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v Evolucédo da Patologia Molecular
v Conceitos Basicos
v" Ferramentas utilizadas em Biologia Molecular

v Aplicacbes no Laboratério de Patologia
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Patologia no século XIX Patologia no século XX
ANATOMICA CELULAR

Patologia no século XXI
MOLECULAR
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Sever & Brugge, 2015
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Diagnostico
Prognaostico
Deteccao de Doenca Residual

Monitoramento de transplantes

DN N N N

Predicao de sensibilidade ao tratamento quimioterapico



Q A.C.Camargo _
Cancer Center Patologia Molecular

v" Uso de testes baseados em acidos nucleicos
v PCR
v' Sequenciamento

v" Hibridizacao
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v Diagndstico, além de morfoldgico deve conter:

v Subtipos e fatores prognoésticos
v Biomarcadores prognoésticos
v Biomarcadores indicativos de resposta a tratamentos

v" Informacéao genética

Incorporacao de
caracteristicas
moleculares
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§' TCC G AGTWQ'\% Nucleotide sequence
~~~~~~ G Cc = A GG cC T
’

T : Sulfurylase
ATP E
Apy-rrase « Luciferase

G C T A G C T

Nucleotide added

Conceitos Basicos

Copyright © 2012 University of Wastigtcn
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v'Acidos nucléicos: responsaveis pelas informacdes hereditarias e

controle das atividades celulares

Nucleotideo

)

Fosfato

Base nitrogenada

Pentose =———3 Desoxirribose ou ribose



QA.C.Camargo . , .
Cancer Center Conceitos basicos

v Dois tipos de pentoses sao encontrados nos acidos nucléicos
v Ribose e desoxirribose

v’ Diferem uma da outra pela presenca ou auséncia do grupo
hidroxila no C 2' da pentose. E baseado nesta caracteristica
gue os acidos nucléicos recebem o nome RNA (ribose) ou

DNA (desoxirribose)
Ribo=se 0 e=oxirnbose
S HaO0H ioH SCoH20H iZH
i) i)
i 1 = y ’ |
H H

OH  OH OH H
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v" Devido a esta formacao a cadeia
de DNA fica com uma direcao

determinada

v Em uma extremidade temos
livre a hidroxila do carbono-5
da primeira pentose e na outra
temos livre a hidroxila do

carbono-3 da ultima pentose

v" Isto determina que o crescimento

do DNA se faca na direcao de 5'

para 3'
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v' Estrutura:

v Duas fitas compostas de 4 tipos de om0 ONA stand

nucleotideos (A, T, G, C) Sugar

+ — CEEN
v Desoxirribonucleotideos shosprats
v' Pontes de hidrogénio unem as duas ) sendedona DAL
fitas -
G R
v Funcao: E‘*
, : N . EHT
v" Contém toda a informacéo genética ..
Z H 2 =m sugar-phosphate
responsavel pela vida o il . backbane
" [eHel"
v' Cada gene carrega uma informagéo w;;—
biolégica que necessita ser copiada : f"=-
cada vez que a ceélula se divide o ..
v O DNA codifica informacéao pela CTEET

ordem ou sequéncia de nucleotideos
ao longo da fita

hydrogen-bonded
base pairs
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v As cadeias da dupla hélice estdo unidas por pontes de hidrogénio

estabelecidas entre as bases purinas e  pirimidinas

complementares:

v" Adenina sempre pareia com Timina (A = T) e Guanina com Citosina
(G=C)
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<\

Todas as células necessitam duplicar o DNA antes da divisao celular

E o processo no qual a sequéncia de uma fita do DNA é copiada com
bases complementares (A-T e C-G) — forma a fita complementar

Envolve reconhecimento de nucleotideos
Necessita que as fitas do DNA estejam separadas

Processo necessita de enzima — DNA Polimerase

template S strand

S strand
L3 W 0 0 0 @ N @ 2 T @ T T w T e new S’ strand

K

kP v e 2 e e v 8 mlal el new S strand

S’ strand 5C)
parent DNA double helix \ I

$ ©® ‘a ‘=i ® ‘®m ‘s ‘& |
template S’ strand
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Conceltos basicos

v Replicacdo do DNA € o processo de

auto-duplicacao do material

genético mantendo assim o padrao de heranca ao longo das geracoes

DNA polymerase Il
on leading strand

Leading strand

‘%/\‘%‘/\ :,/\

Leading strand

on lagging strand

WAVA\Y\Y,\

template Helicase
RNA primase {
Lagging strand RNA primer
template \ /
\ (\\

\ I Single-stranded-
Okazaki DNA-binding
fragment proteins

DNA polymerase il

Topoisomerase

Parent DNA

Alberts et al., 2002
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v' Gene — sequéncias especificas de DNA
v" Contém informacéao para a producao de proteinas

v" A sequéncia de nucleotideos em um gene deve informar a sequéncia de

aminoacidos da proteina — Expressao génica

gene A gene B gene C

[_] - -

DNA
double oL

\J ] ¥ helix Transcricao

gene expression
Traducéao
v Y Y
. —— | (= =

protein A protein B  protein C
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Gene
GGTCTCCTCACGCCA DNA

!
CCAGAGGAGUGCGGY,  RNA

/ !

Codons Pro-Glu-Glu-Cys-Gly Proteina

W

Aminoacidos
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Conceitos basicos

First nucleotide

Codigo Genético Universal

Second nucleotide

u c A G
UUU =m | UCU UAU UGU =
Phe ) o8
uuc uce | UAC UGC
UUA 0 UCA UAA STOP | UGA STOP
UUG UCG UAG STOP | UGG
cuu ccu cau .. | ceu
cuc @ cce o | cAC CGC
CUA CCA CAA - CGA
CUG cCcG CAG @ CGG
AUU o ACU AAU AGU g4
AUC 4@ ACC AAC Q AGC @
AUA ACA @ AAA AGA
AUG Met | AcG amc ¥ | ace
GUU GCU GAU GGU
GUC GCC GAC GGC
GUA ‘ GCA 0 GAA coa &
GUG GCG GAG GGG

www.nhature.com/scitable/topicpage/genetic-mutation-441

> 0O0OC OrPOC @OFPFOC O O0OC

Third nucleotide
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Conceltos basicos

Inicio da
transcricao

l Intron 1

EXON 1
Regido 1
Promotora

Inicio da traducéo
Codon Iniciador

EXON 2

Fim da
transcricao

Intron 2 1
EXON 3 3’

1

Fim da traducéo
Stop Codon
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v'Mutacdes cromossbmicas:
v'"Numeéricas: variacdes no nimero de cromossomos

v Estruturais: alteracdes no nimero de genes ou arranjo dos

Cromossomos
. AB C ) D.E. F b  C JLD.LE.F
v'Inversio va A .
Deletion
v'Delecao

_ @OB.C M BubnEy —— @BiB: C Dbty
v'Translocacao

Duplication
v’ Amplificagédo PV c
E g > @uEnb) C BuE
A _<F Inversion
\,ABC"D JKL B C Vil K ol
N s§~ —_—> ,_
Gl OO NG G.H, la-DouBusF
Translocation

http://www.goldiesroom.org/Multimedia/Bio_Images/19%20Applied%20Genetics/05%20Chromosome%20Mutations.jpg



Q A.C.Camargo
Cancer Center

Alteracoes genéticas

v"Mutacdes génicas:

v'Mutacdes pontuais
v'Substituicao
v'Insercao

v'Delecao

Point Mutations

Silent: has no effect on the protein sequence

AGCGTACCCTACmI-AGCGTTCCCTAC
L J L J i g L J L'J L‘__l L'J L J
Ser Val Pro Tyr Ser Val Pro r

Missense: results in an amino acid substitution

AGCGTACCCTACmp AGCGTAACCTAC
Ser Val Pro Tyr Ser Val Thr Tyr

Nonsense: substitutes a stop codon for an amino acid

e ———— N A e s s e
AGCGTACCCTACmPp-AGCGTACCCTAS
Ser Val Pro Tyr Ser Val Pro Stop

Frameshift Mutations

Insertions or deletions of nucleotides may resultin a
shift in the reading frame or insertion of a stop codon.

N s S s

C TACCCTAC—}A C CCCTACTT
— — —
Ser Val Pro Tyr Ser Val Leu Leu

http://cnx.org/content/m44513/latest/Figure_14 06 _05.png
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v Epigenética: alteracdes na funcdo génica que nao podem ser

explicadas por alteracGes na sequéncia do DNA
v'Metilacdo do DNA

v"Modificacao de histonas

v'Interferéncia por RNA

Genética Epigenética

Sheetal Narkar
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Metilacdo do DNA Modificacao de histonas microRNAs
Metilacdo e Acetilacéo e
Hipermetilagao Hipometilacédo condensacao relaxamento Gene supressor

do DNA nas da Oncomir

histonas condensacao

de tumor

Inativacao de

genes Ativacao de
supressores oncogenes
de tumor

Desenvolvimento de tumores

Modificado de Nguyen et al. 2014
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v' Adicdo de um grupo metil na posicdo 5 do residuo de citosina em

dinucleotideos CpG

5 CMCGG 3’
3’ GGVCC &’

v' Regifes do genoma com alta concentracdo de residuos CpG séao

denominadas ilhas CpG

v Regides com até 2Kb



Q A.C.Camargo _ y
Cancer Center Metilacao do DNA

v Metilacdo do DNA associada a:

v" Regulacao da expressao génica
v “Imprinting” genémico
v" Inativacdo do cromossomo X

v" Tumorigénese



Q A.C.Camargo
Cancer Center

Metilacao do DNA

Silenciamento de gene
supressor de tumor

1 Dl |

Gene Supressor de Tumor

lHipermetiIaQéo

1 i
&

Repressao
transcricional
do gene
supressor de
tumor

Mutacao de gene
supressor de tumor ou
proto-oncogene

Ativacao de proto-
oncogene

Proto-oncogene

5-metil-citosina

lHipometiIa(;éo _
lDesamma(;éo

7 7 i 1 |

Mutacoes
puntiformes
oncogénicas

Aumento da
expresséao do
oncogene
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chromosome

nucleosomes

chromatin

\ } histone proteins

Nucleossomo

v"Modificacao de histonas
v'Acetilacao
v'Metilacao

http://www.whatisepigenetics.com/histone-modifications/
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rat A TN

Short region of S S8 \Y
DNA double helix 507 G A0 AL
(.

“Beads on a string” e )
form ofchromati?\ -—’fé\\—g‘%/‘%— ‘[H nm

30 nm chromatin
fibre of packed =
nucleosomes .

| Diferentes graus de
secionof R ST T compactag&o do material

chromosomeinan § 5 88 8 5 £ % 7 % 300 nm .
eendedforn — AW MM M nbEn | genético
wF Do Rod bl B G X WAV AL LN

Condensed section g T
of chromosome

Entire mitotic
chromosome

http://www.damours.iric.ca/Site/Projects.html
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Gene Histone tail

Methylation of DNA and
histones causes nucleosomes
to pack tightly together.
Transcription factors cannot
bind the DNA, and genes are
not expressed.

Histone

DNA inaccessible, gene inactive

Histone tail . .
Histone acetylation results

in loose packing of nucleo-
somes. Transcription factors
can bind the DNA and genes
are expressed.

Acetyl group
DNA accessible, gene active

http://cnx.org/contents/185cbf87-c72e-48f5-b51e-f14f21b5eabd @9.9:82/Biology
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v Pequenos RNASs néao codificadores (19-25 nucleotideos)
v'Controle pds-transcricional da expressao génica
vEm humanos cerca de 2600 microRNAs foram identificados

(http://www.mirbase.org/)

| .~ Desenvolvimento
. Apoptose

- Células-
fronco

- Proliferagcao
celular

\ EMT
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N RISC complex ,/
\\
\ 7
\ ISC_
RIS 5'UT >
IUTR @_
Targetgene — AAAAA3’'
Transcriptional activation
Transcriptional repression RISC
AAAAA3’

mRNA cleavage

Takahashi et al. 2014
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G C T A G Cc T

3
‘--C Polymerase
ey, o S
T~ AGGoCT 9 : {
N Py
1T e : Sulfurylase
T ATP NS
Apyrase « Luciferase

Nucleotide added

Ferramentas utilizadas em
Biologia Molecular
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v" PCR (Polymerase Chain Reaction): Reacdo em cadeia da
polimerase

v" Reacdo enzimatica de polimerizacdo de DNA in vitro

v' Método para amplificacdo de sequéncias especificas do
DNA/cDNA

v" Reacado ciclica na qual os produtos de um ciclo sao substratos
para o ciclo seguinte
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DANCing NaK

_ Kary MUIIIS _ 1983 : v the MiND Fiﬂéﬂ‘

1985 — Saiki e cols. publicaram a primeira
aplicacédo da PCR

1989 — Hoffman LaRoche e Perkin-Elmer
patentearam a PCR

Saiki, R., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K., Horn, G., and Erlich, H. (1985). Enzymatic
amplification of beta-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of
sickle cell anemia. Science 230: 1350-54

Mullis, K. and Faloona, F. (1987). Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-catalyzed
chain reaction. Methods Enzymol 155: 335-35
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v Limitacdo inicial da técnica: durante a etapa de quebra das pontes
de H e separacao das fitas (DNA melting) a 96°C, a enzima polimerase
era desnaturada e precisava ser acrescentada ciclo a ciclo

v" Nao permitia automacao

v Sintese de oligonucleotideos

1986 — utilizacdo da enzima polimerase de
Thermus aquaticus

Permitiu finalmente a automacao da
técnica

O nome Tag vem de Thermus aquaticus, uma
bactéria encontrada sobrevivendo a altas
temperaturas em geisers no Yellow Stone
National Park
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v" DNA polimerase: enzima que catalisa a reacao

v" Molde — Molécula de DNA/cDNA: contém a sequencia a ser
amplificada

v Regiao iniciadora — Oligonucleotideo/“Primer”: definem a
sequencia a ser amplificada

v Deoxinucleotideos — dNTPs: para a “montagem” da sequencia

v' Tampéao de reacdo: mantém o pH e a forca ibnica para a
atividade da enzima

v' Magnésio: cofator da enzima



Q A.C.Camargo
Cancer Center EtapaS da PCR

1. Adicao de reagentes

— O O
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1. Adicao de reagentes

— O O

2. Alternancia de temperaturas
(Termociclador)
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1. Adicao de reagentes

— O O

2. Alternancia de temperaturas
(Termociclador)
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1. Adicao de reagentes

— O O

2. Alternancia de temperaturas
(Termociclador)

25-40 (35) CICLOS
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Regido que se deseja amplificar

4

Desnaturacao
pelo calor
(90 — 95°C)

Anelamento dos

- oligonucleotideos
, 2 . (“primers”)
@ (45 — 70°C)
— !
Extensao
| —

(72°C)
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Etapas da PCR

D ————————————

4

—

-

B, s ———————
—

4

Crescimento exponencial
2" (n = numero de ciclos)
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CYCLE NUMBER AMOUNT OF DNA
0 1
1 2
Aumento = 2" 2 ;
4 16
n = ndmero de ciclos c o
7 128
8 256
9 512
. oA . ) o 10 1,024
Eficiéncia 100% = duplicacéo do 1 2,048
. . 13 8:192
material a cada ciclo 14 16,384
15 32,768
16 65,536
17 131,072
18 262,144
19 524,288
20 1,048,576
21 2,097,152
22 4,194,304
23 8,388,608
24 16,777,216
, L. . 25 33,554,432
NUmero de copias de 1 molécula 26 67,108,864
27 134,217,72€
7 . 28 268,435,45¢€
de DNA apos 34 ciclos: 1.580.000.000 29 536,870,912
30 1,073,741,82¢
31 1,400,000,00C
32 1,500,000,00C
33 1,550,000,00C

34 1,580,000,00¢C
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v'Qualidade e a concentracdo da amostra (<1ug)
v'Desenho e a concentracao dos primers (0,1-0,5uM)
v'Concentracao de magnésio (0,5 a 2,5mM)
v'Concentracao dos 4 deoxinucleotideos (20-200uM)
v'Solucéo tampao (pH=8,3-8,8)

v'Selecédo e concentracdo da DNA polimerase (1-2,5U)
v'Ciclagem da reacéao

v'Adicéo e concentracao de aditivos/co solventes
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Visualizacao do produto
?
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v Eletroforese: consiste na migracao e separacao de particulas
em uma matriz submetida a uma diferenca de potencial elétrico

v" Migracao depende:
v’ Tamanho e | | SDDEDEE
v Carga //
Samples
Gel _...---""'f

https://sites.google.com/site/thehpvrecombinantvaccine/how-the-vaccine-works
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v" Tipos de matriz

v Agarose: até 200Kb
v" Poliacrilamida: separacao de fragmentos menores que 2Kb

v Deteccao

v" Brometo de etideo (luz UV)
v" SYBR Safe (luz UV ou azul)
v" Gel Red (luz UV)

v" Nitrato de prata
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Gel de Agarose | Gel de Poliacrilamida | Eletroforese Capilar

Sistema Sistema Sistema
horizontal | vertical | automatico
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v Coleta da amostra

v Estabilizacao da Amostra

v Extracao dos acidos nucléicos

v Quantificacao dos acidos nucléicos

v" Verificar a concentracdo de DNA na amostra
v Verificar a presenca impurezas

v Restos de extracao: fenol-cloroférmio, sais, etc.

v Restos de proteinas oo Inibidores da Polimerase:
- Feno

- Proteinase K

- Agentes quelantes em excesso (EDTA)

- Hemoglobina e outras proteinas das hemacias
- SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)

- Elevadas concentracdes de sal
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Analytical Biochemistry 439 (2013) 152-160 Experimental and Molecular Pathology 92 (2012) 33-43

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect Analytical | Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Biochemistry |

Analytical Biochemistry Experimental and Molecular Pathology

|
journal homepage: www.elsevier.com/locate/yabio journal homepage: www.elsevier.com/locate/yexmp ‘ —

Nucleic acid quantity and quality from paraffin blocks: Defining optimal fixation,

Comparison of protocols for DNA extraction from long-term preserved @ CrossMark processing and DNA/RNA extraction techniques

formalin fixed tissues _ b oy ) )
Gulisa Turashvili *°, Winnie Yang ?, Steven McKinney °, Steve Kalloger ¢, Nadia Gale ? Ying Ng ?,

Stfan Pairder . Bettina Werner,Josef Bailer*, Wollgang Werther, Erich Schmid”, Beatix Patzak . Kate chow * Lynda bll . Jule Lottt ilinda Carie . Margare Lk, Samuel Aparico "

. \

\ Qualidade ) Pré-fixacdo: tipo de tecido, autdlise

. . ‘ Fixacao: temperatura, pH, tipo de fixador, duracao
Quantidade Pos-fixacdo: temperatura, tempo de armazenamento do bloco

. )

Methods 70 (2014) 12-19

Contents lists available at ScienceDirect

A Review of Preanalytical Factors Affecting Molecular,
Protein, and Morphological Analysis of Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded (FFPE) Tissue

How Well Do You Know Your FFPE Specimen?

Methods

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ymeth

Tissue fixation and the effect of molecular fixatives on downstream @m;mrk
Stail’ling pI’OCBdu[’eS B. Paige Bass, PhD; Kelly B. Engel, PhD; Sarah R. Creytak, PhD; Helen M. Moore, PhD

William ]. Howat ¥, Beverley A. Wilson
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v'Fixacdo em formalina e embebicdo em parafina

v'Preserva morfologia
v'Longevidade
v'Reacao entre 4cidos nucleicos e proteinas

v'Fragmentagéo dos acidos nucleicos

==
B o

ﬁmm

.o -

Next - Gen
e -

Sequencing

http://www.promegaconnections.com/
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v'Protocolo basico para extracao de acidos nucleicos

v'Desparafinizacao
v'Digestdo com enzimas proteoliticas

v'Purificacao

v'Precipitagdo com etanol

Optimizing nucleic acid extraction
from thyroid fine-needle aspiration
cells in stained slides, formalin-fixed/
paraffin-embedded tissues, and
long-term stored blood samples

Kizys et al. 2012
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v" A quantificacdo pode ser feita através de:
v Espectrofotometria
v" Fluorimetria

v Quantificacdo em gel de agarose

Satraccad DNA A1 A2 &1 B €1 €7 o 254000

3




Q A.C.Camargo _
Cancer Center Patologia Molecular

* Microdisseccao
manual /scrape

Lift cap from slide Cap with captured cells

« Microdisseccao a =gy
laser

Cortesia: Isabela Werneck da Cunha


http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.clker.com/cliparts/d/5/b/2/1195432651236937346eppendorf_opened__carlos_01.svg.hi.png&imgrefurl=http://www.clker.com/clipart-10885.html&usg=__TMYW4LDAkJf9MqNyxS5dIz-54pE=&h=593&w=354&sz=25&hl=pt-BR&start=3&um=1&itbs=1&tbnid=NDalLhDoYvTiBM:&tbnh=135&tbnw=81&prev=/images?q=eppendorf&um=1&hl=pt-BR&tbs=isch:1
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.clker.com/cliparts/d/5/b/2/1195432651236937346eppendorf_opened__carlos_01.svg.hi.png&imgrefurl=http://www.clker.com/clipart-10885.html&usg=__TMYW4LDAkJf9MqNyxS5dIz-54pE=&h=593&w=354&sz=25&hl=pt-BR&start=3&um=1&itbs=1&tbnid=NDalLhDoYvTiBM:&tbnh=135&tbnw=81&prev=/images?q=eppendorf&um=1&hl=pt-BR&tbs=isch:1
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v" Monitora o0 progresso da reacdo em cadeia da polimerase
enquanto ela ocorre

v Usa sinal fluorescente emitido durante a reacao

v O dado é coletado durante todo o processo e ndo apenas no final
da reacao

v Permite analise quantitativa dos dados

v' Metodologia rapida
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v' Agentes que se ligam ao DNA (SYBR Green, EVA Green)
v Sondas de hidrolise (TagMan, Beacons, Scorpions)

v Sondas de hibridizacéo (Light Cycler)
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Methods of fluorescence detection

Light
Taqman Molecular
SYBR Green % s Beacons Cycler )
R: {}Q\)@“ doador [ A
——
— —

http://www.gene-quantification.de/walker-talk-realtime.pdf
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v Curva de amplificacéo

SDS RQ Manager - Amostra27.sdm
File  Analysis Toaols Help
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PCR convencional

v Baixa sensibilidade
v Baixa resolucéao
v" N&ao quantitativo

v" Necessidade de
processamento do produto
final

PCR em tempo real

v" Alta sensibilidade

v" Requer menor quantidade de
amostra

v" Requer equipamento
especifico: alto custo

v" Quantitativo
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v' Sequenciamento: determinacéo da ordem dos nucleotideos em

um fragmento do DNA

Copyright € 2012 University of Washington
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v Forense

v" Identificacao

v Paternidade
v Medicina

v Mutacdes associadas a doencas
v" Agricultura

v' Genoma de organismos
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v' Método da terminacdo da cadeia/didesoxi: Sanger

v Em 1975 Frederick Sanger descreveu a técnica para
sequenciamento

J ol Biol. 1975 May 25;94(3):.441-8.

A rapid method for determining sequences in DNA by primed synthesis with DNA polymerase.
Sanger F, Coulson AR.

PMID: 1100841 [PubMed - indexed for MEDLIME]
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"‘, OCH, O Base nitrogenada

Desoxinucleotideo
(dNTP)

Base nitrogenada

H H Didesoxinucleotideo
(ddNTP)
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3 . 3
[Primer strand| [Primer strand|
2P,

o, e — base —
=) o
=
: H,0 s
f'='
e H-O OH 3 PP; 0 S
0 Y O-. o
P o 3 20 ] oot . o
9 ' ‘D~ w < R »
i P 2 PR “
2P~ B DR o ' o S

base‘—' ba*—

HO H

http://stiefkind.blogspot.com.br/2011_05 01 archive.html
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Principio - Sanger
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ATGCTTC
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TACGAAGACCGTCTAGACTTGTCACAATGACTATAACGAA
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v DNA polimerase

v Primer

v' Tampao

v" dNTPs (desoxinucleotideo)

v" ddNTPs (didesoxinucleotideo)
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v" Desnaturacdo do DNA de dupla

fita

v" Primers: servem como
Iniciadores para a DNA
polimerase |

d.  Denatured G T ¢ Labelled

Template .
= ACGTCCGTAGTC Primer

lllllllllll

v' Usam-se baixas concentracoes

Add dNTPs and
de ddNTPs e altas Polymerase s 4en gar gac  Template/Product
concentracoes de dNTPs il TacAGGEATCAL
S S S S, Y

ddCCGTAGTC

11111111

ddCGTCCGTAGTC
IllJIIlllll@

v" Em cada reacdo, um ddNTP é
Incorporado aleatoriamente ao
invés do dNTP correspondente,
provocando a terminacao da
polimerizacao
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Cancer Center EtapaS

v" Inicialmente eram feitas 4
reac0es: uma para cada
base ddNTP marcada com
material radioativo

Denaturing Gel
: Labelled Strands
v Formados diversos b @ATe  catccaraste,
fragmentos com tamanhos ’ g ST o
variados, de acordo com a : I
posicio e o ddNTP c e °
incorporado - e
ddT
I ddA
v Eletroforese em gel de

acrilamida

v Autorradiografia
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Cancer Center Principio - Sanger
Amostra 3 CCGGTAGCAACT &’

Oligonucleotideo 5 GG 3

GGCCA ggccc GGCCATCG GGCCAT

GGCCATCGTTGA GGCCATCGTTG GGCCATCGT
66CCATC GGCCATCGTT
A C G T

A0 4 ® >



Q A.C.Camargo ..
Cancer Center L|m|ta(;€")es

v' Sequenciamento manual
v' Marcacao radioativa

v Para cada amostra sao necessarias 4 reacdes (uma para cada
ddNTP)

v Fragmentos de até 800pb podem ser sequenciados

v" Aleitura da sequencia € manual
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Single-stranded DNA

. . . , o be sequenced ,

v Sequenciamento semi-automatizado T T
CTGACTTCGACA#

(década de 80): BIA poiymerase il

GeTp ¢ L&

v Marcacéao fluorescente do ddNTP B imitng s of Ll s

e

v" 1 reacdo por amostra aacTp s

ddTTP T 5

. . ] c I I N I O | li:

v' Leitura automatica da sequencia A LLLLLLLLLLLS

I N I N N I %

ST o ]

C

v" Ainda ha necessidade de se fazer o gel Eectoproress : soeree G

ooy Lo

e P re ¢ —>

colors T 3

G C

Smallt'a'r, $ :

fragments 5' 3
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le 208 Image Window
a0 100 120
"

Guo, Mol Vis 2012; 18:1874-1880; http://web.cals.uidaho.edu/crissp/facilities/
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v' Sequenciamento automatizado (década de 90)

v O sequenciador executa a eletroforese em géis capilares ultra-
finos

v" Um sensor é responsavel por emitir um laser e verificar qual o
comprimento de onda emitido pelo dideodxi

v Maximo de 96 capilares

@]

(B)
AA 'A'Cv'—‘-TII AGCT G ACCCAGTA CC TCT CC GCCC TGTTGT C C TGG C C TGGGA CCP.

d | m\... ! .n. M ul u.nhmmw
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Cancer Center Projeto Genoma Humano

v" A metodologia de Sanger foi utilizada no sequenciamento do
genoma humano

v" Projeto durou de 1990 a 2003
v Gasto: U$ 3 bilhdes
v" Em 2001 foi publicado o “rascunho”

Mapped * *—k *—%

*
v Venter et al., 2001(Science) Seaflolds: ey Sy o e = e = = =]

v Lander et al., 2001 (Nature) s

Consensus

® SNPs
— BAC Fragmenis
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Cancer Center Next Generation Sequencing

v'O sequenciamento de Sanger predominou até 2005 quando

surgiram as tecnologias chamadas “Next generation sequencing”

v'Essas tecnologias sao “Massively parallel”, ou seja o numero de
sequencias em um unico experimento € bem maior que os 96 do

sequenciamento Sanger
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Cancer Center Sistemas de SequenCIamento

v'Sequenciamento de Segunda Geracao

v'Sistema 454 GS da Roche

v'Sistema Solexa (lllumina)

v Sequenciamento por ligacdo: SOLID
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation
and Detection )
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Cancer Center Sistemas de SequenCIamento

v'Seguenciamento de Terceira Geracao

v'Sistema lon Torrent

v'Sistema Pac Bio: Molécula Unica em
tempo real - Single-Molecule, Real Time
Technology Sequencing (SMRT®)
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~C Polymerase
'5-.’., \I\EZE c G,
“SCAsgset @
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1 P \ Sulfurylase
¥ g
ATP =,
Apy!-ase « Luciferase
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Aplicacoes no Laboratorio de
Patologia
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EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors

\ v

" - Sustaining Evading —
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling SUppressors anti-CTLA4 mAb
Deregulating Avoiding

immune
%desuuction

Enlablitrﬁg Telomerase
replicative ihi
rmortality Inhibitors

( Proapoptotic ) Resisltling
i 1 ce
BH3 mimetics Pt

Genome

promoting

instability & : X
mutation inflammation
PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

1 a3

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

M Hanahan & Weinberg, 2011

P RESS
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v" Inibicdo de EGFR é uma estratégia para tratamento do carcinoma
colorretal (CRC) metastatico

v' Mutacao no gene KRAS é um preditor de resposta a terapia anti-
EGFR

v" Mutacdo em KRAS é observada em 35 — 40% dos CRCs

v" Mutacdo em NRAS também tem sido associada a baixa resposta a
terapia e € observada em 5% dos CRCs

v" Mutacdo em EGFR n&o é comum (aproximadamente 1%) e néo tem
correlacao efetiva com a resposta terapéutica
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Anti-EGFR Therapy
and KRAS mutations

Monoclonal antibodies
¥ celuximab or panifumumab

@m» EGFR drugs block receptor

signals thus preventing downstream events
such as KRAS mediated effects

EGFR-Tyrosine Kinase Inhibitors
erfolinid or geflinid

Wild-type KRAS -- When the
EGFR receptor is blocked, WT
KRAS does not signal and the
tumor celis do not proliferate

Mutated KRAS --\When KRAS is mutated,
it is permanently “tumed on” and
dovwnstream events can still occur allowing
the tumor to continue to proliferate

Cell Cycle Progression
%' Cell Proliferation, Survival, Cell Cycle Progression Continues:
Invasion and Metastasis -Cell Proliferation
signals are blocked -Cell Survival

-invasion and Metastasis

http://www.pathologyoutlines.com/topic/stainskras.html
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LADDER SAMPLE PTC _—

Macedo et al. 2015
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v" Aproximadamente 10% dos pacientes com cancer de pulmao nao-

pequenas células nos EUA e 35% na Asia apresentam mutacdes em
EGFR

v' 90% das mutacdes sao delecdes no exon 19 e mutacao de ponto no
exon 21 (L858R)

v Terapias
v Cetuximab (Erbitux): dominio extracelular
v Gefitinib (Iressa) ou Erlotinib (Tarceva): fosforilacao

v Erb Pan-inhibit (CI-1033) e anti-ErbB-2 (Pertuzumab):
heterodimerizacao
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EGFR — tumores de pulmao

EGFR TKI sensitive

A
l Exon 19 \
deletion/
G719X insertion L858R L861Q
Exon18 Exon19 Exon 20 Exon 21

I

Exon 20 T790M
insertion?

\ l
|

EGFR TKI resistant

Lovly et al., 2014
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v" Imunoistoquimica
v Expressao protéica
v FISH/CISH

v' Amplificacdo/Polissomia

v' Seguenciamento

LLLLL

v" Mutacles

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

Cortesia: Isabela Werneck da Cunha
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Idoneous Histotypes

- Adenocarcinoma

* NOS

* Large Cell Carcinoma

- Sarcomatoid carcinoma
mixed with Adenocarcinoma

Genetic testing

~

[ KRAS Mut. Analysis J = Standard Chemotherapy

KRAS- N\a
| EGFR Mut. Analysis | = EGFR TKIs

EGFR- N\a

(EML4-ALK Mut. Analysi§ = ALK-Inhibitors

Not tested EML4-ALK-
Standard Chemotherapy

NSCLC

Non-Idoneous Histotypes

* Squamous Cell Carcinoma
* Large Cell Neuroendocrine Carcinoma

- Carcinoid tumor
- Mixed Broncho-alveclar carcinoma

Bronte G, 2010
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Melanoma

v" Mutacbes em Melanoma
v" BRAF (V600E): 66%

v" Uso do Vemurafenib
(2011)

v NRAS (13-25%)
v KIT (20-28%)

>
-
<

— — \ —
\\-
\ 2

Tyrosine kinase<

NRAS

N

A
\ Growth factor signals

KIT Mutations: Melanoma & GIST

Melanoma GIST

Exon 9 (NF) Exon 9 (11%)
Membrane
Exon 11 (58%)

Exon 13 (26%)

Exon 11 (67.5%)
Exon 13 (0.9%)

Cytoplasm

Exon 17 (16%) Exon 17 (0.5%)

Vemurafenib

| BRAFVe0OE |

Cell growth and
proliferation

Bhatia et al., 2014
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Oncogenes e

Vias de Painéis tumor-
genes N -
sinalizacao especificos
supressores
Genes com
potencial para Sequencimento Sequencimento
desenvolvimento do exoma do genoma
de drogas
\
Medicina

personalizada
J
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