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Esquema de los genes MLH1, MSH6, EPCAM y MSH?2 (indicando promotor y exones) y localizacion de los diferentes fragmentos analizados.

EOSAL-CNV HNPCC permite la identificacion
de CNVs que afectan a los genes implicados en la
region promotora o en sus exones.

El sistema es sencillo y rapido basandose en la
amplificacion y marcado de las regiones de
interés en una sola PCR. Este procedimiento es
proporcional al nimero de copias que hay en el
ADN problema de cada uno de estas regiones.

El protocolo es muy sencillo y rapido:
Ainadir el ADN problema a la mezcla de
reaccion “ready to use”.
Realizar los ciclos de PCR.
Analizar mediante un secuenciador capilar los
productos (no se precisa purificacion).
Analizar los datos mediante EOSAL-CS para
determinar la presencia o ausencia de CNVs
en las regiones analizadas.

Mutaciones en MLH1 causan entre el 50-60% de los
casos de cancer de colon hereditario no polipdsico
(HNPCC). Las mutaciones en MSH2 causan un 30-40%,
MSH®6 representa hasta un 7% y las de EPCAM estan
presentes en un 1-3%.

De los casos identificados con mutaciones en estos
genes: presentan CNVs en el 1% con mutaciones en
MSH6, 10% con mutaciones en MLH1, el 20% cuando
es MSH2 y el 100% en el caso de portadores de
mutaciones de EPCAM.

Las CNVs en los genes MLH1 y MSH2 pueden
afectar a cualquier regién de estos genes. Si bien, las
mutaciones de EPCAM tienen en comun que eliminan
los exones 8 y 9 de este gen y algunas pueden llegar a
MSH2 (gen que se encuentra fisicamente muy préoximo
a EPCAM). Las mutaciones causantes de HPNCC que
solo afectan a EPCAM alteran la regulacién de MSH2
disminuyendo de la expresion de este gen.

Dado el alto porcentaje de pacientes que presentan
CNVs en estos genes resulta imprescindible la
determinacién de su presencia en aquellos que tienen
un alto riesgo de padecer HNPCC y, especialmente, en
aquellos que no presentan mutaciones puntuales.
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EOSAL-CNV HNPCC

Refs. RUO
EOS-HNPCC-24
EOS-HNPCC-96

(24 and 96 reactions;)

PROTOCOLO REACCION DE PCR.

»>Se deben realizar las siguientes reacciones:
* 3 controles normales por duplicado,
* 1 control positivo (opcional)
* 1 control negativo,
* cada muestra por duplicado.
Preparar todos los ADNs a 10 ng/pl.

¢ Descongelar la mezcla de reaccion.

¢ Distribuir 12,5 pl de la mezcla de reaccion en
tubos, strips o placas.

¢ Afladir 2,5 ul de ADN al tubo correspondiente

¢ Realizar los ciclos de PCR siguientes:

PROGRAMA REACCION

Temp 2C  Tiempo.

95 15 min

98 30 seg

62 30 seg x 10 ciclos

72 50 seg

95 30 seg

65 30 seg x 20 ciclos

72 50 seg

72 5 min

4 oo

ANALISIS MEDIANTE SECUENCIADOR CAPILAR
(APPLIED BIOSYSTEMS/THERMO FISHER).

* Programar la electroforesis
instrucciones del equipo.

* Preparar la mezcla de carga (5ul de formamida y
0.05pl patrén de tamaiios LIZ 500 por cada muestra):
Distribuir 5 pl en cada pocillo.

* Afadir 1.5 pL de los productos de PCR en el
pocillo correspondiente.

* Desnaturalizar las muestras.

* Realizar la electroforesis.

segun  las

Patron de tamafos LIZ 500 (GeneScanTM 500
LIZO Size Standar, Applied Biosystems, Ref
4322682).
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ANALISIS DE RESULTADOS.

Realizar los siguientes pasos:

* Extraer los resultados de la carrera mediante el
GeneMapper Software (Applied Biosystems).

* Identificar los picos utilizando solo los tamafios
de LIZ500 a partir de 90.

* Exportar la tabla con los datos de los picos
obtenidos de todas las muestras analizadas.

* Analizar los datos segln el software EOSAL-CS
(www.segplexing.com) siguiendo las instrucciones
del mismo. Basicamente :

- Importar el archivo de datos.

- Identificar muestras control y sus duplicados.

- Identificar muestras problemay sus duplicados.

- Realizar el andlisis.

Los resultados mostrardn la desviacion de cada
fragmento analizado en el gen en relacién a los
valores normales. Valores mayores del 35% o
inferiores al -35% son indicadores de la presencia de
inserciones o deleciones. En la siguiente figura se
pueden ver algunos ejemplos de este gen:
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