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NOTE: This  is a first translation. Not everything might be correct!!!     

        
MLPA DETECCIÓN DE DNA / PROTOCOLO DE CUANTIFICACIÓN
Es esencial el uso de un termociclador con la tapa calentada (105°C). Recomendamos usar tubos de PCR de 0,2 ml. 

Desnaturalización del DNA y Hibridación de las sondas

Diluir la muestra de DNA (20-500 ng DNA) con TE a 5 µL. 

Calentar 5 minutos a 98°C; enfriar a 25°C antes de abrir el termociclador. 

Agregar: 1,5 µl de SALSA Probe-mix (tapa negra) + 1,5 µl de MLPA buffer (tapa amarilla). Mezclar con cuidado.

Incubar 1 minuto a 95°C, incubar 16 horas a 60°C. 

Reacción de ligación:

Reducir la temperatura del termociclador a 54°C. Manteniendo la temperatura a 54°C, añadir 32 µl de mix Ligase-65 (*) a cada muestra y mezclar. 

Incubar 15 minutos a 54°C, seguidamente calentar 5 minutos a 98°C. 

(*) Mix Ligase-65 (realizarla menos de 1 hora. antes de su uso y mantenerla en hielo): 

Mezclar 3 µl de Ligase-65 buffer A (tapa transparente) + 3 µl Ligase-65 buffer B (tapa blanca) + 25 µl H2O. 

Agregar 1 µl Ligase-65 (tapa marrón) y mezclar de nuevo. 

Reacción de PCR:

Protocolo de PCR 1: Mantener los tubos que contienen 40 µl de la reacción de ligación en el termociclador a 60°C. Agregar 10 µl de mix Polymerase (*) a cada tubo y empezar la reacción de PCR (·). 

Protocolo alternativo de PCR 2: (RECOMENDADO)
Mezclar  4 µL 10XSALSA PCR buffer (tapa roja) + 26 µl H2O+ 10 µl de la reacción de ligación de MLPA. Mantener los tubos en el termociclador a 60°C.

Agregar 10 µl de mix Polymerase (*) a cada tubo y empezar la reacción de PCR (·). 

(*) Mix Polymerase (realizarla menos de 1 hora. antes de su uso y mantenerla en hielo):

Mezclar 2 µl de SALSA PCR-primers (tapa púrpura) + 2 µl SALSA Enzyme Dilution buffer (tapa azul) + 5,5 µl H2O 

Agregar: 0.5 µl SALSA Polymerase (tapa anaranjada). MEZCLAR  BIEN. 

(·) Condiciones de PCR: 30 segundos 95°C; 30 segundos 60°C; 60 segundos 72°C y 33 CICLOS. Terminar con 20 minutos de  incubación a 72°C. 

NOTAS SOBRE LA DESNATURALIZACIÓN/REACCIÓN HIBRIDACIÓN: 

1) Recomendamos utilizar aproximadamente 100 ng (20-500 ng) de ADN cromosomal humano. El ADN se debe disolver en agua o TE (10 mM Tris-HCL pH 8,2; 1 mM EDTA). La concentración de EDTA en la muestra de ADN no debe exceder 1 mM y el volumen no debe exceder 5 µl. El volumen de la reacción es importante para la velocidad de hibridación que es dependiente de la sonda y la concentración de sal. Además, la Tm de hibridación de la sonda con su diana, también depende de la concentración salina. 

2) La SALSA Probe-mix y el buffer de MLPA pueden ser mezclados anteriormente a temperatura ambiente por repetido pipeteo. El buffer de MLPA es viscoso y no se mezcla fácilmente. No centrifugar esta mezcla porque las sondas más largas pueden precipitar!!. Los períodos de hibridación pueden estar comprendidos entre 12 y 24 horas. Recomendamos aprox. 16 horas. La hibridación de las sondas con sus dianas, es casi completa después de 12 horas. Recomendamos voltear el contenido de los tubos unos pocos segundos antes de su primer uso. 

3) En MRC-HOLLAND, se utilizan Biometra Uno II thermal cyclers. La tapa se calienta a 105°C. El programa siguiente cubre la reacción completa de MLPA: 

1. 5 minutos 98°C; pausa 25°.

2. 1 minuto 95°C; pausa 60°. 

3. 15 minutos 54°C. 

4. 5 minutos 98°C; pausa 4°.

5. pausa 60°; 

6. 30 segundos 95°C; 30 segundos 60°C; 60 segundos 72°C. 33 ciclos. 

7. 20 minutos 72°C; pausa 4°. 

NOTA EN LA REACCIÓN DE LIGACIÓN: 

1) Después de calentar a 98°C las muestras para inactivar la ligasa, las muestras se pueden almacenar hasta una semana a 4°C. Para períodos más largos, se recomienda el almacenamiento a  -20°C. 

NOTAS PARA LA REACCIÓN DE PCR: 

1) Nunca utilizar micro-pipetas que se hayan utilizado para manejar  productos de PCR resultantes de MLPA  para realizar las reacciones de MLPA!!. Después  de la PCR, los tubos  no se deben abrir en las  proximidades del termociclador.

2) La preparación de la reacción de PCR a temperatura ambiente o en  hielo,  tendrán resultados casi idénticos. 

3) El tiempo de desnaturalización de la reacción de PCR puede ser reducido a 20 segundos en la mayoría de termocicladores.

4) El protocolo de PCR 2 tiene como resultado una ligera disminución en la  amplificación de productos no específicos, en comparación con el protocolo de PCR 1. Cuando se usa el protocolo de PCR 2, el volumen de reacción de PCR se puede reducir para ahorrar en reactivos. 

5) El número de ciclos de PCR a menudo puede ser reducido a 30. Esto tendrá como resultado una pequeña mejoría en la linealidad de la señal relativa de la sonda respecto al número de copias de la sequencia diana. Cuando sólo disponemos de 10-20 ng de DNA humano, se  puede requerir un aumento a 36 en el número de ciclos de PCR. 

6) LA MANCHA (Blob). En muchas reacciones de PCR se presenta un ancho pico inespecífico. El tamaño de este depende de los primers fluorescentes y del aparato utilizado. En nuestro laboratorio utilizamos, Beckman CEQ2000, y ésta presenta un tamaño de 360 bp pero hemos observado en resultados de ABI3100 que la “mancha” se observa claramente en 213 bp. Esta ancha "mancha" también es visible cuando no se produce ningún ciclo de PCR. Quizás sea debida a que el primer fluorescente se una a otra molécula o a micelas del detergente y por lo tanto corra más despacio durante la electroforesis. Si esta mancha resulta un problema en sus reacciones de MLPA, la solución quizás sea aumentar el número de ciclos de PCR a por ejemplo 36, que aumenta la ratio señal-fondo. 

7) Contaminación: MLPA está menos expuesto a problemas de contaminación de PCR que las reacciones ordinarias. En una reacción de PCR ordinaria la contaminación con 10-100 copias de un producto previo de PCR en el que se utilizaron los mismos  primers puede tener como resultado un falso-positivo. En una reacción típica de MLPA, se utilizan 50 ng de DNA humano, conteniendo 17,000 genomas monosomáticos. El número de sondas que se unan, será cercano a esto. Por lo tanto,eEn el comienzo de la reacción de PCR de una reacción de MLPA, habrá unas 15,000 copias de cada uno de los 40 productos diferentes de la ligación. En MRC-HOLLAND los aparatos de PCR están ubicados en el laboratorio de PCR. Existe una regla estricta por la que después de una PCR, los tubos no se deben abrir en este mismo espacio. Hasta ahora en MRC-Holland no se nos han presentado problemas de contaminación. 

8) Los productos de PCR se pueden almacenar a 4°C por lo menos una semana. Cuando los marcadores fluorescentes utilizados son sensibles a la luz, los productos de PCR se deben almacenar en una caja oscura o envueltos en papel de aluminio. 

9) UNA MEZCLA INCOMPLETA DE LAS SOLUCIONES DE ENZIMAS EN GLICEROL (50 % VISCOSO) CON LOS BÚFERES DE DILUCIÓN ES UNA DE LAS MAYORES FUENTES DE ERROR. 

SEPARACIÓN/CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACIÓN EN ELECTROFORESIS: 

La cantidad de reacción de PCR de MLPA requerida para el análisis por electroforesis capilar o por electroforesis en gel de secuenciación depende del aparato y del marcador fluorescente utilizado. 

GELES DE AGAROSA/AGILENT DNA LabChips: (10-12 sondas). Salsa unlabeled PCR primer-dNTP mix.
Utilizar 10-15 ul de la reacción de PCR en geles de agarosa del 2,5 -3 % con bromuro de etidio.

ABI-310 (1 capilar): Salsa 6-FAM PCR primer-dNTP mix
Después de la reacción de PCR, mezclar: 

0,75 µl de la reacción de PCR + 0,75 µl H2O  + 0,5 µl de standard interno-marcadoROX (ROX-500 Genescan, ABI401734) + 12 µl formamida deionizada (ABI nr.4311320). 

Incubar la mezcla durante 2 minutos a 94°C, y enfriar en hielo.

Capilares: 5-47 cm 50 µm. ABI402839. Polímero POP-4 (pero el POP-6 también funcionaría bien). 

Condiciones: Inyección de 5 segundos a 15 kV. Tiempo de ejecución: 30 minutos a 60°C y 15 kV. Filtro C. 
ABI-3100 (16 capilares) y ABI 3100 Avant (4 capilares): SALSA 6-FAM PCR primer-dNTP mix 

Después de la reacción de PCR, mezclar: 

1 µl de la reacción de PCR + 0,5 µl de standard interno de tamaño-marcadoROX (ROX-500 Genescan, ABI401734) + 8.5 µl formamida deionizada (ABI nr.4311320). 

Capilares: 36 cm. Polímero: POP-4 o POP-6. Temperatura ejecución 60°C. Cap fill volumen: 184 pasos. Voltaje Pre-ejecución: 15 kV. Tiempo Pre-ejecución: 180 sec. Voltaje de inyección: 3,0 kV. Tiempo de inyección: 10-30 sec. Voltaje ejecución: 15 kV. Delay time: 1 sec. Tiempo ejecución: 1500 sec. 

ABI-3700 (96 capilares): SALSA 6-FAM PCR primer-dNTP mix 

Después de la reacción de PCR, mezclar: 

2 µl de la reacción de PCR + 0,2 µl de standard interno de tamaño-marcadoROX (ROX-500 Genescan, ABI401734) + 10 µl formamida deionizada (ABI nr.4311320). 

Capilares: 3700 serie capilares, 50 cm (ABI 4305787), polímero POP-4 o POP-6 (ABI 4306733). 

Condiciones: 2,5 µl volumen de muestra, 10 segundos de tiempo de inyección a 10 kV. Voltaje ejecución 7.5 kV. Tiempo ejecución 4500 sec. Temperatura de la cubeta 48°C. Temperatura  ejecución 50°C. Filterset D. 

ABI-377 (slab gel): SALSA 6-FAM PCR primer-dNTP mix 

Después de la reacción de PCR, mezclar: 

3 µl de la reacción de PCR + 0,5 µl de standard interno de tamaño-marcadoTAMRA (TAMRA-500) + 0.6 µl Dextran-blue + 1,9 µl formamida deionizada (ABI nr.4311320). 

El gel utilizado se realiza con "Long Ranger Singel Pack" tipo 377-36 cm WTR (compañía BMA, cat. nr. 50691). Condiciones para dos geles: Volumen 50 ml, 6 M Urea, Long Ranger  5%, 1X TBE, 0,05% APS, 0,7% TEMED. 

Condiciones de ejecución: gel 36 cm; peine de 64 pocillos de diente de tiburón, 3000 Voltios; 60 mA; 200 Vatios; 51°C.; Laser Power 40 mW. Tiempo ejecución 3 hr. 

La señal del marcador TAMRA está extinguida por el marcador FAM (quencher). Así, el marcador de tamaño es difícil de observar y por lo tanto, debería quizás ser cargado en un carril separado. Quizás, ROX sea una mejor elección.

LICOR IR2: SALSA IR800 PCR  primer-dNTP mix. 

Después de la reacción de PCR, mezclar: 

1 µl de la reacción de PCR + 1 µl Formamida deionizada + 2 µl loadingmix (LICOR cresol-red).  

Incubar la mezcla durante 2 minutos a 65°C y cargar 0,8 µl en un gel de 25 cm de largo; 0,25 mm de ancho; 48 pozos; gel de secuenciación 6% desnaturalizado. 

Comentario: Los geles LICOR dan un perfecto scanner del gel completo. Los resultados se obtienen como archivo TIFF y pueden ser exportados fácilmente para el análisis por programas de software. Nosotros no hemos utilizado ningún programa de software para la cuantificación de las bandas obtenidas en archivo TIFF. 

Beckman CEQ-2000: SALSA D4 PCR  primer-dNTP. 

Después de la reacción de PCR, mezclar: 

0,7 µl de la reacción de PCR + 0,5 µl de marcador de peso molecular 60-600 Beckman-marcado D1 + 40 µl formamida deionizada (ABI nr. 4311320) o la solución Beckman de carga de muestra, pero ésta, es más costosa. 

Condiciones: Temperatura capilares: 50°C. Desnaturalización: 90°C durante 90 sec. Tiempo de inyección: 2,0 KV durante 60 segundos. Tiempo de ejecución: 60 minutos a 4,8 KV. 

Condiciones del análisis: Incluir los picos >3%; estándar de tamaño-600 (Beckman nr. 608095); umbral de pendiente 1. 

Comentarios: La mayoría de nuestros resultados se han obtenido con nuestro aparato Beckman CEQ2000, que es mucho más barato que el ABI 3100. 
Comparado con todos los aparatos de ABI, es remarcable el hecho que usted puede mover el aparato Beckman a cualquier otra ubicación y comenzar la ejecución inmediatamente. Tampoco se tienen que realizar los necesarios ajustes de los espejos por especialistas de ABI. La comodidad de su uso es excelente. Las imágenes obtenidas son muy buenas. Sin embargo el software de análisis de los fragmentos todavía no es suficiente bueno. Algunas veces el software reconoce una anomalía en un pico de producto de amplificación de MLPA, como un pico separado, y divide las áreas de los picos entre los dos. No existe una manera simple de combinar los picos de las áreas del pico principal y la anomalía antes de exportar los datos a un archivo Excel. 

ALF-EXPRESS (Amersham-Pharmacia): SALSA CY5.0 PCR primer-dNTP mix. 

Después de la reacción de PCR, mezclar: 

2 µl de la reacción de PCR + 4,4 µl agua + 6,5 µl loadingmix (0,5 mg/ml dextran-blue en formamida/dextran-blue). 

Incubar esta mezcla durante 2 minutos a 80°C y cargar 8 µL en un gel de secuenciación 6% desnaturalizado. 

Comentario: La sensibilidad de ALF-Express es muy buena. Las imágenes obtenidas son también buenas. Sin embargo las posiciones fijas de los 40 detectores tienen como efecto que los resultados no son muy seguros, ya que muy a menudo los carriles no pasan perfectamente por los detectores. Pocos geles son 100 % perfectos. En algunos casos la señal obtenida puede estár debida a la reacción de MLPA cargada en el carril vecino. Recomendamos comparar el área de los picos de los productos de MLPA con el área de los picos de los productos de MLPA vecinos en vez de normalizar las áreas de los  picos por el área de todos los picos de MLPA. 

Megabace (Amersham-Pharmacia): Salsa 6-FAM PCR primer-dNTP mix
Después de la reacción de PCR, mezclar: 

0,6-1,0 µl de la reacción de PCR + 0,25 µL ET 550R (sizer) + 7 µl 0,1% Tween-20. 

Desnaturalizar 2 minutos a 95°C y 1.5-2 minutos de carga a 3 kV. Correr 90 minutos a 10 kV. 

Visible Genetics: SALSA CY5.0 PCR primer-dNTP mix.

SECUENCIA DE LOS PCR-PRIMERS (5'-3'): 

SALSA PCR Forward primer (marcado): *GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 

SALSA PCR Reverse primer (sin marcar): GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA

Los MLPA Kits son vendidos por MRC-HOLLAND sólo para propósitos de investigación y para demostrar las posibilidades de la técnica de MLPA. Nuestros Kits no están certificados por  FDA/CE para el uso en diagnóstico. 

REMARCAR: La polimerasa y los primers de PCR están  incluidos en los Kits de MLPA. Sin embargo, ninguna otra licencia para una patente a parte de nuestra patente para la técnica MLPA es transmitida por MRC-HOLLAND  al comprador de un MLPA Kit. 

Este producto está optimizado para su uso en la Reacción en cadena de Polimerasa (PCR), cubrida por patentes poseídas por Hoffman-La Roche S.A. y F.Hoffman-La Roche S.A. Ninguna licencia bajo estas patentes se transmite expresamente o por la implicación por la compra de este producto al comprador. La licencia para utilizar el proceso de PCR está disponible en Perkin-Elmer Corporation, 850 Lincoln Center Drive, Foster City, California 94404 U.S.A. Las aplicaciones patentadas en la producción y el uso de polimerasas termoestables, tales como la SALSA polimerasa, se ha invalidado en muchos países. Si el uso de las polimeras estables al calor está todavía protegido por patentes en su país, la SALSA polimerasa se puede eliminar como desecho no peligroso. El reemplazo por una preparación con licencia de Taq polimerasa (5 unidades/µl) generalmente le proporcionará unos resultados aceptables de MLPA. 

ANÁLISIS DE DATOS: 

El análisis de un número limitado de muestras puede ser efectuado fácilmente por examen visual del perfil de picos obtenidos con la electroforesis capilar. Para que en la pantalla aparezcan en dos colores sobrepuestos, la reacción de la muestra y el control, se puede utilizar el software genotyper, cambiando por ejemplo los valores de la longitud de los marcadores de tamaño por 2 nt para la muestra control, para observar bien las dos imágenes. Para el análisis de un número muy grande de muestras, exportar el área de los picos a archivos de Excel si es necesario. 

En nuestra página web www.mrc-holland.com se puede encontrar un archivo describiendo el análisis de los resultados usando el software Genotyper y Excel (hecho disponible amablemente por Petra Nederlof del Instituto del Cancer de los Países Bajos). Se debe tener cuidado con que la plantilla que utilice para reconocer los picos de las sondas sea perfecta. ¡Las pautas equivocadas tendrán como resultado que algunas localizaciones de las sondas dianas parecerá que están delecionadas homocigóticamente! 

En MRC-HOLLAND exportamos las áreas y los tamaños de los picos obtenidos a un archivo Excel. Los productos no específicos de la amplificación, los picos debidos a dímeros de los primers y los picos generados por la MLPA control mix se pueden eliminar generalmente debido a la baja área del pico y/o longitudes pequeñas. Cuándo sólo se dejan las áreas de los picos de los productos esperados de MLPA, todas las áreas de los diferentes picos son normalizadas dividiendo el área de cada pico por el área combinada de todos los picos presentes en ese carril. Estas áreas normalizadas de los diferentes picos son comparadas con los resultados medios obtenidos en todas las muestras. 

Primero, las áreas normalizadas de los picos son divididas por el promedio normalizado del área de los diferentes picos de esa sonda particular en las diferentes muestras. Todos los resultados que difieran más del 20 %, son destacados. Los datos de las muestras que dan muchas aberraciones son inspeccionados. Los picos muy bajos de los productos de MLPA, así como del estándar de tamaño pueden indicar un fallo en la inyección capilar. La presencia de picos bajos de productos de MLPA pero un alto pico de primer residual, puede indicar el fallo de la reacción de PCR. Si se presentan altos picos del control de MLPA (64, 70, 76, 82 bp) pero picos bajos del producto de MLPA indica que el DNA de la muestra es insuficiente o bien, el fracaso de la reacción de la ligación. 

Se desechan los resultados de las muestras con resultados aberrantes. Otra vez, para cada muestra, las áreas de pico normalizadas son divididas por el promedio normalizado de área de los picos de cada producto de la amplificación de cada sonda en todas las muestras. Estos resultados se representan utilizando gráficas de Excel. 

La deleción de una copia de la secuencia diana de una sonda, generalmente se hará aparente por una reducción en el área relativa del pico asociado al producto amplificado de esta sonda en un 35-55 %. Una ganancia en el número de copias de la secuencia diana de dos a tres copias/genoma diploide será generalmente aparente por un aumento en el área relativa del pico asociado a esta sonda entre 30 y 55 %. La desviación standard de las áreas de los picos debe estar por debajo del 10 %. 

Los métodos de análisis pueden diferir según las diferentes aplicaciones. Nuestro Kit  MSH2/MLH1 P003 para detectar deleción de exones contiene 19 sondas (de las 42) para el gen MLH1. Está diseñado para discernir las muestras que contienen una deleción de uno o más exones, que serán generalmente aparentes por la reducción de la señal relativa de una o varias sondas de un 40-55%. En muestras en las que una copia completa  del gen MLH1 está delecionada, las señales relativas de las sondas de los exones de MLH1, se ven reducidas por lo menos de un 40 %. En este caso, las señales de las sondas de MLH1 deben ser comparadas con las señales de todas las sondas no MLH1. Semejantemente, las señales de las tres sondas ERBB2 (her2-neu) en nuestro ensayo de amplificación de ERBB2 deben ser comparadas con las señales de las pruebas no ERBB2. 

Más información acerca de MLPA está disponible en www.MRC-Holland.com
Cualquier comentario y sugerencia sobre nuestros protocolos serán sumamente apreciados. Contáctenos en: schouten@mrc-holland.com. 

RESOLUCIÓN  DE POSIBLES FALLOS: 

A  No aparecen bandas visibles. 

1. ¿La pauta molecular del marcador de peso está bien? Si no es así, chequear los capilares y las condiciones de electroforesis. 

2. ¿Está presente el pico del primer de PCR, y fuera de escala? Si no es así, chequear si está utilizando el marcador fluorescente correcto. Generalmente se utiliza el marcador FAM para el aparato ABI, D4 para Beckman CEQ y IR800 para LICOR. 

3. ¿Son visibles los cuatros fragmentos control? Cada SALSA probe mix generará 4 fragmentos de 64, 70, 76 y 82 bp aunque la ligación se omita. Estas bandas serán pequeñas cuándo se utilicen para MLPA más de 50 ng de DNA humano. Si estas bandas son más fuertes que los productos de la amplificación de MLPA, o la reacción de ligación ha fallado o la cantidad de DNA de la muestra era mucho más baja que la mínima cantidad recomendada de 20 ng. En cualquier caso, los resultados así obtenidos no son seguros. Una quinta banda de 94 bp es generada por la mix control, que es dependiente de la ligación. Este es el  producto de la amplificación de una sonda sintética de MLPA específica para el gen humano IL1B. Esta banda debe tener un área de pico similar a la la mayor parte de los productos esperados de amplificación de MLPA. 

El pico del primer está bien, pero no observamos los fragmentos control ni ningún producto de la amplificación de las sondas: La reacción de PCR falló. Recomendamos repetir la reacción de PCR usando las mismas reacciones obtenidas de la ligación, utilizando, por ejemplo, un termociclador diferente. Reducir todos los volúmenes al 50% para ahorrar reactivos. 

El pico del primer está bien, los fragmentos control son claramente visibles, pero no se observa ningún producto de la amplificación de las sondas: No había DNA  presente en la muestra, o la reacción de ligación fallo. Los reactivos de MLPA son bastante estables. Después del almacenamiento de un MLPA Kit completo, incluyendo, sondas, ligasa y polimerasa, durante 12 semanas a temperatura ambiente, se obtuvieron resultados satisfactorios. Sin embargo, el cofactor NAD de Ligasa, presente en el Ligase búfer A quizás puede ser inactivado después de más de 15 ciclos de congelación-descongelación desde congeladores a -25/-30oC. 
B  Bandas visibles pero con señal débil. 

Los tubos de la reacción de PCR se pueden colocar de nuevo en el termociclador durante otros 4 ciclos, o quizás ayude realizar una  nueva  PCR utilizando las mismas reacciones resultantes de la ligación pero con 36-40 ciclos. Reducir  todos los volúmenes al 50% para ahorrar reactivos. Aumentar el número de ciclos de PCR a 40, no influirá en los resultados! 
C La intensidad de la señal es buena, pero se observan grandes diferencias entre las áreas relativas de los picos entre las diferentes muestras. 

Esto quizás sea debido a la presencia de impurezas en las preparaciones del DNA. El uso de cantidades más bajas de la muestra a menudo resuelve este problema. Se debe utilizar el Protocolo de PCR 2. Otra posibilidad es la sobrecarga de los capilares que tiene como resultado la saturación del dispositivo de detección de florescencia. Los picos anchos, especialmente de los fragmentos más largos, pueden ser causados por la desnaturalización incompleta durante la electrophoresis. 

D Picos extras. 

La desnaturalización incompleta durante la  electroforesis puede tener como resultado la aparición de picos extra así como picos anchos especialmente de los fragmentos más largos. Un aumento en la temperatura de ejecución quizás resuelva este problema. En algún aparato tal como ABI3700, la sobrecarga de capilares puede tener como resultado la aparición de señales extras en capilares vecinos. 

E  Área de pico baja de las pruebas más largas. 

Este problema puede tener muchas causas. Si se centrifuga una mezcla del MLPA buffer y la probemix, las sondas más grandes quizás precipiten, incluso después de tan sólo 1-2 segundos de centrifugación. Mezclar por lo tanto por repetido pipeteo. Las impurezas presentes en las muestras de DNA pueden afectar particularmente las sondas largas  y las sondas que ya de por si, presentan un área de pico más baja que la media. Finalmente el proceso electrocinético de inyección de la electroforesis capilar selecciona en la inyección los fragmentos más pequeños. Este hecho parece ser más pronunciado en secuenciadores de ABI en comparación con el Beckman CEQ. 

MLPA Kits actualmente disponibles: 

P001: Mix para el descubrimiento de aneuploidia de los cromosomas 13, 18, 21, X y Y. 

P019 & P020: Dos Kits que contienen una sonda para cada región subtelomérica humana y una sonda en medio de cada cromosoma. En total suma 24 X 3 = 72 sondas. 

P002: Mix con sondas para todos los exones del gen BRCA1. 

P003: Mix con sondas para todo el gen MLH1 y algunes exones del gen MSH2. 

P004 & P012: Mix para localizar amplificaciones en tumores del gen ERBB2 (Her2-neu). 

P005, P006, P007: 3 Kits con 40 sondas cada uno para la caracterización del DNA de la célula tumoral. Las sondas disciernen principalmente oncogenes y genes supresores de tumor. 

P014: Mix con 30 sondas que cubren el cromosoma 8, así como 10 sondas control en otros cromosomas. Éstas incluyen 2 sondas para MYC y 2 sondas para PRL-3 (PTP4A3). PRL-3 parece estar amplificado en muchas metástasis de cáncer de colon (Science 294: 1343-1346, 2001). 

P021: Mix para SMA (Atrofia Muscular Espinal). Detecta el número de copias de SMN1 y SMN2 + la región de alrededor. 

P018: Un Kit para la detección de deleciones de exones del gen SHOX + otras sondas en la región PAR. 
P016: Mix que contiene una o dos sondas para cada exon del gen VHL. 

P015: Mix que contiene una sonda para cada exon del gen MECP2 (síndrome de RETT). 

P023: Mix con sondas para discernir genes en el área de DiGeorge en el Chr. 22 + sondas en otras regiones donde su deleción tiene como resultado un síndrome semejante al de Digeorge (Digeorge-Like). 

P029: Síndrome de William. 

P026: Síndrome de SOTOS. Las deleciones del gen NSD1 (o parte del) son una causa frecuente de síndrome de SOTOS (Nature Genet. 30: 365-366, 2002). 

P022: Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, causada por la duplicación del gen PLP1. 

P024: Mix con sondas que cubren el área CDKN2A/2B + MTAP en 9p21. 

P025: Enfermedad de Canavan: Mix con sondas para todos los exones del gen ASPA. 

P031/P032: Mix que contiene sondas para los 43 exones del gen FANCA (Anemia de Fanconi A)

P033: Mix que contiene sondas para el gen HNPP relacionado con la enfermedad de Charcot Marie Tooth (CMT1). 

P043: Contiene una sonda para cada exon del gen APC. 

P034/P035: Mix que contiene sondas para los 79 exones del gen DMD, implicado en la distrofia muscular de Duchenne y de Becker.

P009, P010 & P011: Tres Kits que contienen sondas específicas de mRNA: Citoquinas; reguladores de apoptosis y una combinación de sondas para la clasificación de linfomas. 

Los siguientes Kits están en preparación: 

P028: Prader-Willi/síndrome de Angelman. 

P030: Síndrome de Smith-Magenis. 

P036: Mix con una sonda para cada región subtelomérica. 

P037: Síndrome de Miller-Dieker.

P040-P041: Mix con sondas para detectar metilación de promotores de genes supresores de tumor. 

P042: Clasificación de leucemia crónica limfocítica por análisis de DNA. 

P044: Mix que contiene una sonda para cada exon del gen NF2. 

P045: Mix que contiene una sonda para cada exon del gen BRCA2. 

P046: Mix que contiene sondas para los genes TSC2 y TSC1 (Esclerosis Tuberosa). 

P047: Mix que contiene sondas para el gen RB1. 
Para más información, observaciones o sugerencias para el diseño de nuevos Kits de sondas: schouten@mrc-holland.com. Más información sobre la técnica MLPA está disponible en www.mrc-holland.com. Los MLPA Kits pueden ser pedidos por fax: 

+31-20-6891149. 

Por favor, especifique el Kit que desea, el marcador fluorescente (generalmente FAM) y para los pedidos de países de C.E., el número V.A.T. de su institución. 
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