UNIVERSITAT =
POLITECNIC A do Ingenierts Agromdmica s 40 Medio Natural
DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

ESCOLA TECNICA SUPERIOR D’ENGINYERIA AGRONOMICA | DEL MEDI NATURAL (ETSIAMN)

Optimizacion en la preparacion de librerias para
secuenciacion masiva mediante amplicones:
Estudio de bases genéticas de diabetes tipo 2

GRADO EN BIOTECNOLOGIA

ALUMNOY/A: Claudia Jannone Pedro

TUTOR/A: José Gadea Vacas

Curso académico: 2018-2019

Valencia, 8 de julio del 2019



RESUMEN

OPTIMIZACION EN LA PREPARACION DE LIBRERIAS PARA SECUENCIACION MASIVA MEDIANTE
AMPLICONES: ESTUDIO DE BASES GENETICAS DE DIABETES TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 es una patologia multifactorial, debida tanto a factores ambientales
como genéticos y a su interaccion. Para establecer parte de la base genética de esta enfermedad,
se analizan 9 genes (regiones exdmicas, incluyendo regiones intrdnicas contiguas, y promotoras)
y 81 regiones que contienen polimorfismos de una sola base (PSBs). En ambos casos, tanto los
genes como los PSBs analizados han sido asociados con DM2 por el grupo de investigacién UGD.
El estudio abarca a una poblacion de 14.000 muestras y se realiza en base a dos paneles
desarrollados con caracteristicas diferentes debido a su disefio. Por ello, es necesario optimizar
las condiciones de generacion de librerias para que las coberturas sean homogéneas, e
idealmente poder analizarlas conjuntamente. Tras el proceso de optimizacién con distintos
aditivos y concentraciones de estos y variaciones en la amplificacién, se observan condiciones
bastante dptimas para el panel disefiado en este trabajo (Panel 1), ya que permite el estudio del
85% de los fragmentos, aunque no del 90% que era el objetivo inicial. En cuanto al panel 2, los
resultados muestran que no es valido para la enzima en condiciones estandar ni con aditivos, de
manera que habria que estudiar si es mejor redisefar el segundo panel o seguir con el proceso
de optimizacion con otra enzima o aditivos, por todo ello, el panel 1+2 tampoco muestra
resultados satisfactorios, con lo que no se podria realizar el estudio conjuntamente.

PALABRAS CLAVE

Secuenciacién masiva, amplicones, librerias, optimizacién, coberturas

Claudia Jannone Pedro

Curso académico: 2018-2019

Valencia, 8 de julio del 2019

Tutor académico : Prof. D. José Gadea Vacas

Cotutor colaborador: Felipe Javier Chaves



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF LIBRARY PREPARATION FOR HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING USING
AMPLICONS: STUDY OF GENETIC BASES OF TYPE 2 DIABETES.

Type 2 Diabetes mellitus is a multifactor pathology, due to both environmental and genetic
factors and their interaction. To establish part of the genetic basis of this disease, 9 genes
(exomic regions, including contiguous intronic regions, and promoters) and 81 regions
containing SNPs will be analyzed. In both cases, the analyzed genes and the SNPs have been
associated with DM2 by GDU research group. The study includes a population of 14,000 samples
and will be based on two panels developed with different characteristics due to their design.
Therefore, it is necessary to optimize the conditions for library generation so that coverage is
homogeneous, and ideally to be able to analyze them together. After the optimization process
with different additives and concentrations as well as PCR variations, admissible conditions are
observed for the panel designed in this project (Panel 1), since it allows the study of 85% of the
fragments, even though is not 90% as the initial aim. Regarding panel 2, results show that is not
valid for the enzyme in standard conditions neither with additives, so it should be studied if it is
better to redesign the second panel or keep going with the optimization process with other
enzymes or additives. Due to this, panel 1+2 does neither show good results, so the study could
not be done together.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

DM: Diabetes mellitus.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

dNTP: Desoxirribonucleétidotrifosfato.

ddNTP: Didesoxirribonucleétidotrifosfato.

GWAS: Del inglés, estudios de Asociacion de Genoma Completo.
MAF: Del inglés, frecuencia del alelo menos comun.
NGS: Del inglés, secuenciacidon de nueva generacion.
Pb: Pares de bases.

PCR: Del inglés, reaccidn en cadena de la polimerasa.
PSB: Polimorfismo de una sola base.

Tm: Del inglés, temperatura de fusion.



1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes
La diabetes mellitus (DM) representa un grupo heterogéneo de desdrdenes metabdlicos que
comparten ciertas caracteristicas, con la hiperglucemia como elemento comun y resultante de la
falta y/o alteracion de la secrecion de insulina, de su accion o de ambas.

La DM esta incrementandose a nivel mundial, alcanzando proporciones epidémicas. La prevalencia
en adultos en el mundo era un 4% en 1995 y se estima un crecimiento hasta un 5,4% para el 2025.
En término de pacientes, habia unos 135 millones en 1995 y se estima que sera de unos 300
millones por el afio 2025 y 642 millones en 2040. Sin embargo, calculos adicionales muestran que
no habria un incremento homogéneo en todo el mundo; siendo del 42% (de 51 a 72 millones) en
los paises desarrollados y del 170% (de 84 a 228 millones) en los paises en desarrollo. (Figura 1) (72
edicion del Diabetes Atlas de la FID, 2015 ; De Faria Maraschin, 2012).
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Figura 1. Numero estimado de personas con diabetes en el mundo y por regién en 2015 y 2040 (20-79 afios).
Imagen extraida de Diabetes Atlas de la FID,2015.

1.1.1. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es el tipo mas comun de diabetes, correspondiendo al 85-95% de
todos los casos en el mundo y la que mayor aumento tendrd los proximos afios debido a los cambios
de habitos que se estan produciendo a nivel mundial (nutricidn, nivel de ejercicio, proteccion frente
al medio, contaminacion, etc.). Esta, se caracteriza por un aumento de la hiperinsulinemia, la



resistencia a la insulina y el fallo de las células B pancreaticas, con una pérdida celular de hasta el
50% en el momento del diagndstico.

La DM2 es mas comun después de los 40 afios de edad, pero debido al crecimiento global de
obesidad y vida sedentaria se estdn incrementando también los casos entre jévenes adultos y
adolescentes.

Los individuos afectados, tienen un alto riesgo de sufrir complicaciones microvasculares
(incluyendo retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovasculares (como comorbilidades
cardiovasculares). Esto se debe a la hiperglucemia y componentes individuales del sindrome de
resistencia a la insulina, lo que también aumenta el riesgo de muerte (DeFronzo et al., 2015 ; De
Faria Maraschin, 2012 ; Chatterjee et al., 2017).

La causa especifica de este tipo de diabetes no se conoce, pero se sabe que es el resultado de la
interaccion entre numerosos factores genéticos y ambientales, dejando un fenotipo muy
heterogéneo (De Faria Maraschin, 2012).

Los estudios de asociacién de genoma completo, en inglés “Genome wide association studies”
(GWAS), han permitido la identificacion de variantes comunes asociadas a aspectos relacionados
con el metabolismo glucidico y DM2. Estas solo representan el 10% de la varianza total de los rasgos,
lo que podria implicar que las variantes raras tuvieran un papel relevante en el componente
genético de los rasgos relacionados con la DM2 (Chatterjee et al., 2017). Estos estudios se basan en
la teoria denominada de “enfermedades comunes, polimorfismos comunes” que indicaria que una
enfermedad frecuente estaria producida por variantes genéticas comunes (alelo de menor
frecuencia o MAF>0.05). Los resultados obtenidos hasta ahora en los estudios GWAS indican que
hay una gran parte del componente genético calculado que no se ha encontrado. Por lo que estos
resultados han hecho que se tome mds en consideracion la teoria de “enfermedades comunes,
polimorfismos raros” lo que sugiere que las variantes raras pueden explicar una parte importante
del componente genético de estas enfermedades comunes.

Dentro de este dmbito de estudio se enmarca el presente proyecto, dado que se estd intentando
localizar variantes poco frecuentes en diferentes genes previamente asociados con DM2 mediante
estudios de exoma en el grupo de investigacién que puedan explicar una parte de esta enfermedad.

1.2. Tecnologia NGS
En 1977 se introdujo el método de secuenciacién Sanger, que supuso un gran avance respecto a
métodos anteriores que implicaban el uso de agentes tdxicos o radioactivos. Esta metodologia de
secuenciacién permite secuenciar en una reaccion fragmentos de ADN relativamente largos (500-

Ill

1000 pb) y tiene una baja tasa de error, por lo que se le ha considerado el “gold standard” de la

secuenciacion.

Con la aparicién de la tecnologia de pirosecuenciacion de 454 Life Science en 2005, empezé la
revolucion de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS). Este hecho ha cambiado
radicalmente el conocimiento y la comprensién sobre el genoma.

La mayoria de los métodos e instrumentos de secuenciacion de nueva generacién comparten
muchos aspectos con la tecnologia Sanger, la diferencia principal es que no separan la
incorporacién de nucledtidos a la cadena (realizada enzimaticamente) de la obtencion de los datos.
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Estos instrumentos realizan ambos pasos de manera secuencial, lo que permite que los datos se
generen de muchas secuencias a la vez, de ello que se conozca como secuenciacién ‘masiva’
(McCombie et al., 2018a ; Besser et al., 2018).

A pesar de que existen distintas plataformas, el procedimiento hasta la secuenciacion comparte
varios pasos: (i) Extraccidon de ADN, (ii) preparacion de la libreria que supone la fragmentacion del
ADN o la amplificacién de los fragmentos de interés,como en este caso, agregando adaptadores
(necesarios para que se produzcan las reacciones de secuenciacién) y etiquetas moleculares
(necesarios para identificar la muestra a la que pertenecen las secuencias generadas a partir de
cada fragmento) (Fig. 2) (Besser et al., 2018).

Adaptadores

\ / Libreria preparada para la secuenciacién
ADN / \
="

Figura 2. Preparacion de libreria para NGS lllumina. Imagen adaptada de ILLUMINA®.

2. OBJETIVOS

El grupo de investigacion Unidad de Gendmica y Diabetes (UGD) ha realizado varios proyectos para
describir la genética de la enfermedad. Para ello, ha realizado en primer lugar un estudio de exoma
de casos y controles, que incluye las regiones incluidas en los exomas (aquellas incluidas en los
ARNms del genoma) y regiones intrénicas contiguas. El estudio se centra en el exoma dado que en
él se encuentran el 90-95% de las alteraciones genéticas identificadas que son causantes en
enfermedades humanas hereditarias (Botstein y Risch, 2003 ; Stenson et al., 2003). A diferencia con
el GWAS, el estudio de exoma si que permite detectar polimorfismos poco frecuentes, los cuales
son muy numerosos en el genoma y representan aproximadamente el 50% de los polimorfismos
totales (Bodmer y Bonilla, 2008 ; So et al., 2011 ; Fu et al., 2013 ; Tennessen et al., 2012).

Este estudio permitid identificar mas de 5.000 variantes potencialmente asociadas con DM2 (Galan-
Chilet, 2016), de ellas se seleccionaron 150 (MAF< 0.01) en 140 genes que por su impacto funcional
pueden tener un efecto importante en la modulacién del riesgo de desarrollar DM2 en obesidad
moderada, muchos de los cuales no se habian descrito como implicados en la DM2. A nivel biolégico
estos genes se relacionan con procesos que pueden favorecer o impedir el desarrollo de la DM2
como la transcripcién, funcionamiento el sistema de Golgi, modificacién del metabolismo
hidrocarbonado, exocitosis, etc. (Galan-Chilet, 2016).



Dado que el estudio inicial es en una muestra limitada, el segundo paso del estudio se centra en la
verificacion de estas asociaciones mediante el estudio de los genes completos en 14.000 muestras
procedentes de estudios caso/control para DM2 y estudios poblacionales que se han realizado
entorno a factores de riesgo cardiovascular y que incluyen el diagnéstico de la DM2. Para ello, la
UGD seleccioné como método para el analisis el estudio mediante librerias de amplicones debido
al alto presupuesto que supondrian los kits comerciales para realizar el estudio mediante librerias
de enriquecimiento.

Por todo lo anterior, el objetivo principal del presente trabajo es mejorar el rendimiento de la
generacion de librerias de NGS mediante amplicones previo al estudio de las muestras
mencionadas.

Con esta finalidad se plantean los siguientes objetivos parciales:

- Disefar cebadores propios para un panel (Panel 1) que incluye los genes MANBA y TCF7L2
y polimorfismos de una sola base, PSBs que serd el central para optimizar un nuevo
procedimiento para reacciones de secuenciacidon en 150 pb en ambos sentidos.

- Utilizar un panel disefiado previamente (Panel 2) para condiciones de otras mezclas de
reaccion y reacciones de secuenciacion de lecturas de 250 bp en ambos sentidos) con unos
parametros de disefio especifico (diferentes a las usadas para el panel principal del
presente estudio).

- A partir de la metodologia publicada para generar librerias por amplicones y la experiencia
previa obtenida, plantear un protocolo que permita obtener librerias de amplicones.

- Optimizar el protocolo mediante la comprobacién de los resultados obtenidos con dos
aditivos.

- Verificar si el cambio de las condiciones de reaccidén permite mejorar los resultados en los
dos grupos de amplicones por separado y conjuntamente.

- Seleccionar una condicidn, por lo menos, para hacer el estudio posterior previsto.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio de cebadores
Para disefiar los cebadores de los genes MANBA y TCF7L2 y los PSBs incluidos en el Panel 1 (Tabla
1) se hizo:

- Enelcaso de los genes, se identificaron los transcritos de referencia en base a los datos de
las paginas COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) y ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html), se obtuvo la secuencia gendmicay en la versién del

genoma GRCh38, visualizando aquellas variantes con una MAF < 0.01 para evitar disefar
oligonucledtidos que incluyeran estas variantes.

- Para el estudio de PSBs: se identificaron los polimorfismos y las secuencias flanqueantes
(150 bp); igualmente se visualizaron los polimorfismos presentes en estas regiones.

El  primer programa de eleccion fue el “ExonPrimer” (https://ihg.helmholtz-

muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html) ya que permite el disefio de los cebadores de todos los exones

de un gen de forma simultanea. Para ello se establecié como criterios 5 pb de minima distancia
entre el cebador y el limite del intron o exén, para un maximo de 150 pb de regidn diana para que
después fuera visible toda la regién en la secuenciacidon con una superposiciéon de 50 pb, una
temperatura de anillamiento de 602C y un minimo de 18 pb y maximo de 32 pb entre otros. Para
aquellas regiones en las que no se obtuvo resultados y para los PSB, se utilizé el programa “Primer3”
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ ), estableciendo los mismos criterios.

Para comprobar que los cebadores obtenidos eran especificos, se hicieron una serie de pruebas
informaticas posteriormente, con los programas de PCR in silico (https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgPcr), el cual evalla las posiciones del genoma en las que ensambla una pareja de cebadores
y BlastN
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastnyPAGE TYPE=BlastSearchyLINK LOC=bl
asthome) que es similar al anterior, pero funciona con cada cebador individualmente.

Por ultimo, se analizaron todos los cebadores con los adaptadores universales con el programa
FastPCR para comprobar las interacciones fuertes que ocurrian en la regién terminal 3’ con ellos
mismos y con todos los demads para en ese caso redisefiarlos o separarlos en los multiplexes. Como
interacciones fuertes se consideraron aquellas que tenian una Tm superior a 20 2C. Se incluyeron
los adaptadores universales dado que se incluyen en la regién 5’ de todos los oligonucleétidos
debido a que son necesarios para la formacidon de colonias locales de ADN o “clusters” que
posteriormente se secuenciaran.

A partir de la informacidn obtenida del ultimo programa y teniendo en cuenta que no se pueden
juntar cebadores cuyos amplicones solapan, se dividieron en dos reacciones (multiplex Ay B, panel
1) para evitar solapamientos de cebadores en una reaccidn que pudiera impedir la amplificacién
del fragmento de interés. En el caso del panel 2 (Tabla 1), los disefios de oligonucleétidos se
realizaron previamente mediante otras condiciones de diseio y las multiplexes se realizaron de
forma similar.
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
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Tabla 1. Funciones de los genes a estudiar en el presente trabajo de los paneles 1y 2.

Genes estudiados

Funcion del gen

completos

MANBA La enzima B-manosidasa participa en el Ultimo paso de descomposicion de
(panel 1, 37 los oligosacdridos unidos a proteinas en los lisosomas.

fragmentos)

TCF7L2 Esta implicado en la homeostasis de la glucosa en sangre.

(panel 1, 25

fragmentos)

ACAD10 Codifica un miembro de la familia de enzimas acil-CoA deshidrogenasas
(panel 2, 29 (ACAD) que participan en la B-oxidacion de acidos grasos en las
fragmentos) mitocondrias.

ACSM3 (Panel 2, 21

Proteinas relacionadas con el metabolismo y B-oxidacién de 4cidos grasos

fragmentos )

fragmentos) (peroxisoma).

SREBF2 Codifica el del factor de transcripcion SREBP2 expresado de forma ubicua

(panel 2, 34 gue controla la homeostasis del colesterol y el metabolismo glucidico.

fragmentos)

CYP1A1 Miembro de la superfamilia de enzimas del citocromo P450, las cuales

(panel 2,12 catalizan muchas reacciones involucradas en el metabolismo de farmacos

fragmentos) y la sintesis de colesterol, esteroides y otros lipidos.

EBLN2 Puede actuar como una proteina de unién a ARN.

(panel 2, 14

fragmentos)

GCKR Proteina que pertenece a la subfamilia de GCKR de la familia de proteinas

(panel 2, 19 azlcar isomerasas, inhibe la glucoquinasa en las células de los islotes

fragmentos) pancreaticos y del higado al unirse para formar un complejo inactivo con
la enzima.

HABP2 Miembro de la familia peptidasa S1 de serinproteasas, puede desempeiar

(panel 2, 17 un papel en los sistemas de coagulacién y fibrindlisis.

Polimorfismos de
una sola base (PSB)

Funcién del gen

(panel 1, 81

fragmentos)

BDH2 Proteina relacionada con el metabolismo y el metabolismo corporal de la
cetona.

CENPE Proteina E asociada a centrosoma, necesaria para el alineamiento de los

cromosomas durante la prometafase.




NFKB1 Proteina que es una subunidad de unidn al ADN del complejo de proteinas
NF-kappa-B (NFKB).

SLC9B1 Intercambiador de sodio / hidrégeno y una proteina transmembrana.

SLC9B2 Proteina relacionada con el transporte de glucosa y otros azlcares, sales
biliares y acidos orgdnicos, iones metalicos y compuestos de aminas y
transporte de canales idnicos.

UBE2D3 Miembro de la familia de enzimas conjugadoras de ubiquitina E2.

3.2. Obtencion de muestras
Se utilizaron muestras de sangre de las cuales se extrajo el ADN gendmico mediante el sistema
Maxwell® (Promega®, USA) y se dejaron a una concentracién de 10 ng/uL.

3.3. Optimizacion PCR 1-Multiplex
Se realiz6 de manera separada con los dos multiplexes A y B para amplificar los fragmentos diana,
con los cebadores disefiados segun se ha indicado anteriormente con el genoma GRCh38 (llamados
a partir de ahora panel 1) formados por 73 pares de cebadores para el multiplex Ay 70 pares de
cebadores para el multiplex B, y los obtenidos en una fase anterior del estudio con el genoma
GRCh37 (llamados a partir de ahora panel 2) formados por 76 pares de cebadores para el multiplex
Ay 63 para el multiplex B.

Debido a que no amplificaban estos paneles con las condiciones “estandar” de la Unidad de
Gendmica y Diabetes basadas en experiencia previa (Fig. 3), se probaron distintas condiciones de
concentracién de cebadores, aditivos, condiciones de PCR (tanto para la PCR1 como la PCR2), para
determinar las mejores condiciones para obtener resultados en el mayor nimero de fragmentos y
con las coberturas mas homogéneas en la secuenciacién. La falta de amplificacidn de estos paneles,
tanto el 1 como el 2, seguramente se debe a las diferentes condiciones de uso de programas
bioinformaticos de disefio, especialmente respecto el tamafio, que supusieron que los resultados
obtenidos (los oligonucleétidos disefiados) sean muy diferentes. En general con el protocolo que
se indica a continuacion se obtiene (bajo las condiciones de disefio usadas como estandar en el
UGD) la cobertura de un 85-90% de las regiones incluidas en paneles similares e incluyendo
fragmentos de tamafio variado (100 bp a 250 bp).


https://en.wikipedia.org/wiki/GRCh37
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Figura 3. Electroforesis capilar de la amplificacion de muestras control con las condiciones iniciales, del panel 1y 2
juntos, el panel 1, y el panel 2.

Para resolver el problema, ademads de utilizar la mezcla de ambos grupos de cebadores, se utilizaron
también por separado dado que, si no se obtenian unas buenas condiciones para un estudio
conjunto, el posterior estudio se realizaria con ambos grupos por separado.

Para el proceso de amplificacion se utilizaron termocicladores de placas 384 Veriti® (Applied
Biosystems®, California).

El procedimiento general consistid en la preparacion de mixes de reaccién diferentes, variando las
concentraciones de cebadores de los aditivos 1y 2 para la PCR 1y utilizando estas condiciones con
cambios en las condiciones de reaccién (temperaturas y tiempos).

3.4. Optimizacion PCR 2-Anidada
Se realizd a partir de los productos amplificados por la primera PCR. Durante este proceso se

afiaden adaptadores, que son oligonucleétidos que contienen la secuencia de la etiqueta molecular
o “barcode” (uno para el 3’ y otro para el 5’) ademas de otras secuencias necesarias para que sea
compatible con la tecnologia lllumina y permite la amplificacién especifica del producto de la PCR1.

En este caso se optimizaron los ciclos de PCR2, probando distintos tiempos y temperaturas en las

fases de union y extension.



3.5. Electroforesis capilar
Se realizd para comprobar si se habia producido la amplificaciéon y seleccionar aquellas que
presentaban el perfil electroforético adecuado (contenian los fragmentos esperados y ausencia de
dimero de cebador o fragmentos de tamafios diferentes a los deseados). Para ello se utilizé el
sistema QlAxcel (QlAxcel DNA Screening Kit, Qiagen®) en condiciones estandar utilizando el
cartucho de “Screening” (Fig 4). Este paso nos permitid eliminar de las reacciones de secuenciacion
todas aquellas condiciones que no fueran apropiadas.

Panel 1+ 2 Panel 1 Panel 2
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Figura 4. Ejemplo resultado de electroforesis con el sistema QlAxcel.

Siguiendo los resultados que salieron en la electroforesis capilar, se escogieron las condiciones que
mejores resultados daban para secuenciar vy, tras realizar la secuenciacion de cada producto de
reaccion, decidir en un paso posterior en base a las coberturas de cada fragmento.

3.6. Purificacion con Magsi-prep
Para purificar las librerias obtenidas en las reacciones de PCR (eliminar sales, dNTPS, enzimas,
oligonucledtidos y dimeros) y obtener los fragmentos amplificados, se hizo uso del kit de
purificacién Magsi-NGS PREP®(MagnaMedics Diagnostics B.V., Paises Bajos) basado en un sistema
de esferas magnéticas. Estas esferas cuentan con unos terminadores con carga positiva en su
superficie, lo que hace que tengan afinidad por las cargas negativas de los acidos nucleicos. Cuanto
mas larga sea la cadena, mas cargas negativas tiene y mas afinidad tiene por las esferas, de manera
qgue las moléculas largas son las que se quedan adheridas a las esferas, y las cortas, las que no
interesan, se quedaran en el eluyente. Con distintos lavados con etanol se van eliminando las
moléculas que se unen con menor fuerza. Finalmente, el ADN se eluye con agua, ya que compite
con las esferas por el DNA; lo que produce que se liberen de las esferas y permanezcan en el agua

(Fig. 5).
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Figura 5. Esquema de purificacion con Magsi-Prep. Imagen extraida de Seda, 2018.

3.7. Cuantificacién de las muestras mediante Fluorescencia
Para ello se hizo uso del kit QuantiFluor® dsDNA(Promega, USA)y el fluorimetro GloMax®-Multi+
(Promega®, USA)., siguiendo el procedimiento estandar que incluye una curva patrén con un ADN
de fago lambda para poder extrapolar la concentracién del ADN de interés a partir de la
fluorescencia.

3.8. Generacion de la mezcla de librerias para realizar las pruebas de NGS
Se escogieron aquellas condiciones cuyos resultados eran favorables en un tubo eppendorf para su
cuantificacion y posterior secuenciacion. Este paso es posible debido a que cada muestra cuenta
con un cédigo de barras especifico que permite posteriormente identificar cada muestra por
separado.

Se procedio de forma similar para generar las mezclas de librerias (MLs) en las 3 reacciones de NGS
con el sistema Miseq® (lllumina®, California) que se han realizado. En todos los casos, se calculd la
concentracién de cada libreria y luego se mezclaron de forma que todas tuvieran una concentracion
equimolar en base a la concentracidn, tamafio medio de los fragmentos y nimero total.

3.9. Cuantificacion de las MLs mediante una curva patron
Finalmente, se cuantificé la libreria para verificar su concentracion y anadir la cantidad adecuada.

3.10. Secuenciacion
Para comprobar las condiciones que proporcionaban una cobertura mas homogénea, se utilizo el
secuenciador Miseq de la Unidad de Genotipado y Diabetes en INCLIVA.

Para ello, se calculd una cobertura de 1000 lecturas de cada base por fragmento.

Las librerias que iban a ser secuenciadas se prepararon a una concentraciéon de 10 nM para evitar
sesgos en el nimero de lecturas, teniendo en cuenta el numero y longitud de amplicones, la
concentracion y el peso molecular del ADN, calculando para obtener unos 100 L finales (Figuras
6,7,8,9).

Peso molecular (g/mol) = Peso par de nucle()tido(m ) * Longitud amplicon(pb)

_ 95
ol xpb
Figura 6. Caculo del peso molecular del amplicén.
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Figura 7. Célculo de la concentracidon en moles/L (para el peso molecular se utiliza el tamafio medio de los fragmentos

presentes en la libreria, como se indica en la ecuacién anterior).

nanomoles ., (moles o anomoles
——— ) = Concentracion |——— | * 10° (———

Concentracion (
L mol

Figura 8. Concentracién en nanomol/L.

Concentracion final(nanomol/L) x Volumen final(uL)
Concentracién inicial (nanomol/L)

Volumen necesario (uL) =

Figura 9. Célculo del volumen necesario para conseguir una concentracidon equimolar, siendo la concentracién final de 10
nM y el volumen final 100 pL.

Posteriormente, se calcula el volumen de libreria que se ha de secuenciar, mirando el nimero de
lecturas totales necesarias que varia segin el nimero de muestras y cuantas lecturas por fragmento
se desea (Figuras 10,11).

Numero de lecturas totales(millones de lecturas) =

Numero de fragmentos * nimero de lecturas/fragmento * namero de individuos

Figura 10. Célculo del nimero de lecturas totales.

Numero de lecturas totales * 100

Volumen a cargar en el secuenciador(ul) = 22 (millones de lecturas)

Figura 11. Célculo del volumen a cargar en el secuenciador.
Para realizar la reaccién de secuenciacion:

Se utilizd en todos los casos kits de Miseq V2 (lllumina®, California) de 300bp que recomienda cargar
600 pL libreria con una concentracidn de 6-20 pM, requiriendo al menos una concentracién de 4nM
de la libreria antes de diluir y desnaturalizar.

En primer lugar, se diluyd la libreria de 10nM a 4nM con Tris/Tween20, se desnaturalizé con NaOH
y se afiadié el tampdn de hibridacion (HT1) hasta obtener 1mL a una concentracién de 20 pM.
Después se volvié a diluir en HT1, obteniendo una concentracién final de 17 pM (Fig. 12A).

Ademas, se utilizé una libreria del fago Phix de lllumina como control de secuencia. Esta biblioteca,
proporciona un control de calidad para la generacidn de “clusters”, la secuenciacién o el
alineamiento. Puede ser alineado rapidamente para estimar la tasa de error entre otros. Este fago,
también fue diluido y desnaturalizado como se ha indicado anteriormente en la libreria de interés,
obteniendo una concentracién final de 12.5 pM (Fig. 12B).
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Finalmente, se mezclan 570 puL de libreria con 30 pL de fago para obtener los 600 pL recomendados
para cargar en el secuenciador y utilizar el 5% de fago en la reaccion.

(Libreria + Tris/Tween20)

LIBRERIA l
A
+ 5 pLNaOH l:> 10 pL +990 L HT1 l:> 510 pL + 90 HT1
2nm 20 pM
570 ulL
S5puL
(4 nv)
] | ) \
[ f f
2nm 20 pM 17 pM
(Fago Phix + Tris/Tween20)
l PRODUCTO PARA
INTRODUCIR EN EL
MISEQ
30 L
*
E— 5 uLNaOH |:> 10 pL +990 pL HT1 E> 375 uL+ 225 HT1
2nM 20pM
B
5puL
(4 n\v)
I\ J | J
| | )
2nM 20 pM 12.5 pM

Figura 12. Esquema para la obtencién el producto desnaturalizado y diluido a la concentracion recomendable. A.
Esquema de la libreria de interés. B. Esquema del fago de control Phix.

En este caso, al tratarse de la plataforma Miseq de lllumina, todo el proceso de secuenciacién
concurre en una celda de flujo de un carril. La plataforma de secuenciacion de esta casa comercial
utiliza la amplificacién por puente para la generacién de colonias locales de ADN o “clusters”, y
sigue una secuenciacidn por sintesis.

El primer paso para llevar a cabo el proceso consiste en la desnaturalizacion de los fragmentos de
DNA de doble cadena, para que, en la celda de flujo, se pueda hibridar los adaptadores afiadidos
en la PCR2 (Fig. 13A) a los oligonucledtidos fijos en la superficie, los cuales son utilizados como
cebadores para formar una copia inicial de la molécula molde.

Las hebras originales se descartan, y la copiada, unida a la celda de flujo, se utiliza para generar
colonias de moléculas de DNA idénticas, utilizando amplificacién isotérmica durante la cual, los
extremos 3’ de las hebras copiadas pueden hibridar a los cebadores complementarios en la celda
de flujo, inclindndose, formando una estructura de puente (Fig. 13B). El paso final es eliminar una
de las dos hebras y bloquear todos los extremos 3’ con ddNTPs para que no actien como cebadores
de secuenciacién.

Durante la secuenciacién, se incorpora un dNTP marcado con un fluoréforo cada vez, durante ciclos
repetitivos. Cada uno de los distintos dNTPs cuenta con un fluordforo distinto, uno para cada
nucledtido (A, C, G, T) que sirve para su posterior identificacion, y actia como un terminador
reversible para evitar la incorporacion de mas dNTPs (Fig. 13C).
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Después de captar laimagen, el grupo fluorescente se elimina, el terminador reversible se desactiva
y la hebra puede, de nuevo, incorporar un dNTPs. La secuencia se lee siguiendo la sefial fluorescente
de la extensién en cada paso en cada colonia (Fig. 13D) (Buermans y den Dunnen, 2014).

Preparacionde | Generacionde | gecpenciacién
libreria colonias locales

A B C

T TN RN W W NI

ADN

Obtencion de imagenes
D 1 2 3 4 G
Pk — TGCT C
- . Llamado de variantes

Figura 13. Diagrama de flujo de secuenciacion con la plataforma Miseq Illumina. A.
Preparacion de libreria B. Generacion de colonias locales. C. Secuenciacion D.
Obtencion de imagenes.

3.11. Analisis bioinformatico

Se realizd un paso de preprocesado del archivo FASTQ obtenido tras la secuenciacién, en el que se
eliminaron los nucledtidos de baja calidad en los extremos y posteriormente se mapearon con el
genoma de referencia humano para obtener un archivo en formato BAM a partir del cual se pudo
realizar el calculo de cobertura por base. Estas secuencias se analizaron de tal forma que permitia
saber la profundidad o veces que cada fragmento se habia secuenciado. Ademads, se obtuvo un
archivo de control de calidad por cada secuenciacién con el nimero de lecturas total por muestra
y la calidad de la secuenciacion. Se descartaron asi muestras que tenian una muy baja calidad de
secuenciacién o muy poco numero de lecturas (16 en el primero, 18 en el segundo, y 4 en el
tercero).

Por otra parte, para el multiplex A se obtuvieron inicamente dos archivos con los resultados, uno
por cada mix de librerias (paneles 1y 2 juntos y separados), uno donde indica la cobertura minima
y maxima, y otro donde muestra el porcentaje del amplicon que esta por encima del limite
establecido (Fig. 14 ), que en un primer momento se establecid en 100x y la minima y maxima
cobertura conseguida.

A partir de estos datos, por una parte, se estudid qué condicidn era la mejor para utilizarse
posteriormente con las muestras de varios estudios:

Para ello, para cada condicién (muestra en el caso de haber fallado una de las muestras o media de
muestras) se normalizaron las lecturas de cada amplicén, dividiéndolo las lecturas de cada amplicén
individual entre la suma total de todas las lecturas y se multiplicé el nimero total de lecturas para
cada prueba de generacion de librerias cuyos resultados planteaban: 10000, 20000, 30000, 50000,
y 100000 en el caso de la libreria de los paneles 1 + 2 por el nimero de amplicones, contabilizdndose
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Unicamente aquellos amplicones con una cobertura superior a 20 lecturas. Esta normalizacidn
permite una mejor comparacién de los resultados dado que cada libreria obtiene un nimero
diferente de lecturas.

Por otra parte, se decidid cudles eran las mejores condiciones, siguiendo:

Para una menor cobertura cuales eran las condiciones que cubrian mayor nimero de amplicones,
y mayores lecturas en cada amplicén.

MANBA_e3b
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400

0
0 20 40 60 80 100
Position (bp)

Figura 14. Ejemplo de la cobertura de un amplicon.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Disefio de cebadores
El disefio de cebadores se realizd con el programa “ExonPrimer” como primera opcion, que genera
cebadores para todos los exones en un mismo proceso, y si no ofrecia resultados favorables, con el
programa “Primer 3”, si bien en aquellas regiones que no podian ser analizadas solo mediante un
amplicén se cubrieron mediante fragmentos solapantes (Fig. 15).

Figura 15. Ejemplo de cebadores disefiados para el gen MANBA.
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En total, para el panel 1, se han obtenido 143 pares de cebadores, que cubren 2 genes completos:
MANBA y TCF7L2, y PSBs en 6 genes mas (Anexo 1).

Dos amplicones que solapan no pueden ir en el mismo multiplex dado que se amplificaria la region
solapante dando fragmentos de pequefio tamafio (Fig. 16A). Por lo tanto, estos fragmentos se
deben amplificar en reacciones por separado pudiéndose utilizar 2 reacciones para amplificar todos
los amplicones sin que haya solapamientos (Fig. 16B).

A >300 pb B >300 pb
= e $___-__—J¢ Multiplex A ¢
. ¢"__“"“—--—--"'¢ l::}'—”_‘-—-—-‘*ﬁ Multiplex B ::}

o o [T >

Figura 16. Representacion de los dos multiplexes A y B. A representacion de lo que ocurriria si no se separaran los
cebadores. B Disefio de multiplexes.

Por ejemplo, el cebador del gen TCF7L2 exdn 14c en direccidn reversa, interaccionaba con el
cebador del gen MANBA exdn 11a en direccidn reversa, lo que hacia que la pareja del exdon 14c del
gen TCF7L2 estuviera en el multiplex A y los cebadores del gen MANBA exdén 11a se incluyeran en
el multiplex B. Si bien, para sumar los paneles 1 y 2 no se modificd la distribucién de
oligonucledtidos dado que los grupos ya estaban definidos y se queria comprobar que pese a haber
cebadores muy diferentes y posibles problemas de interacciones o disefio, modificando las
condiciones se mejoraba la cobertura de los diferentes fragmentos.

4.2. Optimizacion PCR 1-multiplex
A partir de pruebas previas en el grupo de investigacidn, se tenian las condiciones de partida de la
enzima utilizada en el laboratorio con concentracion de mix de cebadores a 0,4 uM.

Para realizar la optimizacién, evitando un aumento de costes, se realizé solamente con la multiplex
A de los disefios 1y 2, y mas tarde se probarian las mejores condiciones para el multiplex B.
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Por otro lado, se probd la posibilidad de amplificar, como se ha indicado anteriormente, los paneles
1+2 conjuntamente pese a que los disefios eran muy diferentes (pardmetros de disefio, Tms
obtenidas y tamafios de los amplicones). Si la modificacién de las condiciones permitiera mejorar
la amplificacién de estos dos multiplexes conjuntamente y obtener una mejora significativa
supondria un importante adelanto al poder combinar cebadores y amplicones muy diferentes

Para ello se realizaron diferentes pruebas en base a los resultados que se fueron obteniendo. En
estas pruebas se incluyeron 2 aditivos (aditivo 1 y aditivo 2) que pueden mejorar los resultados de
las amplificaciones segun los datos de la UGD:

Prueba 1

En la prueba 1 se evalud, para una misma concentracidon del mix de cebadores (0,04 uM , siendo
una dilucion de 1/10 del mix original), diferentes concentraciones de aditivos (Tabla 2) y para el
multiplex 1,2 y 1+2. Esto se probd con las condiciones habituales usadas en la UGD (Tabla 3) y una

modificacién (Tabla 4).

Tabla 2. Condiciones de aditivos probadas en la prueba 1.

Cebadores ADITIVO 1 (mM)
a0,1X
0 1,5 3 6 9
ADITIVO 2 0 Cebadores: Cebadores: Cebadores Cebadores Cebadores
(%) 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X
Aditivo 1: 1,5 | Aditivo 1: Aditivo 1: Aditivo 1:
mM 3mM 6mM 9mM
2,5 | Cebadores: Cebadores: Cebadores Cebadores Cebadores
0,1X 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X
Aditivo 2: 2,5 | Aditivo1: 1,5 | Aditivo 1: Aditivo 1: Aditivo 1:
% Mm 3Mm 6Mm 9Mm
Aditivo 2: Aditivo 2: Aditivo 2: Aditivo 2:
2,5% 2,5% 2,5% 2,5%
5 Cebadores: Cebadores: Cebadores Cebadores Cebadores
0,1X 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X
Aditivo 2: 5% | Aditivo1: 1,5 | Aditivo1:3 Aditivo 1: 6 Aditivo 1: 9
Mm Mm Mm Mm
Aditivo 2: 5% | Aditivo 2: 5% | Aditivo 2: 5% | Aditivo 2: 5%
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Tabla 3. Condiciones A de amplificacién para la prueba 1.

Programa Temperatura | Tiempo Ciclos

Activacion inicial |95°C 15 min

Desnaturalizacion | 96 °C 15s

Unidén >>C 205 25x
60°C 30s

Extension 72°C 60 s

Extension final 72°C 5 min

Hold 15°C oo

Tabla 4. Condiciones B de amplificacién para la prueba 1.

Programa Temperatura | Tiempo Ciclos

Activacion inicial |95°C 15 min

Desnaturalizacion | 96 °C 15s

Unidn 60°C 30s 25x

Extension 72°C 60 s

Extensidn final 72°C 5 min

Hold 15°C oo

Los resultados indicaron que las mejores condiciones eran:

- Paralos paneles 1,2, y 1+2: Aditivo 1: 6 mM y 9 mM y aditivo 1: 6 mM y 9 mM con aditivo

2:2,5% vy 5%; con las condiciones de A PCR1 (Figuras 17,18 y 19).

Aditivo 1 Aditivo 1
e6mM ImM
A Panel 1+ 2 Panel 1 Panel 2 B Panel 1+ 2 Panel 1 Panel 2
D1 D2 D5 D6 D9 Dio E1 E2 ES EG 9 E10
[bp] [bp] [bpl [bp]
[ Pn— “ 00 oo = )
500 ™ 800
L;&: 400 § H 400 é“
Fosg 0 » § 20 zg r
@ 1sg 220 1075 =180 187 &

Figura 17. Resultados de la electroforesis para las condiciones de Aditivo 1 6mM y 9 mM para los paneles 1+2,1y 2.A.
Resultados para aditivo 1 6mM B. Resultados para aditivo 1 9mM.
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Aditivo 1
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Figura 18. Resultados de la electroforesis para las condiciones de Aditivo 1 6mM y 9 mM vy aditivo 2 2,5% para los paneles
1+2,1y 2.A. Resultados para aditivo 1 6mM y aditivo 2 2,5% B. Resultados para aditivo 1 9mM y aditivo 2 2,5%

Aditivo 1 Aditivo 1
6mM oamM
Aditivo 2 Aditivo 2
5% 5%
A Panel 1+ 2 Panel 1 Panel 2 B Panel 1+ 2 Panel 1 Panel 2
D1 D2 DS D9 D10 E1 E2 ES E6 E10 E11
[p) [op) [bp) [op)
1000 — = 1000 = -
00 %0 00 790
© %00 € 500
& a0 i H 400 g
£ ] 7]
& 200 20 g 220 2 8
200 — 200
150 _ 163 150 L
100 100
80— 80—

Figura 19. Resultados de la electroforesis para las condiciones de Aditivo 1 6mM y 9 mM para los paneles 1+2,1 y 2.A.
Resultados para aditivo 1 6Mm y aditivo 2 5% B. Resultados para aditivo 1 9mM y aditivo 2 5%.

Se observaba que tanto las condiciones B de PCR, eliminando una temperatura de unién como

solo el aditivo 2, en todos los casos suponia una pérdida de intensidad en la amplificacién y se

aumentaba la cantidad de dimero (Figura 20,21).
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Figura 20. Comparacién de la electroforesis de una condicion (6mM) entre las condiciones 'estandar' de PCR
(condiciones A) y la modificacién (condiciones B).Nota: P:panel A:Aditivo

Aditivo 2 Aditivo 2
2,5% 5%
A B Panel 1+2 Panel 1 Panel 2
Panel 1+ 2 Panel 1 Panel 2
Al A2 A5 A6 A9 Al0
Al A2 AS A6 All A12
[bp) [bp]
[be] [bp]
e —
600 500
400 - 1000 = = 1
300 500
0250 b 8 400 3
& 150 =0 — — 168 7] 200 g
g, ! F20 00 )
o = | 1 § | " E . — — 186
& & d 180 — 8
B — e e e e N~

Figura 21. Resultados de la electroforesis para las condiciones de Aditivo 2 2,5% y 5% para los paneles 1+2.1y 2. A.
Resultados para aditivo 2 2,5% B.Resultados para aditivo 2 5%

Prueba 2
En este caso, se repitieron las condiciones favorables obtenidos de la fase anterior (Tabla 5), con
una nueva condicién de amplificacién: aumentando la temperatura de unién a 552C en la condicién
de PCR en la que se elimina una temperatura de unidn, para comprobar si en este caso salian bandas
especificas y utilizando la condicidon ‘de partida’ como control (Tabla 6,7).

Dadas las diferentes caracteristicas de los cebadores y amplicones del panel 2, se realizd una prueba
para ver si aumentando la cantidad de cebadores de este panel permitia mejorar su amplificacién
conjuntamente con el panel 1.
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Tabla 5. Condiciones de aditivos analizadas en la prueba 2.

Cebadores ADITIVO 1 (mM)
a0,1X
6 9
ADITIVO2 | O Cebadores 0,1X Cebadores 0,1X
(%) Aditivo 1: 6mM Aditivo 1: 9mM
2,5 Cebadores 0,1X Cebadores 0,1X
Aditivo 1: 6Mm Aditivo 1: 9Mm
Aditivo 2: 2,5% Aditivo 2: 2,5%
5 Cebadores 0,1X Cebadores 0,1X
Aditivo 1: 6 Mm Aditivo 1: 9 Mm
Aditivo 2: 5% Aditivo 2: 5%

Tabla 6. Condiciones A de amplificacién para la prueba 2.

Programa Temperatura | Tiempo Ciclos
Activacién inicial |95°C 15 min
Desnaturalizacion | 96 °C 15s
Unidn 55°C 30s 25x
Extensidn 72°C 60 s
Extension final 72°C 5 min
Hold 15°C oo

Tabla 7. Condiciones B de amplificacién para la prueba 2.
Programa Temperatura [ Tiempo Ciclos
Activacién inicial |95°C 15 min
Desnaturalizacion | 96 °C 15s
Unidén 50°C 30s 25x
Extension 72°C 60 s
Extension final 72°C 5 min
Hold 15°C oo

Se descartaron todos los resultados debido a que no se observaba amplificacion en la electroforesis
capilar (Figura 22).
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Figura 22. Comparacion de una condicién (Aditivo 1 6mM ) para el multiplex del panel 1+2 con los ciclos de PCR
'estandar’, la modificacion de un paso a 559C (A) y la modificacion a 502C (B) , en ese orden, siendo estas ultimas dos
pruebas con una proporcion similar entre cebadores.

Prueba 3

En vista de los resultados previos se procedid a estudiar si cambios entre 5y 9 mM tenian un efecto

relevante y si una gradacidn aumentar la cantidad de aditivo 1 puede aportar mejores resultados

(Tabla 8). A partir de esta prueba, se utilizé Unicamente una condicién de PCR, la seleccionada como
Optima (Tabla 9).

Tabla 8. Condiciones de aditivos probadas en la prueba 3.

Cebadores
a0,1X

ADITIVO 1 (mM)

3 4 5 6 7 8 9
Cebadore | Cebadores | Cebadores | Cebadores | Cebadores | Cebadores | Cebadore
s 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X 0,1X s 0,1X
Aditivo 1: | Aditivo 1: Aditivo 1: Aditivo 1: Aditivo 1: Aditivo 1: Aditivo 1:
3mM 4mM 5mM emM 7mM 8mM ImM
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Tabla 9. Condiciones de amplificacion para la prueba 3 y resto del proyecto.

Programa Temperatura | Tiempo Ciclos

Activacion inicial |95°C 15 min

Desnaturalizacion | 96 °C 15s

Unidén >>°C 30s 25x
60°C 30s

Extension 72°C 60 s

Extension final 72°C 5 min

Hold 15°C oo

Las condiciones que mejor resultados dieron fueron:

- Del multiplex de paneles 1y 2: Aditivo 1 5mM, 6mM, 7mM, 8mM, 9mM (Fig. 23A, 23B).

- Del multiplex de paneles 1+2con una proporcién 1:1: Aditivo 1 5mM, 6mM, 7mM, 8mM, 9mM
(Fig. 24A).

- Del multiplex de paneles 1+2 con una proporciéon 1:4: Aditivo 1 6mM, 7mM, 8mM, 9mM (Fig.
24B).

panel Panel Panel 1 Panel 1 Panel 2 Panel 2 Panel 2 panel 2 Panel 2
Panel 1 anel 1 anel 1 e ore! anel el o
SmM 6mM TmM 8mM SmM

D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

(&) 4 (&7 6 @ (€] @ 10 11 12

[op) (bp)
[op) [tp)
[ 5 | — — — — — — — V— N— — — "l
@ 10005 | m——— e ——— —— —— 100D 5 00 4
4 a00 '3 [ 500 %
@ 500 g ¥ 40 — —— —— e
 Sa P! 200 — I— — Ll B g
3

d 250
150 220 178 % 100

Figura 23. Electroforesis de resultados positivos para los paneles 1, 2 en la prueba 3.A. Resultados para el panel 1 B. Resultados
para el panel 2.
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Figura 24. Electroforesis de resultados positivos para la libreria de los paneles 1 +2 para proporciones 1:1 y 1:4 en la prueba 3. A.
Resultados para los paneles 1+2 con proporcién 1:1 B. Resultados para los paneles 1+2 con proporcion 1:4.

Prueba 4
Dado que el aditivo 1 a una concentraciéon 9 mM permitia obtener resultados aparentemente

correctos segun la Figuras 17,23 y 24, donde se observa la amplificacion correcta de los amplicones
mediante electroforesis con el sistema QIAxcel, se decidié probar una concentracién mayor para
ver el efecto. Por otro lado, se quiso verificar el efecto de la disminucién de cebadores en la libreria

1 (0.05x) (Tabla 10):

Tabla 10. Condiciones de aditivos probadas en la prueba 4.

ADITIVO 1 (Mm)

9 10 11 12 15

Cebadores | Cebadores Cebadores 0,1X Cebadores 0,1X Cebadores 0,1X

0,05X 0,1X Aditivo 1: 11mM Aditivo 1: 12mM Aditivo 1: 15mM
Aditivo  1: | Aditivo 1:
I9ImM 10mM

Las pruebas que mejor resultados dieron, fueron:

De la libreria del panel 1: Aditivo 1 9mM (Cebadores a 0,05x), Aditivo 1 15mM (Fig. 25A).
De la libreria del panel 2: Aditivo 1 11mM, Aditivo 1 12mM, Aditivo 1 15mM (Fig. 25B).
De la libreria panel 1+2 preparados con una proporcion 1:1: Aditivo 1 15mM (Fig 25C).

De la libreria panel 1+2 preparados con una proporcion 1:4: Aditivo 1 12mM, 15mM (Fig 25D).
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Figura 25. Electroforesis de las mejores condiciones observadas en la prueba 4 para los paneles 1, 2, 1+2 con proporcién 1:1
y 1+2 con proporcion 1:4. A. Resultados par a la libreria del panel 1. B. para la libreria del panel 2. C. Para libreria del panel
1+2 con proporcion 1:1 de cebadores. D. Para libreria del panel 1+2 con proporcion 1:4 de cebadores. Nota: P: panel/es, A:
aditivo, [] ceb: concentracion de cebador.

4.3. Optimizacion PCR 2-anidada
Prueba 1

Dado que los amplicones de los cebadores del panel 2 son de mayor tamafio de los que se suelen
utilizar en este laboratorio, se planted la posibilidad de favorecer su amplificacién mediante el
incremento en el tiempo de extension en la PCR 2, para ello se realizé una prueba que permitiera
ver si aumentar este tiempo nos permite aumentar la amplificacion de los amplicones de mayor
tamanio. Para ello, se comprobaron las siguientes condiciones (Tabla 11, 12)

Tabla 11. Condiciones A de amplificacion para la prueba 1.

Programa Temperatura | Tiempo Ciclos
Activacion inicial 95°C 15 min
Desnaturalizacién |96 °C 15s

Unién 64°C 30s 35x
Extension 72°C 1 min

Extension final 72°C 5 min

Hold 15°C oo
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Tabla 12. Condiciones B de amplificacion para la prueba 1.

Programa Temperatura | Tiempo Ciclos
Activacion inicial 95 °C 15 min
Desnaturalizacién |96 °C 15s

Unién 64°C 30s 35x
Extensidn 72°C 90s

Extension final 72°C 5 min

Hold 15°C oo

Los resultados indican que las mejores condiciones son la amplificaciéon aumentando a 642 la
temperatura de unién y 90s el tiempo en el paso de extension a 729C (condiciones B) , ya que se
observa que en la tercera carrera de la imagen hay mas amplificacién que en la primera y menos
dimero que en la segunda (Fig. 26).

[
1
N
[bp] (I: c. c. [bp]
X 640 90
A C s
L
E
s
A3 (==
[bp] [bp]
1000 1000
o 600 500
& s00 $
x =
3 250 20 o
a 200 - =
150 160 L]

100 o5

Figura 26. Ejemplo de muestra en la electroforesis capilar con las condiciones iniciales, la modificacion de
642C y la modificacion de 90s. Nota: C. : condiciones.

En cualquier caso, excepto por aquellas condiciones en las que no se obtenian los amplicones de
interés o se obtenia mucho dimero, es necesario realizar un estudio mediante NGS para ver qué

fragmentos son amplificados correctamente y la diferencias en la amplificacién y secuenciacion de
cada uno de ellos.

25



4.4, Secuenciacion de las pruebas con resultado positivo.

Purificacion y cuantificacion.

Se obtuvieron distintas concentraciones de ADN muy variables ya que, al ser un trabajo de

optimizacidn, los resultados dependian de las condiciones.
Cuantificacion

Se realizaron varias cuantificaciones a partir de una curva estandar (Fig. 27).

. =18,85x - 33,358
Curva estandar v s8o% " S5,

r?=0,9997
40000
35000 / A~
30000
£ -
E 25000 /
¢ 20000
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£ 15000
[ /
10000 /
5000
0 |F./
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentracion ADN (ng/mL})

Figura 27. Ejemplo de recta de regresion para extrapolar los valores de la cuantificacion.

Verificacion de la purificacion mediante electroforesis en QlAxcel.

Se realizé una electroforesis tras la purificacidon para comprobar que no se habia perdido la muestra

durante el procedimiento (Fig. 28).
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Figura 28. Ejemplo de comparacién electroforesis entre antes de la purificacion y después en el multiplex A.
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Reaccion de secuenciacion.

Se realizd siguiendo procedimiento estandar de lllumina, incluyendo las librerias con una
amplificacion correcta o casi correcta y teniendo en cuenta el nimero de amplicones: En el caso del
multiplex A se hizo una unica libreria para el panel 1y 2 ya que tenian un nimero de amplicones
muy similar (70 y 73) y en el caso de la multiplex B se hicieron las 3 librerias por separado.

En los archivos obtenidos tras la secuenciacidn, se observaron algunas regiones cubiertas al 100%
segln el limite inferior que se habia establecido al principio (100x), y otras que no alcanzaban este
limite en las reacciones realizadas (indicadas como 0 en la tabla 15).

Tabla 13. Ejemplo de uno de los documentos obtenidos tras la secuenciacién de la libreria correspondiente a los
paneles 1+2.

muestra amplicén longitud cob_min |cob_max| %cob_encima_100x
1| MANBA-e6c 106 673 673 100
1|MANBA-e7a 104 159 167 100
1|MANBA-e8a 105 342 343 100
1|MANBA-e9a 105 550 550 100
1|MANBa-eba 108 0 0 0
1|SREBF2-E10a 195 0 0 0
1|SREBF2-E1la 186 2 4 0
1|SREBF2-E12a 161 1 2 0
1|SREBF2-E13a 172 1167 2368 100

La diferencia en la amplificacidon entre los diferentes fragmentos puede deberse a diferentes
factores (secuencia de los cebadores, de los amplicones, Tm, interacciones entre cebadores e
incluso con los amplicones, etc.). Si bien, en la tabla 15 queda claro que los cebadores
pertenecientes al panel 1 (MANBA) se amplifican y secuencian mejor que los del 2 (SREBF2).

MULTIPLEX A

Los resultados muestran que algunas de las condiciones probadas para el panel 1 tiene unos buenos
resultados a partir de 20.000 lecturas dado que se obtienen porcentajes del 80% de los fragmentos
analizables llegando a mas del 85% en algunas condiciones con 30.000 o 50.000 lecturas (Figura
29). Los resultados obtenidos para los paneles 2 y 1+2 son de baja calidad dado que los porcentajes
son mucho menores (Figuras 30, 31).

En el andlisis de la libreria 1+2 se aumentd el nimero de lecturas totales hasta 100.000 dado que
cuenta con el doble de fragmentos que las librerias por separado. Pese a ello, los resultados siguen
sin ser adecuados.
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PORCENTAJE DE FRAGMENTOS QUE PUEDEN SER ANALIZADOS/CONDICIONES/NUM LECTURAS
100
M Aditivo 15 mM>20
20
80 M Aditive 1 6mM sin
modificar PCR2>20
70 -
¥ Aditivo 1 6mM >20
60 -
50 - o Aditivo 1 7mM>20
a0 -
o Aditivo 1 9mM >20
30 -
20 - H Aditivo 1 9 mM sin
modificar PCR2>20
10 -
w Aditivo 1 15mM >20
o
*10000 *20000 *30000 *50000

Figura 29. Numero de fragmentos que pueden ser analizados en cada condicidn para cada cobertura en
el panel 1. En la figura se indica el nimero de fragmentos que tienen una profundidad mayor de 20x.

PORCENTAJE DE FRAGMENTOS QUE PUEDEN SER ANALIZADOS/CONDICIONES/NUM LECTURAS = Aditive 1 6mM 20

25

m Aditivo 1 7mM =20

u Aditivo 1 8mM >20

m Aditivo 1 9mM 20

u Aditivo 1 11mM >20

¥ Aditive 1 12mM =20

m Aditivo 1 15mM =20

Aditivo 1 6mM Aditivo 2

2,5% sin ptimizar PCR2

B Aditive 1 9mM sin optimizar
PCR2 =20

= Aditivo 1 9mM Aditivo 2
*10000 *20000 *30000 *50000 2,5% sin optmiizar PCR2 »20

Figura 30. Numero de fragmentos que pueden ser analizados en cada condicion para cada cobertura en
el panel 2. En la figura se indica el nimero de fragmentos que tienen una profundidad mayor de 20x.




PORCENTAIE DE FRAGMENTOS QUE PUEDEN SER ANALIZADOS/CONDICIONES/NUM LECTURAS = Aditivo 1 5mM proporcidn 1:1>20

= Aditivo 1 6mM proporcién 1:1 >20

30

M Aditive 1 7mM proporcién 1:1 >20

® Aditive 1 8mM propercién 1:1>20

M Aditivo 1 9mM proporcién 1:1>20

m Aditive 1 15mM proporcién 1:1 >20

M Aditivo 1 6mM Aditivo 2,5% sin modificar
PCR2>20

® Aditivo 1 9mM sin modificar PCR2>20

M Aditive 1 9mM Aditive 2,5% sin modificar
PCR2 >20

® Aditivoe 1 6mM proporcién 1:4 >20

o Aditivo 1 7mM proporcién 1:4 >20

¥ Aditivo 1 8mM proporcién 1:4 >20

 Aditivo 1 9mM proporcién 1:4 20

" Aditivo 1 12mM proporcién 1:4 <20

Aditivo 1 15mM proporcién 1:4 >20

*10000 *20000 *30000 *50000 *75000 *100000 = Aditivo 1 6mM Aditivo 2,5% proporcién 1:4
>20

Figura 31. Niumero de fragmentos que pueden ser analizados en cada condicién para cada cobertura en el grupo de paneles 1+2
la figura se indica el nimero de fragmentos que tienen una profundidad mayor de 20x.

Por otro lado, la visualizacion de las lecturas de cada amplicédn permite ver cémo se han distribuido
las lecturas y a qué amplicdn corresponden. Para ello, se han creado figuras representando para las
tres o cuatro condiciones que mejores resultados han dado, el nimero de lecturas que se obtendria
para la cobertura que se considera idonea (calculdndose como lecturas normalizadas por la
cobertura) frente a cada amplicén, representados como numeros (1-73,1-76,1-149
respectivamente):

- Enelcaso de las librerias del panel 1, se observaron como condiciones dptimas: Aditivo 1 a
6 mM y 9mM y aditivo 1 a 6mM sin optimizar las condiciones de PCR2 (Fig. 32).
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Figura 32. Distribucion de lecturas en los distintos amplicones de las mejores condiciones de generacion de las
librerias para el panel 1.
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- Enelcasode laslibrerias del panel 2, las condiciones que mejores resultados dieron fueron:
Aditivo 1 a9 mM, 11 mM, 12 mMy 15 mM (Fig. 33).

m Aditivo 1 9mM
x1000

= Aditivo 1 11mM
x1000

B Aditivo 1 12mM
x1000

u Aditivo 1 15mM
x1000

12345678 91011121314151617 181920212223 24 252627 2829 3031 3233 34 35 36 37 30 39 40 41 42 43 4245 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 61 64 65 66 67 68 697071 72 7374 75 76

Figura 33. Distribucién de lecturas en los distintos amplicones de las condiciones dptimas de secuenciacién para las
librerias obtenidas del panel 2.

- Losresultados para los paneles 1+2, las mejores condiciones fueron: 1 8mM, 9mM y 15mM
(Figura 34).

H Aditivo 1
8mM x1000

H Aditivo 1
9mM x1000

= Aditivo 1
15mM
x1000

103 s 7 9 1 13 15 W 19 21 23 25 2 29 3 W B 3 I 41 4 &5 47 49 SIS} S5 SS9 6L €3 65 &7 83 71 73 45 77 79 Bl & & & B3 91 93 95 97 99 I0L 103 105 107 103 1 U3 15 17 19 121 123 125 137 129 131 133 135 137 139 161 183 185 147 149

Figura 34. Distribucion de lecturas en los distintos amplicones de las condiciones éptimas de secuenciacién para el panel 1+2.
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MULTIPLEX B

En este caso, el analisis de los resultados de coberturas llevd a diferentes conclusiones,

dependiendo de cada panel. En el caso de realizarse por separado:

Para la multiplex B del panel 1 seria conveniente utilizar las condiciones que incluyen el
aditivo 1 a 9 mM teniendo resultados aceptables con 20.000 lecturas que mejoran con
50.000, llegando a tener casi un 90% de cobertura ya que si que aumenta
considerablemente el nimero de amplicones que se pueden analizar (Fig. 35).

En el caso de las librerias de los paneles 2 y 1+2 los resultados son similares a los obtenidos
en la Multiplex A (Fig. 36,37); si bien las condiciones probadas no suponen grandes cambios.
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PORCENTAJE DE FRAGMENTOS QUE PUEDEN SER ANALIZADOS/CONDICIONES/NUM LECTURAS

B Aditivo 1 6mM sin
modificar
PCR2>20

m Aditivo 1 6mM
>20

B Aditivo 1 9mM
>20

*10000 *20000 *30000 *50000

Figura 35. Numero de fragmentos que pueden ser analizados en cada condicién para cada
cobertura en la libreria del panel 1. En la figura se indica el nimero de fragmentos que tienen
una profundidad mayor de 20x.
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Figura 36. Numero de fragmentos que pueden ser analizados en cada condicion para cada cobertura
en la libreria del panel 2. En la figura se indica el nimero de fragmentos que tienen una profundidad
mayor de 20x.
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PORCENTAJE DE FRAGMENTOS QUE PUEDEN SER ANALIZADOS/CONDICIONES/NUM LECTURAS

B Aditivo 1 9mM proporcion
1:1=20

m Aditivo 1 8mM
proporcion 1:1=20

e & 8 & 8 & 8

= Aditivo 1 15mM
proporcion 1:1 =20

wn

*10000 *20000 *30000 *50000 *75000 *100000

Figura 37. Numero de fragmentos que pueden ser analizados en cada condicidn para cada cobertura en el grupo del panel 1+2. En
la figura se indica el nimero de fragmentos que tienen una profundidad mayor de 20x.

- Dados los resultados obtenidos, el estudio de los paneles deberia hacerse por separado y
utilizar condiciones diferentes para el segundo panel (optimizado anteriormente en la
Unidad para este estudio). Trabajos previos del laboratorio mostraron que se mejoraban
los resultados de este panel, alcanzandose un 85-90% de cobertura con un aumento
importante de polimerasa en la reaccidn, lo que aumentaria en gran medida el coste, con
lo que no seria aplicable para un estudio a gran escala.

Por otro lado, en cuanto a las condiciones que mejores resultados han dado:

- En el panel 1 (multiplex B), se observdé como condicidn aditivo 1 a 9mM, ya que permite
analizar mayor numero de amplicones, y a pesar de que la condicion de aditivo 1 6mM sin
modificar la PCR2 obtiene mas lecturas en muchos amplicones, no hay una distribucién tan
homogénea como la otra condicién (Fig. 38). Esto supondria una mayor necesidad de
lecturas para analizar el mismo numero de fragmentos.
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u Aditivo 1 6mM sin
modificar PCR2x2000

= Aditivo 1 9mM x2000

e EEHY

123 4 5 6 7 B 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 5B 59 60 61 62 63 64 65 66 67 6F 69 70

Figura 38. Distribucién de lecturas en los distintos amplicones de las condiciones éptimas de secuenciacion para el multiplex del panel 1.

- Enel caso del panel 2, la condicién 6ptima es aditivo 1 a 12mM, ya que permite analizar un
mayor nimero de amplicones, y en comparacidn con otras de las condiciones (Fig. 39), las
lecturas son mucho mas homogéneas.

= Aditivo 1 12mM x1000
B Aditivo 1 15 mM x1000

123 45 6 7 B 9 10111213 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

Figura 39. Distribucidon de lecturas en los distintos amplicones de las condiciones éptimas de secuenciacion para el multiplex del panel
2.
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Parcentaje de bases de amplicén 2 de la cobertura

- En el caso del panel 1+2, se observa que los mejores resultados se obtienen con aditivo 1 a
15mM ya que permite un mayor analisis de fragmentos (Fig. 40).
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Figura 40. Distribucidn de lecturas en los distintos amplicones de las condiciones éptimas de secuenciacion para el multiplex del panel 1+2.

Para visualizar de otra manera los resultados, se realizaron unas graficas (Fig. 41) que incluian
ambos multiplexes de cada panel. En ella se observa la buena optimizacién del panel 1 respecto al
panel 2. En el primer caso, panel 1, a 20x se consigue un estudio de practicamente el 90% de los
amplicones, mientras que en el caso de paneles 2 estd debajo del 80%. Siguiendo la grafica 41.C
que representa amplitud/profundidad de cobertura del panel 1+2, la cobertura es inferior a los
resultados de ambos paneles por separado, lo que podria indicar que alguna de las interacciones
que se producen entre ambos paneles resultan en la deficiencia de amplificacién de fragmentos de
ambos paneles, ya que para la cobertura que se planteaba (20x) solo se podria estudiar el 60% de
los fragmentos.
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Figura 41. Representacion de la cobertura obtenida para cada porcentaje de bases por amplicdn (se muestra cada uno por separado en
base a media de cobertura normalizada por condicion en gris y en magenta la media de todos) en el caso de 50.000 lecturas. A. En el caso
del panel 1. B. En el caso del panel 2 C. En el caso del panel 1+2. En el eje X, se muestra la cobertura de secuenciacién media para las
muestras de interés (profundidad) y en el eje Y el porcentaje de bases del amplicdn por encima o igual que la cobertura indicada en el eje
X (amplitud).
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5. CONCLUSIONES

Se puede concluir que:

1.

Existe una gran diferencia de los resultados obtenidos para los cebadores para los paneles 1
y 2, obteniendo los primeros resultados mucho mas eficientes en sus dos multiplexes.

Las condiciones para el panel 1 son adecuadas, aunque podria ser interesante mejorarlas
para poder alcanzar el 90% de amplificacién. Con estas condiciones se alcanza un 85% de los
fragmentos en el multiplex A y B respectivamente. Por tanto, deberia continuarse con el
proceso de optimizacion.

El disefio del panel 2 no es valido para esta enzima en condiciones estandar ni con los
aditivos probados.

La combinacién de las dos multiplexes no permite amplificar de forma apropiada ambos
grupos de amplicones dadas las diferencias entre los mismos.

El trabajo de mejora de resultados ha supuesto que los resultados con el programa
“ExonPrimer” mejoren enormemente dado que en las pruebas realizadas con condiciones
estandar de la UGD no se obtenian productos de PCR que contuvieran librerias que pudieran
ser secuenciadas. Este trabajo ha permitido llegar al 85% de cobertura al 20x de fragmentos
para una enzima determinada, el uso de otros aditivos o de otras enzimas podria mejorar
estos resultados.

Se deberd sopesar el beneficio que supone la reduccion de tiempo en el disefio de
cebadores. Esto puede implicar la busqueda de un consenso entre el uso de programas
bioinformaticos para la realizacién de multiplexes y el trabajo que supone el cambio de
condiciones de reaccion y su optimizacion.
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