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Plataforma de Genómica del IdISPa

La Plataforma de Genómica del IdisPa está ubicada en el Hospital Universitario Son Espases; consta de dos salas con 
un total de 34,60 m2.

Pt. Genómica

Módulo F Planta -1

Plataforma de Genómica del IdISPa
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Equipamiento:

� Secuenciador masivo Next-generation Illumina Miseq

� Plataforma de arrays Affymetrix

� Bioanalizador Agilent 2100

� PCR digital QX200 Bio-Rad

� Real Time-PCR y PCR convencionales

� Electroforesis de campo pulsado (PFGE). CHEF Mapper XA.

� Espectrofotómetro Nanovue Plus

� Cubetas electroforesis

� Sonicador Bioruptor Pico

� Documentador de geles Gel Doc EX Image Bio-rad

� Lectores de geles G:Box. Syngene

� Ingenuity software

Plataforma de Genómica del IdISPa
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Aplicaciones:

� Real Time-PCR

� PCR digital QX200 Bio-Rad

� Bioanalizador Agilent 2100

� Secuenciador masivo Next-generation Illumina Miseq

� Plataforma de arrays Affymetrix

Plataforma de Genómica del IdISPa
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Real Time-PCR

Plataforma de Genómica del IdISPa

� High Resolution Melting “Eco Illumina”  

• Genotipado

• Single nucleotide polymorphism (SNP)

� Multiplex:

• Discriminación alélica

� Expresión génica:

• Cuantificación relativa

• Cuantificación absoluta (Curva standard)

Eco IlluminaCFX96 Bio- Rad / 



* Eco Illumina:        10 μl    48 wells 4 canales
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Real Time-PCR

Plataforma de Genómica del IdISPa

* CFX96 Bio- Rad:  10 μl    96 wells 5 canales    Low Profile

� Diseño experimental

• Método extracción RNA

• Síntesis cDNA; Poly-dT o Random P.  

� Diseño de primers y sondas

� Puesta a punto:

• Cálculo de eficiencias

• Curva de melting



Eco Illumina 4 canales 

7

Real Time-PCR

Plataforma de Genómica del IdISPa

CFX96 Bio- Rad  5 canales
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Plataforma de Genómica del IdISPa

Droplet digital PCR QX200

ddPCRPCR

Una medida Múltiples medidas

Nanogotas independientes

Medidas individuales
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Droplet digital PCR QX200
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Plataforma de Genómica del IdISPa

Droplet digital PCR QX200

Cuantificación absoluta de 
gotas positivas y negativas

Resultados: Copias/μl

(Ley Poisson)

Consideración:

A menudo, el DNA genómico debe ser 
digerido mediante enzimas de restricción
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Aplicaciones ddPCR

* Cuantificación absoluta de una diana ADN o RNA
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Aplicaciones ddPCR

* Variación en el número de copia (CNV)

• Alzheimer: 2x gen APP

• Parkinson: 2x/3x SNCA

• Retinoblastoma: delección RB1

• Retraso mental ligado a X

• Atrofia muscular espinal SMN1 y SMN2

• etc…

• Nº integraciones (transfección o transgénico)
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Aplicaciones ddPCR

* CNV-¿copias en tandem?
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Aplicaciones ddPCR

* Detección de mutaciones escasas
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Aplicaciones ddPCR

* Detección de mutaciones escasas
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Aplicaciones ddPCR

* Análisis de librerías Next-Generation Sequencing

• Normalización de librerías

• Control calidad de librerías
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Aplicaciones ddPCR

* ddPCR permite multiplex con EvaGreen
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Plataforma de Genómica del IdISPa

Bioanalyzer 2100 Agilent

RNA or miRNA DNA 

RIN (RNA Integrity number)

RIN >8

Control de calidad de librerías NGS
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Miseq-Next Generation Sequencing

� Targeted Resequencing
• Clinical exome, paneles 

� De Novo sequencing

� Small Genome sequencing
• mtDNA, BAC/YAC, bacteria 

� RNA sequencing
• RNA or miRNA

� Chip Sequencing

� Methylated DNA

� 16s metagenomics v3 y v4
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Miseq-Next Generation Sequencing

Miseq Reporter software
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Plataforma de Genómica del IdISPa

Miseq-Next Generation Sequencing

Preparar buenas librerías que aseguren una buena cobertura

Perfil bioanalizador
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Miseq-Next Generation Sequencing

TruSight One

Clinical exome

TruSight Cancer TruSight 

Cardiomyopathy

TruSight 

Inherited Disease

TruSight Autism

Number of Genes 4,813 94 46 552 101

Genomic Content 12 Mb 255 Kb 244 Kb 2.25 Mb 328 Kb

Number of 

Samples per 

MiSeq Run

3 for MiSeq v3 24 for MiSeq v2 24 for MiSeq v2 9 MiSeq v3 24 for MiSeq v2

Recommended 

MiSeq Flow Cell 

and # of samples 

per run

V3 – 3 Samples Micro – 12 

Samples

V2 – 24 Samples

Micro – 12 

Samples

V2 – 24 Samples

V2 – 4 Samples

V3 – 8 Samples

Micro – 8 

Samples

V2 – 24 Samples

% Targets at 20x 

minimum 

coverage

95% 99% 99% 98% 99%

Sample price 

euros

391 235 235 360 235
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Miseq-Next Generation Sequencing

Trusigh Myeloid Sequencing Panel Truseq Amplicon Cancer Panel-FFPE Samples
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Affymetrix - Arrays de expresión

• Cuál es el objetivo del experimento

• Establecer los controles más apropiados para estudiar las muestras

• Definir nº de réplicas por cada condición experimental. Mínimo 3 replicas biológicas

• Se pueden hacer mezclas ("pooles") de las muestras para disminuir la variabilidad de cada 
individuo (NO SIEMPRE ESTÁ RECOMENDADO)

Recomendaciones para el Diseño experimental

Objetivo: resultados fiables y reproducibles, dado la gran inversión de tiempo y 
dinero en estos experimentos
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Affymetrix - Arrays de expresión

Control Estudio

One-Step Tukey's Biweight

Algorithm p-value (PM-MM)

One-way ANOVA

p-value / FDR p-value

One-Step Tukey's Biweight

Algorithm p-value (PM-MM)

Arrays de expresión es un balance estadístico
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Affymetrix - Arrays de expresión

Down Control

Up EstudioOne-way ANOVA

p-value / FDR p-value

Genes Diferencialmente Expresados

Fold change >2 

Fold change <-2 
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Affymetrix - Arrays de expresión

One-way ANOVA

p-value / FDR p-value

Down Estudio

Up Control

Genes Diferencialmente Expresados

Fold change >2 

Fold change <-2 
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Affymetrix - Arrays de expresión

Variables a considerar

� Variabilidad de la muestra; sexo, edad, dieta, nº pases, etc…

� Obtención de muestra; fresco, nitrógeno liquido, FFPE, etc…

� Extracción de RNA o DNA: (Columnas, trizol, etc…)

� Calidad de la muestra; ej RIN>8 en RNA total.

� Procesamiento de la muesta:
� Transcripción RNA a cDNA

� Marcaje (Labelling)

� Hibridación

� Adquisición de imagen (.cell)
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Affymetrix - Arrays de expresión

Considerar el número de réplicas biológicas necesarias

Nº réplicas = n+1
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Solicitud de Servicio

http://www.idispa.es

Tel: 871 20 50 50 ext. 64529

e-mail: victor.asensio@ssib.es
Qué muestra tengo

Qué “n” necesito

Cómo la proceso

¿¿Controles??

Etc…


