Titulo
Caracterizagdo de transloca¢des cromossdmicas e isoformas de transcritos por sequenciagdo
nanopore

Plano de trabalho, com referéncia as técnicas a realizar:

20 anos apos a sequenciacao do genoma humano e da penetragdo cada vez maior da sequencia¢do
gendmica no mundo do diagndstico médico, inimeras regides com sequéncias repetitivas continuam
por mapear devido as limitagdes das metodologias de sequenciacdo tradicionais e de nova geracao,
que apenas conseguem analisar pequenos fragmentos de DNA. Ao nivel da sequenciagdo de
transcritos esta limitacdo impede a caracterizacdo eficaz da estrutura molecular de diferentes
isoformas de genes. Ao nivel clinico, o0 mapeamento de regides ou transcritos que resultam de
translocagGes cromossdmicas permanece dificil, em particular se envolver regides centroméricas. A
tecnologia de sequenciacdo Nanopore promete resolver este problema ao permitir a continua
sequenciacdo de segmentos de DNA ou RNA com mais de 250Kpb. No entanto, para que estas
metodologias possam ser eficazes e entrar no mercado de diagndstico, é necessdrio desenvolver
novas abordagens de sequenciac¢do dirigida e andlise de dados.

O presente estdgio visa implementar estas metodologias usando como modelo linhas celulares
humanas com transloca¢Ges ao nivel do centromero e de um gene codificante. Em paralelo com o
desenvolvimento técnico, sera efetuada pela primeira vez a caracterizagdo da estrutura destas
regides, com implicagdes significativas para a nossa compreensdo dos processos moleculares
subjacentes A ocorréncia destes eventos. O plano de trabalhos ird envolver cultura de células, técnicas
de extracao de DNA integro e isolamento de RNA, técnicas de captura de acidos nucleicos usando o
sistema Cas9-guide RNA, preparacao de bibliotecas de sequenciagdo, sequenciagdo nanopore e
andlise bioinformatica dos dados obtidos.
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