Conozca acerca de Next Generation Sequencing (NGS)

El término secuenciacidon de nueva generacion
(NGS) hace referencia al conjunto de tecnologias
que han sido disefladas y desarrolladas para
evaluar y analizar gran cantidad de informacién
contenida en el ADN de forma masiva y paralela
(1), facilitando el flujo de trabajo para el usuario.

Referente a su aplicacion en la tipificacion HLA,
frente a otras metodologias como SSP o SSO, la
secuenciacion de nueva generacion permite
obtener un mapa preciso de cada loci del gen
HLA mediante una secuenciacion de un solo
nucledtido, generando una lectura de mejor
resolucion lo que disminuye las ambigledades
que por las otras metodologias son mas
frecuentes debido a que diferentes loci HLA
comparten secuencias de nucledtidos.

Aplicabilidad

A nivel general, la secuenciacion de nueva
generacion es aplicable a muchas ramas como la
secuenciacion de genomas completos,
secuenciaciones profundas de regiones objetivo,
secuenciacion de muestras de cancer para
estudiar variantes somaticas raras, subclones
tumorales, estudiar el microbioma humano o
identificar nuevos patdégenos etc.

En cuanto a la secuenciacion de nueva
generacion y el HLA, esta permite determinar el
tipaje HLA a nivel alélico (4 digitos) de pacientes
candidatos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos, registro de donantes
voluntarios, registro y verificacion de unidades de
sangre de corddén umbilical, confirmatorio pre-
trasplante de donante y receptor entre otros (2).

Por otro lado, el uso de NGS en la tipificaciéon de
HLA en los programas de trasplante de 6rganos
sdlidos permite la identificacion de la resolucion
a nivel de alelo del receptor y los donantes, lo
que puede ser beneficioso para la interpretacion
de la aparicidon de anticuerpos DSA después del
trasplante, que se identifican a nivel de alelo (3).
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Ademas, es util para la tipifcacion de poblaciones
lo que permite tener bases de datos que mejoren
el conocimiento de las mismas apoyando
también la asociacion con algunas enfermedades
o permitiendo el estudio para aplicacion de
terapias ligadas al HLA.

Antigeno leucocitario humano (HLA)

El antigeno leucocitario humano (HLA) es la
variante humana del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (4). Los genes que
codifican moléculas HLA se dividen en el grupo
de Clase | y Clase Il segun su funcién celular.

Las moléculas HLA Clase | (subdivididas en genes
pertenecientes a los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C)
se expresan en la mayoria de los tipos de células
somaticas. Las moléculas HLA Clase |l
(subdivididas en los loci HLA-DR, HLA-DQ y HLA-
DP) solo se expresan en la superficie de ciertos
subconjuntos de células inmunes presentadoras
de antigenos, células T activadas y en células
epiteliales timicas (4).

Tipificacion HLA

La tipificacion HLA para clase | y Il es
ampliamente empleada y cada vez busca tener
una mejor resolucién para emitir resultados
confiables, y con las minimas ambigluedades
posibles, garantizando asi el estudio confiable de
los pacientes.

El kit para tipificacion HLA | y Il de Werfen,
MiaFora MFlex ofrece un producto de féacil y
réapido manejo. Este cuenta con procedimientos
estandarizados optimizados, poco equipamiento
de laboratorio y un software de analisis robusto y
facil de usar.

Componentes del kit MiaFora MFlex
Reactivos para PCR
o Mezcla maestra premezclada “todo en uno”
para cubrir 6 u 11 genes.
Kit perlas magnéticas (por separado)
 Vial con perlas Agencourt AMPure XP beads.




Reactivos de biblioteca
« Preparacién de libreria primaria.
« Adaptadores de ligacion.
« Amplificacién de libreria.
Placa adaptadora
« Placa de indices de adaptadores previamente
dividida en alicuotas.
« index para 24 o 96 pacientes.
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El kit incluye todo lo que se necesita para
construir una biblioteca de secuenciacién, no es
necesario comprar ningun componente por
separado.

Instrumentacion necesaria

Instrumento Fabricante

Veriti Thermal Cycler* Applied Biosystems
ProFlex Thermal Cyvler  Applied Biosystems
Pippin Prep™* Sage Science
Qubit Fluorometer Life Technologies
MiSeq/MiniSeq
/iSeq/NextSeq

Opcional**

[llumina

Opciones para secuenciacion

El producto ha sido validado en diversas
plataformas Illumina como iSeq, MiniSeq, MiSeq y
NextSeq lo cual permite que cada laboratorio
emplee la plataforma disponible o acorde a su
volumen de trabajo.

Protocolo

1. Preparacioén de la muestra
2. PCR de largo alcance
3. Preparacion primaria
4. Limpieza con perlas
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5. Seleccidn de tamaiio
6. Preparacion del pool y limpieza con perlas
7. Ligacion del adaptador
8. Amplificacién de libreria + cuantificacion
9. Limpieza con perlas
11. Secuenciacion
12. Andlisis de datos

Flujo de trabajo

El protocolo inicia con la preparacion de la
muestra, siguiendo las indicaciones del IFU. Una
vez lista, se procede con la PCR de largo
alcance. Al finalizar esta etapa, se obtiene la
materia prima necesaria para la preparacioén de la
libreria, que incluye la fragmentacion, reparacion
terminal y adiciéon de poli-A a cada fragmento,
todo en un solo paso.

A continuacioén, se realiza una limpieza utilizando
perlas magnéticas incluidas en el kit. Luego, se
afladen los adaptadores, pequefios fragmentos
de ADN que actuan como cddigos de barras,
permitiendo identificar los fragmentos de cada
muestra. Una vez identificadas, las muestras se
agrupan en un unico pool, lo que permite
continuar el proceso en un solo tubo. Con el pool
formado, se lleva a cabo una segunda fase de
limpieza y seleccidén de fragmentos del tamafio
adecuado para el equipo de secuenciacidon que
se utilizard. Esta etapa también se realiza con las
perlas magnéticas del kit. Para finalizar, se
amplifica la libreria construida, se cuantifica, se
realiza una ultima limpieza y se procede con la
secuenciacion, seguida del analisis de datos.

El flujo de trabajo de MIA FORA MFlex esta
diseflado para ser répido, comodo y con un
tiempo minimo de intervenciéon por parte del
operario, lo que permite obtener resultados de
forma oportuna.

En términos generales, el proceso puede
completarse en tres dias, sin requerir jornadas
completas de trabajo. Se sugiere la siguiente
distribucioén del flujo de trabajo:




Dia1

PCR de largo alcance: Aqui partimos de muestras
de DNA cuantificadas. Se realiza el proceso de
preparacion de reactivos y adicién de muestras,
para luego cargar la mezcla en el termociclador y
correr el ciclo de PCR que toma alrededor de 4
horas. El tiempo de manipulaciéon no excede los
15- 30 minutos y la PCR queda corriendo durante
la noche, optimizando asi el dia 1 de trabajo.

Dia 2

El dia 2 incluye el proceso de construccién de
libreria, que como se mencionaba anteriormente,
abarca desde la fragmentacion, reparacion final y
adicion de poli A hasta que cargamos la libreria
en el instrumento de secuenciacion. El tiempo
total del procedimiento esta estimado en
alrededor de 4-5 horas, pero el tiempo de
operario se limita entre 10 1,5 horas.

Adicional a la construccién de la libreria tenemos
el tiempo de secuenciacién. En esta fase, el
tiempo estimado de operario son 30 minutos,
cumplida esta fase, se da inicio al tiempo de
secuencia en el instrumento, el cual puede tomar
entre 17 y 24 horas para finalizar, es por esto que
el paso se inicia finalizando el dia, para asi contar
con la noche para que se realice el proceso.

Dia 3

Dependiendo del tiempo de secuencia, el usuario
podra realizar andlisis la mafiana del tercer dia,
optimizando asi el flujo de trabajo, para continuar
con el reporte de los resultados.

Dia1
Area pre-PCR: Configuracién de la PCR

l

Dia 2
Area post-PCR: Construccion de libreria
Area de secuenciacion: Secuenciacion

l

Dia 3
Analisis de datos

Analisis
MiaFora
I . 1

Phasing Mapping

Algoritmo de [ Algoritmo de
faces dindmicas alineacion
competitiva

Algoritmo de

consenso

El software de MiaFora utiliza dos estrategias
bioinforméaticas complementarias para llevar a
cabo el andlisis de las muestras. Estas son
Phasing y Mapping. Ademas, es el unico software
disponible que utiliza tres algoritmos diferentes
para determinar la tipificacion HLA de las
muestras analizadas, dando como resultado la
tipificacidn mas precisa del mercado.

« Mapping: Estd relacionado con el algoritmo
de alineacion competitiva, compara y alinea
secuencias de extremos emparejados con la
secuencia de referencia directamente base
por base y encuentra una alineacion éptima
para cada secuencia leida.

« Phasing: Abarca un algoritmo de analisis de
fases dindmicas y un algoritmo de consenso
empleado ampliamente en el resto de Kkits
disponibles.

El software entre sus caracteristicas ofrece una
paleta de colores y figuras que facilitan
visualmente al anélisis y ademas cuenta con una
guia de banderas inteligentes que ayuda al
usuario a realizar un andlisis guiado para la
obtencidn de una tipificacion confiable.

Ventajas del producto
Resultados de calidad
« Reaccion multiplex optimizada.
« Resultados en un solo paso.
o Cobertura amplia, precisa y completa de
todas las principales regiones del gen HLA
disminuyendo las ambiguedades.
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Flujo de trabajo eficiente

Eliminacién de multiples pasos.

Tiempo de operario corto.

Inicio de secuenciaciéon en menos de 24h.
Reporte de resultados en menos de 3 dias.
Posibilidad de automatizacién y opciones de
instrumentos para secuenciacion.

Costo efectivo

Flexibilidad en la configuraciéon de corridos.
Multiples opciones de flujo de trabajo.

En caso de estar interesado en nuestros
productos NGS secuenciacién MiaFora, por favor
ponerse en contacto con su asesor comercial.
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