PCR digital y Ciencias Omicas: aplicaciones en diagndstico clinico
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PCR digital (ddPCR)

Cre

PCR tiempo real



Para recordar:

Para la amplificacion por PCR en tiempo real ademas de los reactivos que se emplean en la PCR punto finc
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Sondas de hidrolisis
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During annealing. the hydrolysis probe binds n
to the target sequance

Entre las mas utilizadas se encuentran




¢Que es la PCR Digital?

.Es una método que emplea una tecnologia basada en microfluidos para la formacion de nano gota
.Esta nueva tecnologia es empleada para la identificacion y cuantificacion de secuencias de ADN o

.La técnica es de alta resolucion y absoluta cuantificacion

En la PCR Digital, una muestra de PCR es particionada en aproximadam




Dz

Lo - .
Himan Mofecwiar Gewetscs. 2011 1-14
4061 o

e, N 12,22
Translational Medicine P18 7 AT N2 KRG

)

S
“d

More than 3700 published studies have

described research breakthroughs
using Droplet Digital™ PCR technology

Publications using Droplet —_— e -
@ Digital PCR @ Publications last year @ Publications this year

El ddPCR fue desarrollado con el fin de obtener una cuantificacion absoluta de secuencias de pacidos n
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Bio-Rad QX200™ Droplet Digital PCR System
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Flujo de trabajo en la ddPCR

.Particion de la muestra en miles de gotas
.Llevar la muestra al termociclador ( )

.Deteccion y cuantificacion de gotas positivas (fluorescencia), y productos negativos de la PCR
.Lectura digital de las muestras: cuantificacion de la(s) secuencia(s) de ADN de interés
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.Generacion de gotas




Amplificacion por PCR
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.Lectura de las gotas

Las gotas positivas contienen al menos una copia de de I B interé:




Channel 1 amplitude

Gotas positivas (incremento de fluorescencia)
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Aplicaciones

.Carga Viral
Identificacion de microorganismos
.EXxpresion genica

.Deteccion de secuencias atipicas (células cancerigenas
en una poblacion celular)

[Alteraciones genomicas
.Validacion de edicion gendmica por CRISPR-Cas9
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Nat Rev Clin Oncol. 2013 Aug;10(8):472-84



a TGFa, EGF
or AREG

EGFR-targeted mAbs
EGFR F— | e.g. cetuximab or

panitumumab

BRAF se encuentra mutado en alr
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EGFR-targeted .Los inhibidores de esta proteina ti
TK -1 -] BRAF inhibitors
.g. gentini e.g. vemurafenib

or erlotinib

or dabrafenib

MEK inhibitors
e.g. selumetinib
or trametinib

Survival, proliferation, invasion and metastasis

Nat Rev Cancer. 2013 Oct;13(10):714-2



genome

Genes contain
instructions
for making
proteins

Considerar que:

or in complexeste
perform many cellular
functions
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.La protedmica es el estudio a gran escala de las proteinas, en particul uctur

.El gran avance en los estudios protedmicos se da gracias al desarrollo la es
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Relative Intensity

100% ] 916.87 m/z, 2+, 1,831.73 Da, (Parent Error: 0.66 ppm)
——tAc +—D+—E—+6 4N ~4+—L—+—D——E =S8l ==l N R
—R +—N——L—+-A—+-S+80—4—Y————E——++-D——L——N—+G+HE ~iD =t G A b E

75%]

50%.. - 95042 .o

y2 ‘,’1&85%3 +2H-NH3-P8
- 355.22 y5-98 | ., passhofeH+198 L oo g
25% 302.22 | 234\-;—&_98 i y RREBR120+ 21 RP15? y2 9138
yi y 2 Ll ] 7 y11
ol o 0 e
oo et LI R A1 .
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750

m/z



Clinic Translational/Clinical Laboratory
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abundance of components of the spliceosome machinery:

proliferative potential:

Identified Drug Target(s) //——

Standard of Care Cell Reports 18, 3242-3256
Clin Trans Med (2017) 6:9
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