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CCRH 
(Cancro Coloretal Hereditário) 

Tipo % CCR Genes Outros Genes/Loci Herança 
Análise 

Molecular 

S. Lynch  
(HNPCC) 

~3% 

MLH1,  
MSH2,  
MSH6,  
PMS2 

PMS1,  
TGFBR2,  
MLH3,  

EPCAM,  
BRAF 

AD PCR e Seq. 

FAP ~1% APC - AD PCR e Seq. 

 
MAP 

(familiar CCR<20 
adenomas) 

0.7%  
(2%) 

MUTYH - AR PCR e Seq. 
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Extracção de DNA Genómico  PCR – Amplificação Enzimática de DNA/exão/gene 

ANÁLISE CONVENCIONAL – Baseada na PCR (exão a exão) e Sequenciação de Sanger  

Purificação 

Purificação 
Validação 

Técnica Eletroforese 
capilar 

Sequenciador 

Reação de 
Sanger 

Leitura de eletroferogramas 
Validação e 

Interpretação 
dos resultados 

Relatório 



     Departamento de Genética Humana 

XXX Reunião do Anual do NGHD _20-21 Nov 2015 – Évora_JG 

APC: 16 exões; g.DNA:108.35 kb; mRNA: 10.701 pb; 2.843aa   

MLH1: 19 exões; g.DNA:57.59 kb; mRNA: 2.750 pb; 756 aa   

5’ 3’ 
1  2          3        4      5    6      78    9     10     11            12    13                              14  15          16 17    19                                                                                                                             

                                                                                                                                                                       18 

5’ 3’ 
1                      2                3 4           5      6                 7             8                      9  10 11 121314  15     16                                                                                                                              
                                                                                                                                                                        

Exemplo Análise Convencional, S. Lynch (HNPCC): 
                        MSH2 (16Ex) MSH6 (10Ex) ; MLH1 (19Ex) PMS2 (15Ex)  

?    NGS 
Next Generation Sequencing 



     Departamento de Genética Humana 

XXX Reunião do Anual do NGHD _20-21 Nov 2015 – Évora_JG 

CCRH (com/sem polipose) 

S. Lynch:MSH2; MLH1; MSH6; PMS2; EPCAM-3’del 

FAP:                                 APC; MUTYH 
S. Peutz-Jeghers:          STK11(LKB1) 
FJP:                         SMAD4; BMPR1A; ENG 
Tumor Hamartoma :       PTEN 
Hereditary Gastric Cancer: CDH1 
S.Li-Fraumeni:       TP53; CHEK2 

NGS 
Next Generation Sequencing 

    DNA  
        Genómico 
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Extração e 
Quantificação 

DNA  

1 TruSight Cancer Sequencing Panel (Illumina) 

2 

3 

4 

6 

5 

7 
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7 

Sequenciação no MiSeq (paired-
end, flow cell  Micro v2, 2x150bp ) 

Análise com MiSeq  Reporter  
Qualidade (hg19, manifest file) 

Ficheiros VCF 

Ficheiros BAM 

Análise Bioinformática 
Seletiva = Filtros 

8 

9 

Qualidade: 
Cobertura Horizontal 

Cobertura vertical  
Q3080% 

Software: 
Variant Studio 

Isaac Enrichment 
IGV - Integrative Genomics Viewer 

Anotação/Classificação de 
Variantes/Alterações 

Confrontação c/ diversas  
Bases de Dados, ex. 

InSiGHT; ClinVar 
LOVD; HVP 
SIFT; HGMD 

PlyPhen2 

Interpretação  
de Resultados/Variantes 

- Patogénica 
- Patog. Desconhecida 
-Provavel. Patogénica  
-Provavel. não Patog.  

- Não Patogénica 

10 

11 

Relatório 

Validação 
Sequenciação Sanger 

12 

13 

DADOS 



DNA genómico (Sangue periférico) 34 doentes com CCRH 
Previamente estudados por PCR – Seq. Sanger para: APC, MLH1, MSH2, STK11, MUTYH  

Objetivo a Validação da NGS:   
TruSight Cancer Sequencing Panel (Illumina) 94 genes  
e 284 SNPs associados a predisposição para diversos tipos de cancro  

     Departamento de Genética Humana 

C. Mama/Ovário,…  
Penetrância elevada 
Penetrância moderada 

(14 genes)  

 

CCRH  
(com/sem polipose) 

(14 genes) 
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Resultados NGS: 
111 variantes/alterações (110 confirmadas por Seq. Sanger; 29 patogénicas) 
Cobertura média em profundidade: 35 e 329X   
Q30>94 
1 FP: STK11 gene (c.375-49G>A) associado a baixa cobertura (17 leituras do nt  alterado /a 
total of 23 leituras). 
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Validação por NGS:   

TruSight Cancer Sequencing Panel (Illumina) 94 genes 
34 doentes com CCRH; 111 variantes; 29 Patogénicas 

NGS:  Pode ser usada para Diagnóstico molecular em CCRH 



Análise Bioinformática Seletiva 
dos Dados Gerados na 1ª Fase 
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1ª Fase:  

Ensaios Bancada e Sequenciador  

2ª Fase:  

Análise in silico (no computador) 
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Vantagens NGS: 
 

1 – Possibilita a sequenciação/análise de múltiplos genes em paralelo, em dezenas    
      de amostras/doentes, de forma rápida e com um custo significativamente mais baixos. 
 

2 -  Permite oferecer o diagnóstico molecular a indivíduos que não tenham uma história  
      familiar significativa de cancro ou que não cumpram outros critérios para realização do  
      diagnóstico genético. 
 

3 - Alargar o diagnóstico a >nº de genes de predisposição para cancro; reduzir o tempo  
     de resposta e aumentar a capacidade de análise; contributo directo para um diagnóstico    
     mais completo e melhorar a prevenção da doença em familiares / população. 

Limitações NGS: 
1 – Detecção de algumas duplicações e inserções                                   
2 – Detecção de mutações em sequências de homopolímeros 
3 – Não é ainda reconhecida como metodologia de referência 

MLPA  
Seq. Sanger 
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Muito Obrigado pela Atenção 


