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Macromoléculas?
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Macromoléculas especializadas no armazenamento, na

transmissao e no uso da informacao geneética




Composicao Quimica

Os Acidos Nucléicos s3o compostos por monémeros chamados nucleotideos.

Estrutura de um nucleotideo: DO0e NP

» 1 Fosfato
> 1 Pentose

» 1 Base Nitrogenada
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ACIDOS NUCLEICOS

Pentoses dos Acidos Nucléicos

RNA DNA
No RNA a pentose presente € No DNA a Pentose presente é
a Ribose a Desoxirribose
Rihose Desoxirribose
5‘|3HEDH OH SCHIOH OH
‘__,....--"" --...,___.- | r.':.E"'---- Il:
TR T H H T
f |
OH  OH “H H

Estabilidade: o DNA é mais estavel, principalmente pelo fato dos anéis de
desoxirribose ndo possuirem grupo hidroxila (muito reativos) no C2" da pentose.
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RNA (Acido Ribonucléico)

Caracteristicas:

1.
2.

Local de Produgdo: Nucleo da Célula (Transcricdo)
Estrutura: 1 Fita (fita simples)

Nucleotideo contendo:
a) Ribose
b) Bases Nitrogenadas:
Uracila, Adenina, Guanina e Citosina
c) Fosfato

Tipos de RNA:

a) RNAm (Mensageiro)
b) RNAt (Transportador)
c) RNAr (Ribossomico)

Sugar
phosphate
backbone

RNA

Ribonucleic acid

Cytosine

| replaces Thymine in RNA

Nitrogenous
Bases
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DNA: duplicac¢do, transcri¢do e tradugao

1.|DNA | contém
instrugoes.

3. Eroteinas] sao feitas a

partir dessas

DNA
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“OMAS”

Genoma
Total conjunto de genes
de um organismo

Transcritoma
Conjunto de sequencias
transcritas (mRNA)

Proteoma
Conjunto de proteinas
codificado pelo genoma




Descobertas do Projeto Genoma Humano (1990-2003)

2% Contém 3,2 bilhdes de nucleotideos

&% Numero estimado de genes € 25 mil

2% Tamanho medio dos genes é de 3.000 bases, mas varia muito

2% A funcao de cerca de 50% dos genes descobertos é
desconhecida

&% A sequéncia do genoma humano é 99,9% exatamente a mesma
em todas as pessoas

&% Somente cerca de 2% do genoma codifica instrucoes para a
sintese de proteinas

&% Sequéncias repetidas que nao codificam proteinas constituem

mais do que 50% do genoma humano



Dogma central da genética e a Cascata “omica”

O que PODE ocorrer

v
>

GenOmica

O que PARECE ocorrer
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Transcriptomica
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O que FAZ ocorrer _Proteinas

ProteOmica

O que OCORREU ou 'F"‘ung'oes'
esta ocorrendo m

Metabolomica
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Environment
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‘OMICS’ Technologies

Metabolites
(3-6x10%)

* nucleotides

* amino acids

* organic acids
* carbohydrates
* lipids



Aplicacoes

Gendmica

DNA - Exoma-sequencing
- Genoma sequencing

- Karotype and CGHarray

Transcriptomica
- Q-RT_PCR
N\ N /A - Transcriptome sequencing (RNAseq)
- Microarray

Protedbmica
- 2D-PAGE

Proteina . LSIMS

- SELDI-TOF (or MALDI-TOF)
- Antibodies Microarray (Ab Microarray)
- Tissue Microarray



Aplicacoes
Diagnosticos Moleculares de Doencas Genéticas

» Muitas doencas séo causadas por mutacdes ou alteracdes na

sequéncia do DNA de um gene (doencas monogénicas) ou de varios
(doencas poligénicas)

O — O e

» Com a alteracdo genética a pig b LA

Mutated CF sequence

protellna reSUItante pode néo ATTATC YT GT 6T TCC
DOENCA Y
funcionar corretamente ou nao

ser formada



Aplicacoes
Testes genéticos para diagndstico molecular

» Oncogenética:

% Predisposicédo genética ao cancer (alteracao germinativa)

< Diagnostico da condic&o familiar e acompanhamento do individuos

< Direcionamento de tratamento no cancer — drogas especificas

(alteracdo somatica)




Aplicacoes

Testes genéticos para diagndstico molecular

> Reproducao Humana

< Diagnostico pré-natal e pré-implantacional / Infertilidade masculina

> Investigacdo de doencas neurologicas

> Pesquisa de agentes patogénicos

> Farmacogenética

> Doencas Genéticas e Erros Inatos do Metabolismo



®  Online Mendelian Inheritance in Man®
OMIM An Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders
Updated 29 October 2015

Search

Advanced Search : OMIM, Clinical Synopses, Gene Map

Need help? : Example Searches, OMIM Search Help, OMIM Tutorial

Mirror sites : us-sast.omim.org, europe.omim.org

& Genetic Medicine £ MEDICINE Institute

Institute of f A JOHNS HOPKINS Hlmw ?-::1'::::1:_' Eli'.l-ll.::-.;u:ll-h

OMIM

OMIM is a comprehensive, authoritative compendium of human genes and genetic phenotypes that is freely

available and updated daily. OMIM is authored and edited at the McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine,
Johns Hopkins University School of Medicine, under the direction of Dr. Ada Hamosh. Its official home is omim.org.

OMIM Entry Statistics

Number of Entries in OMIM (Updated October 28th, 2015) :

Prefix Autosomal X Linked Y Linked Mitochondrial Totals

* Gene description 14,284 702 48 35 15,069

+ Gene and phenotype, combined 82 2 0 2 a6

# Phenotype description, molecular basis known 4242 298 4 29 4 573

% Phenotype description or locus, molecular basis unknown 1,508 129 5 0 1,642
Other, mainly phenotypes with suspected mendelian basis 1,702 112 2 0 1,816
Totals 21,818 1,243 59 66 23186

MOTE: OMIM is intended for use primarily by physicians and other professicnals concerned with genetic disorders, by genetics researchers, and by advanced students in science and medicine. While the OMIM database is open to the public, users seeking information about a
persenal medical or genetic condition are urged to consult with a qualified physician for diagnesis and for answers to personal questions.
OMIM® and Online Mendelian Inheritance in Man® are registered trademarks of the Johns Hopkins University.
Cop‘,rrigl'lt"B 1966-2015 Johns Hopkins University.



Aplicacoes

Outras aplicacdes com uso de material genético

> Teste de paternidade

> Analise forense

> Investigacéo cientifica

> Estudo de processos evolutivos (filogenias, estudos populacionais)

> Outros




De onde podemos extrair RNA e DNA?

Tecido: congelado/ fresco/ emblocado em

parafina

ma  Sanque: soro, plasma, leucocito

s Fluido corpoéreo: urina, saliva

== Células em cultura




Aplicacoes

Finalidade e tipo de amostra

EDTA

> Oncogenética: “ %
o o ) ] L W
< Teste de Predisposicao hereditaria - mutacao l. \; ¥

germinativa - sangue ou saliva

< Teste de mutacao para direcionar tratamento - mutacao

somatica adquirida — tumor — tecido

> Reproducao Humana

< Diagndstico pré-natal ndo invasivo: sangue materno



A preparacao da amostra € de extrema

Importancia para identificacao das

sequéncias nos acidos nucleicos
(RNA e DNA)

A molécula deve ser eficientemente
extraida e purificada, eliminando
Inibidores que possam atrapalhar o

ensaio molecular aplicado.




Extracao

dos

Acidos nucleicos




Historia do NA

1869 — Johann Friedrich Miescher

Isolou uma substancia que continha fésforo e nitrogénio no nucleo da
célula: a primeira purificacdo de DNA da histéria

Chamou de “nucleina”

Publicado com um titulo nada atraente: “Composicao quimica das

células do pus”. Extracado de células vindas dos glébulos brancos em
pus de feridas

1889 - Richard Altmann

comprovou que a tal nucleina era um acido e
lhe deu o nome de “acido nucleico”.

1953 - James Watson e Francis Crick

propuseram o modelo dupla hélice do DNA
(publicado na Nature). Ganharam o prémio
Nobel em 1962.




Os passos basicos envolvidos na extracao

. Separacao/ Homogeneizacao da amostra
- Metodos fisicos (RNA) ou quimicos (DNA)

Lisar células: remocéo de lipidios/ desnaturacéo proteica
- Remocéo da membrana lipidica e restos celulares

- Uso de detergente e centrifugacao

- A desnaturacao proteica é feita utilizando proteases ou proteinases K

Remocéao do outro NA
- RNAse para DNA e DNase para RNA

Purificacao
Remocao de impurezas

Precipitacao/agregacao/eluicao do NA
- Etanol / Sais e carreadores/ Eluicdo em H20 ou TE



DNA extraction

ANy source
Tissue extract
Zell culture
Cell Lysis
Fhvsical Chemacal

Dretergants’ Separation of

Wash steps DA by specific adsorption
o mnbeaines
Removal of membrane ipids

Wash staps l Prodaass ireatinent

Frotemn denaturation and remowal
Wash steps l
Removal of other cellular contaminants

I BEMase treatment

RMNA removal

Elutz 1 sliglutly alkaline
bufter’ donble dastallad
walsr

Purified DMNA

Como extrair o DNA de qualquer coisa
(por exemplo: lentilhas, morangos, etc)

1. Manda ver e bata tudo no liquidificador:
1/2 xicara de lentilhas
1/8 de colher de cha de sal
1 copo de agua gelada

2. Use um coador para eliminar
0s pedagos maiores.
Adicione 2 colheres de detergente
(uns 30 mLs) e mexa com uma colher. 3
Deixe quieto por uns 5 minutos.
Transfira o “caldo” para um tubo de vidro,
encha menos que a metade do tubo (um copo
de coquetel fino e pequeno funciona).

3. Para digerir as proteinas,
coloque um pouco de suco
de abacaxi (uns 2 mL). Se nao tiver,
serve a solugdo limpadora de
lentes de contato. Mexa com um canudo.
Devagar para nao quebrar o DNA!

T ® 4. Com o tubo inclinado,
%%  adicione 0 mesmo volume
de alcool, vagarosamente,
& pela parede do tubo. O alcool &
menos denso que a agua e deve
flutuar por cima do “caldo”. \

K-

5. O DNA é uma molécula longa. O sal que vocé
adicionou no primeiro passo auxilia as fitas a
grudarem, umas nas outras, formando essa “coisa”
branca e visocosa que vocé observa quando coloca o alcool.
O DNA se dissolve em agua, mas quando em contato com o
sal e alcool precipita. Vocé consegue isolar o DNA enrolando
esse precipitado num palito.



Existem varios kits comerciais disponiveis para extracao e
purificacao dos NA

A escolha do kit correto é crucial para aperfeicoar a execucao do
experimento

Os fatores que precisam ser considerados ao escolher o melhor kit :

Origem da amostra: Sangue (Plasma, leucdcito), tecido congelado/ fresco/
embebido em parafina (FFPE), fluidos corporais (urina, saliva), amostras
clinicas (biopsias, aspirados), amostras forenses, etc

Preparacdo antes da extracado: FFPE (punch/ scrape/ direto), células
fixadas em etanol, saliva (Oragene®), urina, separacédo dos componentes do
sangue, etc...

Intenc&o de uso: a qualidade e pureza do NA deve ser compativel com a
futura aplicacao downstream



Os fatores que precisam ser considerados ao escolher o melhor kit :

< Quantidade inicial disponivel da amostra: amostra inteira de sangue & mancha de
sangue. LCM. Numero de células em culturas (10°-107), miligramas de tecido - bidpsia,
guantidade de sangue (100 pl para 1 ml), etc

< Rendimento obtido: Diagndstico & Biobanco
< Simplicidade e flexibilidade: experiéncia do profissional

< Habilidade em automatizar: contaminag¢ao cruzada

‘ QIASymphﬁy

. """“‘ - -
Maxwell ‘

Promega

MagNA Pure
ROCHE

KingFisher \C
Thermo Scientif



Meétodos automatizados

Table 2. Available automated methods for processing several types of samples.

Automated method

Sample flexibility

MA

Isolation method

Smzll lzb automation, good options for sample flexibility, ranked according to sample versatility, and performance

Muclitens easyMAG
(bioMérieux)

MaghA Pure Systems
(Roche)
QlAcube {Qiagen)

EZ1 (Qiagen)

Maxwell (Fromega)

Large lab automation, good epticn for large batch sizes

Clasymphony (Qiagen)

Wizard (Promega)
Cilfxctractor {(Qiagen)

Open platform
kKingFisher {Thermeo Sci.)

Rescurce-limited settings
CuickGene (Kurzbo)

Many, including blocd,
zwabs, and sputum

Many, including blocd
and tissue

Many, using several
Ciagen kits. Flexible

Many, including blood,
swabs, tissue, and
forensic samples

Blood, cells, and tissus

Many, including swabs
and tissue

Cells and Tissug

Many, including blocd
and tissue

Flexibla

Blood, Tiszue

Optional
external
mechanical
Lysis lysis
Chemical fes
Chemical MagMA Lyser
enzymatic
Chemical Tissus
enzymatic Lyser
Chemical Tissue
Lyser
Chemical
enzymatic
Chemical Tissug
Lyser
Enzymatic
Chemical Tissue
Lyser

User determinad

Enzymatic

CMA
RMA

DA
RMA

DA
RMA

DA
RMA

CMA
RMA

CMA
RMA

DA

DA
RMA

CMA
RMA

CMA
RMA

Silica paramagnetic
bead bind%g

Silica paramagnetic
bead binding

Silica spin-column
bindin
(centrifugation)

Silica paramagnetic
bead binding
Mo alcohols

Cellulose paramagnetic
bead binding
Ethancl wash

Paramagnetic bead
binding

Column plate Vacuum

Glazs fiber plate
binding Vacuum

Paramagnetic bead
binding

Porous membrane
binding
Prassura

Sample size

<1 mL {==10-fold}

=1 mL {==10-fold)

Kit dependent

0.35 mL {2-3-fold)

=0.3 mL (==4-fold)

=1 mL (5-10-fold)

Cells 0.5 mL

Unknown

User

0.2 mL

Batch size

24

8, 320r 96

12

Ssorid

14

15, 24, or 94

sord

Time (min)

40-60

20-180

Varies

20-40

20
P&

Usar

&-20

Fonte: Thatcher SA. DNA/RNA preparation for molecular detection. Clin Chem. 2015



Cuidados na extracao

RNA uma molécula instavel !!

Manipulacdo dos materiais:
O Materiais livres de RNAses: Estao presentes em varios materiais
biologicos, como por exemplo a nossa pele, saliva, etc.
Q Agua, plasticos, vidros, etc — RNAse free
O Tratamento com DEPC ou RNase away: inibidores de RNAses

L Uso de luva e mascara

Transporte e armazenamento:
O Tecido: em nitrogénio/ gelo seco/ quando molécula em gelo sempre

0 Sangue, saliva: solucao protetora



Tipos de protocolos de extracao

» Extracao organica: Fenol/cloroférmio ou Trizol |
» Tecnologia baseada em silica: kits de “coluna” }

> Separacao magnetica: beads magnéticos c.&:;
&

Outros:

= Tecnologia de troca idnica: isolamento de plasmideos
= Salting out

= Gradiente de densidade por cloreto de césio



aqueous phase: RNA

interphase: DNA

:':ZII'ESIFUI.P&H T phe de Ll LAYAGEM
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ELUICAD

SEPnHﬁcﬁu
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Eluirem

dHz0

& EoH100%

gelado
PRECIPITACAD
- Estocar -2u°c

Tipos de protocolos

» Extracao organica:
Fenol/cloroformio(DNA) ou Trizol
(RNA)

» Amplamente utilizado, método

convencional

> Vantagens: dificiilmente ha perda de
material, rendimento muito superior aos
Kits convencionais com qualidade

semelhante, RNA total com miRNA

> LimitacOes: toxicidade do fenol, tempo

do procedimento, experiéncia do técnico



Tipos de protocolos

> Tecnologia baseada em silica: kits de “coluna”

QIAamp DNA FFPE Tissue Procedure

Sample

W Remove paraffin

‘ﬁ o
'

W Heat

Ready-

<3 @il «3 @il

Bind DNA

Wash

Elute

4_'.

o-use DNA

—r

» Muito empregada nos kits atuais

» Vantagens: procedimento simples
e rapido, permite automacao, pode

ser feito RNA e DNA simultaneo

» LimitacOes: membrana da coluna
pode ocluir perdendo o material,

alguns RNA total sem miRNA



m om0

Tipos de extracao

> Separacao magnetica: beads magnéticos

-
4, é\)

- > - @
Sample Adding Adding Adding Nucleic Washing Elution Purified
Lysis Buffer Proteinase K Magnetic Acid / and Nucleic
Beads Magnetic Transfer Acids
Separation

» Muito empregada nos métodos automatizados

» Vantagens: nao ha
uma barreira p/ ocluséo
da amostra, simples, RNA

total com miRNA

» Limitagcdes: compra do

equipamento



Avaliacao de qualidade

Qualidade da molécula de RNA e DNA

‘/ PU I’eza (livre de contaminantes como sais, etanol, lipideos,

polissacarideos, proteinas, fenol, cloroférmio e outras substéancias)

v  Rendimento emug

‘/ I n teg I'I d a.d e (as moléculas ndo devem estar fragmentadas)



Avaliacao de qualidade

PUREZA
;Q \\/ > Nivel de pureza do RNA / DNA
.W = 0D 260/0D280=1,8~2,0
Espectrofotometro /'\ " OD 260/0D 230=18~20
NanoDrop ND-1000

Pico de absorbancia do RNA é a 260 nm. Leitura a 260nm = 1.0 equivale a 40 ug RNA/ml
Pico de absorbancia do DNA é a 260 nm. Leitura a 260nm = 1.0 equivale a 50 ug DNA/m|

Proteinas 280 nm
Contaminantes 230 nm: sais, polissacarideos, compostos organicos como fenol, etc



Avaliacao de qualidade

Quantificacao

Qubit® Fluorometer
Life technologies

corante fluorescente que emite
um sinal apenas quando ligado
ao alvo, o que minimiza os

efeitos de contaminantes




Avaliacao de qualidade

Integridade do RNA

Agilent 2100 Bioanalyzer

= _
[nt] = [FUT |
& = ~80% rRNA |
2 S 30 |
a ~1-5% mRNA |
=
o 20— I -
|
o 10 | _
Contaminagao |
DNA 01 -
25 200 1000 4000 [nt]
G000 — B — — > 28S (~5kbases) Overall Results for sample 5 : HB4 -
RNA Area: 126.1
2000 — w— > 18S (~2kbases) RNA Concentration: 70 ng/pl
1000 — rRNA Ratio [28s / 18s]:
=~ RNA Integrity Number (RIN): 10.0 (B.02.05)
S00 — m— Degradagao Result Flagging Color: i
200 — — dO RNA Result Flagging Label: RIN:10
_— Fragment table for sample 5 : HB4
s - —— Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area
L 18S 1,713 1,972 305 242

285 3,535 4,558 619 491
RIN: RNA integrity number



Avaliacao de qualidade
Integridade do DNA

GEL de AGAROSE 0,8% Qualidade do
DNA

Excelente
(Banda unica)

= Banda de
alto peso
molecular

Otimo
(Banda unica
com smear)

Bom
(Smear)

§—-0Nos
§—OWo2
OIS
| owes
§—DIN54
1 om4o
§—om2s
i I—0oiN13

13 28 40 54 66 76 92 98

DIN: DNA integrity number




Armazenamento das moléculas

RNA -80°C DNA -20°C

—r

I

G B




BIOPRESERVATION AND BIOBANKING
Volume 12, Number 1, 2014

@ Mary Ann Liebert, Inc.

DOI: 10.1089/bio.2013.0056

RNA Storage at Low Concentration Affects Integrity

Olivieri et al, 2014

Biobanking Practice:

Qualidade do RNA avaliando tecidos
armazenados a -1400C por até 7 anos

.
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Penod N Awrage(D) Medan
0-8months &  66(16) 70
0-20months 34 61(14) 63
21-4imonths 0 5924) 59
L-2months & 55(19) 55
83-8imonths &  60(20) 62

N&o houve diferen¢a do RIN

Qualidade do RNA armazenado a -800C por até 4
anos (nas concentragdes 250 e 25 ng/ul)
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rieca ol Morage Average (5D) Median Average (D) Median
initial assessment TA{1.6) T3 TA{16) 1.3
4 manths BETI1E] [ 8511.8) 7o
B manths 66 (1.5) Ga 5.202.4) 5.8
12 months 6.6 (1.6) &4 30(2.5) 20

51 manths 1.0 HD MDY

E4(18)

RNA preservado a 250 ng/ul
Degradacéo significativa a 25 ng/ul




http://www.biocision.com/biog/9493/biobanking-variables

CRYOPRESERVATION SAMPLE STANDARDIZATION CELL THERAPY STEMCELLS SAMPLE HANDLING CANCER PROTOCOLS/IPRODUCTS GLOBAL COOLNESS

Home » Cryopreservation » Featured » How Tme and Concentration Aflect Biobankng of RNA

How Time and Concentration Affect Biobanking of RNA *

& Drian Mossop O Aprii 1,2014 |§ Cryoprasaevation, Featured ¢ No

One of the biggest challenges in maintaining an RNA biobanking Your email

system is keeping the notoriously delicate molecules mtact while frozen Enter email address

during cryopreservation. Two of the vanables in a long-term storage e e
b 9 " | Subscribe || Unsubscribe |

protocal are the length of ime the tissues reman frozen, ard the
concentration of the molecule in the sample. A new studym from an

nternational group of researchers addresses these vanables, which Featured Posts

have been underréported in previous work — Will GMP Compliance

= Artist representation of RNA. Flickr / R Necessitate Standardized
. Cell Thawing?
ucimaps RNA 15 often stored within tissue samples in biobanking facities

June 4, 2015

However researchers debate the exact freezing temperature for

optimal cryopreservation Though the WHO-IARC and the AC Carmargo ThawSTAR Cell Thawing

Y
Biobank (ACCB) suggest keeping tissues stored below -120°C, many facilities are using -80°C as the mark. Studies h—& System Featured in

BioProcess Publication

looking into the long-term storage (about 7 years) of RNA in tissue have had mixed results, presumably due 1o the vanation

May 19, 2015

in freezing temperatures. The authors found that, within samples from their facility, storing samples at -140°C kept the RNA

intact and useable over the same pericd of time = Watch the ThawSTAR Video:
y Reproducible Cell Thawing

May 14 2015
When freezing RNA that's dissolved in sclution, the standards mandate keeping the temperature at -80°C. To investigate J

whether the concentration of RNA had any effect on cryopreservation, the researchers stored samples at concentrations of

erther 250 ng/ml or 25 ng/mL. Therr results showed rapid degradation of the molecules in the less concentrated solution at Protocols

Olivieri EH, de Andrade Franco L, Pereira RG, Carvalho Mota LD, Campos AH, Carraro DM. Biobanking
practice: RNA storage at low concentration affects integrity. Biopreserv Biobank. 2014; 1:46-52. doi:
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Researchers often turn to biobanked samples

for cancer biology experiments. Since 2004, the
A.C. Camargo Cancer Center Biobank has
stored more than 12,000 whole blood I FOLLOW US

samples. From those blood samples, past <>
researchers have isolated 6,000 RNA and 9,500

DNA samples and distributed more than 24,000

aliquots. These samples are highly useful for
investigations involving the transcriptome;

however, futur
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