OncoGenBasic
OGB

Los kits OGB producidos por Sequencing Multiplex SL

(Seqplexing) permiten la rapida generacion de librerias

para Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS).

= El protocolo es sencillo y se basa en una
amplificacion de las regiones de interés y la
reamplificacion-marcado de estas regiones con las
secuencias necesarias para la reaccion de NGS (Ver
Figura 1).

= Las librerias pueden obtenerse en unas 5 horas con
menos de 10 minutos de trabajo manual.

= Las librerias obtenidas tienen una baja tasa de error
en la secuenciacion y tienen una alta especificidad
(mas del 97% de las lecturas corresponden a las
regiones de interés).

= (Cada kit esta disefiado para analizar mutaciones
somaticas y germinales en genes o regiones “hot
spot” de diferentes genes que tienen utilidad en la
clinica.

PROTOCOLO

El protocolo para nuestros kits es muy sencillo y se
basa en 4 puntos:

- Anadir el ADN problema a las mezclas de

reaccioén 1.

- Realizar ciclos de PCR 1.

- Aiadir los productos de la primera PCR en la

mezcla de reaccién 2

- Realizar ciclos de PCR 2.
Una vez finalizada la PCR2 ya tendriamos la libreria
para proceder a su secuenciacidon. Las librerias
pueden visualizarse de forma sencilla mediante
Qiaxcel (Qiagen), gel de agarosa, etc.
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VENTAJAS

Minimo tiempo de trabajo manual: menos de 10
minutos, uso de mezclas “ready to use”.

Minima manipulacion. Reduce el riesgo de errores
y contaminaciones. Uso de mezclas “ready to use”.

Alta sensibilidad. Deteccidn de variantes presentes
hasta un 1% de las copias.

Muestras: Resultados positivos a partir de 10 ng de
ADN obtenido de muestras parafinadas, sangre,
saliva, etc.

Especificidad: mds del 97% de las lecturas
corresponden a las regiones de interés lo que
supone una reduccién de costes al reducir la
lecturas necesarias.

Alto valor clinico. Deteccién de todas las
mutaciones relevantes para cada uno de los genes
o estudios de interés.

Compatible con el sistema Nextera de Illumina®.
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Regiones del gen TP53 analizadas: regiones codificantes ( negro) y zonas de splicing en regiones no codificantes (gris)

IMPORTANCIA DE MUTACIONES EN TP53

Mutaciones en el gen TP53 son muy frecuentes en
diferentes tipos de tumores, estimandose que mas del
50% tienen este gen mutado. Por otro lado, mutaciones
germinales causan el sindrome de Li-Fraumeni (OMIN
151623).

La deteccién de mutaciones en TP53 es cada vez mas
relevante para el diagndstico, prondstico y tratamiento
de numerosos tumores. Asi, es muy importante la
deteccion de mutaciones de TP53 por su implicacién en
la resistencia o sensibilidad a tratamientos en Leucemia
Linfatica Crénica (LLC), Leucemia Mieloide Aguda (LMA),
sindromes mielodisplasticos, etc. Ademds, muchos
tumores tienen un peor prondstico si presentan
mutaciones en TP53. La identificacién de mutaciones de
TP53 es esencial para administrar diferentes
tratamientos segun directivas de la FDA y MDA.

Ademas, se estdn desarrollando nuevas estrategias de
tratamiento que implican a TP53 en diferentes tipos de
tumores (colon, pulmdn, LLC, LMA, etc.).

OGB para el gen TP53 permite generar librerias de NGS
y la identificacién de mutaciones puntuales que afecten
a este gen en las regiones codificantes y en las regiones
de splicing contiguas a todos los exones.

El procedimiento para generar estas librerias es sencillo

y rapido. Se basa en amplicones que cubren todas las

regiones de interés. El kit origina las librerias mediante

dos PCRs multiplex consecutivas.
El protocolo es muy sencillo y rapido:

- Afadir el ADN problema a las mezclas de reaccion
“ready to use”: PCR1-A y PCR1-B.

- Realizar los ciclos de PCR.

- Afadir el correspondiente producto de la PCR1
directamente (no hace falta purificarlo) a las
reacciones PCR2-Ay PCR2-B.

- Realizar los ciclos de PCR y mezclar los productos.

La mezcla obtenida a partir de la PCR2 es la libreria
para secuenciar segun los protocolos de lllumina.

Tras la reaccidn se analizan los datos con nuestro
software Small Amplicons Platform (SAP-OGB) para
identificar las mutaciones presentes en cada muestra.
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