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El principal objetivo de este capitulo es entender los fundamentos de la reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR). Veremos sus etapas (desnaturalizacion, anillamiento y extension
del cebador), sus variantes y sus aplicaciones, entre otras, en patologia forense.

Finalmente, conoceremos los principios de la electroforesis, sus tipos y como se aplica en
estudios de PCR. Las técnicas de PCR han sido la principal revolucion en biologia molecular

en los Ultimos anos.

descubrimiento de
la técnica de PCR
Supuso uno de los

mayores avances de

la historia en biologia.

RECUERDA QUE

El descubrimiento de
la reaccion en cadena
de la polimerasa le
valio al Dr. Kary Banks
Mullis el Premio Nobel
de Quimica en 1993.

|. TECNICAS DE PCR Y VARIANTES

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase
chain reaction) es un método para hacer un gran numero de copias de
un segmento de ADN especifico. La PCR multiplica («<amplifica») expo-
nencialmente una secuencia especifica de ADN. Representa uno de los
avances mas importantes de la historia de la biotecnologia. En 1986,
el Dr. Kary Banks Mullis (Figura 1) describié la PCR al realizar in vitro el
procedimiento que la célula emplea in vivo para replicar su ADN.

Con la PCR, pequenas cantidades de material genético pueden ser
amplificadas millones de veces en pocas horas permitiendo la detec-
cion réapida y fiable de los marcadores genéticos de enfermedades
infecciosas, cancer y alteraciones genéticas.

Figura 1. Dr. Kary Banks Mullis.
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Figura 1. Ciclo celular.

) Fase M. Tiene lugar la mitosis y la citocinesis. La mitosis es el proce-
so de divisién celular por el cual una célula soméatica se divide en dos
células idénticas con misma dotacion de cromosomas, de tal forma
que el numero de cromosomas por nucleo permanece inalterable.
Es un proceso continuo que suele durar 1 o 2 horas. Se separa en
cinco fases: profase, prometafase, metafases, anafase y telofase.

Durante la profase los cromosomas se condensan y se empiezan
a formar los microtubulos del huso mitético.

En la prometafase la membrana nuclear se desintegra y los cro-
mosomas se dispersan en el interior de la célula.

Durante la metafase los cromosomas estan anclados al huso mi-
totico y alcanzan su mayor grado de condensacion, siendo por ello
mas faciles de observar al microscopio éptico. Cada cromosoma
tiene dos cromatidas que todavia no se han separado.

En la anafase las dos crométidas hijas de cada cromosoma se
separan hacia los polos opuestos de la célula.

Durante la telofase las cromatidas son ahora cromosomas sen-
cillos y estan separadas totalmente. Se separa también el cito-
plasma, proceso llamado citocinesis. Ya se han formado las dos
células hijas idénticas.

La mitosis (Figura 2) es el proceso de division celular por el cual una
célula somatica se divide en dos células idénticas con la misma dota-

cion de cromosomas, de tal forma que el nUmero de cromosomas por
nucleo permanece inalterable.

RECUERDA QUE

Huso mitotico es una
estructura formada
por microtubulos

que se une a los
centromeros de los
cromosomas durante
la division celular.
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Inhibidores de PCR TABLA 1

Dodecilsulfato sédico

> 0,005 %

Fenol

> 0,2 %

Etanol

>1%

Isopropanol

>1%

Acetato de sodio

>5mM

Cloruro de sodio

>25 mM

EDTA

>0,5mM

Hemoglobina

> 1 GM/ml

Heparina

> 0,15 Ul/ml

Urea

>20 mM

Etanol

Wolf

Isopropanol

Wolf

6. EXTRACCION DE ARN
6.l. PRECAUCIONES GENERALES

Es preciso recordar la abundancia en el ambiente de las RNAsas (enzi-
mas que rompen ARN) pueden ser introducidas accidentalmente du-
rante cualquier paso del proceso, por lo cual deben tenerse en cuenta
los siguientes aspectos cuando se trabaja con ARN:
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RECUERDA QUE

La ADN polimerasa
Taq fue aislada del
Thermus aquaticus,
microorganismo que
era capaz de crecer a
temperaturas elevadas
(79-85 °C) en el agua
de un géiser.

Las tres fases
de la PCR son
desnaturalizacion,
anillamiento y
extension.

Cada uno de los ciclos consta de las tres etapas siguientes (Figura 2):

) Desnaturalizacion del ADN bicatenario: se calienta la muestra a
93-95 °C, durante unos 30 segundos; de esta manera se separa la
doble hélice en dos cadenas sencillas.

} Anillamiento (annealing): union especifica de los cebadores a las
cadenas sencillas mediante complementariedad de bases. A una
temperatura que varia entre 50 y 70 °C, cada uno de los primers se
une a una cadena diferente delimitando la secuencia diana que se
pretende amplificar. Para cada pareja de cebadores hay que elegir
la temperatura de anillamiento éptima dependiendo de su composi-
cion de nucledtidos.

} Elongacion o sintesis de ADN: incorporar nucleétidos a los primers
haciendo una copia completa y exacta de la cadena molde. La sin-
tesis in vitro de ADN esta habitualmente catalizada por la enzima
llamada «Taqg polimerasa» aunque se ha descrito una gran variedad
de polimerasas termorresistentes como ya se comentd con anterio-
ridad. Se realiza subiendo la temperatura a 70-75 °C.

1. Desnaturalizacion M

2. Anillamiento . s

3. Extension ¢\’r% 1+ 7y

Figura 2. Etapas de la PCR.

El termociclador es un equipo de laboratorio que permite llevar a cabo,
de forma automatica y reproducible, la sucesion de ciclos de tempera-
tura (en cada ciclo, se repiten sucesivamente las tres fases) necesarios
para realizar una PCR (Figura 3).
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) Mutaciones de K-RAS y N-RAS en cancer de colon.

) GIST muestran mutaciones de c-kit.

BIOMARCADOR CANCER FARMACO (gjemplos)
Trastuzumab
Mama -
HER2 (FISH/IHQ) , Lapatinib
Estomago
Trastuzumab
L . . https.//faculty.sharepoint.illinoisstate.
KITy PDGFRA (mUtaCIOn) GIST Imatinib edu/jfriese/CHE-344/SiteAssets/pages/

default/DNA % 20Forensics % 200RNL.pdf

. Panitumumab
KRAS y NRAS (mutacion) Colo-rectal .
Cetuximab
Gefitinib
EGFR (mutacion) Pulmon (adenocarcinoma) .
Erlotinib
ALK (FISH/IHQ) Pulmon (adenocarcinoma) | Crizotinib

BRAF (mutacion/IHQ) Melanoma Vemurafenib

L4.3. Aplicaciones forenses basadas en PCR

http.//www.sebbm.es/ES/divulgacion-

. . - Y . ciencia-para-todos_ 10/adn-forense—
Los genetistas forenses pueden estudiar vestigios biolégicos de in- investigacion-criminal-y-busqueda-de-

terés en la investigacion criminal de muy diversos delitos (parecido a desaparecidos_604
series de televisiéon como CSI), identificar restos humanos y personas

desaparecidas, pruebas de paternidad y otras relaciones de parentesco.

Habitualmente se usan muestras de sangre, semen, saliva, orina, pelos,

tejidos, restos celulares en objetos usados o tocados y las muestras de

referencia (normalmente una toma bucal o una muestra de sangre).

Los procedimientos serian sobre todo PCR de regiones repetitivas o
ADN mitocondrial (mtDNA) y RFLP:

} Amplificacion y marcaje fluorescente de las regiones variables de

ADN de interés (microsatélites, mtDNA) utilizando la reaccion en ca- http/finstitutodetoxicologia.justicia.
. es/wps/portal/intct_internet/portada/
dena de la polimerasa (PCR). utilidades

‘ INFORMACION IMPORTANTE ’

La identificacion con ADN o “huella genética” se basa en estudiar una
serie de fragmentos de ADN presentes en todos los individuos altamente
variables o polimérficos de unos individuos a otros. Permite identificar a
un individuo con una probabilidad muy cercana al 100 %.
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Marcador Molécula detectora

Sondas sintéticas Sonda marcada * + Q
Sintesis quimica uniformemente
Nucleotido

o —_— [ ¥ ¥ | ——r————x le‘ Detector

marcado

Nucleétido
+ grupo
indicador
(biotina,
digoxigenina)

Tras la hibridacién
con la secuencia
diana se anade

el detector marcado

Marcaje en los nucleétidos
de la sonda ADN polimerasa |
por sintesis enzimatica

Métodos de Nick translation Sonda marcada
y Random primer uniformemente
Sonda grande obtenida [N | | EEEIGGGGSESSNSNEN o, Crueo
por clonaje o PCR / indicador

Marcaje terminal de la sonda 1é
- por modificacidon enzimatica

Métodos Tailling, polinucleétido

Nucleotido marcado  quinasa vy fill-in end-labeling e

- S
Sondas pequenas —
de ADN o ARN [ —

Sondas marcadas en uno

o0 ambos extremos o
Deteccion

de la senal

Figura 2. Marcaje indirecto de sondas.

AMPLIA TUS CONOCIMIENTOS

El marcaje de la sonda puede ser:
) Directo: la sonda lleva unido un marcador que se puede detectar.

)} Indirecto: la sonda lleva unida una molécula no detectable o grupo indicador
que es reconocido en una reaccion posterior por un anticuerpo que es el que
esta marcado.

La sonda puede marcarse a la vez que es sintetizada (sondas sintéticas)
incluyendo nucledtidos marcados (ANTPs) en la reaccion
de sintesis, o después de haber sido sintetizada
completamente (sondas clonadas).
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Un alelo es una version especifica de un gen. Cada gen autosémico
tiene dos alelos, uno paterno y otro materno que pueden variar en
Su secuencia nucleotidica. Las mujeres XX también tienen dos alelos
en los genes localizados en los cromosomas X pero los varones solo
tienen un alelo (XY).

Anadir
sonda
marcada
del alelo
normal o
silvestre.
Lectura
del
resultado

Pacientes

1 2

O O G

—>

0 0

L BON

ASO dot blot

Figura 8. Ensayo de dot-blot.

3.l.2. Southern blot (Figura 9)

ADN fijado

Lavary
anadir
sonda
marcada
del alelo
patoldgico
(mutante).

Lectura

Paciente 1: lectura 1:+; lectura 2: + por tanto
es puesto que tiene alelo normal mutante.
Paciente 2: lectura 1:+; lectura 2 - por tanto
es homocigoto para el alelo normal.
Paciente 3: lectura 1 -, lectura 2: + por tanto
es homocigoto para el alelo patoldgico.

Variante 1: + normal -
Variante 2:
Variante 3:
Variante 4:

Un Unico paciente en el que se
estudian 4 variantes alélicas

OO0
OOO@-

Se anade ADN del paciente

QQOQ
0000

ASO dot blot inverso

Este método recibe el nombre de su inventor Edwin Southern, y se
utiliza para la deteccion de genes o fragmentos de ADN separados
por tamano a partir de un ADN gendmico. Se realiza a partir de ADN
extraido de todo tipo de muestras y las sondas suelen estar marcadas
con radioisdtopos. Es utilizada para el diagndstico molecular de enfer-
medades genéticas. Este ensayo consta de siete etapas:

) Extraccion del ADN gendmico.

Sonda
marcada
y fijada
de las
variantes
normales

Sonda
marcada y
fijada de las
variantes
patoldgicas

patoldégico: homocigoto normal.

+ normal + patoldgico: heterocigoto.

- normal + patolégico: homocigoto patolégico.
+ normal, - patoldgico: heterocigoto normal.
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Electroforesis en gel de aga- Desnaturalizacion en medio
Corte mediante rosa. Los fragmentos migran alcalino del ADN separado en
endonucleasas de hacia el anodo (+) el gel
restriccion tras extraccion Los fragmentos son

del ADN invisibles
I Céatodo -

Punto de aplicacion
del ADN. - —-_=
En el primer pocillo = — —
se pone un == &=
marcador o control Anodo +
de ADN con

fragmentos de

tamano conocido

—

I
|
[T

Transferencia del ADN
monocatenario en un
medio tamponado a la
membrana, la cual se
situa encima del gel
(calco).

Sobre la membrana
se pone papel absor-
bente y un peso para

Hibridacion

4=

Lavados

e e

Deteccion. Calco del gel

autorradiografia

e — Membrana de nailon favorecer el flujo del
- tampon. El sandwich
Se anade sonda marcada estd metido en una
en un medio con sales que cubeta con tampon de
favorecen la hibridacion. alta fuerza idnica.

Se mantiene la membrana
herméticamente cerrada

Figura 9. Ensayo de Southern.

Figura 10. Radiografia resultado de un Southern blot.
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TABLA 2 Aplicaciones clinicas del FISH '

Aplicaciones clinicas
del FISH

Muestras Estudios

— Estudio de amplificacion her2/neu (cerbb2) en cancer
de mama

— Deleciones de 1p/19p en oligodendrogliomas

— Translocacion SYT en sarcoma sinovial

— Translocacion EWG en sarcoma de Ewing

— Técnica de hibridacion in situ para deteccion de
Epstein Barr virus

Tisular para estudio de
expresion de oncogenes / | Cortes histoldgicos
oncosupresores. parafinados de tumor
Para diagnaéstico, solido

pronostico y tratamiento | Oncogenética

de tumores sdlidos

— Deteccion réapida de aneuploidias

) - — Determinacidn del sexo en enfermedades ligadas al
Citogenético para

o Prenatal: vellosidad cromosoma X
el diagnostico L . . . .
. . corial, liquido — Estudio de alteraciones cromosomicas en mosaico
constitucional directo o L , , L, L
) amniotico, sangre — Estudio de alteraciones cromosémicas numéricas
tras cultivo celular , o
de cordodn, placenta, | — ldentificacion de cromosomas marcadores
) » restos abortivos — Estudio de reordenamientos equilibrados o
Citogenético en .
; desequilibrados
oncohematologia para . ) . ,
L e Posnatal: sangre — Sindromes de microdelecion y regiones
diagnostico, pronostico s . . -
, periférica, saliva, piel, subteloméricas
y tratamiento de las , . . .
otros — Confirmacion de cualquier tipo de alteracion

hemopatias malignas . L
cromosomica detectada en cariotipo

fetal convencional

— Sindromes mielodisplasicos: del 5931, del 731, del
20q, trisomia 8, etc.

— Leucemia mieloide aguda: t(9;22) BCR/ABL, 1(8;21)
AML/ETO, 11923 MLL inv(16) CBPB/MYH11, t(15;17)
PML/RARA

— Leucemia mieloide cronica: t(9;22) BCR/ABL

- Leucemia linfoide aguda: t(9;22) BCR/ABL, t(12;21)
TEL/AML, 11923 MLL, MYC/IgH

- Leucemia linfoide crdnica: CEP 12, 1123 (ATM),
del(17) (p13) (p53), del(13) (q14), del(6) (q23)

— Linfomas: t(11;14) BCL-1/IgH, t(14;18) BCL-2/IgH,
t(8;14) IgH/c-MYC, 2p23 ALK, t(14;18) MALT/IgH,
3q27 BCL-6

— Mieloma multiple: del(13) (q14), del(17) (p13)

(p53), Aneuploidias (CEP 5, CEP 9y CEP 15),
Reordenamiento IgH, t(4;14) FGRF3/IgH, t(14;16)
IgH/MAF, t(11;14) CCND1 Tx/IGH, t(14;20) IgH/MAFB,
t(6;14) CCND3/IgH

— Otras alteraciones

Oncohematologia:
médula 6sea
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B C

@ CEP 15 (D15Z1)
B 159 11-q13(SNRPN. D15S10
W 15q 22(PML)

e g
g .\

A"-’\‘E

nda Tel Xq

M Sonda XCP 18 N So
B sonda Tel Xp

M sonda XCP 9

Figura 12. Casos practicos de aplicacion del FISH. A. Estudio de amplificacion her2/neu (cerbb2) en cancer de mama, B. Aneuploi-
dias en liquido amnidtico o vellosidad. LSI13: verde. LSI21: rojo Trisomia 21, C. Identificacion de cromosoma marcador. Sindrome
de invdup(15); D. Painting. Reordenamiento en leucemia, E. Subteldmericas en inversion pericéntrica del X.

4.2. CGH-array. CARIOTIPO MOLECULAR

Esta técnica es una variante del FISH que amplia la resolucién y capaci-
dad de deteccion de la variante CGH antes mencionada y realizada en
portas con cromosomas metafasicos normales. En la CGH-array, dos
ADN gendmicos (diana y control) marcados con grupos fluorescentes
de diferente color se hibridan a la vez sobre portas donde se han fi-
jado miles de sondas que cubren todo el genoma o las regiones que
queremos estudiar. El andlisis del estudio se realiza en una plataforma
bioinformatica que realiza un andlisis cuantitativo comparando la pro-
porcion de ADN de cada color, de manera que segun la relacion de la
fluorescencia se miden las variaciones en el nimero de copias de ADN
en los diferentes loci (CNVs, copy number variation).
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ReESUMEN

v/ En este capitulo hemos conocido los dos tipos de sondas existentes:
- Las convencionales o clonadas: fueron los primeras utilizadas,
pueden ser de ADN o ARN pero tienen un marcaje e hibridacion
dificil y estdn en desuso.
- Las sintéticas: pueden ser de ARN pero principalmente son de ADN,
son fdciles de hacer, econémicas y con un manejo mds sencillo.

v La forma de marcar estas sondas para poder ser detectadas me-
diante procesos directos (moléculas detectables sobre la propia
sonda) o indirectos (requieren de una reaccion aparte para su de-
teccién).

v/ A continuacién hemos visto con detalle el proceso de hibridacién
con los factores que influyen en ella: composicion de bases, tiempo,
concentracién, tamafio... junto a las técnicas de hibridacion exis-
tentes.

v’ Por (ltimo se explica en detalle la técnica de hibridacién in situ
fluorescente dada su gran aplicacién en el diagnéstico clinico asis-
tencial, detalldndose los pasos de su procedimiento y los tipos y apli-
caciones de las sondas existentes.

TEETEEEETN

GLOSARIO

Acido nucleico: polimero de nucleétidos unidos covalentemente me-
diante enlaces fosfodiéster entre el grupo OH en posicién 3'del azlcar
de un nucledtido y el grupo fosfato 5°del siguiente nucledtido.

Adenina: base nitrogenada derivada de purina (purica).

Amplificacion de ADN: proceso en que se generan copias de un frag-
mento de ADN.

Apareamiento de bases: formacion de puentes de hidrégeno entre las
bases de dos cadenas de &cido nucleico complementarias.
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EJERCICIOS

) E1. Observa el siguiente cariotipo y describe la alteracion cromosémica en-
contrada segun la nomenclatura internacional:

. Escribe las siguientes formulas cromosdmicas segun la nomenclatura in-
ternacional:

— Sindrome de Klinefelter
— Varén con sindrome de Down

— Mujer con sindrome de Edwards

. Agrupa las siguientes alteraciones cromosomicas en numeéricas y estruc-
turales: inversion, duplicacion, tetraploidias, triploidia, delecién, mono-
somia, translocacion reciproca, trisomia:

Numéricas

Estructurales

. Tacha las formulas cromosomicas erroneas:
— 46,XXY — 48, XXXY
- 47,421, XX - 47,+18,XX
- 47,XY,+13 - 47, XY,+18
. Completa los siguientes enunciados:

— El estudio de los cromosomas pertenece al area de
— El nimero haploide de cromosomas es de
— La inversion pericéntrica del cromosoma 9 es una alteraciéon cromosomica
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EVALUATE TU MISMO

. ¢Cual de las siguientes afirmaciones es falsa?:
U a) Una sonda genética es una molécula bioquimica de ADN o ARN.
O b) Una sonda sirve para estudiar un gen o fragmento de ADN diana.
U ¢) Una sonda hibrida por complementariedad de bases.
O d) Una sonda debe tener regiones complementarias a muchas regiones del
genoma.

. La sensibilidad de una sonda depende de:
O a) Del tipo marcaje.
Q b) De la intensidad de senal.
4 c) De su tamano.
O d) Todas las respuestas anteriores son correctas.

. Los oligonucleétidos sintéticos:
Q a) Son de gran tamano.
Q b) Son carisimos.
QO c) Se obtienen por clonacion celular.
O d) Necesitan un tiempo de hibridacion menor.

. ¢Qué es falso de los tipos de marcaje de las sondas?:
O a) Pueden ser directos o indirectos.
U b) No existe el marcaje enzimatico.
O c¢) Pueden marcarse con fluorescencia.
Q d) Los marcadores no radiactivos se usan con mas frecuencia.

. La hibridacion molecular:
Q a) Se basa en la capacidad que tienen las hebras de un ADN desnaturalizado
de volver a unirse por complementariedad de bases.
O b) EI ADN se desnaturaliza principalmente con productos quimicos.
QO c) La renaturalizaciéon se produce al bajar rapidamente la temperatura.
O d) La rotura de los puentes de H no es necesaria durante la desnaturali-
zacion.

. En la hibridacion molecular influye (senala la falsa):
Q a) El tamano de la sonda.
O b) La concentracion de ADN diana.
Q c) La concentracion de sonda.
Q d) Vale cualquier tipo de buffer de reaccion.




SOLUCIONES

EVALUATE TU MISMO
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