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Repaorte de ADN:'.Mitocundrial

1 Articulos de Evidencia:

El 13 de noviembre de 2014 nosotros FEClbImDSnEVldEHCIaS recolectadas de la Procuraduria
General de la Repubhc—%l proposnto dela mvesﬁagacxon actual es establecer los perfiles del

e R'gpubl:ca El propésito de la |nvestigac1on actual es establecer los perfiles del
AD mikscongrial (MtDNA).
Las ranEStras analizadas se enumeran en la tabla 1
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Glosario de términos que aparecen en esta foja;

Tabla 1:

DNA Bone Sample =-Muestra Osea de ADN
Reference Sample = Muestra de Referencia

" N.del T.: Las cantidades, cifras y niimeros no son materia de traduccién. Con el propdsito de evitar errores en la transcripcién
de los mismos, no se incluyen en la presente traduccion. Sin embargo, es posible que aparezca la transcripcion de algunos de
ellos como referencia. En caso de dlscrepancn& se deberd cunsultar el original remitido por |a autoridad.

. 2. Métodos de tlplf' cacién del ADN mltoccmdnal

Sontres los pasos principales parallevar a caboel ana|15ts de ADN mitocondrial. La extraccién
de ADN mitocondrial (aislamiento de material: 'genético de una mancha), la amplificacién
(replicacién de segmentos cortos def'nldos de ‘ADN mitocondrial) y la deteccion
(secuenciacién del ADN mitocondrial). En este caso Ia Secuenciacion Progresiva Masiva de la
Proxuma.Generacron (PE%NGS) fue realizada. !

mnietrdos a I\susy el ADN fu extraido conforme al método Fenoi—Cioroformo Alcohol
Isoarfflico. Después se purifico el ADN y se d|sohno En paralelo, los agentes extractores
fuerqpr] mo’r;mﬁﬂmgﬂdmsmo procedimiento sinzagregar material bioldgico con el fin de
contgcﬂa: ladg%ﬁ‘ e la quimica (extracuon del valor ciego).

2.2. éﬂ;&ipﬁéé&ww&uenaacmn de ADN mitocondrial Region Control utilizando
. PEC NIGS.acion

2.2.1. Preparacién de Muestras de la Librerfa
Lo controles positivos fueron compartidos durante 40 minutos utilizando el Kit lon Shear
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA)..que fue seguido por la preparacién de la libreria

utilizando
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el Kit de Libreria lonXpress Fragment (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) de conformidad
con el protocolo del fabricante. Las muestras dseas nao fueron sujetas a cizallamiento primer,
pero la preparacion de la libreria fue hecha instantdneamente de la misma forma coma se
describe anteriormente. Después de la preparacién de la libreria todas las muestras fueron
sujetas a una amplificacion de 10 cielos utillzandomezclas de Polimerasa y Primer inherentes
en el Kit de Preparacion de la Lzbrerla de acuerdo con el protocolo del fabricante.

2.2.2. Preparacion del control de enriquedmiento

Se prepard un control de enriguecimiento med‘ante la amplificacion de una region 405 bp

del genoma mitocondrial del .contral positivos utlilzando dos iniciadores en las posiciones

@ 8251 (hacia adelante, 5-GCCCGTATTTACCCTATAGCAC-3) Y 8656 (inversa, S-

CTCATCAACAACCGACTAATCA=3Y). Ei producto PCR resultante fue entonces sujeto a

preparacién de librerfa utilizando el Kjt de strerla lonXpress Fragment (ThermoFisher,

Waltham, MA, USA). Los productos finales fg_ieron entonces cuantificados utilizando el

ensayo 143bp TagMany diluidos a 100000004copias por ul. Para la simulacion de fondo,

lug E&WI&&DN (D2001-5MG tensidn Tipo B Vi, SIGMA ALDRICH, St. Louis, MI USA) fue

cizallg o lr‘a”ﬁz,ando el Kit.lon Shear (ThermoFistigr, Waitham, MA, USA) y la preparacion de

la librgtfa s__:riéanzo utilizando Kit de Librerfa IonXpress Fragment (ThermoFisher, Waltham,

AF-E nformiidad-conel- protocolo del’{fabncante 15-20 ng de'este ADN E.coli

,rgn enmnces mezciados con-1ul de producto PCR diluido para control de
enrlq@z iniggnto. :

nd
22 3\$elepcio,{m!pﬂ§;mano dela perla i
Desp gson de la libreria Tul de cada muestra fue cargado a un chip de Andlisis
de A de ﬁf lld%d (Agilent Technologies, §anta Clara, CA, USA) para el control del
tamarJfO‘ Y ﬁﬂe"sweta a'tn procedimiento de seleccion del tamanio de la perla para
. reduchREEEFARO del fragmento arriba de 400 bp para emulsién PCR. Primero las muestras
fueron mezcladas con 0.5X perlas de purificacion Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) e incubadas durante 5 minutos. Después el sobrenadante fue recolectado
colocando los tubos conteniendo la mezcla de perla—muestra en un recolector magnético de
particulas (MPC). A este sobrenadante se le
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se le agrego perlas de purificacion 1.5X Agencourt AMPure y se incubd durante 5 minutos.
Los tubos fueron colocados en un recolector magnético de particulas MPC y el sobrenadante
fue desechado. Después las perlas se re-suspendieron en 25ul Low TE Buffer v el eluido se

recogid via MPC. Las perlas de la primera etapa fueron re-suspendidas en 25pl Low TE Buffer
y el eluido se recogid y se almaceno

2.2.4. Disefio del iniciador
Se seleccionaron cuidadosamente catorce iniciadores utilizando Primer3 para expandir la
region de control mitocondrial espaciando 50:100 bp de separacion. Se dio especial énfasis
para lograr una fongitud uniforme; temperatura de fusidn y contenido de GC. Se afadid
iniciador adicional recociendo la posmlon 8342 del Genoma mitocondrial, la regién que
. también es objetivo mediante el ensayo da cuantlflcac:on 143bp TagMan previamente
descrito. Se ordenaron iniciadores adh:lonalesa la Microsynth AG, Balgach, Suiza).
2.2.5Extensiéndq) Iniciador | = '?
: uestras mcluyendo la (PC) posmv;a no plantnlla (NTC-PEQ), no iniciador ((NPC).
N ento ROy Y% ﬂreparacmn de libteria en blanco (NTC-LP) fueron tratados
el ‘fﬁrotoco!b PEC. La reaccion fue detgnida agregando 10 ul de 0.5M EDTA. Treinta
gads MyOne Streptavidin C1 (Thermol—'sher Waltham, MA, USA) por muestra
— fuero%ﬂ d’os tres veces con 2xBW Buffer de“acuerdo con el protocalo del fabricante y re-
suspefdidos en 60 I de 2xBW . Buffer."60 pl de muestra fueron agregados y girados a
tempg{ft\u,rflamb;entadurante 30 minutos. '

2.2.6 ESVAdoRms captural &

DespuBsi ﬁah@mﬂgﬁd‘agbos de incubacién contemendo la mezcla de perla-muestra fueron

colocagivsemun MPC durante 2 minutos. El sobreradante fue desechado y las perlas fueron

re- suspendidas en Wash1 (IXBW Buffer, 0.1%SD%, 0.01% Tween20). Este paso se repitid
. tres veces en total. En los siguientes dos lavados las perlas fueron re-suspendidas en solucién

de Wash2 (2Xssc, 0. 1%SDS 0.01% Tween20). El lavado finan con5|st10 en calentar
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la solucion de Wash2 a 65°C, mezclandola con las perlas e incubar los tubos durante 2
minutos a 65°C, agitando ligeramente. Se llevaron a cabo elusiones de cadenas de ADN a
95°C mediante el mezclado previo de las perlas con 25 ul de TE Buffer bajo. Las muestras
fueron después amplificadas para 14 ciclos utilizando el Kit de Preparacion de Libreria de
mezcla de polimerasa y primer.y ‘purifitada .con procedimiento de purificacion 1.5X
Agencourt AMPure XP de conformidad con.el-protocolo del fabricante. Las muestras fuero
analizadas para el control de calidad en un chip para andlisis de Alta Sensibilidad de ADN
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
2.2.7. Extensiorrde Primer-l o )
Este paso se llevéa cabo como se: descnbe«en el parrafg Captura de la Extensidn del Iniciador
. I, excepto la elevacidn de la temperatura de fuadc a 59°C

2.2.8. Lavados de Captura II '
Lievada a cabo conforme se describe’s en el parrafo Lavados de Captura l.

RO w1 5'\,
2.3. De tempn re
2.3.1. _.e'cue;imacmn sy g
Para eE miento, las‘muestras fuernn"ﬁcuanttf cadas utilizando la Libreria DEL Kit de
= Cuantit _h TaqManTM (ThermoFisheé ‘Waltham, -MA, ..USA). Emulsion PCR, el

enr:que{_\g‘ ﬁ‘to yla secuencnacnon fueron-realizadas utilizando el Sistema lon OneTouch™
2yel BRPGME respectivamernte, de acuerdo con los protocolos del fabricante. La muestra

bsea fq&secuspc%%ﬁlcfswamente

2.3.3. NKahsis ' d08Weuencia - '

La infordgiatienamabomnidatida de la secuenciacidn corrida en el formato Fastg, fue alineada

ya sea pp;iMABA{ThermoFisher, Waltharn, MA, USA) o enbwa, el demas procesamiento fue
. realizado utilizando picard tools (http://picard. sourceforge.net) y biopython. La tipificacion

de variante fue realizada manualmente de acuerdo conlos siguientes criterios:

B ok
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a) Las regiones mitocondriales consideradas para la tipificacién de variante tuvieron que
cubrirse con al menos 15 lecturas
b) Los polimorfismos solo son tipificadas cuando:

* estan presentes en todas las Iecturas si las’ Iecturas so!o vienen de una direccidn (hacia
adelante o inversa).

* 0 estuvieron presentes en lecturas hama adelante e mversa en al menos el 95% del total de
lecturas.

3. Aseguramlento dela Calidad”_ .

Junto con la extraccion de las muestras oseas tas muestras ciegas y las muestras sin ADN
. fueron procesadas con el fin dé déemostrar la aiusencra de-cualquier contaminacion de lgs

quimicos utilizados. Los resultados de todas las muestras analizadas incluyendo las

reacciones de control estin almacenados comoﬁreglstros electrdnicos en el Instituto.

Los mas altos estandares internacionales son apbcados en todo el procesa. Nuestro Instituto

realiza exitosamente pruebas de aptftud lmernamnnales para eI control de calidad.

4. Resyltados i i '
Tabla "mltados de PEC NGS. Y Analrsns Sanger

Muestra : I ks

“N. del T Las cantidades. cifras y ndmeros no son materia de traduccion. Con el propésito de evitar errores en la transcripcion
de los mi }LEU‘SN QUB‘]ZE esente traduccién, Sin embargo, es posible que aparezca la transcripcién de algunos de
ellos corml) referencia. En ‘caso de discrepancia, se deberd consultar el ofiginal remitido por la autoridad.

R " Ui

. Leye”d?SF?ﬂ&ﬁ QH@DWW(&H letras italicas

,f-nl mc :
Los anﬁl@‘u’s s&Terminaron eI 12 de sept!embre de 2016
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4. Conclusiones

Los andlisis PEC NGS dieron como resultado un perfil parcial de ADN mitocondrial
interpretable de la muestra 6sea 16-29102014 (15942501 1).

Los andlisis PEC NGS dieron como ‘resuftada un perfil parcial de ADN mitocondrial
interpretable de la muestra 6sea F6-001 (1743330119).

El andlisis de secuenciacidn Sanger, dio comoiresuitado un perfil interpretable de ADN
mitocendrial en referencia a la muestra 13MR5421-14 (1594260610).

N no debera ser copiad aarcnalmente sin Ia‘autorizar:lon por escrito del Laborataorio de ADN.
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