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TECNICAS UTILIZADAS HASTA EL MOMENTO

BASADAS PRINCIPALMENTE EN LA BUSQUEDA DE
MUTACIONES O ESTUDIOS DE SEGREGACION

- SISTEMAS INDIRECTOS DE DETECCION:
SSCP
DGGE
heteroduplex
RLFPs
analisis de fragmentos
Southern Blot

- SISTEMAS DIRECTOS:
Secuenciacion
PCR largo
ASO-PCR




TECNICAS CONVENCIONALES

PENSADAS PARA LA BUSQUEDA DE MUTACIONES, ESTUDIOS D E
SEGREGACION Y OTROS MARCADORES (NIVEL DE ARNm, METI LACION,
ETC.).

- Secuenciadores
a) Secuenciacion.
b) Andlisis de fragmentos (tamafio y/o semicuantitat IVO)
- 1/D (pequenas), STRsy VNTRs
- 1/D (grandes alteraciones)

- Termocicladores cuantitativos a tiempo real
a) Cuantificacion de acidos nucleicos
b) Cuantificacion del numero de copias (I/D)
c) ldentificacion de mutaciones

- Otros sistemas de analisis de ADN.
a) Masas
b) Pirosecuenciacion




NUEVOS SIS

MICROCHIPS

a) deteccion de mutaciones
b) expresion
c) metilacion

SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA

SISTEMAS INFORMATICOS
a) Bases de datos.
b) Programas informaticos de analisis.



SISTEMAS CONVENCIONALES:

- Secuenciadores
a) Secuenciacion.
b) Analisis de fragmentos (tamafio 0 semicuantitativo
- 1/D (pequenas), STRs y VNTRs
- 1/D (grandes alteraciones)
- SNPs y mutaciones puntuales

- Termocicladores cuantitativos a tiempo real
a) Cuantificacion de la expresion
b) Cuantificacion del numero de copias (I/D)
c) Identificacion de mutaciones

- Otros sistemas de analisis de ADN.
a) Masas
b) Pirosecuenciacion




SECUENCIACION: SISTEMAS
AUTOMATICOS CONVENCIONALES

Principales caracteristicas:
Basados en la incorporacion enzimatica de ddNTPs en |  a sintesis de

copias del ADN molde y posterior electroforesis cap llar (1-96 capilares)
Analizan hasta 1000 bp en cada reaccion y unas 1000- 2000 reacciones
al dia (1-2 Mbp).
Fidelidad 99,5 %.

Aplicaciones:
Conocimiento de la secuencia de un fragmento de ADN 0 ARN.
Secuenciacion completa de genomas (clonacion o gene walking)
Caracterizacion de patdgenos.
ldentificacion de mutaciones y polimorfismos.

Limitaciones:
Necesidad de conocer la secuencia (productos de PCR ), excepto

clonacion.
Tamano de las secuencias.




SISTEMAS BASADOS EN EL USO DE
SECUENCIADORES

ANALISIS DE POLIMORFISMOS / MUTACIONES

ANALISIS DE FRAGMENTOS

ANALISIS DE TAMANOS

- Deteccion de peguenias alteraciones de insercion/delecion.

- Estudio STRs.

ANALISIS SEMICUANTITATIVO

- Deteccion de grandes reordenamientos.

- Determinacion de polimorfismos de I/D de grandes secuencias y CNVSs.




ANALISIS DE POLIMORFISMOS

ANALISIS DE TAMANOS

Deteccion de pequeias alteraciones de insercion/delecion.
Estudio STRs.




PEQUENAS INSERCIONES O DELECIONES

FH501

(884delT)

Control




DETECCION DE GRANDES REORDENAMIENTOS : MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification)

%nfh etic oligonucleotide M13-derived oligonucleotide

-60 bp 60-450 bp

PCR primer sequence Y PCR primer sequence X
‘ ) 214 gy s
(dif ferent for each probe)

Hybridization sequence Hybridization sequence

5° Termostable ligose 5° Termostable ligase

Target A : Target B




DETECCION DE GRANDES REORDENAMIENTOS : MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification)




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL
ANALISIS DE POLIMORFISMOS

ANALISIS SEMICUANTITATIVO
Estudio de polimorfismos y mutaciones de I/D pequen as

FH218

(del 7pb E13)

Garcia-Garcia, et al. Human Mutation 2006




ANALISIS SEMICUANTITATIVO

Estudio de polimorfismos y mutaciones de I/D de gra ndes fragmentos

Garcia-Garcia, et al. Human Mutation 2006




SISTEMAS CONVENCIONALES: ALTO RENDIMIENTO

Automatizacion:
Incorporacion de sistemas roboticos e informaticos qu e preparan las
muestras, reacciones y las purifican,

Sistema de extraccion de

purificacién de ADN “Chemagic ' = - Al

™
ac

MSM “ de Chemagen.
Extracciones de 0,2 a 10 ml.




-Dos sistemas roboticos “StartLet” de Hamilton para
la preparacion de reacciones y su purificacion.
Disenados para el trabajo en pre y post PCR.

- Secuenciador automatico de acidos nucleicos
“3730 DNA Analyzer” de Applied Biosystems
(sistema automatico de electroforesis de ADN de 48
capilates).




CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE
ESTUDIOS GENETICOS

- EXTRACCION DE ADN:

> 50 muestras a partir de 10 ml de sangre total al dia.
> 500 muestras a partir de 0,05 a 0,50 ml de sangre al dia.

- PREPARACION Y PURIFICACION DE REACCIONES:

> 5000 reacciones al dia.

-ANALISIS DE SECUENCIAS:

> 900 secuencias al dia de unas 700 bp (limite del
secuenciador).




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA
EL ANALISIS DE
POLIMORFISMOS/MUTACIONES
PUNTUALES

Analisis de SNPs:

- Minisecuenciacion

- SNPIex (I/D de hasta 6 bp)
Aplicaciones:

- Deteccion de mutaciones

- Analisis polimorfismos y haplotipos:

Farmacogenomica




COMBINACION DE ESTRATEGIAS DE DISCRIMINACION,FORMATO Y
DETECCION EN EL GENOTIPADO DE SNPs

PRINCIPIO DE LA
REACCION

-Hibridacion con
sondas ASO

-Primer extension
-Minisecuenciacion
-Ligacion

-Rotura invasiva
(invasive cleavage)
-Rotura por enzimas
restriccion

FORMATO

DETECCION/MARCAJE

-Solucion homogénea
-Solucion
semihomogénea

-Placa de fase solida
-Microarray (fase solida)
-Microparticulas (fase
solida)

-Gel

-Radioactividad
-Flourescencia

-FRET (Fluorescence
resonance energy
transfer)

-"Quenching” por contacto
-Espectrometria de Masas
-Luminiscencia




METODOS BIOQUIMICOS PARA LA DISCRIMINACION DE LOS DOS
ALELOS DE UN SNP / MUTACION
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ANALISIS DE POLIMORFISMOS Y MUTACIONES:
TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO

ANALISIS DE SNPs:

- SNPlex (I/D de hasta 6 bp)
- Microchips (lllumina, Affimetrix).

AMPLIFICACION POR PCR

PURIFICACION

MINISECUENCIACION: MINISECUENCIACION

: . CCATGACTGATTCC
Se basa en incorporacion de ddNTPs NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGG@NNNNNN

en extremo 3 de un oligonucledtido que termina Wl
M

AmpliTaq? DNA Polymerase, FS

justo antes del polimorfismos o estudiar. | dacre) a6onr; eavte, daare

Permite analizar grupos de hasta 30 o " ccAmA(ﬁ.}GATch
AGG NNNNNN

mé.S pOIimorfismOS. NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGG

Obtencion de hasta 15-20.000 datos de

. . > PURIFICACION
polimorfismos/dia.

ELECTROFORESIS




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL
ANALISIS DE POLIMORFISMOS

Minisecuenciacion

Snapshot Results
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TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL
ANALISIS DE POLIMORFISMOS

ANALISIS DE SNPs:
- Minisecuenciacion

SNPlex.

Se basan en la ligacion de dos sondas en funcion de | alelo presente en un
polimorfismo.
Analisis de hasta 48 polimorfismos (SNPs e I/D peque as) simultaneamente
en 1 muestra.

Posibilidad de obtener hasta 150.000-250.000 datos  de polimorfismos/dia.




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL
ANALISIS DE POLIMORFISMOS

SNPLEX




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL
ANALISIS DE POLIMORFISMOS

SNPLEX




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL
ANALISIS DE POLIMORFISMOS

SNPLEX
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CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE
ESTUDIOS GENETICOS

(Project Mavigat ESTUDIOS_FH,2007
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CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE
ESTUDIOS GENETICOS

DETECCION DE POLIMORFISMOS Y
MUTACIONES PUNTUALES

100-150.000 datos/dia.
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TECNICAS CONVENCIONALES

- Secuenciadores
a) Secuenciacion.
b) Analisis de fragmentos (tamafio o semicuantitativ 0)
- 1/D (pequenas), STRsy VNTRs
- I/D (grandes alteraciones)




TECNICAS BASADAS EN TERMOCICLADORES CUANTITATIVOS
A TIEMPO REAL

Principales caracteristicas:
Basados en la deteccion de fluorescencia en cada ci  clo de amplificacion.

Analizan hasta 384 muestras simultaneamente.

Aplicaciones:
Cuantificacion de ADN:
- |dentificacion de la presencia de mutaciones de I/ D.
- Presencia de ADN de patégenos.

Cuantificacion de ARN:
- Determinaciéon de la presencia de patdogenos (virus de ARN 0 expresion

de genes) y su cuantificacion.
Niveles de ARNm: variaciones de la expresion génica en funcion de
una variacion.

Deteccion de mutaciones o polimorfismos

Limitaciones:
Necesidad de conocer la secuencia.
Solo permiten detectar una o unas pocas mutaciones por reaccion.
Analisis de enfermedades causadas por una o unas po  cas mutaciones.
Normalizacion (cuantifiacion de expresion o ARNm).




ESTUDIOS MEDIANTE EL USO DE SONDAS CON
SISTEMAS DE PCR CUANTITATIVA
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SISTEMAS DE DETECCION DE LA
AMPLIEICACI ON: SYBR-Green

« SyBRGreen : medida del DNA de doble cadena al final de cada c iclo.
« Curvas de disociaci on alfinal de |a reacci on (sen necesarias para ver la

amplificaci on espec ifica del fragmento de inter és).
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CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE
ESTUDIOS GENETICOS

GeneAmp® PCR System 9700

Estudio de mutaciones:

5.000 datos/dia de SNPs / mutaciones puntuales

- Estudio de los niveles de ARNm o ADN.

-2500 analisis dia.




NUEVOS SIS

- SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA




MICROCHIPS
DETECCION DE MUTACIONES

Existen varios sistemas segun su produccion, aplica cion y tecnologia que
utilizan. Basicamente para detectar las mutaciones se usan dos técnicas, la
hibridacién de sondas y la minisecuenciacion.

Infinium | Assay Overview
Allele-Specific Primer Extension

Bead type detectable
— labels

Pol

{ 5" ' 3
Hybridized \ :)— Tlews an iams nal
human 1
MRS [ Il

A-/_—— A —
Allele A

Infinium Il Assay Overview

Single Base Extension

Bead type Twe haptens/eolors

Hybridized \ )7 C ____,.:—-.
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te SNPs withi

Posibilidad de trabajar con unos cientos a millones de sondas.




TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA LA
DETECCION DE MUTACIONES

Principales caracteristicas:

Basado en hibridacidon de sondas o minisecuenciacion

Analizan unas 300.000 bp en cada chip (2-5 Mb/dia).
Fidelidad del 99.9 %.

Aplicaciones:

Identificacion de mutaciones en genes conocidos.
Identificacion de microorganismos en mezclas y
clasificacion en subtipos.

Limitaciones:
Aplicacion a secuencias conocidas.
Disefio previo de las secuencias que se quieren anal
Identificacion de alteraciones de mas de una base.




MICROCHIPS
DETECCION DE MUTACIONES

Disefiados especificamente para el estudio de una en  fermedad:

- Deteccion especifica de mutaciones o polimorfismos
conocidos (diagnostico, pronostico, respuesta al tr atamiento, etc.).

- Resecuenciacion: detectan todas las posibles mutac lones
presentes en una secuencia (hasta 300 Kb).

Su limitacion puede estar en el precio, principalme nte cuando se
utilizan para detectar mutaciones conocidas:

Ej: Diagndéstico FH mediante Biochip (>600 €), median te
secuenciacion y deteccion de grandes reordenamintos (270-300 €).




MICROCHIPS
CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE ARN

Permiten analizar los niveles de ARNm de todos losg  enes conocidos.

- Diagnoéstico de Cancer:
- Identificacion de la presencia de ARN andémalo ensa  ngre.
- Diagnostico y clasificacion de tumores (patron de e Xpresion de
genes)
- Respuesta al tratamiento y pronostico (patron de ex  presion de
genes)




MICROCHIPS
CUANTIFICACION DE LOS NIVELES

S —
Sample Preparation " Slide Preparation
and Hybridization

Sample Collection Labelled cONA (red)
combined with
Reference {green)

Detection and preprocessing
Gene 1
Gene 2
Gene 3
M -
a3, STy Preprocessing
Tl -Spat mapping
Detection vBackg‘ounq reduction
-Normalization

Higher exprassion of gene in reference sampla

Higher expression of gene in sample

Comparable expression of gene in sample and reference
Bad reading - error in the fluorescence reading

Data analysis - Supervised

Unknown
classified
as Type 1
Gene 3 I
— = - =
Data preparation Marker genes Supervised
- Deletion of genes or determination classification
experiments with large from training set Labeling of
number of bad values B _Feature analysis unknown sample
- Missing data estimation - Feature selection by compa
- Normalization: the marker ¢
5 Marker genes pre
subset of genes  training set
used for

Expression matrix Training set classification

Combined expression data predetermined
from multiple experiments: classification
columns - experiments,; of samples to
rows - genes Type 1 and Type 2




MICROCHIPS
ESTUDIO DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Permiten analizar todo el genoma para determinar ag  ullas regiones que
se han perdido o duplicado.

- Diagndstico de Cancer:
- Identificacion de la presencia de ARN anémalo ensa  ngre.
- Diagnostico y clasificacion de tumores (patron de e xpresion de
genes)
- Respuesta al tratamiento y pronostico (patron de ex  presion de
genes)

Chr7 Chrg

Chi
Chr9 Chr 10 Chr 11 Chr 12 Chr13 Chr 14
;;;"M"m Lo Ol o




MICROCHIPS

DETECCION Y CUANTIFICACION DE LAS REGIONES METILADA S DEL
ADN.

- Permiten analizar todos los promotores conocidos.

- Diagnéstico de Cancer:
- Identificacion de la presencia de ADN metilado enge  nes
relacionados con el desarrollo del cancer.
- Diagnostico y clasificacion de tumores (patron meti lacion)
- Respuesta al tratamiento y pronostico (patron de me  tilacion)

suomdadg

ITrZev s 9 L8




NUEVOS SIS

- MICROCHIPS

a) deteccion de mutaciones
b) expresion
c) metilacion




SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA

Principales caracteristicas:

Basados en secuenciacion por clusters: pirosecuenci acion o ligacion.

Analizan unas 100 y 3.000 Mbp en cada reaccion.

Fidelidad del 99.99 %.
Aplicaciones:

Secuenciacion completa de genomas.

Secuenciacion de novo

Resecuenciacion (identificacion de mutaciones, deter minacion de
polimorfismos, reordenamientos, mutaciones somatica s en baja frecuencia,
etc.) en numerosas muestras de forma simultanea.

Analisis del trascriptoma y mezclas de ADN o ARN (id  entificacion de
especies, analisis de ARNm, STS, regiones 5’, etc.)

Epigenética (metilacion del ADN y modificacion de nu cleosomas).

Regulacion de la trascripcion (pequefios ARNS y union de factores de
trascripcion).

Secuenciacion en paralelo de numerosas muestras.

Identificacion de mutaciones presentes en baja prop orcion (<1%)
Limitaciones:

Precios equipamiento y reaccion.




SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA

Unique combination of read length & reads per run
ensure the broadest applications portfolio

De Nove Sequencing
* Microorganisms [genome plasticin
® Plapts, Animats
* BAC=, YACs. Fosmds, Vinuses etc.
Resequencing
* Whole Genomes
¥ Dizease associated regions
- Somatic mutations (cancer research via amplicon sequencing}
» Structural varations of the human genome
Transcriptome Analysis
* Expression profiling (e.g. SAGE-like. CAGE-like, GIS-PET)
¥ EST-sequencing
* Full length cDMNA sequencing
Gene Regulation Studies
¥ |gentification of transcription factor binding sites (ChiP-Sequencing)
" ldentification and quentification of sncRMNAS sequences
Epigenetic Changes
= OMNA-Methylation patterns
Metagenomes & Microbial Diversity
* Shotgun sequencing of the metagenome
* 185 amplicon seguencing
Ancient DNA

* Meanderthals, Mammoths and many more




SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA
Sistema GFX (Roche)

Fragmentacion de
la

muestra/muestras Amplificacion

Preparacion de
la libreria

Union de 1 cadena
de ADN/esfera

Analisis de datos




SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA
Solid (Applied Biosystems)




SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA
Solid (Applied Biosystems)
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SISTEMAS DE SECUENCIACION MASIVA
Solexa (lllumina)
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i Wash off all
To initiate the first sequencing cycle, add all !

four labeled reversible terminators, primers and
DNA polymerase enzyme to the flow cell,
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Second Chemistry Cycle:
determine second base
Image of first chemistry cycle To initiate the next sequencing cycle, add all
After laser excitation, capture the image of the next chemistry cycle four Iabeled reversible terminators and
smilted fluorescence from each clusteran the  The blocked 3 terminus and the fluorophore 127 enzyme to the flow cell.

fiow cell. Record the identity of the first base  from each incorporated base are removed,
for each cluster.
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CONCLUSIONES

El genotipadeo de SNPs a gran escala es un area emergente: tecnologia
gue responde/respondera a gran numero de “preguntas”

Numeresas tecnologias con ventajas y desventajas. El uso simultaneo de

varias de ellas en un mismo laboratorio confieren a este de una gran
flexibilidad en el abordaje de estudios a media/gran escala.

La tecnologia del futuro:
Evita un paso previo de PCR
Podria basarse en el analisis de moléculas Unicas
(molecular haplotyping)
La reduccion en el coste y el aumento del throughput
tendra consecuencias importantes en investigacion y
diagnostico (medicina personalizada)
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