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Historico

Sequenciamento quimico — Maxam e Gilbert, 1977.

Sequenciamento enzimatico — Frederick Sanger, 1977.

Sequenciamento Sanger: semi-automatizacao, 1986.

DM mpde T ACTAGTOCGAGTACASGE 5 ¥ I8 sequincia
. 1 F Le] G deduzida da
phear ? E fa-makdn g 4
z 3 romalaprama gerado
DA pollenes oA T A pido eompiladar
CNTF IH-T..TF'__. IS:JTTF‘__. [gtacgio da ale
L fharascdncla T T I | el TragTITC
i G 0 A Qg G G
e codar banda Al
- o h e apas elxirofaresa
3 ACTAGTCCEAGTACAAGL S 3 ACTAGTCCGAGTACAAGE 5 G| a
il 18 3 1 A
5. I ! T8 =} ! TEGATCAGECT el o ] |I|
a e | I ||
& ACTACTODEAGTACAAGC S 3 ACTAGTCCCGAGTACAAGC & ﬁ ? | || p | | & . | |
'y | LI
5 G- 5 TGATCAGGCTE - & [in (] | -' f | f ,'I | h
T |A 111 | 1
ol | | | I |"I | .'. || | l'
x ACTAGTCCOAGTACAAGCS 3 ACTAGTCOGAGTACAAGE & a|e o' d |
sl U qeag sl LU raarcancetoa-g i1 ;'. | | | j ||_ )| .
o i
Figura 11.24 Sequenclamenio de ONA pela mébeda de Sanger usanda didessdmbanucleotidess luomstentes




[ Y 4 [
Historico
Projeto Genoma Humano: iniciou em 1990. Primeiros

dados publicados em 2001, genoma completo publicado
em 2004, 20.500 genes identificados. Custo: $3 bilhdes.

Em 2004, NHGRI criou programa de financiamento para
reduzir o custo do sequenciamento do genoma humano
para $1.000 em 10 anos.

the human genome

International Human Genome Sequencing Consortium*

* A list of aurhors and their affiliations appears in the Supplementary Information

The sequence of the human genome encodes the genetic instructions for human physiology, as well as rich information about
human evolution. In 2001, the International Human Genome Sequencing Consortium reported a draft sequence of the euchromatic
portion of the human genome. Since then, the international collaboration has worked to convert this draft into a genome sequence
with high accuracy and nearly complete coverage. Here, we report the result of this finishing process. The current genome
sequence (Build 35) contains 2.85 billion nucleotides interrupted by only 341 gaps. It covers ~99% of the euchromatic genome and
is accurate to an error rate of ~1 event per 100,000 bases. Many of the remaining euchromatic gaps are associated with segmental
duplmahuns and will require focused work wrﬂl new methods. The near-complete sequence, the first for a vertebrate, greatly
improves the precision of biological analyses of the human genome including studies of gene number, birth and death. Hutahhr, the
human genome seems to encode only 20,000-25,000 protein-coding genes. The genome sequence reported here should serve as a
firm foundation for biomedical research in the decades ahead.
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e Sequenciamento de nova geracao = sequenciamento de segunda
geracao = Sequenciamento paralelo massivo de DNA.

* Melhorias na tecnologia de sequenciamento e métodos
computacionais -> desenvolvimento de plataformas que diminuiram
o custo e tempo de analise de genoma e exoma.

Aumentaram acuracia, eficiéncia, resolucao e reprodutibilidade.

Analise de varias amostras ao mesmo tempo e desenvolvimento de
painéis genéticos para pesquisa de mutacdes.!3
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Plataformas

Table 1. Characteristics of current NGS platforms

Dominant error Error Rate
Plataform Manufacturer Sequencing chemistry Detection Read lenght, bp Throughput Run time

type (%)
. hesis-
Miseq/MiseqDx llumina sequencing by synthesis- 1 103640 2x300 17-7.5Gb  4-39h  Mismatch 0.1
reversible terminator
. Sequencing by synthesis - .
lon Torrent PGM ThermoFisher . . Solid state Up to 400 0.08-2Gb 09-45h Indel 1
hydrogen ion detection
S ing b thesis -
lon Torrent S5/S5 XL ThermoFisher equencmg ysyn ,eSIS Solid state Up to 400 0.6-15Gb 2.5 -4h Indel 1
hydrogen ion detection
S ing b thesis-
HiSeq 2500 llumina equenang by synthesis= o ical 50t0250 10-1.000Gb 7h-11d  Mismatch 0.1
reversible terminator
S ing b thesis-
NextSeq 500 llumina equenang by syntnesis= 4 tical  1x75to 2x150 32.5-120Gb 11-16h  Mismatch 1
reversible terminator
. Sequencing by synthesis - .
lon Torrent Proton  ThermoFisher . . Solid state Up to 200 10-15Gb 2-4h Indel 1
hydrogen ion detection
S ing b thesis -
HiSeq 3000/4000  ThermoFisher ~ _ca-ccngBY SYNERESIS =gy crate 2x150  650-1.500Gb <1-3.5d  Mismatch 0.1
hydrogen ion detection
. . Sequencing by synthesis- . .
HiSeq X lumina . . Optical 2x150 16-1.8Tb <3d Mismatch 0.1
reversible terminator
GeneReader QIAGEN Sequencing by synthesis Optical Up to 150 2.5 35h NA NA
Single-molecul
PacBio RS Il Pacific Biosciences > o ¢ O eCUle Optical Upto60kb  05-1Gb 05-4h Indel 13
sequencing
Single-molecul
Nanopore Nanopore Ingle m'o ecule Nanopore Up to 100 kb 0,1-1Gb 50 h Indel/mismatch 12
sequencing

Lefterova M, et al. J Mol Diagn. 2015 Nov;17(6):623-34.
Desikan S, Narayanan S. Indian J Med Res. 2015 Jun;141(6):761-74.




Tipos de deteccao

e Sequenciamento baseado em sintese
- emissao de fluorescéncia (lllumina)
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Tipos de deteccao

* Sequenciamento baseado em sintese

- emissao de fluorescéncia (lllumina)
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Tipos de deteccao

* Sequenciamento baseado em sintese
: Iiberagéo de protons de H*(lon Torrent)
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Courtesy of Thermo Fisher Cientific



Analise dos dados

 Demultiplexing

 Meétricas de qualidade do sequenciamento
* Mapeamento no genoma de referéncia

e |dentificacao de variantes

* Anotacao de variantes

* Confeccao de laudo




Tipos de abordagem

* WGS — Whole Genome Sequencing
* Exoma

e Transcriptoma/RNA-Seq

* DNA mitocondrial

* Metilacao

* Painel alvo (captura ou amplicon)




Tipos de abordagem

Targeted amplicon sequencing Whole-genome sequencing
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Lefterova M, et al. J Mol Diagn. 2015 Nov;17(6):623-34.




Aplicabilidade

* Microbiologia:

Identificacao de patdégenos
Estudos de vigilancia epidemioldgica

— Andlises metagendmicas

Resisténcia a antibioticos e alteracdes na viruléncia

* Oncologia:

Painéis para detectar mutacdes somaticas
Painéis para detectar cancer hereditario (mutacdes germinativas)
Biopsia liquida (ctDNA)

e Qutras aplicacoes:

Desordens metabdlicas

Cardiologia

Hematologia

Screening em recém-nascidos (cell-free DNA)
Tipagem HLA

Analise forense



Mais importante utilizacao do NGS na oncologia: painéis para
detectar mutacoes (hotspots ou todos os éxons de um gene).

Dado bruto -> alinhamento em relacao a sequéncia referéncia ->
chamada de variantes.

Antes da chamada de variante: avaliacao da performance do ensaio e
qualidade dos dados.

Variante identificada: reportar? Avaliar validade técnica e relevancia
clinica.



NGS — Next Generation Sequencing

Mational

Vil Cancer
Metwork®

Non-Small Cell Lung Cancer

NCCHN Guidelings Index

Table of Contents
Discussion

CLINICAL PRESENTATION

= Establish histologic
subtype® with
adequate tissue for
molecular testing

Advanced (consider rebiopsy99

or if appropriate)

metastatic | |- Smoking cessation

Disease counseling

. Intagcratu- palliative
care” (See NCCN

idelines for

Palliative Care)

HISTOLOGIC
SUBTYPE®

= Adenocarcinoma

= Large cell

« NSCLC not
otherwise
specified (NOS)

Squamous cell
carcinoma

TESTINGMD

* Molecular testing
» EGFR mutation testing
(category 1)
» ALK testing (category 1)
» ROS1 testing
+ BRAF testing
+ Testing should be
conducted as part of broad
molecular profiling"
* PD-L1 testing (category 1)

= Molecular testing

¢ Consider EGFR mutation
and ALK tasting"‘" in never
smokers or small biopsy
specimens, or mixed
histology"

» Consider ROS1 and BRAF
testing in small biopsy
specimens or mixed
histology

+ Testing should be
conducted as part of broad
molecular profiling'l

* PD-L1 testing (category 1)

TESTING RESULTSMD

Sensitizing EGFR mutation positive
(see NSCL-18)

ALK positive (see NSCL-21)

ROS1 positive (see NSCL-24)

BRAF V600E positive (see NSCL-25)
PD-L1 21% and EGFR, ALK negative

or unknown (see NSCL-2T)

EGFR, ALK, ROS1, BRAF negative
or unknown, PD-L1 <1% or unknown

(see NSCL-28)
Sensitizing EGFR mutation positive
(see NSCL-18)

ALK positive (see NSCL-21)
ROS1 positive (saa NSCL-24)
BRAF VG00E positive (see NSCL-25)

PD-L1 21% and EGFR, ALK negative
or unknown (see NSCL-2T)

EGFR, ALK, ROS51, BRAF, negative
or unknown, PD-L1 <1% or unknown
(see NSCL-29)

National Comprehensive Cancer Network. NCCN Guidelines Version 4.2019. Non-Small Cell Lung Cancer.



Terminologia

Analista genbmico: especialista (mestre ou doutor) que realiza
analise, avalia a qualidade dos dados, utilidade clinica das variantes
e cria o laudo. Laudo final sera reportado em conjunto com um
patologista e/ou equipe multidisciplinar.

Q score: 0-20, probabilidade que a base sequenciada esta correta (Q
score 20 -> p = 0,01).

QUAL (Escore de qualidade da variante): escore em log gerado
durante a chamada de variante. Ex: score 90 -> p = 1x10”. Varia de
acordo com a plataforma do ensaio, método de captura e software
de chamada de variante.

Profundidade ou cobertura: numero de vezes que determinada
sequéncia foi sequenciada.




Terminologia

Variante: variacao encontrada em relagao a sequéncia referéncia. O
objetivo é identificar se a variante é proveniente de uma mutacao
somatica.

Mutacdes: evento que resulta em modificacdes no DNA gendmico.

Numero de reads de variante: numero de sequéncias independentes
gue apresentaram determinada variante (< 5 reads de variante = FP).

Frequéncia do alelo variante: (numero de reads de uma
variante/cobertura daquela regido) x 100.




Validade técnica

e Testes NGS aprovados pelo FDA.
- MSK-IMPACT (Nov/2017) - Oncomine — Thermo (Jun/2017)
- FoundationOne CDx (Nov/2017) - TSO500 — Illumina (em breve)

 Laboratdrios desenvolvem seus proprios testes: licenciados pelo
CLIA, Departamento de Saude de Estado de NY, CAP.

np| | Genomic Medicine Wi nature.comn pigenmed

COMMENT OPEN
FDA guidance for next generation sequencing-based testing:
balancing regulation and mnovation in precision medicine

Frank Luh (™' and Yun Yen®

npj Genomic Medicine (2018)328 ; doi:10.1038/541525-018-0067-2




Validade técnica

Meétodo ortogonal confirmatorio.

Sanger ndao é a metodologia ideal para todas as variantes devido ao
VAF de 10%-20%.

Revisao manual do alinhamento reduz variantes FP e resultados
incorretos. Software nao substitui o analista no reconhecimento de
padrdes (principalmente em insercoes e delecoes).

Estabelecer filtros, cutoffs, analises confirmatorias e utilizacao de
amostras referéncias (DNA ou FFPE) durante validacdao (Acrometrix,
Seracare e Horizon).




Validade técnica

Mutacoes:
- sensibilidade X resisténcia

- somatica X germinativa (EXAC e dbSNP — VAF 50% ou 100%
potencialmente germinativas).

Tipo de tumor: anotacao da variante e interpretacao (Clinvar,
Cosmic, TCGA,MCG, cBioportal).

VAF e celularidade tumoral: se discordantes, a variante pode ser
invalida ou nao reportavel.

- VAF maior que o esperado: mutacao germinativa ou LoH.

- VAF menor que o esperado: FP ou baixo nivel de
heterogeneidade tumoral (ex: mutacdes de resisténcia).



Validade técnica

Mutacoes em hotspots recorrentes: devem ser reportadas mesmo
que estejam no borderline da qualidade técnica (Ex: BRAF V600E,
KRAS cédon 12/13).

Tipos de mutacao clinicamente significativas: software pode
classificar como VUS. Analista devera determinar se a variante tem
significado clinico, principalmente indels e mutacdes de perda de
funcao

VUS: laboratorio determina sua “politica” para reportar.
Variantes de Sindrome de Cancer Hereditario: sao consideradas

achados incidentais e screening soO € recomendado para pacientes
alto risco.




Conclusoes

Extensa validacao para assegurar confiabilidade, precisao e
sensibilidade.

Equipe técnica e analista gendmico treinados para reconhecer
possiveis falhas no processo de construcao de biblioteca que
podera afetar os dados gerados.

Reconhecer limitacdes do NGS: baixo valor preditivo negativo
(ndo difere neoplasias benignas e malignas), regides dificeis de
sequenciar, pipelines de analise ainda nao resolvem todos os
problemas.

Sequenciamento total do genoma/exoma tem uso limitado na
pratica clinica, uso de painéis tem maior relevancia.




