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Introduccioén

Durante el ano 2016 se inicid la validacion de la metodologia Whole Genome Amplification (WGA) para su aplicacidon en biobancos
en aquellos casos en los que se disponia de muestras de gran valor en investigacion pero con un escaso volumen de DNA, como
ocurre en la Coleccion Cancer Hereditario de la Comunidad Valenciana. Los resultados mas relevantes fueron un rendimiento del kit
muy por debajo del rendimiento teorico y, esto, derivd en una mala amplificacion en diversos exones de los genes BRCAl1 y BRCA?
no solo en la generacidon y ausencia de variantes, sino también en la fragmentacion de DNA. Se hipotetizo que podia haber sido
generado por una polimerasa defectuosa o por una inexperiencia en el manejo del kit.

Objetivos

El objetivo principal es la repeticion de la amplificacion por parte de la casa comercial y el analisis de los resultados para
descartar/confirmar las hipotesis del anterior trabajo con el fin de poder optimizar la puesta a punto del servicio.

Materiales y métodos

Tras la amplificacion de las muestras por parte de la casa comercial del kit, se ha realizado una cuantificacidon por fluorometria para
evaluar el rendimiento y, posteriormente, se ha realizado el analisis de variantes mediante secuenciacion masiva para comprobar la
efectividad, comparandola con la secuenciacion del producto inicial.

1) Antes de amplificar

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
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25,63 ng/ul 3,99 ng/ul 0,78 ng/ul 0,11 ng/ul 0,005 ng/pul

2) Se envian a SYGNIS las muestras 1,3y 5
3) SYGNIS hace la amplificacion WGA por duplicado de la siguiente manera:
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Muestra 1 Muestra 3 Muestra 5 Muestra 1 Muestra 3

Se cogen 12,5 pg de DNA y se amplifica Se cogen 1,25 ng de DNA y se amplifica

4) Analisis del rendimiento de la amplificacion mediante cuantificacion por fluorometria
5) Analisis de la variabilidad mediante secuenciacion masiva

Resultados y conclusiones

Los resultados obtenidos tras la comparacion de las secuencias de

gDNA vy el DNA amplificado mediante WGA nos permite concluir Biobanco IBSP-CV SYGNIS

gue la metodologia WGA puede ser una buena técnica a emplear M1 1:8 1:306000
por los biobancos para amplificar muestras de las que se disponga M3 1:117 1:74160
poca cantidad de DNA, siempre teniendo en cuenta que dicha M5 1:15486 1:201840
tecnologia conlleva la introduccion de un nuevo tipo de DNA que . , - | .

_ _ _ abla 1. Comparacién en el rendimiento obtenido en la amplificacién en el
presenta diferencias importantes respecto al gDNA. laboratorio del biobanco y en el laboratorio de SYGNIS
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