DETECCION DE MUTACIONES
EN PATOLOGIAS DE ORIGEN
GENETICO



Fibrosis Quistica

-Enfermedad genética severa mas
frecuente en la poblacion
caucasica (1/2500 nacidos)

-Mutacion en el GEN CFTR
(regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis

quistica). Mut. mas frecuente
AF508 (66%).

-Defecto o ausencia de una
glicoproteina de membrana.
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Con este ensayo puedo saber

Si el paciente tiene X mutacion (voy a
buscar una mutacion determinada)

NO puedo saber qué otra mutacion tiene
(no es una estrategia de busqueda de
mutaciones)
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Programa de PCR

e 94°C 3 min (desnaturalizacion inicial
del templado)

e 94 °C 1 min (desnaturalizacion) ‘
o 60 °C 1 min (hibridizacion) .30 ciclos
72 °C 1 min (extension)

o 72°C 3 min (extension final de
productos incompletos)



Master Mix:

ul

-Buffer 10X 2,5
-MgCl2 50mM 1,25
-dNTP 10mM 0,5
-Primer Rev 10uM 2,5
-H20 (Vol f 25ul) 13,125
-Taqg polim (5U/ul) 0,125

Subtotal 20

Cada grupo:
-Primer F(NoA) 25
-DNA paciente 2,5

Vol total 25

2 Tubos/Gr:

#Gr N #Gr A
-Master Mix 20ul + +
-Primer F 2,5ul N A
-DNA 2.5 ul + +

Grla4d4d DNAL
Gr5a8 DNAH
Gr9al2DNAF




Master Mix:

ul X30

-Buffer 10X 2,5
-MgCl2 50mM 1,25
-dNTP 10mM 0,5
-Primer Rev 10uM 2,5
-H20 (Vol f 25ul) 13,125
-Taq polim (5U/ul) 0,125

Subtotal 20

Cada grupo:
-Primer F(NoA) 25
-DNA paciente 2,5

Vol total 25

un grupo:
ul
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Las mutaciones son cambios en la secuencia de
ADN gue pueden o no conferir un cambio

fenotipico. g
POLIMORFISMO MUTACION
Variaciones normales de la
sec de ADN >1% de la
poblacion. a g

GRANDES PEQUENAS
2-250 X 106 pb 1- 50000 pb
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MUTACIONES

. I ESTRUCTURALES Y NUMERICAS

DELECIONES

INSERCIONES

CAMBIO DE SENTIDO
l ' STOP

SPLICING

CAMBIO MARCO DE LECTURA

DINAMICAS



Clases mutaciones

LATCTIG GAT CCGTAC.

..ille leu asp pro tyr..
Silent

Missense
/'{.;gnsewatwe] LDATC ATA GAT CCG TAC...

—p ...lle ile asp pro tyr..

ATCTTA GAT CCGTAC...

..dle stop

..ile leu asp pro tyr.. Nonsense
Insert}A

(Frameshift)
LATC GTT AGATCC GTA C...

..ile wval arg ser val..




ESTRATEGIAS DE BUSQUEDAS
DE MUTACIONES

@ GRANDESVS PEQUENAS

¥ CONOCIDAS VS DESCONOCIDAS

. ESTATICAS VS DINAMICAS
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Southern blot
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The Hotis sealed in a plastc bag with labded,
denatured probe molecules, ten incubated for
several hours at 6857 Cin a high salt solution
to allow reannealing thylridization)

The probe is washed away under
condiions that allow stable duplexes
to remain but not mismatched or
otherwise inappropriate hylbrids
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Fibrosis Quistica

-Enfermedad genética severa mas
frecuente en la poblacion caucasica

-Insuf|C|enC|a pancreatica e
< instestinal. Dafio Pulmonar.

La fibrosis quistica es un

-Mutacion en el GEN CFTR (reg. de
S tertads bl Ie_a con_ductan(_:la transmembrana de la
e fecaaa ™ fibrosis quistica)

malabsorcion de nutrientes
por parte del pancreas

#ADAM _pafacto 0 ausencia de la

glicoproteina de membrana CFTR.



Test del sudor

CLORURO:
/ Normal <40mEg/L
// Dudoso >40<60mEq/L

Patoldgico >60mEg/L

Disco de papel
con los productos
del examen

Aplicacion de los electrodos
positivo vy negativo

FADAM.
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ASO for normal DNA
sequence in region of D508
mutation in cystic fibrosis

ASO for DNA sequence of
reqion around A508 mutation

5" CACCAAAGATGATATT

Cystic Fibrosis allele DS08
has 3bp deletion [AGA]

5" CACCAATGATATTTTC-3
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Double Stranded DRA olymorphism (SSCP) is the most
GCTACTTRCATGACTA . Strand 1 gample A widely used DNA screening
stand 2 method. SSCP detects single-base
gtrand 1 sarple B sequence chapges_ by a_lbnormal
Wake electrophoretic migration of one or
Shranded both single strands on a
o ) - nondenaturing polyacrylamide gel
T &y &
Fun
an
Gel
"origin’
Sample A | | v
DMNA moves up gel -= The abnormal band
sample 8| found by SSCP is

normally verified
using sequencing.



ddGTP ddATP ddCTP ddTTP

| Add ddGTP, ddATP, ddCTP, ddTTP,

| one to each of four tubes containing

| target DNA. Load each onto a

| separate lane on a gel.

| - = 7
Secuenciacion

G A c T

Largest
-ie . e
==
o To sequence, read
B — the order of bases
from the smallest I ' I
& peae to the largest. an u al
o
- TCGAAGACGTATC
-
amian
1 Smallest
Label C _ ) )
irasiii More typically now, sequencing reactions are denatured and the products
3'-GATCCGASTAGAACATTACTGARG-E are separated in asingle gel lane or asingle capillary ube . The products
of the four reactions are labeled with a different fluorescent dye, and a single
Label A detector at the bottom of the appar alus detects the fluors as they emerge.
R The sequence can be read (autormatically) from left to right.
3 '-GATCCGAGTAG
i Label-cracccTiiT
automatica 3--shieéibtaa

3 '-GATCCGAGTAGAACATTACTGAAG-E

Label T
3'-GATCCGAGTAGAACATTACTGAAG-E '

Electrophoresis



Ge1 de agarosa corrldo eI sab 14/05 (1er Turno)

_ M 1N1A 2N2D 3N3A 4N 4A 5N 5A 6N6A 7N7A 8N8A ;




Gel de agarosa co'rridom:ell sab 21/05 (2do. Tq:rno)
"M IN1A 2N2D 3N 3A 4N 4A  5NBA




