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Guion de la sesion

¢ Introduccion. Revolucion tecnolégica en genetica humana
¢ Secuenciacion por nanoporos. Grupo de investigacion
¢ Estudio de retrotransposones mediante nanoporos

¢ Simulacion de proceso de diagndstico genético de un
retrotransposon en una enfermedad rara.



Introduccion: Revolucion genética
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INTRODUCCION
Historia de la Técnhicas de Analisis Gendmico

* Desde 1980 Secuenciacién Sanger Punto de clave: Proyecto Genoma
— De eleccién Humano
— Ahora: 1 dia 400 pb - Empezd en 1990 y acabd en 2003
- 6 cnt/pb - 20 universidadesy centros de investigacion de

United States, United Kingdom, France, Germany,
Japan and China: International Human Genome
Sequencing Consortium.
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INTRODUCCION

Curiosidad

The first
printout of the
human genome
to be presented
as a series of
books,
displayed at the
Wellcome
Collection,
London




INTRODUCCION
REVOLUCION TECNOLOGICA

Sanger Un Gen Masiva, cadenas cortas Masiva, cadenas largas

ano 1978 2020
First Generation Second Generation Third Generation
(Mext Generation Sequencing)

w@E &=

Sanger Sequencing 454, Solexa, PacBio
Maxam and Gilbert lon Torrant Oxford Nanopore
Sanger Chain-termination [umina
= Infer nucleotide identity using dNTPs = High throughput from the parallelization of = Sequence native DNA in real time with
then visualize with electrophoresis sequencing reactions single-molecule resolution
= 500-1000 bp fragments = ~50-500 bp fragments = Tens of kb fragments, on average
\ 4 N v
i 3 g &

Short-read sequencing Long-read sequencing



INTRODUCCION

REVOLUCION TECNOLOGICA

e TECNOLOGIA DE SEGUNDA GENERACION
— Tecnologia lllumina

, Miseq lllumina
— Tecnologia lon Torrent q

Proceso

Extraccion de ADN -> Libreria de ADN -> Secuenciacion -> Andlisis de datos
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L ' W =) =]
— — =
- — — Busqueda de SNV
'I l Fragmentacion del ADN v' “Facil” deteccion
e Amplificacion v" Necesidad de alta profundidad

— https://www.youtube.com/watch?v=CZeN-IgjYCo



https://www.youtube.com/watch?v=CZeN-IgjYCo

INTRODUCCION

ENFERMEDADES RARAS

Rare diseases: facts and figures

& UK defines.a rare disease’ as.one tha
ffects 1 in 2,000 or less of the population

Limitaciones de la NGS

Gran equipamiento y coste

Algunas mutaciones sin detectar (variantes mas grandes, estructurales)

MECANISMOS

GENETICOS NUEVOS

PROBLEMAS
BIOLOGICOS MAS

COMPLEJOS

Medicina Personalizada

1@“&

Las pru ebas moleculares
de las enfermedades

Respond Responden a

Y (4 /f{f

Tratamiento B



INTRODUCCION . .
Parecia invencible...

Llegan las nuevas generaciones



Secuenciacidon por nanoporos

Secuenciacion de 42 Generacion
LECTURAS LARGAS EN TIEMPO REAL

ADN/ARN sin manipular
* Secuenciacidn a traves de nanoporo
Diferencia de voltaje = basecalling

Preparacion de muestra

v’ 2ug de ADN de calidad

1. Reparacién

2. Ligacion de adaptadores 2 horas
3. Carga en la flowcell

Todo tipo de material genético
(DNA,RNA,LR-PCR, PCR)

Menor profundidad de lectura
Tasa de error. Ahora 99,1% de precision
Nuevos reactivos y “flowcells”




Secuenciacion por nanoporos

Diferentes dispositivos

MinlON

10-20Gb en 48 h

(5x Genoma)

Coste genoma: 1000€
Accesibilidad!!!

Solo necesita un ordenador

GridION

5 minlON
alavez

PromethlON

Equipo: 250.000€

100Gb por flowcell en 72 h
(48 flowcells)

(30x Genoma)

Coste genoma: 2000€

Promethion P2

Equipo: 72.000€

100Gb por flowcell en 72 h
(2 flowcells)

(30x Genoma)

Coste genoma: 2000€



DIAGNOSTICO GENETICO
ENFERMEDAD RARA
DEFICIENCIA DE ANTITROMBINA

TESIS DOCTORAL |Ii:




Retrotra nsposones i
retrotransposons

.-ransposﬁ. osable
/ elements (-55%)

1% coding DNA others N8

6.0%

LTR retrotransposons DNA transposons
83% 2.8%
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Genoma “jumping genes”

= (CcCTCT), | Alu-like | VNTR | HERV-KIO-like P\AAA—»
Nature Reviews | Genetics

Secuencias repetitivas del genoma >500,000 L1 copies

?

B} ' 2 89 . .

Transposones no son athIVOS (2,8%) 51 million Alu copies
- Retrotransposones activos (45%) %/__ﬂ e Y
H b ’y\/’ “J 8 ~ i
- mecanismo de “copy-and-paste” % ; v é 3,000 copies SVA

2/2/22 Miercoles Nature Reviews Genetics (2009)



Retrotransposones

éBasura?

%ﬁﬂ A
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Just because you don’t understand,
you Cah't Call us “Junk™




Retrotransposones

Papel de los retrotransposones

1) Evolucidén

2) Enfermedad

L1, Alu y SVA non-LTR retrotransposons
Activos en el genoma humano
60 casos de inserciones denovo implicadas en

enfermedades

- Hemofilia A

- Neurofibromatosis
- Cancer

- Sindrome de Lynch

a

MNon-LTR
retrotransposons

MNon-
transposable
SVA /  elements (-55%)

0.2%

Others
6.0% 9

LTR retrotransposons DNA transposons
8.3% 2.8%



Retrotransposones

, 13 casos con deficiencia de AT pero sin resultados positivos

T T T e Pt -

-l [ IR & = ey
Iﬂ‘l

Identificacion de un nuevo
mecanismo molecular implicado
en deficiencia de AT

Tres pacientes
Insercién 2,440bp Intron 6

Secuencia denovo

Nuevo retrotransposon
SINE-VNTR-Alu (SVA)

Mismo target site duplication
(TSD) de 14bp

Validado por sanger (diseiio de
primer interno en SVA)

*Efecto fundador

R o ove | R .5 =

2mp
smp 4m7

PCR1
PCR2
PCR3
PCR4

SERPINC1
>{ Sanger negativo
JCNGS PGM negativo
MLPA negativo
aCGH negativo
xLR PCR negativa

PromethION (WGS)

M1oobpC P9 P9.1 P10 P10.1 B

De la Morena-Barrio B et al. Thrombosis and Haemostasis 2022



Retrotransposones MinlION

Enriquecimiento
de 3MB
Incluyendo

el gen SERPINC1

Paciente con deficiencia de AT sin mutacion

== = = S - =1 INSERCION NUEVA
- 2,940 bp Intron 3 M CB PLP2

(De novo assembly) SVA F1

Specific in Humans
Characterization
Validated by PCR
Origin?

Alta incidencia de INS
de retrotransposones
en DAT
(ésubestimada?)
(4/398 cases 1%)




Retrotransposones MinION

Enriquecimiento

)
Busqueda de base molecular desconocida X ‘ :je I3MB o
:’.; C EXCELENCIA . . . \ ncliuyendo los
S SBM O o Alta incidencia de INS de Q’\

genes de interés

mEae Ot ¢ BehoA Grupo de Belén P
#N “CsIc UM D aom0m . N
Grupo de Guillermo Antinolo

& iberer retrotransposones EN
ot

is fwom DISTINTAS PATOLOGIAS

CASO 1) Enfermedad de almacenamiento de glucégeno. .

Variante patogénica en un alelo c.1436C>A (GYS2) TOTAL: 7 PACIENTES

CASO 2) Enfermedad peroxisomal. 4 ENFERMEDADES RARAS DISTINTAS

Variante patogénica en un alelo ¢.2097dup (PEX2)
CASO 3) Distrofia hereditaria de retina

1.5 Kb elemento LINE insertado en el exon 10 2.6 Kb elemento SVA cercano a SVA_F, ~ 350 pb elemento Alu insertado en el
del gen GYS2 en trans insertado en el intron 8 de PEX2 en exon del gen implicado
trans
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LINE (~1.5kb}

SVA F (~2.6kb)
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SIMULACION



SIMULACION

ADN - EXTRACCION




SIMULACION

SECUENCIACION

DNA is unwound by the molor protein
and one strand is translocated
through the pore to the +ve side of
membrane

Motor
Protein

Nanopare

Membrane

lenic
Current

Base

Each base gives a characteristic
reduction in the ionic current,
allowing the DNA to be sequenced



SIMULACION

SECUENCIACION

(VIDEO)



SIMULACION

ANALISIS DE DATOS

(IGV) - LLEVARLO



SIMULACION

ANALISIS DE DATOS

Estudio por ensamblaje de novo de la
secuencia

Comparacioén con las secuencias de SVA (A-E)

Estudio de arbol filogenético (nuevo)

IR T T T — T L — S —
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SIMULACION

Gene

VALIDAR POR OTRA TECNICA

Estudio de validacion/ Dificultad diagnostica

SVAINS

SERPINC1 I

smp

PCRS5 (positive result)

M1o0bpC P9 P9.1 P10 P10.1 B

2 PCR1
PCR2

& 5 pCR3
PCR4

7
» @

Solo resultado positivo con

primer interno. PCR especifica
550bp

Validado en familiares

Alu-  aca ~~\\§\
e/

P9

PCR design and Agarose Gel

PCR | PRIMERS | WT MUT SVA
allele allele amplification
1 142 1.6kb 3kb 4
2 342 2.6kb akb b 4
3 445 akb 6.4kb P4
4 6+7 800bp 3.2kb b3
5 8*47 550bp /
Q

ND




CREACION DE LA EMPRESA

SOLUCION-
SERVICIO

PROBLEMA NUEVA IDEA

Pacientes con
Deficiencia de Nueva tecnologia
Antitrombina

(ENFERMEDAD RARA)

Puesta a punto
Buenos resultados

1) MUCHAS APLICACIONES.
2) Primera linea en nuestro algoritmo diagnéstico
3) Pocos investigadores/médicos conocen esta

técnica
4) Util para
1) Muchas enfermedades

2) Agricultura
3) Otros organismos




¢ PREGUNTAS?
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