassaram os filtros para detetar fragmentos policlonais, de fraca qualidade ou
dimeros de primers e foram utilizadas para o alinhamento. Em comparagdo com o
niamero de ISPs que continham DNA da biblioteca (4854154) as reads utilizaveis
correspondem a 42% (2026375). O numero total de reads € o primeiro indicador para
se descobrir se um numero de dados obtido serd razoavel. Uma variagéao brusca entre
0s numeros de reads reportados nos ficheiros de cada amostra pode indicar um
problema com a qualidade da biblioteca. A grande maioria das reads geradas tinha

aproximadamente 250 bp de comprimento (figura 17C).
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Figura 17 - Esquemas do relatério pré-alinhamento: A) Imagem ilustrativa do carregamento dos pogos do chip ao
longo da sua superficie; B) Resumo do estado das ISPs; C) Histograma do comprimento das reads.

O relatério de alinhamento com a rCRS mostra-nos um sumario do alinhamento das
reads e da sua qualidade. Na figura 18A, podemos ver o numero total de bases
alinhadas (332 milhdes) assim como numero total de bases alinhadas em relagao ao
nuamero de bases da sequéncia de referéncia (rCRS). Isto é, a cobertura da referéncia
foi efetuada 20045,4 vezes pelas bases nas reads. Do numero total de reads geradas
durante o processo de basecalling (atribuicao de bases) 92% encontram-se alinhadas
com a sequéncia de referéncia. N figura 18B pode observar-se a percentagem de
precisao do alinhamento para cada posi¢cao das reads (98,7%). O alinhamento é dtil
para verificar a qualidade da sequenciagéo e da biblioteca subjacente. Os parametros
do alinhamento (tabela 7) sdo apontados de acordo com a tolerancia do software a
bases erradas. Neste caso, o Torrent Suite permite taxas de erro de 1% (AQ20) e 2%
(AQ17) (Life Technologies, 2014).
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332 M 20045,4X 98,7%
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Figura 18 - Relatério de alinhamento: A) Grafico do alinhamento das reads; B) Precisdo do alinhamento das reads.

Tabela 7 - Caracteristicas das reads segundo os diferentes niveis de qualidade de alinhamento.

299 M 262 M 174 M

178 165 117

296 296 286

18084.0 15835.5 10538.6

Definindo o nosso nivel de qualidade para 1% podemos dizer que o numero total de
pares de bases foi 262 milhdes. O comprimento médio das reads foi 165 bp, com o
alinhamento mais longo registado chegando a 296 bp (tabela 7).

Os resultados foram analisados com o plug-in Variant Caller para “Generic — PGM —
Somatic — Low Stringency” e o parametro “Minimum allele frequency” foi definido para
apresentar apenas as variantes para percentagens superiores a 0,1%. Os valores

recomendados para detetar SNPs encontram-se entre 0,01 (1%) e 0,2 (20%) e para a
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identificacdo de indels sdo recomendados valores entre 0,05 (5%) e 0,2 (20%) (Life
Technologies, 2014).

A cobertura variou de intensidade ao longo do genoma em todas as amostras apesar
das variagcoes serem semelhantes nas 7 amostras e as encontradas previamente nas
amostras de referéncia (seccao 4.2.1). Nas figuras 19 e 20 podemos observar a
intensidade de cobertura nas posi¢des identificadas como variantes pelo plug-in Variant
Caller. Algumas posi¢cbes apresentaram-se consistentemente com cobertura reduzida
(inferior a 1000 vezes) em todas as amostras:

» da posigao 310 a posicéo 525;

» posicao 3594;

» posicao 5393;

» posicdes 8468 e 8655;

» posi¢des 10873 e 11002;

» da posicao 13650 a posicao 14770;
» da posicao 16187 a posicao 16223.

Importa referir, que na observacao dos graficos das figuras 19 e 20 poderédo ser
encontrados falsos negativos (posicbes em branco). Nomeadamente, nas zonas
registadas entre a posicdo 310 e a 525 e entre a posicdo 13650 e a 14770,
inclusivamente. De um modo geral, estas zonas encontram-se com cobertura reduzida
em todas as amostras. Algumas variantes esperadas podem nao aparecer em todas as
amostras, principalmente naquelas cujas propor¢des sao mais desiguais. Isto acontece
porque o plug-in apenas regista a cobertura das posi¢gdes que interpreta como variantes
(relativamente a rCRS). Quando a variante atinge uma proporcao tal que deixa de ser
detetada pelo plug-in, deixamos de ter informagéo sobre a cobertura dessa posi¢ao.
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Os haplétipos das duas amostras de referéncia diferem em 82 posi¢des, sendo outras

6 variantes comuns entre as duas mas distintas da rCRS.

Nas figuras 21 e 22, apresentam-se os graficos individuais de cada uma das 7 amostras
correspondentes as diferentes misturas, com o registo das frequéncias das variantes
das duas amostras de referéncia, da cobertura alélica (forward e reverse) e dos falsos
positivos e falsos negativos (em branco).

A posicao 315.1C, comum as duas amostras de referéncia, apresentou sempre valores
de frequéncia mais elevados do que as restantes posi¢des comuns, que se mantiveram

sempre proximas de 0% (figuras 21 e 22).

Foram detetados falsos positivos em todas as 7 amostras, numa média de 7 a 12
posicdes em cada uma, sempre a niveis inferiores a 5%. O numero de falsos positivos
surge de modo aleatério nas amostras de diferentes proporgdes, no entanto, a maioria
das posicoes onde se encontram é detetada de forma recorrente nas diferentes
misturas. As posi¢des que surgem mais frequentemente como falsos positivos sao: 71,
310, 520, 3290, 6698/6699, 8249, 8860C, 14768, 14770 e 16506.

Na figura 23 podemos observar as frequéncias das 82 variantes representadas como
diferencas a amostra T5.

Na mistura 1(T4):99(T5) nenhuma das variantes esperadas para a amostra T4 foi
registada. Em todas as outras proporcées, as mesmas variantes foram sempre
detetadas. As variantes da amostra T5 foram quase sempre identificadas com excecao
da mistura com a proporcdo 99(T4):1(T5), onde somente a posicdo 16159 foi

identificada. Nas restantes amostras verificou-se a auséncia das posigoes:
= 523/524, 16187 e 16189 na mistura com a proporgéo 90(T4):10(T5);

= 523/524, 10873, 16189 e da posigdo 16264 a 16400 na mistura com a
proporg¢ao 95(T4):5(T5).
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Na figura 24 podemos examinar o grafico correspondente a correlagao entre os niveis
de heteroplasmia esperados e observados nas 7 amostras, onde se pode confirmar que

a quantificacao das heteroplasmias é bastante correta e precisa.

100%
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40% -
30%

20%

10% A y=0,9897x + 0,0207
R*=0,9998

0%
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Figura 24 - Correlagédo entre os niveis de heteroplasmia esperados (eixo das abcissas) e observados (eixo das
ordenadas). O circulo e a barra de erro representam, respetivamente, a média e o desvio padrao das 82 posi¢oes

de cada uma das 7 amostras.

Na figura 25 podemos observar algumas das variantes detetadas por sequenciacéo de
Sanger, numa pequena zona do fragmento MTT1, das 7 amostras em diferentes
proporcoes. Verifica-se que a mistura sé é detetada com clareza, ou seja, claramente
distinta do ruido de fundo, a partir das proporcoes de 25-75% apesar do limite de

detecao do software ter sido definido para 5%.



FCUP | 69
Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias
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Figura 25 - Visualizagé@o de algumas heteroplasmias (destacadas a azul) das 7 amostras com mistura analisadas
pelo método de Sanger no software SeqScape.
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A escolha do Long-Range PCR para a amplificagdo baseou-se em estudos ja
elaborados por parecer a mais apropriada para o objetivo de detetar/quantificar

heteroplasmias por MPS.

A estratégia de se utilizarem varios pares de primers para a amplificagdo do mtDNA (tal
como a que utilizamos para a amplificagdo da molécula de DNA mitocondrial para a
sequenciagao de Sanger) é eficaz em amplificar toda a molécula. Contudo, e apesar de
poder demostrar uma cobertura uniforme em cada fragmento apdés MPS, entre os
diferentes fragmentos a intensidade de cobertura varia de forma brusca e nas zonas de
sobreposicao desses fragmentos atinge valores extremos de cobertura (Zhang et al.,
2012).

A estratégia de amplificagédo por 2 pares de primers cria dois fragmentos sobreponiveis,
com cerca de 8,5 kbs de comprimento cada um (Fendt et al, 2009) que também
amplificam toda a molécula de mtDNA. Na figura 16, podemos comparar a cobertura
obtida por esta estratégia e a alcangada na amplificacdo num sé fragmento, apés o LR-
PCR da amostra T4. Em ambas apenas se observou um padréo ligeiramente
assimétrico da cobertura, tipico na sequenciagcdo do mtDNA com o sistema lon Torrent
PGM, mas sempre com uma intensidade de cobertura satisfatéria em todas as posi¢oes
da molécula de mtDNA. Embora a intensidade cobertura pudesse ser suficiente para se
quantificar devidamente o nivel de heteroplasmias, outras complicacées podem surgir
na estratégia da amplificacdo em dois fragmentos. A presenga de variantes na zona de
ligacdo dos primers ou outras pequenas desigualdades nas condicées de reacgao,
podem resultar numa eficiéncia de PCR desigual entre os dois fragmentos e, por isso,
as variantes registadas e a quantificagcdo do nivel de heteroplasmias devem ser
interpretadas com cautela.

A estratégia de amplificagdo em um s6 fragmento apresenta ainda duas vantagens
adicionais, uma vez que evita a co-amplificagédo de pseudogenes de mtDNA dispersos
no DNA nuclear (Cui et al., 2013) e permite identificar a presenca de grandes delegdes
(Cui et al, 2013) que, por vezes, aparecem associadas a doengas mitocondriais
(Chinnery & Hudson, 2013).

A estratégia de amplificacao do mtDNA num fragmento demonstrou-se eficaz. No gel de
verificacao da amplificacao detetaram-se fragmentos com cerca de 16,5 kbs (figura 15).
Caso existissem grandes delegdes seriam visualizadas como bandas adicionais, de
menor tamanho, no gel tal como se pode observar no exemplo da figura 26.
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Figura 26 — Imagem de um gel com produtos da amplificagao por LR-PCR num s6 fragmento onde se pode visualizar
uma amostra (destacada a azul) com bandas adicionais (A. Goios, comunicagao pessoal).

A zona de ligagcao dos primers foi escolhida por ser uma zona muito conservada. No
entanto, se houver necessidade de sequenciar a regidao de alinhamento dos primers ou
se por amplificagdo ineficiente se desconfiar de alteragbes na zona de ligacdo dos

mesmos deverd recorrer-se a um novo PCR com primers diferentes.

Os resultados da sequenciacao completa do genoma mitocondrial das amostras de
referéncia por MPS foram confrontados com os obtidos por sequenciagdo de Sanger.
De um modo geral, observou-se um elevado nivel de concordancia das informagdes

obtidas entre ambas as metodologias.

As discrepancias observadas correspondem essencialmente a posi¢ées onde ocorrem

insercdes ou delecdes, ou substituicdes em posi¢cdes consecutivas, por exemplo:

e Na amostra T4, verificou-se que a insercao identificada na posi¢cao 311 pela
plataforma lon Torrent PGM correspondia na anotagao por Sanger a insergao
da posicao 315. Esta observagao pode ser explicada por estas duas posi¢coes
se inserirem numa regido poli-C no interior da regidzo HVR2, e uma das
metodologias reporta a insercao no inicio do homopolimero enquanto a outra
reporta na posigao final. Uma elevada taxa de erro na sequenciagéo de indels
nas regides HVR, por algumas plataformas de MPS foi, também, anteriormente
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apontada devido, provavelmente, a falhas no alinhamento de sequéncias nas

regides homopoliméricas (Parson et al., 2013; Luo et al., 2011);

e Nas posicoes 523 e 524, detetadas por sequenciacao de Sanger na amostra
T5. Tal deve-se a estas se encontrarem numa regido de repeticdo
dinucleotidica AC, tratando-se, tal como no caso anterior, de uma diferenca de
alinhamento/nomenclatura. Assim, as delegdes foram reportadas em conjunto

na posicao 514;

e Na posicao 709 da amostra T5, registada na sequenciacao por lon Torrent
PGM, notamos que a substituicdo do segundo nucleétido (timina) € o mesmo
reportado pela sequenciagcado de Sanger na posi¢ao 710. Assim, e visto que as
duas posicdes sao adjacentes, podemos concluir que os dois polimorfismos
foram reportados em conjunto na andlise pelo lon Torrent PGM.

ApGs a obtencdo de consenso no registo dos haplétipos das amostras (ver tabela 6)
avaliamos a precisao dessas sequéncias no contexto filogenético. Para isso, recorreu-
se a ferramenta online HaploGrep, que atribui uma lista de classificagdo dos
haplogrupos a que a amostra possa pertencer. As classificacbes que obtenham
resultados superiores a 90% (van Oven & Kayser, 2009) tém uma maior confianca na
precisdo da atribuicdo. Quando a cotacao é inferior a esse valor, pode denotar, por
exemplo, a falta de alguns polimorfismos tipicos do haplogrupo e assim nao
corresponder na totalidade a essa atribuicdo ou indiciar erros de sequenciacao. Na
analise das nossas amostras este programa atribuiu a amostra T4 ao haplogrupo
Hi13ala (com uma qualidade de precisdo de 95,27%) e a amostra TS ao haplogrupo
Lib1ail2a (com uma precisdo de 99,6%). Em ambas as amostras foram registados
todos os polimorfismos esperados para esses haplogrupos e, cada uma, apenas exibiu
uma mutacgao ndo associada ao haplogrupo declarado.

Os haplétipos das duas amostras diferem entre si em 82 polimorfismos no genoma
mitocondrial o que torna as amostras ideais para efetuar misturas para testes de detegéao
de heteroplasmia.

A intensidade média de cobertura obtida na nossa corrida foi de 15835,5 vezes (com
uma taxa de erro de 1%) (tabela 7). Para o mtDNA, é recomendada uma intensidade
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média de cobertura de 20000 vezes para se detetarem, de modo fidedigno,

heteroplasmias a uma proporcao de 1,33% (Zhang et al., 2012).

Embora o padréo ideal fosse uma cobertura equilibrada ao longo de todas as posicoes,
a cobertura obtida n&o foi uniforme, tendo variado ao longo do genoma em todas as
amostras. Todavia, o mapa de cobertura foi bastante semelhante nas 7 amostras
estudadas. Dado a estratégia de Long-Range PCR gerar um s6 amplicdo de toda a
molécula de mtDNA, a variagdo na cobertura ndo pode ser explicada pelo PCR. As
diferengas de cobertura podem dever-se, muito provavelmente, a preparagdo da
biblioteca e/ou ao processo de sequenciacdo. Quail e colaboradores apontaram que a
enzima utilizada no processo de fragmentagdo da biblioteca pode influenciar na
cobertura (Quail et al., 2012), sendo também possivel que estas diferengas tenham
origem no passo de amplificacao da biblioteca ja fragmentada.

Esta observacao pode também ser explicada pela presenga de extensao de citosinas
em algumas zonas da molécula de mtDNA, particularmente nas junto as posi¢coes 310
e 16187. Foi anteriormente registada uma elevada taxa de erro, por algumas
plataformas de MPS, devido, provavelmente, a falhas no alinhamento de sequéncias
nas regides homopoliméricas (Parson et al., 2013; Luo et al., 2011).

Outra explicacdo para as regides com menor cobertura podera ser a ocorréncia de
discrepancias entre a sequenciacao das cadeias forward e reverse - strand bias. Em
teoria, as duas cadeias, forward e reverse, deveriam ser sequenciadas 0 mesmo nimero
de vezes, no entanto ha regides onde apenas cadeias de um dos sentidos sao
sequenciadas, como podemos ver em algumas posicdes apresentadas nas figuras 19 e
20. Apesar de o strand bias nao significar necessariamente fraca qualidade na detegéo
de variantes, uma representacdo equilibrada dard uma maior confianga que a variante
apresentada foi a correta. Quando uma cadeia estd sobre-representada podera surgir
uma variante incorreta, em particular quando se trata da detecao de insergbées/delegdes.
Algumas das posi¢des supracitadas, devido a reduzida intensidade da cobertura, estdo
representadas de forma exclusiva pela cadeia reverse (da posicao 311 a 316 e da
posicao 14560 a 14770). Porém, podemos observar outras zonas com menor cobertura,
gue nao apresentam tanta disparidade entre a representacdo da cadeia forward e

reverse.



FCUP | 75
Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

A correta identificacao e quantificacao do nivel de heteroplasmia é essencial para um
diagnostico clinico preciso e para o aumento do poder de discriminagdo em genética
forense. Assim, torna-se importante o estudo da capacidade das novas tecnologias

nesta area.

As variantes esperadas foram detetadas em todas as misturas com excegdo das
variantes da amostra T4 na mistura com a proporc¢ao 1(T4):99(T5) e de quase todas as
variantes da T5 na mistura com a proporcao 99(T4):1(T5).

As variantes relacionadas com inser¢des ou dele¢des nas regides homopoliméricas ou
de repeti¢cdes dinucleotidicas (por exemplo a 315.1C e 523/524del) apresentam as
dificuldades de sequenciagao por MPS ja discutidas nas sec¢des anteriores (Parson et
al., 2013; Luo et al., 2011). Pelos mesmos motivos, as frequéncias apresentadas para
estas posigdes sdo também as que mais diferem dos valores esperados nas misturas

realizadas (figuras 21 e 22).

Na figura 23 podemos observar que a grande maioria dos valores de frequéncia das
variantes observadas nas 7 amostras se encontram nos niveis esperados. Nas variantes
localizadas no segmento HVR1 observa-se um incremento acentuado dos valores de
frequéncia devido a regiao homopolimérica presente.

Ao comparar-se as amostras com propor¢cdes opostas 1(T4):99(T5) e 99(T4):1(T5)
(também para as posicoes entre a 16264 e 16400 na amostra 95(T4):5(T5)), observou-
se que nao existiam variantes detetadas entre as percentagens de 0% a 1% nem de
99% a 100%, respetivamente, apesar de o limite de detecao ter sido definido para 0,1%.
Como os valores observados nas outras amostras foram, algumas vezes, ligeiramente
inferiores ou superiores aos esperados, torna-se curioso que 0 mesmo ndo acontecesse
nestas. Nao é claro o que podera estar a causar esta observagdo, mas podera estar
relacionado com alguma definicdo avangada do plug-in utilizado para a determinagéo
das variantes poder estar a filtrar as variantes presentes a menos de 1% como
mecanismo para evitar falsos positivos. No entanto, esta possibilidade nao foi
confirmada uma vez que nos parametros das definigdes do plug-in que sédo editaveis

através do Torrent Browser nao se encontrou nenhum que pudesse ser a justificacao.

A maioria dos falsos positivos foram detetados junto a regidées homopoliméricas ou em
posi¢cdes adjacentes a variantes reais, 0 que pode sugerir erros de alinhamento, como
por exemplo as posi¢des: 310, 358, 525, 6698/6699, 8249, 9531/9532, 14768 e 14770.
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Estas posigoes surgem sempre a niveis inferiores a 5% 0 que na maior parte dos casos
permite diferencia-las das verdadeiras variantes. Contudo, quando se avaliam
heteroplasmias a niveis muito reduzidos os falsos positivos podem ser um problema e
devem ser tidos em conta, e avaliados conforme a sua localizacao, isto é, caso se

encontrem nestas zonas esperadas sera mais facil determinar que séo falsas variantes.

Assim, podemos concluir que a sequenciacao por lon Torrent PGM apresenta, no geral,
uma boa sensibilidade e especificidade na quantificagdo de substituicbes em
heteroplasmia a niveis superiores a 5%. O mesmo ndo acontece com indels em zonas
homopoliméricas ou de repeticao dinucleotidica onde, por vezes, ndo foram detetadas

as variantes ou foram-no com coberturas ou frequéncias baixas.

De modo a verificar o grau de precisdo da nossa analise, comparamos as frequéncias
das 82 substituicoes observadas com valores esperados, nas diferentes 7 amostras
(figura 24). A correlagdo entre as percentagens observadas e esperadas foi quase
excelente (R?=0,9998;y = 0.9897x + 0.0207). Isto revela uma precisdo notavel na
detegéo dos niveis de heteroplasmia.

Estudos para outra plataforma de MPS — lllumina GA — observaram os mesmos valores
de sensibilidade (R?= 0,9997) (Tang & Huang, 2010) e atingiram mesmo 1,33% como
limite de detecdo com um grau de confianca de 99,9% (R?=1) (Zhang et al., 2012). Tang
e Huang, conseguiram sempre detetar todas as substituicbes esperadas nas amostras
com niveis superiores a 5% ao contrario das nossas observagdes. Conseguiram ainda
identificar, até este nivel, as delecoes nas posicdes 523 e 524 a uma frequéncia
bastante préxima da esperada o que nao aconteceu no nosso estudo com o lon Torrent
PGM . Estas duas observacdes parecem indicar uma maior sensibilidade da plataforma
lllumina GA em comparacao com o lon Torrent PGM. Além disto, até ao nivel de 5%, a
analise desempenhada pelos mesmos autores, ndo detetou quaisquer falsos positivos,
0 que demonstra uma maior especificidade do lllumina em relagéo ao lon Torrent PGM
que registou sempre entre 7 a 12 falsos positivos (embora em baixa frequéncia). A
plataforma lllumina detetou ainda a grande maioria das substituicbes esperadas em
amostras com niveis de heteroplasmia de 1%, o que ndo aconteceu com o lon Torrent
PGM, no entanto o elevado numero de falsos positivos obtidos resultou numa baixa
especificidade.
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De modo a fazer uma pequena comparagao da MPS com a sequenciacdo de Sanger,
efetuamos a mistura de um pequeno fragmento amplificado das duas amostras de
referéncia em 7 misturas de proporcdes, adaptadas as percentagens apontadas como

limite de detecéo de niveis de heteroplasmia através desta técnica.

Na andlise pelo método de Sanger, podemos notar que o software SeqScape apenas
anotou a ocorréncia de heteroplasmias nas propor¢des 50(T4):50(T5) e 75(T4):25(T5)
nas trés variantes visiveis (figura 25). Também com o software Geneious as
substituicbes que constavam na zona analisada foram todas detetadas até aos 25%,
surgindo somente cerca de metade destas a 10%. No entanto, nesta amostra (10%)
mais de 50 falsos positivos foram registados num fragmento de apenas 1822 bp. Apesar
de ndo podermos definir um limite de dete¢cdo podemos afirmar que, este método de
sequenciagao, apresenta um grau de especificidade muito baixo para identificar com

sucesso heteroplasmias a niveis muito reduzidos.

Estes resultados vém de encontro ao que ja tem sido descrito para a sequenciagao de
Sanger. Uma vez que a detecdo de heteroplasmias com esta tecnologia baseia-se
apenas na altura dos picos do eletroferograma, o software de analise pode nao
conseguir distinguir as verdadeiras variantes do “ruido de fundo” a niveis inferiores a 15-
20% gerando o aparecimento de falsos positivos (Rohlin et al., 2009; Chinault et al.,
2009; Wong et al., 2008).

Neste estudo, apresentamos um potencial método para analises do mtDNA em areas
distintas, como a identificacdo humana e a clinica, com recurso a recente e cada vez
mais utilizada area das MPS. Os resultados obtidos foram de encontro com a esperada
detecdo de heteroplasmias a niveis mais reduzidos do que as técnicas mais
convencionais de sequenciac¢ao por Sanger. Demonstramos a utilidade e viabilidade da
amplificagdo do mtDNA por Long-Range PCR e determinamos os limites para a detegéo
de variantes heteropldsmicas. Apesar de apresentar algumas dificuldades na
identificacao de variantes em regides homopoliméricas e alguns falsos positivos, o lon
Torrent PGM consegue de forma eficaz detetar as variantes de uma amostra com
mistura/heteroplasmia, sendo bastante preciso na determinacao da frequéncia de cada

variante.
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O método aqui apresentado nao permite avaliar o que ocorre quando se parte de
heteroplasmias reais, onde a amplificacdo por PCR vai alterar as proporcdes das
variantes presentes. Para podermos avaliar isto, seria necessario quantificar o mtDNA
(isolado do nDNA) em cada amostra, e depois misturar as amostras e s6 entao proceder
ao PCR. A quantificacdo de mtDNA isolado € um processo complicado e esta longe de
ser fidvel. Além disto, sabe-se que a amplificagdo exponencial das moléculas de DNA
presentes no PCR € altamente aleatéria (Wagner et al., 1994), pelo que em amostras
com baixas frequéncias de heteroplasmia serd sempre dificil obter resultados
reprodutiveis num estudo deste género.

Assim, consideramos que este estudo é um documento importante para a validagédo da
metodologia de MPS no lon Torrent PGM aplicada a mtDNA com

heteroplasmias/misturas controlando, na medida do possivel, as variantes em andlise.
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Tabela 8 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 1(T4):99(T5).
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16126
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16270
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16293
16304
16311
16400
16506
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

98,6
94,7
91,1
98,7
98,5
98
98,9
97,2
98,2
96,4
3,9
96,1
96,9
97,9
97,7
97,8
97
99
98,5
98,7
98,7
98,6
98,8
98,6
98,2
97,8
100
98,8
98,6
98
54
92
55
99
100
98,7
90,4
95,4
98
97,4
96,4
96,7
95
3,1
97,6
91
4,3

425827
40076
37708,2
36816
42563,2
42738,7
431134
214469
22893
27501,8
37733,1
37733,1
35550,7
425839
33181,1
34033,5
199495
219988
43113,7
41509,1
44339
43212
43157,1
214133
21220,3
274496
21795,6
21335,8
124422
10282,1
161,44
9534,28
161,79
43483
44145
432173
19371
18730,1
25762,2
29336,3
30830,9
33596,4
37209,1
24552
42460,4
37836,1
416,27

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

1992
1989
1994
1709
1993
1999
1993
1050
1094
1343
1761
1761
1706
1995
1576
1609
929

1038
1998
1919
1976
1999
1990
996

990

1313
1017
1012
588

499

515

511

511

2000
1992
1996
1062
1062
1229
1418
1507
1621
1864
1995
1999
1997
1997

1171
1153
1138
439
840
708
1146
99
203
404
685
685
341
919
563
828
334
291
1259
817
994
852
971
119
124
519
388
397
7

22
22
23
23
1027
610
1010
48
57
163
50
125
217
418
503
569
876
984

821
836
856
1270
1153
1291
847
951
891
939
1076
1076
1365
1076
1013
781
595
747
739
1102
982
1147
1019
877
866
794
629
615
581
477
493
488
488
973
1382
986
1014
1005
1066
1368
1382
1404
1446
1492
1430
1121
1013

1965
1884
1816
1687
1964
1959
1971
1021
1074
1295
68
1693
1653
1954
1540
1574
901
1028
1968
1894
1950
1971
1966
982
972
1284
1017
1000
580
489
28
470
28
1979
1992
1970
960
1013
1205
1381
1452
1567
1770
62
1952
1818
85

1153
1058
971
432
830
691
1134
96
200
396
67
618
333
906
547
816
315
289
1242
807
981
840
956
117
120
506
388
394

20

16

1018
610
1001
21
39
159
47
111
209
358
15
553
743
44

812
826
845
1255
1134
1268
837
925
874
899
;
1075
1320
1048
993
758
586
739
726
1087
969
1131
1010
865
852
778
629
606
573
469
23
454
21
961
1382
969
939
974
1046
1334
1341
1358
1412
47
1399
1075
41

0,5011
0,5185
0,5364
0,501
0,5012
0,5016
0,5003
0,5008
0,5011
0,5059
0,5
0,5
0,5024
0,503
0,5022
0,5038
0,5108
0,501
0,501
0,5003
0,5
0,5
0,5017
0,5008
0,5041
0,5013
0,5
0,5018
0,5035
0,5196
0,8296
0,5722
0,876
0,5009
0,5
0,5021
0,6791
0,5862
0,5015
0,5092
0,5222
0,5011
0,5327
0,5137
0,5017
0,5307
0,5249
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16519 T C 100 434374 SNP 1972 1113 859 1972 1113 859 0,5
Tabela 9 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 5(T4):95(T5).

73 A G 77 27092 SNP 1441 671 770 1109 645 464 0,5026
71 GTATGC TAGCTA 19,7 27092 MNP 1441 671 770 284 1 283 0,96
152 T C 95 40499,1 SNP 1998 1392 606 1898 1332 566 0,5061
182 C T 94,5 40216,8 SNP 1999 1353 646 1890 1290 600 0,5065
185 G T 94,4 401195 SNP 1999 1374 625 1887 1313 574 0,5099
195 T C 94,8 40377,5 SNP 1999 1359 640 1895 1294 601 0,5035
198 C T 94,7 401343 SNP 1992 1354 638 1886 1297 589 0,5092
247 G A 92,3 38585,9 SNP 1997 1228 769 1843 1143 700 0,5056
263 A G 100 44113,5 SNP 1987 1242 745 1987 1242 745 0,5
310 T C 4,8 6089,59 SNP 440 6 434 21 0 21 0,5
311 - Cc 93,4 608959 INS 440 6 434 411 5 406 0,5
357 G 89,3 8264,38 SNP 488 119 369 436 105 331 0,5041
358 G 6,8 21499 SNP 502 122 380 34 28 6 0,9355
514 CA - 94,6 9322,48 DEL 497 51 446 470 46 424 0,5131
709 GT AC 93,8 27881,6 MNP 1982 869 1113 1859 818 1041 0,5016
750 A G 100 44154 SNP 1993 912 1081 1993 912 1081 0,5
769 G A 93,7 39623,7 SNP 2000 943 1057 1874 881 993 0,5014
825 T A 91,5 37913,8 SNP 1990 953 1037 1820 872 948 0,5002
1018 G A 93,8 39597,8 SNP 1995 700 1295 1871 649 1222 0,5044
1438 A G 7,3 1032,8 SNP 1999 1013 986 145 69 76 0,5309
1462 G A 93,9 396055 SNP 1993 1026 967 1871 963 908 0,5001
1738 T C 94,6 29619,3 SNP 1495 470 1025 1414 449 965 0,5037
2259 C T 6,5 869,04 SNP 1999 808 1191 130 67 63 0,6105
2352 T C 91,6 38059,6 SNP 1989 929 1060 1822 846 976 0,5028
2706 A G 94,3 400882 SNP 1999 1061 938 1886 995 891 0,5032
2758 G A 93,8 39622 SNP 1998 1057 941 1874 995 879 0,5019
2768 A G 94,4 401476 SNP 2000 1094 906 1888 1033 855 0,5001
2885 T C 94 39810,3 SNP 1998 930 1068 1878 879 999 0,5026
3168 C T 2,1 69,75 SNP 1978 999 979 42 36 6 0,8545
3290 T (¢} 1 28,72 SNP 1650 716 934 17 2 15 0,8514
3308 T Cc 93,9 343959 SNP 1738 801 937 1632 752 880 0,5001
3594 C T 93,5 13360,6 SNP 692 166 526 647 156 491 0,5017
3666 G A 94,1 27501,5 SNP 1396 755 641 1314 718 596 0,5056
3693 G A 95,1 37301 SNP 1843 1005 838 1753 959 794 0,5018
4104 A G 94,2 267358 SNP 1358 695 663 1279 646 633 0,5067
4745 A G 6 773,38  SNP 2000 1078 922 121 69 52 0,5316
4769 A G 100 44301,5 SNP 1996 1099 897 1996 1099 897 0,5
5036 A G 93,2 35688,9 SNP 1822 992 830 1699 910 789 0,5089
5046 G A 94,6 350065 SNP 1749 952 797 1654 896 758 0,5026
5393 T C 95,4 15268,4 SNP 756 264 492 721 250 471 0,5027
5655 T Cc 94,7 40167,7 SNP 1993 1110 883 1887 1053 834 0,5011
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

95,7
2,6
93,8
94,1
94,1
93,6
89,6
86,2
93,3
93
94,8
94,2
94,1
94,4
92,3
3,8
96,2
93,5
93,6
93,5
93,7
93,3
94,8
93,8
3,9
94,7
94,4
94,4
94,6
95
4,5
94,3
93,3
95,7
95
94,6
95
7,1
88,2
6,5
4,8
94,2
100
95,5
88,7
92,3
95,7

40881,1
99,08
39680,5
39813
39935,7
39159,7
36736,7
34807,9
28334,5
38798,2
40343,8
39736,9
15624,6
16046
19377,8
31672,3
31672,3
25864,5
39435,7
26407,8
25555,6
15348,4
16718,5
39713,6
368,25
29586,4
41286
32750,5
33913
16925,8
169,27
16392,8
21520,4
15499,4
15389,8
10567
7272,13
180,38
6693,87
155,9
485,79
39945,1
35277,9
39289,3
13960,2
13130,3
18051,4

SNP
MNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

1993
1932
1997
1993
2000
1994
1989
2000
1456
1982
1998
1995
791
806
1030
1483
1483
1332
1992
1356
1311
774
832
1999
1995
1482
1978
1643
1696
844
710
825
1122
763
766
539
379
395
389
386
1815
1998
1603
1924
776
775
884

1027
984
1040
1074
1158
1181
1130
1072
336
815
734
1200
80
165
314
624
624
293
1019
471
700
308
240
1252
1161
652
1002
765
858
117
13
146
510
326
341
12

681
1083
481
1047
50
55
140

966
948
957
919
842
813
859
928
1120
1167
1264
795
711
641
716
859
859
1039
973
885
611
466
592
747
834
830
976
878
838
727
697
679
612
437
425
527
370
386
380
377
1134
915
1122
877
726
720
744

1907
50
1874
1876
1882
1867
1782
1725
1359
1843
1894
1880
744
761
951
56
1427
1245
1865
1268
1228
722
789
1875
78
1404
1867
1551
1604
802
32
778
1047
730
728
510
360
28
343
25
88
1882
1603
1837
688
715
846

986
5
976
1018
1091
1106
974
858
317
764
701
1136
72
157
291
56
568
278
960
443
669
277
228
1182
48
618
935
718
816
115

137
476
307
320
11

30
1021
481
997
23
39
127

921
45
898
858
791
761
808
867
1042
1079
1193
744
672
604
660
0
859
967
905
825
559
445
561
693
30
786
932
833
788
687
31
641
571
423
408
499
351
24
337
22
58
861
1122
840
665
676
719

0,5017
0,9031
0,5
0,5038
0,5007
0,5001
0,5218
0,5386
0,5035
0,5034
0,503
0,5029
0,5122
0,5024
0,5013
0,5

0,5
0,5048
0,5032
0,5022
0,5109
0,515
0,5006
0,5044
0,5347
0,5002
0,5058
0,5027
0,5028
0,5098
0,6336
0,5015
0,5001
0,5069
0,5057
0,5081
0,5132
0,8772
0,5709
0,8509
0,5372
0,5005
0,5
0,5015
0,6657
0,5697
0,5158
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16264 C T 90,9 19118,9 SNP 1054 41 1013 958 38 920 0,5051
16270 C T 88,1 19645,7 SNP 1121 91 1030 988 68 920 0,5445
16278 C T 90,4 21681,9 SNP 1182 155 1027 1069 137 932 0,5066
16293 A G 87,1 248054 SNP 1417 365 1052 1234 289 945 0,5315
16304 T A 36 321,91 SNP 1996 554 1442 72 26 46 0,5953
16311 T C 87,3 35532 SNP 1999 635 1364 1745 545 1200 0,5062
16400 C T 79,8 31146,3 SNP 1998 920 1078 1595 686 909 0,5307
16461 A G 46 45861 SNP 1862 1005 857 85 79 6 0,9181
16506 T C 43 41469 SNP 1998 1051 947 85 48 37 0,5389
16519 T C 97,7 420853 SNP 1988 1086 902 1943 1061 882 0,5002
Tabela 10 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 10(T4):90(T5).

73 A G 73,8 26123,9 SNP 1487 716 771 1097 652 445 0,5019
71 GTATGC TAGCTA 19,2 261239 MNP 1487 716 771 286 0 286 0,9999
152 T C 89,7 36974,4 SNP 1997 1361 636 1792 1241 551 0,5128
182 C T 89,8 370374 SNP 1997 1345 652 1793 1220 573 0,5079
185 G T 89,6 36941,8 SNP 1998 1357 641 1790 1239 551 0,5151
195 T C 89,4 368375 SNP 1999 1347 652 1787 1208 579 0,5025
198 C T 89,1 364856 SNP 1987 1340 647 1770 1213 557 0,5125
247 G A 86,6 349539 SNP 1993 1154 839 1726 1004 722 0,5027
263 A G 100 43972,7 SNP 1983 1179 804 1983 1179 804 0,5
310 T C 7,4 9019,45 SNP 665 7 658 49 0 49 0,5
311 - C 92,6 9019,45 INS 665 7 658 616 7 609 0,5
357 A G 83,5 12256 SNP 772 195 577 645 163 482 0,5002
514 CA - 88,4 10566,8 DEL 620 50 570 548 37 511 0,5478
709 GT AC 87,5 245639 MNP 1974 936 1038 1728 825 903 0,5033
750 A G 100 43749,4 SNP 1987 977 1010 1987 977 1010 0,5
769 G A 87,3 35574  SNP 2000 992 1008 1747 864 883 0,5014
825 T A 87,3 35339,7 SNP 1991 1004 987 1738 876 862 0,5002
1018 G A 89,2 36582,3 SNP 1995 639 1356 1779 573 1206 0,5021
1438 A G 10,4 1807,6 SNP 2000 1070 930 209 106 103 0,5278
1462 G A 88,3 360536 SNP 1997 1084 913 1763 960 803 0,5017
1738 T C 88,9 34960,8 SNP 1921 581 1340 1707 510 1197 0,5044
2259 C T 10,2 1728,74 SNP 1999 852 1147 203 103 100 0,581
2352 T C 87,8 35563,3 SNP 1982 948 1034 1741 817 924 0,5091
2706 A G 89,1 36664,4 SNP 2000 1083 917 1782 974 808 0,5051
2758 G A 89,4 367289 SNP 1998 1064 934 1786 964 822 0,5073
2768 A G 89,3 36768,1 SNP 2000 1082 918 1786 973 813 0,5038
2885 T C 88,9 36533,2 SNP 1998 943 1055 1777 843 934 0,5024
3308 T C 89,2 36741,3 SNP 2000 861 1139 1785 763 1022 0,5031
3594 C T 90,8 16723,7 SNP 896 158 738 814 144 670 0,501
3666 G A 88,3 302869 SNP 1685 816 869 1488 720 768 0,5004
3693 G A 89,3 366245 SNP 1995 1038 957 1782 929 853 0,501
4104 A G 89,4 36576,2 SNP 1985 945 1040 1775 834 941 0,5062
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

10,9
100
88,2
89,6
89,9
88,8
90,6
2,8
88,7
88,8
87,7
88,7
86
84,6
89,4
88
91,2
88,9
87,6
90
89,2
3

97
85,9
91,4
88,9
88,5
86,5
91,5

88,2
90,1
89,7
88,4
86,3
6,2

79,9
6,2

1922,31
44020,4
36088,4
36921,9
18749
36346,5
37594,9
96,33
36394,6
36485,5
35811,2
35653,2
34560,2
33801,9
34366,7
35799
38017,2
36146,8
20512,7
21203,6
27167,2
42355,6
42355,6
30013,4
38097,8
33697
33525,7
18531,3
19767,9
35930,7
1404,68
37099,4
37510,5
1662,32
36801,6
37654,4
20065
679,69
18505,8
23678,3
18767,4
18449,7
11108,3
9585,6
226,95
8797,59
228,05

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
MNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
INS

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

2000
1989
1998
1997
1039
1994
1997
1923
1998
1999
1999
1995
1994
1998
1869
1992
1999
1989
1175
1165
1495
1959
1959
1739
1997
1850
1854
1080
1065
1996
1999
1998
1978
1949
1998
1992
1087
924

1025
1336
1038
997

631

569

583

577

579

1134
1104
1106
1112
364
1109
1021
1034
1103
1104
1149
1174
1224
1158
485
805
777
1181
126
270
504
871
871
320
966
703
1013
427
275
1201
1169
876
1023
999
963
1089
167
16
152
605
412
404
34
31
31
31
33

866
885
892
885
675
885
976
889
895
895
850
821
770
840
1384
1187
1222
808
1049
895
991
1088
1088
1419
1031
1147
841
653
790
795
830
1122
955
950
1035
903
920
908
873
731
626
593
597
538
552
546
546

218
1989
1762
1789
934
1770
1810
53
1773
1776
1754
1770
1714
1691
1671
1753
1824
1769
1029
1049
1334
59
1900
1494
1826
1644
1640
934
974
1757
177
1795
1766
216
1786
1812
995
84
922
1178
935
894
558
491
36
461
36

127
1104
954
987
332
986
931
14
968
983
1017
1042
1038
950
434
701
728
1065
100
255
470
58
813
277
892
618
897
344
255
1066
107
782
903
203
862
981
162
2
132
524
367
359
28
26

6

18

8

91
885
808
802
602
784
879
39
805
793
737
728
676
741
1237
1052
1096
704
929
794
864

1087
1217
934
1026
743
590
719
691
70
1013
863
13
924
831
833
82
790
654
568
535
530
465
30
443
28

0,5159
0,5

0,5122
0,5052
0,5056
0,5009
0,5031
0,7641
0,5061
0,5012
0,5052
0,5002
0,5087
0,5181
0,5003
0,5044
0,5109
0,5086
0,5274
0,5156
0,5168
0,5

0,5

0,5023
0,5048
0,5043
0,5006
0,5286
0,5047
0,5052
0,5204
0,5028
0,5059
0,9369
0,5007
0,5053
0,5172
0,5805
0,5103
0,5081
0,5046
0,5038
0,5188
0,5075
0,7807
0,5829
0,8253
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

14872 C T 10,8 1900,34 SNP 1995 658 1337 216 82 134 0,5542
15115 T C 89,6 36930,3 SNP 1997 1064 933 1790 954 836 0,5002
15326 A G 100  44062,7 SNP 1990 627 1363 1990 627 1363 0,5
16126 T C 90,9 37758,1 SNP 1996 1018 978 1815 931 884 0,5029
16187 C T 82,8 19287,8 SNP 1201 65 1136 994 15 979 0,7888
16189 T C 87 17117,7 SNP 1175 59 1116 1022 29 993 0,6442
16223 C T 89,8 24207,6 SNP 1326 180 1146 1191 168 1023 0,5111
16264 C T 82,2 24968,3 SNP 1560 58 1502 1283 46 1237 0,5094
16270 C T 80,9 26176,7 SNP 1666 158 1508 1347 122 1225 0,5127
16278 C T 80,8 28551,4 SNP 1808 276 1532 1460 215 1245 0,5106
16293 A G 79,3 29827,6 SNP 1934 534 1400 1534 403 1131 0,517
16311 T C 77,4 29756 SNP 1998 600 1398 1546 467 1079 0,5021
16400 C T 70,4 259742 SNP 1998 852 1146 1406 569 837 0,5224
16506 T C 3,9 347,11 SNP 1999 970 1029 77 31 46 0,5831
16519 T C 95,6 40448,7 SNP 1985 1089 896 1898 1027 871 0,5076
Tabela 11 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 50(T4):50(T5).
73 A G 52 14182,2 SNP 1415 733 682 736 397 339 0,5214
152 T C 50,9 16592,9 SNP 1995 1231 764 1015 677 338 0,5542
182 cC T 50,5 16452,7 SNP 1998 1245 753 1008 675 333 0,5508
185 G T 48,9 15751 SNP 1996 1209 787 976 655 321 0,5705
195 T C 50,9 16603,9 SNP 1995 1204 791 1015 672 343 0,5628
198 C T 48,9 15742,4 SNP 1993 1205 788 975 628 347 0,542
247 G A 415 12621,1 SNP 1999 1130 869 830 468 362 0,5015
263 A G 100 43937 SNP 1983 1128 855 1983 1128 855 0,5
310 T C 6,1 934291 SNP 720 1 719 44 0 44 0,5
311 - C 92,6 934291 INS 720 1 719 667 1 666 0,5
357 A G 43,1 5097,38 SNP 775 189 586 334 84 250 0,5102
514 CA - 453 3904,29 DEL 592 39 553 268 14 254 0,5613
709 GT AC 44,1 8308,83 MNP 1989 948 1041 878 437 441 0,5211
750 A G 100 44002,8 SNP 1988 987 1001 1988 987 1001 0,5
769 G A 455 14302,9 SNP 2000 1040 960 910 505 405 0,5351
825 T A 44,1 13660,1 SNP 1995 983 1012 880 426 454 0,5086
1018 G A 48,7 15664,9 SNP 1996 667 1329 973 324 649 0,5013
1438 A G 51,8 17034,7 SNP 1998 1018 980 1034 519 515 0,5076
1462 G A 49,1 15781,9 SNP 1994 1033 961 979 511 468 0,5039
1738 T C 47,3 12357,1 SNP 1654 535 1119 783 256 527 0,504
2259 cC T 52,6 174176 SNP 1999 1011 988 1051 559 492 0,5261
2352 T C 43,3 13289,5 SNP 1990 1032 958 861 405 456 0,5481
2706 A G 47,6 151958 SNP 1998 1052 946 951 492 459 0,5092
2758 G A 50,7 16538,5 SNP 1996 1051 945 1012 540 472 0,5071
2768 A G 48,2 15496,8 SNP 2000 1055 945 965 538 427 0,5302
2885 T C 49,4 15958,8 SNP 1997 937 1060 987 473 514 0,5101
3290 T C 0 10,48 SNP 1978 871 1107 0 0 0 0,5
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

46,2
50,8
48,6
49
49,3
52,7
100
49,2
49,5
46,8
48,2
50,3
47,4
49,1
46,5
49
47,7
46,5
47,4
50,4
53,9
48,9
48,3
51
49,5
3,6
96,4
43,9
48,1
453
47
39,6
49,6
48,2
48,3
50,6
49,6
10,4
49,2
51,8
52
52,1
46,9
46,5
0
0,1
48

14586,7
6690,05
12019,6
15670,2
14318,2
174422
44077,2
15805,8
16020,5
7561,66
15437,6
16355,6
15104,3
15835,5
14738,5
15292,8
15161,3
14634,4
12716,7
16412,5
18005,8
15722,5
8131,4
8314,23
10204,9
343475
343475
10965,3
15412,9
12648, 1
12504,3
5351,65
9651,64
15461,4
15418,3
14394,7
15822,5
1397,18
15920,6
16494,8
7078,03
6788,83
7666,2
10458,3
6,88

6,79

7164,32

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
INS

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

1999
813

1552
1991
1805
1998
1992
1997
1995
1054
1998
1994
1999
1997
1999
1989
1997
1996
1694
1995
2000
1996
1086
1033
1298
1604
1604
1632
1999
1789
1684
1015
1231
1999
1993
1750
1993
1791
1998
1940
833

797

1065
1444
1128
922

934

900
164
753
1063
915
1111
1156
1199
1197
474
1064
1049
1088
1168
1173
1201
1175
1121
393
854
726
1123
186
229
456
745
745
404
998
659
917
454
430
1264
1226
748
982
957
1004
1082
71
35
178
671
542
391
399

1099
649
799
928
890
887
836
798
798
580
934
945
911
829
826
788
822
875
1301
1141
1274
873
900
804
842
859
859
1228
1001
1130
767
561
801
735
767
1002
1011
834
994
858
762
762
887
773
586
531
535

923
413
755
975
889
1052
1992
983
988
493
964
1003
947
980
930
974
952
928
803
1006
1077
977
524
527
643
58
1546
716
961
810
792
402
610
964
962
886
989
187
984
1004
433
415
499
672
0

1
448

394
77
365
514
457
589
1156
558
570
217
535
536
517
556
551
601
549
504
201
420
463
564
80
119
219
56
689
157
489
313
430
128
213
608
573
373
498
178
468
553
63
28
76
302

202

529
336
390
461
432
463
836
425
418
276
429
467
430
424
379
373
403
424
602
586
614
413
444
408
424
2

857
559
472
497
362
274
397
356
389
513
491

516
451
370
387
423
370

246

0,5237
0,5244
0,5017
0,5067
0,5071
0,5039
0,5
0,5337
0,5238
0,5097
0,5226
0,5083
0,5017
0,5179
0,5059
0,5139
0,512
0,5187
0,525
0,5108
0,5696
0,5149
0,5342
0,5059
0,5118
0,5

0,5
0,5395
0,5096
0,5192
0,5016
0,634
0,5001
0,5017
0,5204
0,5066
0,5108
0,9451
0,5269
0,507
0,6463
0,6117
0,5276
0,5154
0,5
0,9888
0,524
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

14203 A G 48,3 711254 SNP 919 411 508 444 205 239 0,5146
14560 G A 51,1 4604,41 SNP 568 33 535 290 14 276 0,5487
14622 C A 32 86,34 SNP 657 43 614 21 19 2 0,9926
14766 cC T 46,7 3430,16 SNP 486 25 461 227 7 220 0,6302
14768 AT 32 6572 SNP 495 24 471 16 1 15 0,5667
14769 A G 442 3274,06 SNP 495 24 471 219 6 213 0,644
14770 C G 3,1 59,71 SNP 486 24 462 15 1 14 0,5789
14872 cC T 52,1 17136,5 SNP 1996 713 1283 1039 348 691 0,5246
15115 T C 47,8 15283 SNP 1996 1059 937 955 509 446 0,5024
15326 A G 100 41725 SNP 1889 650 1239 1889 650 1239 0,5
16126 T C 52,3 173056 SNP 1999 1174 825 1046 598 448 0,516
16187 cC T 411 6126,68 SNP 983 188 795 404 14 390 0,8682
16189 T C 48,8 4961,59 SNP 896 125 771 437 26 411 0,7193
16223 cC T 55 848525 SNP 918 158 760 505 92 413 0,5173
16264 cC T 34,8 84448 SNP 1718 67 1651 598 17 581 0,581
16270 cC T 33,7 8801,45 SNP 1861 150 1711 628 49 579 0,5088
16278 cC T 33,7 948426 SNP 1995 305 1690 673 98 575 0,5143
16293 A G 30,4 8007,2 SNP 1939 582 1357 590 141 449 0,5773
16311 T C 28,1 7369,21 SNP 1996 613 1383 560 178 382 0,5125
16400 cC T 24,7 619507 SNP 1998 879 1119 494 199 295 0,538
16506 T C 4 368,43 SNP 1999 1083 916 80 42 38 0,5168
16519 T C 75,1 282053 SNP 1982 1216 766 1489 872 617 0,529
Tabela 12 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 90(T4):10(T5).

73 A G 11,9 2175,03 SNP 1981 995 986 236 109 127 0,5404
152 T C 9,7 1603,6 SNP 1997 1193 804 193 147 46 0,6829
182 cC T 9,7 1614,27 SNP 2000 1164 836 194 146 48 0,686
185 G T 10,1 1704,13 SNP 1998 1170 828 201 142 59 0,6301
195 T C 10,2 1752,06 SNP 2000 1184 816 205 148 57 0,6415
198 cC T 9,9 1637,99 SNP 1998 1176 822 197 143 54 0,6492
247 G A 8,1 1216,94 SNP 1996 1168 828 161 104 57 0,564
263 A G 100 44158,3 SNP 1990 1190 800 1990 1190 800 0,5
310 T C 7,2 9156,45 SNP 718 4 714 52 0 52 0,5
311 - C 91,4 9156,45 INS 718 4 714 656 4 652 0,5
357 A G 7,1 387,56 SNP 771 170 601 55 13 42 0,5225
520 C A 7,1 332,59 SNP 679 96 583 48 4 44 0,6442
525 cC G 3,1 86,98 SNP 667 88 579 21 0 21 0,9992
709 GT AC 7,8 341,97 MNP 1989 949 1040 155 81 74 0,5454
750 A G 100 438252 SNP 1981 990 991 1981 990 991 0,5
769 G A 7.8 1146,18 SNP 1998 1000 998 155 81 74 0,5221
825 T A 7.9 1172,35 SNP 1988 1000 988 157 73 84 0,538
1018 G A 9,9 1658,51 SNP 1992 611 1381 197 53 144 0,5459
1438 A G 90 37202,4 SNP 1997 1021 976 1798 910 888 0,5051
1462 G A 9,3 1511,27 SNP 1997 1036 961 186 93 93 0,5188
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

8,6
92,4
7.4
9,5
9,7
9
10
0
8,4
8,6
8,8
8,7
8,6
91,8
100
9,2
9,1
10,3
9,1
11,1
9,6
9,7
8,6
8,1
9,3
8,3
8,1
9,6
9,9
9,4
0,9
9,4
9,3
8,6
3,6
96,4
6,3
9,7
8,3
8,6

6,9
9,6
8,9
84,7
9,6
8,7

1061,18
38716,5
1055,26
1564,74
1619,03
1430,04
1690,97
12,57
1308,39
512,28
1024,64
1288,38
1158,24
38365,7
44006,7
1482,19
1431,39
780,55
1453,61
1974,35
1571,26
1604,05
1332,93
1174,62
1506,42
1265,71
993,11
1593,27
1622,8
1508,8
22,06
751,42
687,27
735,8
32228
32228
98,41
1180,45
1285,43
1086,7
868,99
454,11
757,99
1405,41
33576,2
1359,68
1357,1

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
MNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

1611
1995
1998
2000
1998
1998
1998
1967
2000
766

1502
1875
1750
2000
1991
1997
1958
885

2000
1992
2000
1998
2000
1974
1999
1998
1647
1993
1943
1997
1986
965

901

1127
1510
1510
1347
1505
2000
1648
1481
954

948

1999
1988
1735
1990

460
925
1125
1030
1003
1031
904
932
976
146
716
964
814
1122
1126
1211
1180
352
1082
1053
1138
1149
1189
1219
1171
1101
380
860
558
1117
1095
124
160
398
650
650
338
400
990
541
772
441
269
1225
1194
775
973

1151
1070
873
970
995
967
1094
1035
1024
620
786
911
936
878
865
786
778
533
918
939
862
849
811
755
828
897
1267
1133
1385
880
891
841
741
729
860
860
1009
1105
1010
1107
709
513
679
774
794
960
1017

138
1844
147
190
194
179
200
0
169
66
132
164
150
1835
1991
184
178
91
181
222
191
193
171
159
186
166
133
192
193
187
17
91
84
97
54
1456
85
146
167
141
118
66
91
177
1683
166
174

40
873
71
103
102
88
95

84
17
77
98
74
1032
1126
102
101
30
94
116
107
103
110
93
102
81
36
101
66
113

19
35
49
601

25
88
39
55
21
34
119
974
79
76

98
971
76
87
92
91
105

85
49
55
66
76
803
865
82
77
61
87
106
84
90
61
66
84
85
97
91
127
74

82
65
62

855
82
121
79
102
63
45
57
58
709
87
98

0,5053
0,5098
0,5797
0,5272
0,5238
0,5244
0,5227
0,5
0,509
0,5957
0,6058
0,5839
0,5282
0,5014
0,5
0,5533
0,5362
0,5732
0,5217
0,5061
0,5089
0,5418
0,5516
0,534
0,538
0,5629
0,5531
0,5939
0,5633
0,5461
0,5221
0,5732
0,5751
0,5084
0,5
0,5
0,9014
0,6366
0,5319
0,561
0,555
0,6481
0,6009
0,5645
0,5226
0,5294
0,5523
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

13046 - C 14,1 1886,9 INS 1585 885 700 224 209 15 0,9168
13105 A G 10,2 1459,1 SNP 1702 917 785 173 82 91 0,5645
13506 cC T 10,5 1496,33 SNP 1670 892 778 175 95 80 0,5088
13650 cC T 10,4 639,48 SNP 729 23 706 76 8 68 0,7831
13680 cC T 91,2 14172 SNP 753 65 688 687 64 623 0,5209
13789 T C 8,3 602,41 SNP 936 152 784 78 9 69 0,5978
13880 C A 75 710,61 SNP 1351 634 717 101 44 57 0,5339
14178 T C 10,9 789,52 SNP 824 298 526 90 43 47 0,6175
14203 A G 10,8 748,76 SNP 798 306 492 86 40 46 0,583
14560 G A 9,7 4333 SNP 554 9 545 54 0 54 0,9996
14766 cC T 6 183,67 SNP 499 31 468 30 0 30 0,9994
14769 A G 5.2 139,37 SNP 481 29 452 25 0 25 0,9992
14872 cC T 90,2 37139,9 SNP 1992 714 1278 1796 641 1155 0,5017
15115 T C 9,1 1470,45 SNP 1993 1085 908 182 99 83 0,5005
15326 A G 100 38556 SNP 1754 551 1203 1754 551 1203 0,5
16126 T C 9,7 1602,09 SNP 2000 1112 888 193 86 107 0,6091
16223 cC T 13,4 97899 SNP 764 126 638 102 9 93 0,6711
16264 cC T 6,6 85823 SNP 1910 72 1838 127 5 122 0,5113
16270 cC T 6,7 9013 SNP 1983 153 1830 133 13 120 0,5644
16278 cC T 6,6 891,36 SNP 1995 277 1718 132 26 106 0,6034
16293 A G 55 647,92 SNP 1938 613 1325 107 24 83 0,6154
16311 T C 5 557,93 SNP 1995 653 1342 99 31 68 0,5163
16400 cC T 34 28246 SNP 1999 833 1166 67 29 38 0,5165
16519 T C 21,3 5003,5 SNP 1993 1225 768 425 216 209 0,6068
Tabela 13 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 95(T4):5(T5).

73 A G 6,2 783,24 SNP 1982 1001 981 122 49 73 0,6032
152 T C 5 557,42 SNP 1997 1165 832 99 65 34 0,5772
182 cC T 48 52831 SNP 1998 1157 841 96 63 33 0,5812
185 G T 5 566,65 SNP 1999 1192 807 100 69 31 0,6011
195 T C 5 556,92 SNP 2000 1190 810 99 63 36 0,5436
198 cC T 48 527,35 SNP 1995 1183 812 96 63 33 0,5672
247 G A 41 403,56 SNP 1997 1126 871 82 54 28 0,5987
263 A G 100 43977,6 SNP 1985 1148 837 1985 1148 837 0,5
316 G C 0,9 8204,09 SNP 867 11 856 8 0 8 0,5
311 - C 99,1 8204,09 INS 867 11 856 859 11 848 0,5
357 G 3,3 140,11 SNP 965 198 767 32 12 20 0,6991
520 C A 86 596,79 SNP 887 130 757 76 20 56 0,6753
709 GT AC 42 54,74 MNP 1990 910 1080 83 46 37 0,596
750 A G 100 43940,3 SNP 1987 956 1031 1987 956 1031 0,5
769 G A 4,3 447,52 SNP 2000 1013 987 87 53 34 0,603
825 T A 46 493,73 SNP 1991 1009 982 92 40 52 0,5719
1018 G A 4,3 441,41 SNP 1994 686 1308 86 30 56 0,5053
1438 A G 94,7 402952 SNP 2000 993 1007 1893 936 957 0,502
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

4,4
94,8
45
45
4,9
4,2
5,1

1,4

3,9
4,4
43
3,9
95,7
100
55
54
55
54
6,5
3,6
5,3
5,3
4,8
57
43
47
41
54
43
0,8
5,3
6,1
5,9
3,6
96,4
4,9
5,6
4,2
4.6

89,8
53
4,9

561,43
437,63
40329
470,09
474,59
532,07
430,02
578,39
287,32
41,18
393,69
167,02
408,36
435,36
370,34
41029,3
44242
656,46
645,24
378,92
633,73
870,06
313,81
614,42
623,98
523,14
688,36
431,39
510,49
404,37
643,58
448,11
18,96
353,26
427,96
502,1
38620,2
38620,2
500,15
673,31
413,01
460,63
224,16
557,34
36756,1
614,65
535,37

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

1998
1950
1996
1994
1998
1997
2000
1996
1963
1998
2000
862

1789
1996
1998
1999
1995
1997
1992
1164
1998
1995
1997
1999
2000
1982
1999
1999
2000
1996
1999
1991
1994
1155
1121
1364
1799
1799
1852
1999
1999
1856
1150
1999
1987
1998
1984

1057
625
977
1113
1084
1063
1094
930
1025
938
967
187
901
1060
1006
1187
1175
1224
1212
482
1054
1019
1114
1153
1186
1177
1217
1155
491
845
572
1068
1069
196
234
467
774
774
525
950
752
1069
402
1221
1246
955
1089

941
1325
1019
881
914
934
906
1066
938
1060
1033
675
888
936
992
812
820
773
780
682
944
976
883
846
814
805
782
844
1509
1151
1427
923
925
959
887
897
1025
1025
1327
1049
1247
787
748
778
741
1043
895

100
85
1893
90
90
97
85
101
78
28
81
34
79
86
78
1913
1995
109
108
64
107
130
71
105
106
95
113
86
94
82
108
86
15
61
68
81
65
1734
90
111
83
86
46
99
1785
105
97

58
24
929
47
48
54
51
57
72

38

41
42
44
1147
1175
64
59
24
65
65
39
54
48
40
66
52
33
30
41
61

23
32
61
713
17
58
34
49
20
61
1081
56
54

42
61
964
43
42
43
34
44

26
43
26
38
44
34
766
820
45
49
40
42
65
32
51
58
55
47
34
61
52
67
25

54
45
49

1021
73
53
49
37
26
38
704
49
43

0,5514
0,5452
0,5013
0,5361
0,5093
0,5246
0,554
0,5976
0,9164
0,9197
0,5144
0,5262
0,5154
0,5426
0,5606
0,506
0,5
0,5268
0,5634
0,5408
0,5809
0,5108
0,5086
0,5628
0,6377
0,6678
0,5257
0,5278
0,6244
0,5599
0,6042
0,6783
0,634
0,6119
0,6595
0,5564
0,5
0,5
0,6294
0,5472
0,535
0,5063
0,5887
0,5056
0,5227
0,5552
0,5079
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Sequenciacao completa do mtDNA por MPS e avaliacao da detecao de heteroplasmias

13046 - C 15 2616,99 INS 1945 1070 875 292 275 17 0,9297
13105 A G 5,2 614,23 SNP 2000 1077 923 105 53 52 0,5338
13506 c T 39 3719 SNP 1992 1070 922 78 39 39 0,5371
13650 C T 5 257,8 SNP 898 20 878 45 4 41 0,8107
13680 c T 95 18744,1 SNP 926 64 862 880 62 818 0,5052
13789 T C 4,9 323,55 SNP 1215 238 977 59 13 46 0,5371
13880 cC A 4,1 330,58 SNP 1632 767 865 67 34 33 0,5374
14178 T C 4,4 22298 SNP 949 362 587 42 21 21 0,6185
14203 A G 4,8 246,95 SNP 920 376 544 44 23 21 0,613
14560 G A 4,6 146,81 SNP 613 44 569 28 1 27 0,676
14766 cC T 4,7 139,38 SNP 555 41 514 26 1 25 0,6659
14769 A G 4,1 106,8 SNP 539 38 501 22 2 20 0,5686
14872 cC T 95,3 40709 SNP 1998 691 1307 1905 653 1252 0,5034
15115 T C 4,4 448,06 SNP 1997 1129 868 87 44 43 0,5597
15326 A G 100 43973,7 SNP 1985 711 1274 1985 711 1274 0,5
16126 T C 57 693,36 SNP 1998 1150 848 113 71 42 0,5549
16187 C T 4,1 227,26 SNP 1086 289 797 45 2 43 0,8861
16223 C T 6,4 403,36 SNP 934 170 764 60 10 50 0,5266
16519 T C 13,3 2569,31 SNP 1993 1303 690 266 147 119 0,6045
Tabela 14 — Tabela parcial dos resultados do plug-in Variant Caller da mistura 99(T4):1(T5).

263 G 100 44224 SNP 1993 1058 935 1993 1058 935 0,5
310 T C 8,2 18227,1 SNP 1390 4 1386 114 0 114 0,5
311 - C 91,4 18227,1 INS 1390 4 1386 1271 4 1267 0,5
520 C A 9,8 965,4 SNP 1217 158 1059 119 5 114 0,7728
525 cC G 46 291,98 SNP 1190 149 1041 55 1 54 0,8852
750 A G 100 43766 SNP 1982 961 1021 1982 961 1021 0,5
1438 A G 98,7 432815 SNP 2000 1034 966 1973 1019 954 0,5005
2259 C T 98,4 43021,4 SNP 1999 891 1108 1967 878 1089 0,5007
3290 T C 1,2 32,62 SNP 1997 820 1177 24 1 23 0,9408
4745 A G 100 43651,6 SNP 1982 1169 813 1982 1169 813 0,5
4769 A G 100  44450,2 SNP 1998 1198 800 1998 1198 800 0,5
7816 C T 0 6,26 SNP 1991 948 1043 0 0 0 0,5
8249 G C 0,7 15,22 SNP 1989 1045 944 14 7 7 0,5254
8860 A C 3,3 43163,9 SNP 1996 816 1180 66 64 2 0,5
8860 A G 96,7 43163,9 SNP 1996 816 1180 1930 752 1178 0,5
12061 C T 93,5 39059,9 SNP 1982 1172 810 1853 1052 801 0,5242
13046 - C 12,2 1928,83 INS 1943 1060 883 237 225 12 0,9398
13680 C T 98,8 27814 SNP 1302 61 1241 1287 57 1230 0,5147
14153 T C 4 136,67 SNP 1328 392 936 53 47 6 0,9491
14872 C T 98 42618,7 SNP 1999 669 1330 1959 658 1301 0,5014
15326 A G 100 43978,5 SNP 1989 592 1397 1989 592 1397 0,5
16519 T C 33 267,49 SNP 1997 1323 674 65 35 30 0,6272
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Il. Cobertura das 7 amostras com mistura

16 kb
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Figura 27 - Gréficos da cobertura (eixo das ordenadas) de todas as posi¢des dos nucleétidos ao longo da molécula
de mtDNA (eixo das abcissas) nas 7 amostras com mistura visualizadas no software IGV: A) 1(T4):99(T5); B)
5(T4):95(T5); C) 10(T4):90(T5); D) 50(T4):50(T5); E) 90(T4):10(T5); F) 95(T4):5(T5); G) 99(T4):1(T5).
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The use of mitochondrial DMA (mtDMNA) heteroplasmy in forensic genetics casework and databasing has
been limited due tothe technical limitations of the PCR/Sangersequencing technology. Massively Parallel
Sequencing (MPS) has been suggested to be more sensitive and accurate in detecting and evaluating
heteroplasmy levels than Sanger sequencing, particularly when contamination is controlled and the
amplification strategy is carefully designed.

K""’;:;d"' In this work, we present the results of a sensitivity study of heteroplasmy detection and quantification
"HL'EB: las with lon Torrent PGM, using control samples of predetermined haplotypes belonging to different
MES roplasty haplogroups. The amplification strategy used forthe PGM sequencing is based on a single long-range P(R,
POM in order toeven the proportions of the mixed bases throughout the molecule. To simulate different levels

of heteroplasmy we used mixtures of the amplified control samples (amplicons) at variable proportions,

The PGM sequencing strategy accurately detected all artificial heteroplasmies =5%, with the exception
of variants at repetitive regions. At the 1% level, some of the mixed bases were detected although the false
positive background noise does not allow for a trustworthy variant call.

Long-range PCR

1. Introduction

The use of mitochondrial DNA (mtDNA) heteroplasmies in
forensic genetics has been limited, however recent guidelines
illustrate the importance of thoroughly detecting heteroplasmies
both in casework and databasing [1].

Sanger sequencing technology is not sensitive enough to detect
low-level heteroplasmy (<10-20%) and it does not allow for
accurate allele quantification. It has been demonstrated that
generally Massively Parallel Sequencing (MPS) methods have
higher sensitivity to detect low-level heteroplasmies, and depend-
ing on the amplification strategy it has the additional potential to
quantify the heteroplasmy level

Presently, several MPS platforms are available, with different
chemistries that should be evaluated and compared when it comes
to heteroplasmy detection. The Illumina GA was demonstrated to
detect all =5% heteroplasmies with virtually no false positives
[2]. We here present the results of a sensitivity study of
heteroplasmy detection and gquantification with lon Torrent

* Corresponding author at: Institute of Molecular Pathology and Immunology of
the University of Porto (Ipatimup), Porto, Portugal. Tel.: #351 225570700 fax: +351
Z255707949.

E-mail address: aalmeida@ipatimup.pt (A, Goios ).

http: | fdx doiorg [10.1016(). figss. 2015.09.006
1875-1768/@ 2015 Esevier lreland Ltd. All rights reserved.

PGM, LifeTechnologies (LT), using control samples of predeter-
mined haplotypes belonging to different haplogroups.

2. Material and methods

DNA samples of two healthy donors, with previously deter-
mined complete mtDNA haplotypes (belonging to haplogroups
H13ala(T4) and L1b1a12a(T5)), were extracted from 1 mL saliva
samples through a user-developed protocol using DNeasy™ Blood
& Tissue Kit (Qiagen). In both samples, the complete mtDNA
molecule was amplified in a single long-range PCR using the
home-designed primers MT_16555L (5'-TAAGACATCACGATGCAT-
CACAGGT-3') and MT_16554H (5'-TTTAAGGGGAACGTGTGGGC-
TATTT-3), with the enzyme mix Ranger DNA Polymerase
(Bioline) following the manufacturer's instructions. Amplicons
were quantified with Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen Corpora-
tion) and normalized to the same concentration. Mixtures of the
two amplicons were performed at different proportions: 1:99,
5:95, 10:90, 50:50, 90:10, 95:5, 99:1. Each mixture was further
processed as an independent sample.

The 200bp sequencing chemistry was used. Enzymatic
shearing and lon Xpress (LT) adapter ligation were carried out
in the AB Library Builder (LT) according to the manufacturer’s
instructions. After Qubit quantification, the 7 different barcoded
samples, corresponding to different mixtures, were pooled
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together at equimolar concentrations, and the library was size-
selected (fragments ~260 bp) using the E-Gel SizeSelect Agarose
Gel (Invitrogen Corporation), following manufacturer’s recom-
mendations. The library was further subjected to 8 amplification
cycles using the Platinum PCR SuperMix High Fidelity.

Template was prepared using the lon One Touch (LT) and
enriched in positive lon Sphere Particles with the lon One Touch ES
system (LT), all according to manufacturer's recommendations.
MPS was performed with the lon Torrent PGM (LT) after the
cleaning protocol, as recommended by the manufacturer.

All sequences were analysed with the lon Torrent Software
Suite using the plug-in Variant Caller V.4.4 3.3 (VC), based on the
Generic - PGM - Somatic - Low Siringency parameters, producing
a table with the list of differences to the rCRS (revised Cambridge
Reference Sequence).

3. Results and discussion

The long-range amplification strategy proved to be efficient
and specific when applied to reference samples. The primers were
designed toanneal in a very conserved segment between HV1 and
HV2, so that itis unlikely that a SNP would occur. Should there be
the need o type these positions, these would need to be targeted
in an independent PCR. When comparing the coverage map
obtained from the long-range amplicons with those obtained
from an alternative amplification of the mtDNA molecule in two
~8kb fragments [3] there were no significant differences
observed, presenting generally an uneven coverage profile typical
of the PGM sequencing of mtDNA genomes. However, when there
is interest in quantifying heteroplasmy/mixture levels through-
out the molecule, it is useful to work with a single amplicon so
that there are no differences in PCR efficiency in the different
regions,

A 316 chip with 7 samples corresponding to 7 different
mixtures was run, resulting in a total of 1950575 reads with 96.7%
aligned tothe reference genome, and an average coverage depth of
15835.5x ( predicted error rate of 1%). When analyzing the coverage
variant sites reported by VC, there are positions that recurrently
show lower coverage, which mostly { but not exclusively) are due to

strand bias. This is the case of the region near the 310
heteroplasmic stretch and around positions 14560-14770, both
showing exclusively sequences in the minus sense.

The VC SNP detection threshold was set to 0.1% to test the
detections in the 1:99 mixtures. Erroneous variant calls are found
in all mixture proportions (7-12 persample) and recurrendy in the
same positions, most of which are near true variant sites or
homopolymers. Typical positions/substitutions presenting these
results are 71,310, 520,525, 8860C, 13046, 14768, 14770 and 16506.
These positions are mostly found at very low frequencies (<5%),
however when analyzing low-level heteroplasmies {<5%), they
result in false positives.

For an easier visualization, a graphical display of the results is
presented (Fig. 1), where all the variant positions are represented
as differences to one of the samples (T5). Variants with known
mixtures not called by the software were assigned a value of 0% or
100%, depending on whether they are equal or different from the
rCRS. All artificial heteroplasmies were detected down to the 5
(T4):95(T5) mixture ratio, with the exception of indels at
homopolymeric or dinucleotide repetitive regions. The method
was not sensitive enough to detect the minor component of the 1
(T4):99(T5) or 99(T4):1(T5) mixtures. These two symmetric
mixtures do not show exactly the same behavior. In fact, we
observe that, the variants present in sample T4 ({haplogroup
H13ala) are not detected in the 1(T4):99(T5) mixture and are
under-represented in the 99T4):1{T5) mixture, and the variants
characteristicof sample T5 (L1b1a12a) present an inverse behavior
in the same mixtures. This effect is visible also to a lesser extent in
some control region variant positions that are not called in the 95
(T4):5(T5) mixture ratio. This suggests that the algorithm
employed by the VC plugin appears to be biased towards the
reference sequence used (rCRS). This is probably related with one
or more default settings defined in the Generic - PGM - Somatic
- Low Stringency parameters, since the plugin does not seem to
detect variants at frequencies lower than 1% although the
threshold was set to 0.1%.

Although some regions present an overestimation of the
heteroplasmic frequencies, visible in particular in the region of
HVR1 (Fig. 1), generally the observed frequencies were consistent
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Fig. L. Detected hete moplasmy levels for the expected substitutions presentin the artificial heteroplasmicsamples, reported as differences tosample T5. The different symbols

represent the relative proportion of sample T4 in the mixture.
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with the expected wvalues for each mixture ratio
(y=0.9897x +0.0207: RZ=09993) revealing a high accuracy ar
detecting heteroplasmy levels.

4. Conclusions

The Ion Torrent PGM MPS technology presents limitations in
that (1) the coverage obtained throughout the mtDNA molecule is
variable with some regions presenting extreme strand bias, and (2)
false positives are mostly generated by alignment problems in the
analysis algorithms. However, it proved to be sensitive and
accurate at detecting and quantifying mixture/heteroplasmy
fractions >5% in artificial heteroplasmic samples, when compared
to Sanger sequencing. Note that in true mixtures/heteroplasmies
the PCR reactions will alter the initial proportions of each
component. By using a single long-range PCR this effect is
minimized, and equalized throughout the mtDNA molecule.
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