Biologia M olecular aplicada al Diagnéstico M édico. M édulo I: Clase 2

Herramientasy tecnologias
de la biologia molecular,
aplicadas al diagnostico
y al tratamiento
en medicina.

Lic. Ezequiel Zubillaga
ezubillaga@cibic.com.ar
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¢, Por que se han desarrollado
tantas herramientas para
realizar diagnosticos utilizando
la biologia molecular?




Eficacia + Eficiencia = Efectividad

* Eficacia: Todo aquello que nos sirve para cumplir el
objetivo que se ha planificado.

e Eficiencia: Consiste en utilizar losrecursos
adecuadamente.

* Efectividad: Cumplir con los objetivos planteados
utilizando la menor cantidad de recursos posibles.
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¢, CoOmo?
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¢ Como? HPV

Historia natural de la infeccion por VPH
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CIN= Cervical Intragpithelial Neoplasia
51L= Sguamous Intraepithelial Lesion v
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¢, CoOmo?
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i Entonces!...¢, Por qué se han
desarrollado tantas
herramientas para realizar
diagnosticos utilizando la
biologia molecular?



Porque introducen un
cambio positivo en la vida de
los pacientes.



-
Tecnologias aplicadas al estudio de biomarcadores moleculares

1. AspectosPre-analiticos:
1. Tomade muestra
2. Conservacion de la muestra
3. Preparacién de la muestra para el analisis

1. AspectosTécnicos:

Extraccion de Acidos nucleicos
PCR/ RT-PCR/ NESTED PCR
Real time PCR

Secuenciacion Snger

NGS

ok D=

2. Aspectosanaliticos:
1. Controles de calidad
2. Validacion técnica
3. Validacién clinica

3. AspectosPost- analiticos:
1. Modelo de informe
2. |Interpretacién del resultado



-____________________________________________________________________________________
1. Aspectos Pre-analiticos:
Entre un 40 % y un 70 % de los errores cometidos en un laboratorio clinico se
originan en esta etapa.

Los errores que pueden generarse son de significancia distintay su medida
es dificil ya que algunos de ellos se ponen de manifiesto en la fase analitica y
otros no se evidenciaran.

Debe tenerse en cuenta que muchas veces, en la evolucion de un paciente
o en el monitoreo de la eficacia terapéutica, son muestrasirrepetibles, es
decir, que no pueden volver a tomarse. s



En Biologia M olecular, los
acidos nucleicos son el analito.
(ADN — ARN)



Extraccion manual de Acidos Nucleicos:

Los pasos necesarios para una correcta extraccidon y purificacibn mediante un procedimiento quimico
son:

1.Lisisde las células.

2.Degradacién de la fraccion proteica asociada al ADN.

N RN ED
e
CH——
A

3.Purificacion. Consta de 3 fases: g
_;ﬁ
a. Precipitacion. .

a. lLavado del pellet "w“ 2{ w5 E

a. Recuperacion.

.l;l |
—ertas

CIBIC + INDEAR



Extraccion semi-automatizada de Acidos Nucleicos:

El procedimiento puede realizarse por separacién fisica con la ayuda de minicolumnas equipadas
con una membranade silica que retiene especificamente los acidos nucleicos.

Kits comerciales: High Pure Template (Roche), Stool Mini Kit (Quiagen) '“ '
Ej: CMV Cualitativo, CMV CV, EBV Cualitativo, EBV CV. _<:f_—'}7"\fﬁ'-'_fl.f-_-'-3
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Extraccion automatizada de Acidos nucleicos:

sistema de extraccion basado en el uso de particulas magnéticas que permite el
aislamiento rapido y automatizado de acidos nucleicos.

El acido nucleico obtenido es altamente puro y puede ser usado en multiples
aplicaciones, tales como PCR convencional o cuantitativa, secuenciacién, analisis
mediante arrays, etc.

E: MagNA Pure (Roche)

"
—eritas
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:

Chromosome

Free nucleotides DNA polymerase

Leading strand

Kary M ullis

Onginal
(template)
DNA

Heplication
fork

e Adening
amx Thymine
ammm Cytosine
s Guanine

DNA polymerase Original (template) DNA strand * A

Heritas
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa: —, ~
A7 e
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:

35 -60 Ciclos

100 Desnaturacion Desnaturacién
Extension / 94 °C
[ 72

y
¥

50
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50-60°C
Anillaje
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:

Area of Detection Platean
For Real-Time PCR Linear

WVariable vield
Log [DNA] Exponential

Traditional MCR
Fasesde la PCR Detection

Cwvele #

Una PCRideal deberia ser altamente especifica, %"'""
. . . ol Ilado
sensible y de gran rendimiento.



RT-PCR - Reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa:
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Seminested — Nested PCR:

—_—
- Mested PCR
S
—
—_—
-~
S
Semi-Mested PCR
~—
OR
—_—
—

Se aumenta la sensibilidad y |a especificidad de la PCR.



] ) Fasesde la PCR
Electroforesisen gel de agarosa (PCR punto final) : Area of Detection Platean

For Real-Time PCR Linear

Los procesos de amplificacion y deteccion
ocurren desfasados.

Variable vield
Log [DNA] Exponential

Traditional PCR
Deteetion
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PCR M ultiplex punto final : ETTS

[ _ — _ ______— _ - - ———}
AZFa deletion = 0.8 Mb
C e
A B C D E

M1 2 M3 4 usPoyY mxi(,«

dr'
. < s¥127
\ E 5¥254
ZFY 5Y86 sY134 5y255

‘
O e
y

‘™azFa Azmsl T

—ertas

[ CIBIC + INDEAR ]

12 3 4 PNMI12 34PNMI12 3 4 PN



Real time PCR:

La real time PCRes cinética: LOS procesos de amplificacion y deteccion ocurren

dentro del mismo vial cerrado.
For Real-Time PCR Linear
1800000 Plateau Lt DN Euponent e
HBO000 1 ;____..---"" R
_E LTS e ] . Detection |
E LR FES-E JEEE TR RO R T T U T T N
o 0000 lo garitmi ca ode: Fasesde la PCR
ik BOG000
G
E B0 —
owe| UMBRAL Tl EL )
ﬂ*\l‘ B8 18 ar 3'-5' g 45
200000 i ;
Numero de ciclos '“ .
Existen dos métodos para la deteccion: 1- Métodos No Especificos. _H as

2- Métodos Especificos.



Real time PCR:
Los metodos no especificos se basan en

el uso de moléculas intercalantes que
tienen afinidad por el ADN de doble cadena

y que al ser oxidados generan una senal
ﬂUOreSCente (SYBR) SYBR Green




Bacteria Parasites

The FilmArray® Respiratory Panel 2 (RP2)

Sample type: Nasopharyngeal Swab

Viruses Bacteria . -

Adenovirus Bordetella parapertussis Campylobacter (jejuni, coli and Cryptosporidium Adenovirus F 40/41

gc‘m”ﬂ\'? rus :E:; gil;demgé‘ pertussis o nd”Psagg’ng B) Cyclospora cayetanensis Astrovirus
oronavirus amydia pneumaonige ostridium difficile (toxin ) . )

Coronavirus 228E Mycoplasma pneumoniae Plesi hicelloid Entamoeba histolytica Norovirus GI/GII

Caronavirus 0043 eslomonas shigeliolaes Giardia lamblia Rotavirus A

Human Metapneumovirus
Human Rhinovirus/Enterovirus

Salmonella
Yersinia enterocolitica

Sapovirus (1, Il IV and V)

Influenza A
Influenza A/H1
Influenza A/H1-2009
Influenza A/H3
Influenza B

{F;IIIm:;r:z“; B\OsFIRE

werw BloFireDx.com

Run Summary

Vibrio (parahaemolyticus, vulnificus and cholerae)
Vibrio cholerae
Diarrheagenic E. coli/'Shigella

971%

E . E |‘ EAEC Sample ID: 4673048 Run Date: 09 Apr 2018

Parainfluenza Virus 1 nsitivity' nteroaggregative E. coli ( ) RO ccouyegsivn £ ock EAEE) e
Parainfluenza Virus 2 Sensitivi y Enteropathogenic E. coli (EPEC) L ShiekEnteminvasive £ ol [EIEC)

paranfiuenza virus 3 gg 3% Enterotoxigenic E. coli (ETEC) It/st o -

arainfiuenza virus u . . - . .
Respiratory Syncytial Virus Sp ecifi city* Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) stx1/stx2 E&‘EEE ?&Wﬁm’w e
E. coli 0157 u::gxﬁ: mm g
Shigella/lEnteroinvasive E. coli (EIEC) ot Delected Vo e
/ Detected Enmmgan‘v:-s.mﬂmcf

FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel

Mot Detected
Mot Detected
Mot Detected

Enteropathogenic £. ool (EPEC)
Enterotoxigenic E. coli (ETEC) tiat
Shiga-like mlin-pmdunim E coli(STEG) sbxt/stx2

& NiA E cali O
H Detected S.'wgal'fa‘ErWe E. coli (EIEC)
1 Test. 14 Targets. All in about an hour. L onsie £ oo (B0
Mot Detected it
Not Detected cayetanensis
i Mot Detected Entamoeba histolytica
vimes Fungl Mot Detected Giardia lambiia
Viruses
Not Detected Adenovirus F 40/41
Not Detected Astrovirus.
Mot Detected Morovirus GI/GII
Escherichia coli K1 Cytomegalovirus (CMV) Cryptococcus necformans/gattii :3 Bx:: 2;":.,';”;‘
Haemophilus influenzae Enterovirus

Listeria monacytogenes
Neisseria meningiticis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumaoniae

Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
Herpes simplex virus 2 (HSV-2)
Human herpesvirus &6 (HHV-6)
Human parechovirus

Varicella zoster virus (VZV)

CIBIC + INDEAR




PCR M ultiplex Real Time No Especifico :

Adenovirus influenza A

Coronavirus MLE3

Influenza A H1 2009

Enterovirus Rhinovirus

Parainfluenza 4

Coronavirus HKU1 Influenza B

Metapneumaovirus



Real time PCR:

Los metodos especificos siguen el
principio conocido como FRET para
generar la senal.

Utilizan sondas de secuencia
conocida para realizar la detecciép.




Real time PCR: metodos especificos - TagMan

TagMan probe
Fluorophore ..-. Quencher

Forward primer
— SNP site
5 O

¥ — Tagman™ probe Fluaraphore

! ! Reverse primer ;

Specific binding of probe

Extension during PCR
e .'T".

Gl.w.:har
g e ———— —
Probe displacement Forward \ﬁj&

m=u
%,

and cleavage :';.'."..'-. primes - u
“:‘. = ":.' w
— . — :;-) ‘-'..l...“l' g
_ ® i ]

——— e —— — DMA, Targed Fovarse DR Target

Finsr
Pluo‘r_e.s.cen 5 Cleavage products F
St

HH . N =

B4 ~

ROy =

< =

PCR product ) )
— N
o Lo
—ertas
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Cumulative incidence rate (%)

PCR M ultiplex Real Time Especifico :

25+

Channel 1 Channel 2 Channel 3 Channel 4
: 8 : . @ Hl.z?ﬁu‘

12 hrHPV genotypes Individually Individually Internal cellular
as a pooled result detects HPV16 detects HPV18 control (B-globin)

(Type 16/18 Positive| —————

HPV 16 +
2ASC-US
T (i) — e —
Screening
\NILM

270 390 510 630 750 870 990 111.0 1195
LN e

-liu
% Hd
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Real time PCR:

meétodos especificos - Probes

LightCycler™ Probes

Flucrephora  Flucrophers
dores falee iy

M‘

Dlliggen Proks 1 Cliga Proks 2
Feorenard
primer "oy T
-
Rianrarze

FiFnsi
(RIEEY Tgr-g-]l P

£33 Fleoresceine

Rad &40
Red 705

HV

U
- I—-— -~
—erntas
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Fluorescenmnce

Analisis de mutaciones y polimorfismos utilizando Curvas de Disociacion: -~ ~. Wt

e WEMut
S MutfMut

1- Se realizan curvas de Fluorescencia vs. Temperatura luego de finalizada la
reaccion

2- De estas curvas se determina el Tm (temperatura de fusion de cada producto
generado, que es directamente dependiente de la secuencia del mismo)

3- Tan solo la diferencia en una base entre dos secuencias genera una

diferencia en la Tm, lo cual Nos permite diferenciarlos >
Temperature
_ dF/aT
r 3 . WL
S WE MUt
e MutfMut
L

Temperature



¢Como se cuantifica en
la PCR Tiempo Real?

A traves de STD o por medio de
un gen de expresion a
constitutiva.



Fluorescence

100

50

Cuantificacion Absoluta

VS

Cuantificacion Relativa

100

100
10

1,000,000

000

10,000
1,000

threshold

20 30 40 50

Thermal Cycles

60

Threshold Cycle

40

35

30

25

20

10° 107 104 10°
DNA template (copy numbers)

Fluorescence

Relative Quantification
Relative Copy Number = eff &~ ~ 2%

C Test C Reterance

-— AC

Cycle Mumber (C)

J;l :
HErtas
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Secuenciacion por método enzimatico:

El método de Sanger (1977) se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una terminacion especifica.

T GGG SISt T CAnTT O TG TS A S T T =T
T GAGAGSG S EASm T CAASTTC TG TS A GAT A TC s
T GASCAS IS IEA T O TT O TS TS T S0 T T
T GASCAS S Ea T A TT O TS TS AT S TS T O
T GAGAS S Ea . TIO A A TT O TS TS AT ST A TE

T GAGAS S EA S T A TT O TS TS G T AT

T GAGAS S G2 TS TT O TIE TEAST G T S
TCGAGAE EEAA S TS TT O TE TESSm T Gt T
TCGAGASE GG A TS TT O TE TEASmT ST

T GAGASEGEASnm T O A TTETE TS AT S

T GAGASEEASA T CAATTOC TS TS ASTES

T GAGSGAS S EARA T A TTC TS TS AT

T GAGASG IS IS T TaAamTTETE TS5

T SGASCAG IS IS Ao T OSamaTTOETE TS

T SASGAEG IS Saaa T CaAaamaTT O TS TS

T GACG A S S22 T A TTOETIST

TCGEASCAEG S5 T OaaTTCTE

T EAS S IS Eam s T TTOT

TCGAGAIS S EA s T O A TT

TCOCGAGAIS S E A T OASaTT

T SAGAIS IS G A T s T

TCIEAIEAIE S S A T I S

T GG A SIS T IS

TC SIS AE S S0
T SAGAE IS S5
TGS AEE 1S
TCEAS A E IS
TCSEAS IS

TC Sasas

TC SAa5

TC =24

TC =

TC

T




Secuenciacion por método enzimatico automatizado:

Secuenciacion en electroforesis capilar: En la actualidad la reaccién de secuenciacion se basa en una modificacion de la PCR con
dideoxinucledtidos marcados con fluoréforos y se resuelve mediante una electroforesis capilar.

= L.
=t 3

dideoxynucleoticdes

G
8
n detector
P'. / iy

CIBIC + INDEAR
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Genética forense:

Hi M M W B e HE EN

iy

b
NEIT OO
_E [AS
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Secuenciacion:

|I Antiretroviral Therapy

Pre-Treatment Initial Response Adherence Problems

Q000

Qe Qe QO0Q@
Q000 @® Q000 @®
QO00QQ @ IO X X JmEier x x|}
Q0000 Qe O 'YX XONMEGY XX X°
Q@ @@ wild Type HIV

Q@ Q@@ Resistant HIV

iy

“ + -
—erntas
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Secuenciacion NGS (Next Generation Sequencing):

SECUENCIACION POBLACIONAL

08® % ..PQIYMDDHTRE...
L
SECUENCIACION NGS
° ...PQIYMDDHTRE...
® -9 —a— —...PQIYVDDHTRE...
29® ® ...PQIYMDDHTRE...
"X A ® ...PQIYMDDHTRE...
®0® ® ...PQIYMDDHTRE...
@ ...PQIYMDDHTRE... b

—erntas
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Secuenciacion NGS:

NRTI
lamivudine (3TC)
abacavir (ABC) M184V
Zidovudine (AZT) MiB4yv
stavudine (D4T) MiBaV
didanosine (DDI) M184V
emirciatine (F1C) [ ) )
tenafovir (TDF) Mig4v
NHNRTI

efavirenz (EFY)
efravirine (ETR)
neviraping (NVP)
rilpivirine (RFY)

Pl

atazanavirt (ATVI)
darunavirt (DRVIT)
fosamprenawvint (FPVIT)
indinavir/r {IDW/r)
lopinavir/r (LPVIr)
nelfinavir (NFV)
saquinavirT (SQViIr)
tipranavirr (TPVir)

INSTI
dolutegravir (DTG) * '

elvitegravir (EVG) _{ |

-

A
|f -\.

willlote

raltegravir (RAL)
Table columns show additional mutations found at each threshold of sensitivity
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CoHmo es la biopsia llgquida . con un analisis desangre se buscan celulas cancercsas. Esmenos imaskay mas ripida.

-l SNE
*I—? '-

S SElras OB DEC e SI s eparnnl o glooulos 3 ummunl.mnulm Pl CO y pRAChen e Bl pacienns Inicia
wnNa MUesTE 02 6angre, rq‘nn ael plas ma. al arnmmop'.-ln nesoe al provocalo quea
de enoe 7 a $0ml. Ea sna Fivego se obdene el endﬂmeinnuk)cb craEmienno segln =i Mnﬂrmﬂrhpam

ENIraccian corman. ADN O Cemmar, IMIUCECHON Ol TLITe0 L raaulTaen Ol eSrLrEo. TIECEr |3 enfarine dao

iNecrosis & -
]

AN/ \\\\\Q *
% NGO q H@’ ‘J[ag
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MicroArrays:

Es una superficie sblida a la cual se une una colecciéon de fragmentos de ADN. Se usan para analizar expresiéon diferencial de genes. Su
funcionamiento consiste en medir el nivel de hibridacién entre la sonda especifica, y su target, que se refleja comunmente mediante
analisis de imagenes de la intensidad de fluorescencia.

Make cDNA reverse transcript
Label cDMNAs with fluorescent dyes

Principle of cDNA microarray

assay for gene expression
(after Gibson & Muse 2002)

Red = "up-regulation”
Green = "down-regulation”
Black = constitutive
expression

J;l :
HErtas
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¢ Para informar - liberar un
resultado debemos conocer
algo mas?



Debemos conocer la composicion de un dato de Laboratorio...

Variabilidad
Pre-analitica
Resultado Valor o
de la verdadero Variabilidad Biologica
muestra

- N

Imprecision analitica (CV%)

Bias Analitico .

(SESGO) ==»VARIABILDAD TOTAL/
ERROR TOTAL '“'

£ I—-— -~
—erntas
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CCE-

Control de Calidad: Materiales de

-'

Valor Media
Verdadero

= Error Total ff N
admisible /

+ Error Total
admisible

IMPRECISION

\
}\H

o

H@mag
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Validacién Técnica:
52
59 6 6

12 hrHPV genotypes Individually Individually Internal cellular
as a pooled result detects HPV16 detects HPV18 control (B-globin)

El control interno debe haber amplificado.

El control positivo debe haber amplificado. Su desempefo se debe
ajustar a los parametros establecidos.

W
El control negativo no debe presentar amplificacion. —ertas
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Validacion Clinica:

En este punto vuelven a ser importanteslos aspectos Pre-analiticos, lainformacién aportada por el medico
en laorden es fundamental para la validacién clinica.

Es necesario conocer el estado fisioldgico del paciente, sexo, edad, medicacion y adherenciaala mismay el
diagnostico. Ademas de util contar con lostest realizados sobre la misma muestra (ej: serologia,
citogenética, etc.).

El resultado obtenido debe concordar el estado del paciente al momento del realizar el estudio y para eso es
necesario cruzar toda lainformacién disponible.

En caso de no tener informacion previa se deben realizar test reflejos para confirmar la validezde nuestro
resultado.

La validacidn clinica es el paso masimportante en la generacién de resultados, ya que engloba los aspectos
pre-analiticos y analiticos, establecer criteriosy el uso de test reflejos parala misma es indispensable para
conseguir buenas practicas en el laboratorio de analisis clinicos. "



M odelo de informe:
El modelo de informe debe tener las siguientes caracteristicas:

a.Test realizado:
b.Tipo de muestra:
c.Resultado:
d.Observaciones:

Se debe dar informacion sobre el método utilizado para la obtencion del resultado, y de
ser necesario una aclaracién de que los resultados obtenidos deben ser interpretados en
funcién del estado fisioldgico del paciente.

Ej: Tamizaje de HPV:

a.Tipo de muestra: (Hisopo, cepillo, semen)

b.HPV 16: (Detectable / No Detectable)

c.HPV 18: (Detectable / No Detectable)

d.Otros genotipos de alto riesgo: (Detectable / No Detectable) " I
e.Observaciones: _{ A '_,_i_;__ Q
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Interpretacion del resultado:
Deteccidn cualitativa del ADN del virus del papiloma humano.

El estudio es realizado por medio de la plataforma Cobas 4800 (Roche) — Reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real.

Se amplifica la region L1 del genoma de HPV.

El ensayo detecta los siguientes genotipos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 66)

Aclaracién: “Otros genotipos de alto riesgo” implica la deteccion de uno o masde los
siguientes genotipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 66.

Nota: Los resultados obtenidos en este estudio deben interpretarse en conjunto con la
informacidn clinico-ginecologica, histolégica, anatomopatoldgica y colposcopica del
paciente.



Muchas gracias.....
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