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Biologia Molecular

Estudio de Ilos procesos que se
desarrollan en los seres vivos desde un
punto de vista molecular



Objetivo de la Biologia Molecular

Conocer:

Como se regulan los genes
(como actuan en condiciones normales)

Como funcionan las proteinas resultantes
(afectacion del organismo en funcion de la alteracion)

Como se alteran en situaciones patologicas
especificas

(tratamiento mas adecuado)



Objetivo de la Biologia Molecular

Para realizar:

Diagnéstico adecuado
Tratamiento adecuado

Realizar el seguimiento del paciente



Utilidad de la biologia molecular en cancer

Diagnadstico | Predictivo | Monitorizacion

Leucemias/ Si Si Si
linfomas
Tumores
solidos NoO Si NoO

esporadicos

Cancer Si NoO No
Hereditario




Utilidad de la biologia molecular en
anatomia patoldgica

Deteccidn de genes andmalos- genes de fusion
Deteccion de clonalidad

Deteccidon de deleciones/inserciones

Deteccidon de mutaciones puntuales

Monitorizacion de la enfermedad residual
minima

Estudio de la presencia de virus/bacterias



¢, Con gué muestras trabajamos?

* Muestras en fresco
— Biopsias
— Citologias
— Sangre periférica
— Médula Osea
— Liquidos
* Muestras en parafina
— Biopsias
— Blogues celulares (citologias)
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Muestra
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Obtencidon de los Acidos Nucleicos

1. Se provoca laruptura de la pared celular para que el
ADN quede libre en la mezcla

2. Separacion del ADN del resto
de componentes mediante
centrifugacion




Precipitacion de los Acidos
Nucleicos

3. Precipitacion de los acidos nucleicos para formar un
pellet que resuspenderemos en un tampon adecuado
y a una concentracion optima

7

>
W
g N
% [
o)
0
N T

/
/

> |

U]

&

N




Valoracion calidad/pureza

El Espectrofotometro mide la absorbancia de laluz a traves
de la muestra a una longitud de onda determinada

A
1
< —>
2 A
e

RATIO:

AbS Restos de proteinas

Concentracion (ng) y alcoholes

de acidos nucleicos



Un repaso a la molecula de ADN

COMPOSICION DEL ADN
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Grupo fosfato

eCEC



Un repaso a la molecula de ADN

A A Adenina
T Timina
. Citosina

(3 Guanina

Representacion
grafica del

ADN




Hydrogen bond
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The Central Dogima

IPNNNNNNNNNY

DNA
Transcription:
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Codon

SECOND LETTER

22 posicion R
del codon g U C A G
vuu ucu UAU ucu’u
UUA}e UCG UAA W |UGA W|A del codén
UUG UCA uaGc @|ucc-@)|c
cCuu ccu CAU CGU ul_
o cuc CCC CAC CGC cl|3
E':‘ C CUA}@ CCA}Q CAA}. ccA}.A =
G| fcue’ Jcca! Jcac/™lcge’ |60
Nucledtido que ocupa . b AUU ACU AAU AGU U g
la primera posicion del codén | 5 AUC}@ it ® NAS T IAS LIS | B
o AUA ACA AAA}mAcA A|=
Auc-®|acc AAGISTIAGG G
GUA GCC GAC GG N |
G cuc}e GCA‘GAA}O cc@i
GUG GC GAG GGG G

GENETIC CODE TABLE



Proteina
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¢, Qué tecnicas utilizamos?

Southern Blot

PCR

RT-PCR

PCR en tiempo real
Secuenciacion Sanger




PCR:
Reaccion en cadena de la polimerasa

Inventada por Kary Mullis en 1983

* Primera publicacion aparece en1985
* Premio Nobel de Quimica en 1993




La reaccion en cadena de la polimerasa

« Amplificacion de secuencias especificas de DNA

« Diseno de dos oligonucledétidos “primers”
complementarios a los extremos del fragmento

a amplificar y que actuan como cebadores de la
reaccion
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¢, Qué necesitamos para la PCR?

1. DNA MOLDE. Segmento de DNA de doble cadena que
contiene la secuencia diana que queremos amplificar

5 Gene 3
2. PRIMERS. Pequeriios fragmentos de ATG TAA
DNA de cadena simple. [ ATT]
Complementarios a los extremos S 3" Primer
flanqueantes del DNA molde. e 1
Marcaran el punto de partiday — =

delimitaran la zona de DNA a amplificar

3 Template 3



¢, Qué necesitamos para la PCR?

3. dNTPs. Nucledtidos.
Sustrato que usara la Polimerasa cuando
produzca el nuevo DNA

W 4. DNA POLIMERASA TERMOESTABLE. (Taq Polimerasa)
B Enzima que produce las copias de DNA

5. Tampon y MqCI2




The outflow channel this small
spring has mats of orange-
coloured cyanobacteria where
it has cooled below 73C.

However, in the whitish areas
at higher temperature, long
stringy masses of Thermus
aquaticus can be seen.

Thermus aquaticus

Taq polymerase - thermostable






Desnaturalizacion

La muestra se lleva a una temperatura de 94-

96 C para que serompan los puentes de
hidrégeno y las dos cadenas del ADN molde se

separen
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Hibridacion

Los primers o cebadores que hemos anadido en la
muestra actuan a una temperatura de entre 50y 70°C
para unirse uno por cada extremo a las cadenas de
DNA molde de manera complementaria. De esta manera
delimitaran la zona a amplificar
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Extension

La DNA polimerasa trabaja a 72°C
Realiza la extensidon de las cadenas de ADN por
complementariedad de bases entre los dNTPs vy la

cadena molde

|TT]‘|‘|'|‘[’IT|_|_|_|TT|T| RN RN R AR LA N I nn ee vt REEL AR LR RN AR AR AR ARR RN
| “"’\‘"“ | - | 3.___-EJH|_| A LEELL l.|_|.L_LLL|._U-J—“-|-|-:'

| .

f'ﬂmﬂ‘rrrﬂﬂﬁ“rr == - - ~




PCR. Denaturation 94°C
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En 32 ciclos, al 100% de eficiencia, se crean

1.07 billones de copias del ADN de interes




Reaccion de la PCR

—— GEN PROBLEMA CiCIO_4
g
_ ST o=
N T —
Aclol Ciclo2 \c.ﬁ(; e » 30-40 ciclos

—_—
NA T =
_<_\E\E

= 7 236= 68 billones copias

22= 23=
4 copias 8 copias 16 copias 32 copias



Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

« Conseqguir un gran numero de copias de moleculas
de un pequeno fragmento de ADN

* Diversos ciclos de desnaturalizacion y sintesis de
ADN.

 Disponer de cantidad suficiente y utilizarlo
posteriormente



Electroforesis en gel de agarosa
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Visualizacion del producto de PCR

Electroforesis en gel de
agarosa
Tincion con BrEt u otros

BCR/ABL
ABL




Deteccidon del Herpes Virus Humano 8
(HHV-8)

Latency Transcriptional Unit
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Deteccidon del Herpes Virus Humano 8
(HHV-8)

La positividad en cualquiera de los segmentos
analizados Iindica presencia de organismo en la
muestra

ORFK72 ORFKO9-3 ORF26

C+ C- Caso—Caso+ C+ C- Caso—Caso+ C+ C- Caso—Caso +




PCR enTiempo Real

Es una variante de la PCR que permite cuantificar el
producto de la amplificacion.

Anadimos un fluorocromo que emitira una fluorescencia con
cada copia del ADN. Esto nos indicara si el gen esta presente
0 no en la muestra, y de ser positivo, Si Se encuentra en mayor
0 menor cantidad

Ratio BCR-ABL/GUS (%)

ooooooooo




PCR Cuantitativa en Tiempo Real

La deteccidon de la amplificacion se basa en la
presencia de fluorescencia

SYBR Green®
HRM DYE®




PCR Cuantitativa en Tiempo Real

Sondas Tagman:

Reporter Quencher




PCR Cuantitativa en Tiempo Real

1-Polimerizacion
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PCR Cuantitativa en Tiempo Real

3-Hidrdlisis de la sonda
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Cycle threshold (Ct) o cross-point
(Cp) : principio de cuantificacion
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PCR Cuantitativa en Tiempo Real

Real-Time Amplification Plots
(GAPDH)

R, vs Cycles

AR

Deteccion

."':_: .-ff .

fluorescencia Vi A
(Ac. Nucl)=Cycle threshold Ct #= )

Cuantificacion

Ciclos



PCR Cuantitativa en Tiempo Real

Sonda M.Tuberculosis Sonda Beta actina
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Mutacion

Alteracion de la secuencia del ADN original. Esto provoca
cambios en la informacion genética del individuo.

uiLLLEEEELECELEES

Comple- I
mentary EH @'”“!.'l

| umnan

= W,.. Glutamnc
Tmeonine :,.: Y S Glutamlc B ysne »
o ) e acid
Normal red blood cell

Mutated .’:L

DNA g’i
Comple- sesizt
menhry s

copy 5

7 Valme N Glutamic '
acid

Figure 13 The simple change of one buse leuds tu the
dsease cufled sickle cell anemia.



Secuencilacion directa

*Técnica “gold standard” para detectar
mutaciones

*Es |atécnica mas informativa
Sensibilidad 15-20%
Coste elevado

el aborioso



Reactivos de una reaccion de secuenciacion con
terminadores marcados

/~» Fragmento de ADN problema (producto de
PCR)

Cebador “primer” de secuenciacion
Fw o Rv

« dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
<  ddNTPs (terminadors) (ddA, ddT, ddC, ddG)
» Tag polimerasa (Thermus aquaticus)
« Tampon (10x)
MgCI2 (cofactor)
\ « H20




Estructura de un dideoxinucleotido (ddNTP)

* Nucledtido sin grupo hidroxilo en el extremo 3

« Cuando se afaden al fragmento de ADN que se esta
copiando no permiten la incorporacion del siguiente
nucleodtido en la cadena

Normal
nucleotides: ™, ;o; I-
a
™y ;o: r_
a
Dideoxy Chain VRN
Terminators: w




Producto Amplificado en PCR convencional: ACCGTACT

_mo

AlC]@

AcC[Cl@
AcdcO
ACCGT®
ACCGTA]D
ACCGTA[C]®
ACCGTACT®

ANILLAMIENTO EXTENSION PRODUCTOS

ddT

s ACCGTACT

clcld,
ddG LT CCTC TG LCLCILC
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ddT ®
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detector  sistema de analisis

Cromatograma

bandas fluorescentes




Secuenciador capilar
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A: adenina ; T: timidina ; G: guanina ; C: citosina
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Deteccidon de mutaciones en KRAS

recTlecTleecleTa

GIleAsp

z

Gly12Asp

AGCTENT[FGCGTAG
G>A ‘l' !
GGC-> GAC

Gly(G)2>Asp(D)

Glyl2Val

G>A
GGT =2 GAT
Gly(G)2>Asp(D)

G>T
GGT > GTT
Gly(G)>Val(V)



Overall survival according to KRAS mutation
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Cancer Research 2006:; 66:3992-95



Deteccion de mutaciones en KRAS por
PCR en tiempo real

-Sondas Tagman alelo-especificas

Alelo wild type

CTCATCCACCGAC
AAATTATGGAGTAGGTGGCTGTGGAGACGAGAG

Alelo Mutado q Q

CTCATCCACTGAC
KRAS

AAATTATGGAGTAGGTGACTGTGGAGACGAGAG



Deteccion de mutaciones en KRAS

Fluorescence (465-510)

24061
2201
008
18081
)
14051 ‘
12 D&1§
100;1%

20814

Amplification Curves

Control mix

\

Mix 8: Gly13Asp

o)

GGC —GAC

Gly13Asp

CGEALGCTGEGTGGO GTA




Resumen

PCR: técnica fundamental en el diagndstico
molecular

Amplifica segmentos concretos de ADN
Permite analizar alteraciones del ADN
Secuenciacion: detectar mutaciones

PCR en tiempo real:
— Cuantificar
— Mayor sensibilidad que secuenciacion

Proporciona informacion diagnostica y predictiva
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