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- Interacciones hidrofdbicas entre bases adyacentes de una misma hebra. @0 LA -

Desnaturalizacion: pérdida de la conformacién tridimensional
(forma duplo-helicoidal) del DNA y separacién de las hebras .

AGENTES DESNATURALIZANTES

- Temperatura: el aumento de la temperatura debilita las fuerzas que mantienen unidas las hebras del
DNA, desestabilizando la estructura de la doble hélice.

- Acidos y bases: el apareamiento de bases disminuye o se debilita por valores de pH alejados de la
neutralidad, con la consiguiente desnaturalizacién del DNA.

- Agentes quimicos: los grupos amino y carbonilo de ciertos compuestos quimicos compiten en la
formacion de enlaces de hidrégeno con los grupos propios de las bases, facilitando asi la ruptura de sus
apareamientos y la consiguiente separacion de las hebras.
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Bajo condiciones controladas el proceso de desnaturalizacién del DNA puede ser REVERSIBLE




DESNATURALIZACION Y RENATURALIZACION POR EFECTO DE LA TEMPERATURA

El calentamiento gradual del Si el enfriamiento se hace lentamente y sin llegar a
DNA debilita las fuerzas bajas temperaturas (hasta 20-30 °C), hay posibilidad
estabilizadoras de la doble 1 molécula de de que las secuencias complementarias se
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INFLUENCIA DE LA DESNATURALIZACION SOBRE LAS PROPIEDADES DEL DNA

Cambios en las propiedades fisicas del DNA durante el proceso de desnaturalizacién: aumento de la
absorcidn dptica, cambio en la rotacidn dptica, aumento de la densidad de flotacion y descenso de la
viscosidad.

Curvas de desnaturalizacion

Cambios en la viscosidad y absorcion dptica del DNA por efecto de la temperatura
(resultados similares se obtienen con cualquier otro agente desnaturalizante)
A mayor temperatura, mayor grado de desnaturalizacion
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Temperatura de fusién o “melting” (T,,): es la temperatura central del intervalo de transicién (50 % de
desnaturalizacién). Es una medida de la estabilidad estructural de la molécula de DNA; su valor depende
del pH y la fuerza iénica del medio, de la longitud de la molécula de DNA y de su composicién en bases
(contenido de pares de bases GC).




RENATURALIZACION DEL DNA
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La renaturalizacién depende sélo de la complementariedad de secuencia de las hebras.

Complementariedad: reconocimiento molecular especifico de secuencia requerido para que dos
moléculas de acidos nucleicos se asocien.

HIBRIDACION: formacion de moléculas diplex de DNA cuyas hebras tienen distinto origen
(distinta especie o, en general, distinto acido nucleico).
Debido al caracter artificial de su consecucion, se considera también hibridacion la formacion de duplex
entre DNA y RNA, o entre un acido nucleico y un oligonucledtido natural o sintético, siempre en funcién
de la existencia de secuencias total o parcialmente complementarias.

La estabilidad del hibrido sera tanto mayor cuanto mas elevada sea la proporcién de bases
complementarias y mayor la longitud de las secuencias apareadas.

TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las reacciones de hibridacion presentan dos caracteristicas principales:
v’ son especificas — sélo se unen secuencias que son complementarias.

v’ ocurren en presencia de grandes cantidades de moléculas similares, pero no idénticas.

En una mezcla compleja de dc. nucleicos se aparean sdlo aquellas secuencias que son complementarias,
aun en presencia de una enorme cantidad de moléculas relacionadas, pero no-complementarias.

Las técnicas basadas en hibridacién molecular permiten detectar y aislar moléculas de DNA
0 RNA especificas en una mezcla compleja que contiene numerosas moléculas similares.

Se requieren dos elementos bdsicos:
- La presencia de la secuencia diana o “blanco” en la muestra de acidos nucleicos.

- Un fragmento corto de acido nucleico, llamado sonda, de secuencia conocida y
complementaria a la secuencia diana, marcado de alguna forma que permita su deteccidn
(radiactivo, fluorescente, etc.).




PRINCIPIO BASICO DEL ENSAYO DE HIBRIDACION
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Rigor (astringencia) de la hibridacion: grado de especificidad en el apareamiento conseguido en los
hibridos; medida de la capacidad de reconocimiento mutuo de dos secuencias.

Los ensayos de hibridacion se pueden clasificar en tres grupos:

- Hibridacion en fase liquida

(Hibridacion de la sonda con una muestra de DNA o RNA en disolucidn)

- Hibridacion en soporte sélido

(“Dot-blot” y “Slot-blot”, “Southern blot”, “Northern blot”)

- Hibridacién in situ

(La sonda se aplica sobre muestras en su ubicacion natural, por ejemplo: cortes de tejido,
células intactas, nucleos aislados, preparaciones de cromosomas, etc.)

SOUTHERN BLOT

1975 - E.M. Southern publicé un nuevo procedimiento para localizar secuencias de DNA
sobre fragmentos de restriccion separados por electroforesis en geles.

La caracteristica fundamental de esta técnica es la transferencia de tales moléculas de DNA
obtenidas por restriccién desde el gel a una membrana. Esta transferencia ha sido llamada
Southern blotting.

La técnica fue posteriormente aplicada a moléculas de RNA y fue llamada Northern blot
(Thomas, 1980).
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Pasos de la técnica de Southern blot

1- Digestion del DNA con enzimas de restriccion.

La cantidad de DNA a ser digerido depende tanto de la complejidad del DNA como de la

sonda a la cual sera hibridizado: - DNA plasmidico: 1 ug o menos
- DNA genémico total de mamifero: 8 a 10 pg

2- Electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida para separar los fragmentos de DNA de

acuerdo a su tamafio.

3- Tratamiento acido del gel con HCI 0,2 N (depurinizacién) ===» OPCIONAL

La hidrdlisis alcalina en los sitios depurinizados permite la transferencia uniforme de
fragmentos de DNA de un amplio rango de tamafios.

4- Tratamiento del gel con solucion desnaturalizante (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M).

El tratamiento con alcali del gel desnaturaliza los fragmentos de DNA antes de ser
transferidos, asegurando que se encuentren en el estado de simple hebra y accesibles a la
sonda.




5- Tratamiento con solucion de neutralizacion (Tris 0,5 M, NaCl 3 M).

6- Transferencia de los fragmentos de DNA a membrana.

Membranas ————» Nitrocelulosa: - baja capacidad de union de acidos nucleicos
- fragiles
- carga negativa

Nylon: - mayor capacidad de uni6n de dcidos nucleicos
- mayor resistencia
- carga neutra o positiva
- mayor inespecificidad de fondo (background)
Transferencia

CAPILARIDAD welght —
- Buffer 20X SSC: NaCl 3 M, citrato yloa
: Blotting
de sodio 300 mM, pH 7,0 : membrane
pps traps and binds
- Papel de filtro Whatman 3MM 324":: nucleic acids
- La velocidad de transferencia de \Tﬁ/
los fragmentos depende del tamafio wick
de los mismos y de la concentracién j buiter
de agarosa del gel \suppon
- Puede llevar de 2 a 12 hs buffer movement carrics DNA
© from gel onto membrane
ELECTROTRANSFERENCIA

Cuando la separacién de los fragmentos de DNA se realiza en geles de poliacrilamida la transferencia
por capilaridad no funciona y se debe usar corriente eléctrica para realizarla.

- Se usan membranas de nylon y se prepara un “sandwich” del tipo de Western blot.

- Condiciones de transferencia: buffer TBE 50 mM, 40V, por un tiempo > 2 hs y a 4-16 °C.

7- Tincion del gel con bromuro de etidio para evaluar la transferencia.
Lavado de la membrana con 2X SSC.
8- Fijacion de los 4cidos nucleicos a la membrana.

- Nitrocelulosa: la membrana se hornea durante 2 hs a 80 2C en un horno de vacio.
(Formacién de uniones hidrofébicas con la membrana)
- Nylon: entrecruzamiento por exposicion a luz ultravioleta.

(Formacidn de enlaces covalentes entre residuos de T y grupos amino sobre la membrana)

9- Pre-hibridacién (bloqueo de la membrana): 3hs a ON, a la T,, de la sonda.

Solucién de prehibridacidn:

- Buffer 5X SSC - DNA de esperma de salmén 50 pug/ml
- 5X Denhardt (Ficoll, polivinilpirrolidona, BSA) - formamida 50%
-KPO, 25 mM, pH 7,4 - SDS 1% (s6lo membranas de nylon).




10- Hibridacién con la sonda marcada: 6 hs a ON, a la T, de la sonda.

Solucién de hibridacién: Igual a la solucién de prehibridacion pero conteniendo ademas:

- sulfato de dextrdn 10% (aumenta la velocidad y el grado de hibridacién)

- sonda marcada (cantidad adecuada, ej. 1.000.000 cpm/ml)

Control de astringencia

La astringencia puede ser considerada como la especificidad con la cual una secuencia blanco en
particular es detectada por la hibridacion a una sonda.

La astringencia cominmente se controla por la temperatura y la concentracion de sales en los pasos
de hibridacion y lavado post-hibridacién.

Mayor T2 =) Mayor astringencia
Menor concentracién de sales smp Mayor astringencia

La temperatura de melting (T,,) de un hibrido sonda-blanco puede ser calculada para proveer
un punto de partida en la determinacidn de la astringencia correcta. Varios factores afectan
la T, sus efectos pueden ser aproximados por la ecuacion:

T, =81 2C + 16,6 (log,,Ci) + 0,4 [%(G+C)] - 0,6 (% formamida) — 600/n — 1,5 (% mismatch)

Donde, Ci es la concentracidn de sales (iones monovalentes) y n es la longitud del hibrido en pb.

11- Lavados de la membrana.

Comunmente se realizan una serie de lavados de astringencia creciente.
- 2 lavados: 1x SSC, SDS 0,1%, T2 ambiente (15 min cada uno).
- 2 lavados: 0,25x SSC, SDS 0,1%, T2 de hibridacién (15 min cada uno).

12- Revelado.

El método de revelado dependerd del tipo de marcacion de la sonda utilizada.

- Sonda marcada con 32P: autorradiografia.

- Sonda marcada con fluoréforo: fluorimetria.

- Sonda biotinilada: incubacién con avidina (streptavidina) conjugada a enzima:
Fosfatasa alcalina (AP): desarrollo de color con NBT/BCIP; quimioluminiscencia.
Peroxidasa de rabanito (HRP): desarrollo de color en presencia de DAB/H,0,.

- Sonda conjugada a digoxigenina: revelado con anticuerpo conjugado a enzima (AP o HRP).

Ejemplos de aplicaciones de la técnica de Southern blot

¢ determinacion del nimero de copias de un gen en el genoma.

¢ confirmacidon de mutaciones por insercidn o delecion.
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- Confirmacion de la mutacidn insercional de un gen mediante Southern blot

(Dunger et al., 2007)
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NORTHERN BLOT |‘ El acido nucleico analizado es RNA.

Diferencias principales con la técnica de Southern blot:

- EI RNA es separado por tamafio utilizando geles de agarosa desnaturalizantes para evitar
la formacion de estructuras secundarias por plegamiento.

|—> Agregado de formaldehido o glioxal/DMSO tanto al gel como a las muestras de RNA

- Luego de la electroforesis el gel no necesita ser desnaturalizado por tratamiento con
alcali, dado que las moléculas de RNA son simple hebra y ya se encuentran desplegadas.

- Los materiales a utilizar deben estar perfectamente libres de contaminacidon con RNasas.
Tratamiento del agua utilizada para todas las soluciones con DEPC.
- Corroboracién de la integridad de la muestra en estudio: tincion de las muestras

analizadas con bromuro de etidio o algun otro colorante para verificar que no hubo
degradacién durante la extraccién del material.

Southern blot

Northern blot

1) Extraccion de DNA de célula/tejido de interés

1) Extraccion de RNA total o poli(A)*RNA

2) Corte con enzimas de restriccion

2) Desnaturalizacion con formaldehido

3) Separacion electroforética
(usualmente geles de agarosa)

3) Separacidn electroforética
(geles de agarosa desnaturalizantes)

3.1) Desnaturalizacion del DNA con alcali

4) Transferencia a membrana de nitrocelulosa
(usualmente por capilaridad)

4) Transferencia a membrana de nitrocelulosa
(usualmente por capilaridad)

5) Blogqueo de la membrana con exceso de DNA

5) Bloqueo de la membrana con exceso de RNA

6) Hibridacion con sonda marcada

6) Hibridacidn con sonda marcada

7) Lavado de la sonda no unida
(control de astringencia)

7) Lavado de la sonda no unida
(control de astringencia)

8) Revelado

8) Revelado
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La técnica de hibridacidn Northern permite:

* Obtener informacién sobre el tamafio de RNAs y detalles de su procesamiento posterior.

¢ Estudiar el patron de expresion de genes especificos. Permite determinar si un gen
particular esta siendo transcripto en un determinado tejido o bajo determinadas
condiciones de crecimiento.

¢ Determinar la abundancia relativa de los transcriptos. Mediante comparacién de las
intensidades de banda detectadas se pueden determinar las cantidades relativas de un
transcripto en diferentes condiciones.

Controles fundamentales en la técnica de Northern blot:

- Integridad del RNA: se debe incluir un duplicado de las muestras en el gel para tincion con
bromuro de etidio. La observacidn de bandas bien definidas correspondientes a los rRNA
indica que el RNA utilizado no se encuentra degradado y es apto para el ensayo.

- Control de la cantidad de muestra sembrada en cada calle: si se desea realizar un andlisis
comparativo de la abundancia de transcripto es fundamental corroborar la igualdad en la
cantidad de muestra colocada en cada pocillo del gel. Para ello se pueden comparar las
intensidades de banda de los rRNA en el gel tefiido con bromuro de etidio, o bien realizar en
paralelo la hibridacién con una sonda especifica para un gen “housekeeping”.
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Ejemplo 1: Estudio de la expresion del gen soxS en Salmonella enterica.
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FIG. 1. Northern blotting analysis of soxS expression from strains ATCC 14028 and EM1/pJP105.
(A) Northern blotting. A radioactively labeled 450-bp EcoRI-Hpal fragment of plasmid pBCKpn (Martins et al., unpublished data) containing the S. enterica serovar
Typhimurium soxS coding region was hybridized with total RNA from strain ATCC 14028 (wild type) treated with increasing concentrations of PQ (0, 25, 100, or 250 uM;
lanes 1 to 4, respectively) or strain EM1(soxRS)/pJP105 treated with increasing concentrations of IPTG (0, 0.125, 0.50, or 1.00 mM; lanes 6 to 9, respectively). The control
strain, EM1/pBR322, was treated with 1.00 mM IPTG (lane 5). (B) Quantitation of the soxS radioactive signal. The radioactivity for the soxS band in each lane was
quantitated by phosphorimaging. The values are the relative activations for the treatments, normalized to the signal in the absence of treatment in the wild-type samples
and to the signal from lane 5 in panel A. The lane numbers correspond to those in panel A.
(C) Total RNA loading. Shown is an ethidium bromide stain of a duplicate gel to that used for panel A.

ification of SoxS: Genes in enterica Serovar Typhimurium. Pomposiello and Demple (2000) J. Bacteriol. 182, 23-29.

Ejemplo 2: Estudio de la expresion de genes regulados por stress en plantas de Arabidopsis.

A Wild-type hos10-1
Cold(h) « @G Cod(h) <O
03 61224$20 3 6122422
C 4°C (h) _0 1 3 5 8 12 24
RD29A ®o-e owe ?_0_0_0_0_0_0
STS53S5S3535353853
2o 2022020202
COR15A @ er & - oee Ii'é!i'é‘—é'é‘—é‘é‘—é‘é*—é%‘—é‘é
ADH - - ---w S22 <
KIN1 LS ~oee CBF2 -
Luciferase .- - CBF3 £ m MOBE~=am-
Tubulin (SEEEESEES ~ ACHN | e o o o o o -
B c l\(/jVII;j-type_ Ch(ﬁ’l]?-" . Fig. 2. Gene regulation in hos70-1 and wild-type plants.
old (h) é % old (h) é % (A-C) Steady-state transcript abundance of several stress-regulated
03612<203612<Z2 genes in wild-type and hos70-1 plants by Northern blot analysis. The
blots were also hybridized with probes from tubulin and actin genes to
CBF1 w - oo ensure equal loading. “Cold” means 0°C for indicated time points; ABA,
100 pM for 3 h; NaCl, 300 mM for 4 h.
P5CS1 - ey HOS10 encodes an R2R3-type MYB transcription factor essential for
" — — cold acclimation in plants. Jianhua Zhu et al. (2005) PNAS 102, 28.
Tubulin !.'.'.'.. oo
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| HIBRIDACION IN SITU | Tipo especializado de hibridacién en soporte sélido en la que
la sonda se aplica sobre muestras en su ubicacién natural

(cortes de tejido, células intactas, nucleos aislados,
generalmente preparados para microscopia)

- 1- Preparacion del tejido: involucra la fijacion

Muestra fijada en un portaobjetos del tejido (con soluciones de formaldehido o

' paraformaldehido en PBS) y su permeabilizacion

para permitir la penetracion de la sonda

(tratamiento con detergentes como Tween-20,

Desnaturalizacion

$ SDS o CHAPS, y enzimas proteoliticas como la
2- Desnaturalizacion: calor, alcali o formamida.
Hibridacion ,
B Sonda marcada 3- Hibridacién con la sonda

‘ R i . .
@ uorocromo 4- Deteccion: autorradiografia y examen de la
B ADN de referencia pelicula fotografica bajo el miscroscopio, o
Deteccion de fluorescencia

microscopia de fluorescencia si se emplearon
sondas fluorescentes.

La sensibilidad y resolucién aumentan con el empleo de sondas marcadas con fluorescencia. En este caso
la técnica se denomina hibridacion in situ por fluorescencia o FISH (fluorescence in situ hybridization).

Hibridacion in situ tisular

- Los tejidos pueden estar fijados con formalina, incluidos en parafina, congelados, etc.

- Se utiliza para detectar virus patégenos, diagnosticar células cancerosas como consecuencia de cambios
genéticos o para estudiar cambios en la expresion génica, detectando secuencias en el ARN celular.

- ~._ Tissue sample
Py on glass slide
N

T

Paraffin embeding Slides of 4-5 um Wization

T

FISH probe
B8
.

Fixation of tissue

—> 3 — Ready for

Antifade solution Cover slip MICrescopy
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Hibridacién in situ cromosomica

- Se realiza sobre preparaciones en porta de cromosomas metafdsicos o prometafasicos, tratadas con
fijadores para preservar las caracteristicas morfolégicas del cromosoma.

- Aplicaciones: diagndstico de cromosomopatias, pintado de cromosomas (estudio de grandes
reorganizaciones de los cromosomas que tienen lugar por ejemplo en procesos cancerosos).

§ der(9)

Probe DNA

Fluorescent
Signal \

Fluorescent Labeling Deteccion cromosomas Filadelfia
of Probe DNA

23 FiSH Probe Attaching
to DNA Molecule

Hybridization

FISH chromosome painting

RNA FISH

- Se utilizan sondas de ADN e incluye los mismos pasos de: fijacion, hibridacion, lavado y deteccién.

- Permite la visualizacién de mRNA, ncRNA y miRNA en células y tejidos.

0 FIX © HYBRIDIZE © WASH O IMAGE Localize and detect
RMNA in situ

10 min fixation,
>1 hour permeabilization

AAAAY

Probes bind to target RNA in series

y NEATT IncRMNA in
- 549 Cells

Exonic
Intronic

Ejemplo de aplicacién

Deteccidn de transcriptos del gen FLC en células de raices de
Arabidopsis thaliana. Se utilizaron sondas para regiones
intrdnicas y exdnicas marcadas con diferentes fluorocromos.
Duncan et al. (2017) Bio-protocol 7(8): e2240.
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PREPARACION Y MARCACION DE SONDAS PARA HIBRIDACION

TIPOS DE SONDAS
v’ Convencionales:
- de DNA, obtenidas por clonacién, PCR o RT-PCR.

- de RNA o “ribosondas”, obtenidas por transcripcion de fragmentos clonados en vectores
especiales, en presencia de una RNA polimerasa especifica (ej. RNA polimerasa del fago SP6).

v Sintéticas: oligonucledtidos obtenidos por sintesis quimica.

MARCACION DE LAS SONDAS

- El grupo marcador puede ser de diversa naturaleza; los marcadores mas utilizados son
isétopos radiactivos, fluorocromos y enzimas.

- La marcacidn debe ser estable bajo diversas condiciones de temperatura, detergentes,
etc., y no afectar a la reaccién de hibridacion.

METODOS DE INCORPORACION DE LA MARCA

= Sondas obtenidas por PCR, ribosondas y sondas sintéticas: la sonda se puede marcar
al mismo tiempo que se prepara, suministrando un dNTP (o NTP) marcado.

= Marcacion posterior a la sintesis de la sonda: existen diversos métodos.

Método de traslado de la mella (nick translation)

o
T
w

R R R T R R R
S R T B RS S e

La DNasa I pancreatica produce cortes internos
al azar en ambas hebras del DNA. Rompe enlaces
fosfodiéster, dando lugar a mellas (n2icks) en las
que existen grupos 3°-OH y 5’-P libres.

La DNA polimerasa I de E. coli, la mas vem
actividades

las DNA polimerasas, posee tres
enzimaticas (pag. 147): polimerasa, 3’-exonucleasa y
5’-exonucleasa , de las cuales se aprovechan aqui dos.
a) La actividad exonucleasa 5’3" actua sobre el
grupo 5°-P de cada mella con eliminacion secuencial
de dNMPs.

b) Simultaneamente, la actividad polimerasa renueva
los nucleétidos, incorporando otros nuevos sobre el
grupo 3’-OH de la mella, a partir de dNTPs marcados,
en la direccién habitual de la sintesis de DNA
(5"—3’). El proceso es idéntico en todas las mellas y,
obviamente, ocurre en sentido opuesto en cada hebra.

DNasa [ (endonucleasa)

mella
S

5’ PARSNRSTERRY
SRS O e O T I

B S S A CIE RS R
ﬁkou
mella
mezcla de dNTPs,

algunos marcados  (polimerasa (exonucleasa  (ANMP)
con 2P en o 5-37) DNApol -1 5-3) P. .OH

ltrtﬁ.()ll? completa \@—» b2
;

H
(6]

p
|

ERIER - -P- P -OH 3’

ot o e R I ,

ERIERSERE GRS P P 5

Como resultado, las mellas se desplazan m
largo de la cadena. Sigue habiendo DNA doble,
pero aparecen en ambas hebras regiones marcadas
(que serviran como sondas). Su tamafio puede
controlarse a través de la proporcion de enzimas
en la mezcla de reaccion. Una vez parada la
reaccion con calor y EDTA, se separan las sondas
de los nucledtidos no incorporados, por ejemplo,

por cromatografia de filtracion en gel.

desplazamiento
de la mella
H
, LO P
5’  PREPRERSEPIREREEDE ﬁ OH 3

| I | I
3 ““H REEPAUACRNERARPGEERP 5

desplazamiento
dela mella desnatura-
lizacion

sondas




Método de iniciacion o cebado al azar (random priming)

LA X TS SN T T T N B S B S
37 HO- =P= "=P =Pt <Pz iP: <P:iPe <P PP P
desnaturalizacion

mezcla de oligos ——gy

templado
5’ P- -P- -P- -P- -P- -P- P- P- P- P- -P- -OH
X [
3’HO- P- P- P- PS5
5’ P-p-P- P= :OH 3’
3’ HO- P2 :P<i<P: P P: Po P -P- P P- P

mezcla de dNTPs,

algunos marcados  (polimerasa DNApol [
con*?Pena s Klenow
PP P EOH i —pr
5" PAEPINPIISPIEPIP:

3’ HO-mE - -P-
P- -P- JEEOH 3
1
3’ HO- =P- -P- -P- P- P- P- P- P- P- -P- -P

5% PRI RS RS PIRRSRE OH ]

3 HO EPRMERIRERHEP 5
crecimiento :
de la hebra crecimiento
de la hebra
5 P-

1
3° HO-9SPauPnR P R R PSSP PRI P

desnatura-
lizacion

sondas

3
5

Una vez desnaturalizado por calor el DNN
doble, se hibrida lentamente con una mezcla de
oligonucledtidos sintéticos (comunmente
hexanucledtidos; en la figura, tetranucleotidos)
con todas las secuencias posibles al azar.
Algunos de ellos hibridaran en distintos puntos

de las hebras sencillas de DNA. J

Los extremos 3’-OH de los oligos hibrida®
actlian entonces como cebadores para el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa |
de E. coli(con actividades polimerasa y
3’-exonucleasa, pero no 5’-exonucleasa,
(pag. 147), por lo que se incorporan sucesivos

nucleotidos.

Se sintetizan asi extensiones de los cebadores,
complementarias a las hebras del DNA, de unos
200-400 nucleotidos de longitud, marcadas con
elevada actividad especifica. La sonda ha de ser,
como siempre, desnaturalizada posteriormente
para su empleo en ensayos de hibridacion.

. 2 ﬁ“ou 37
I

5

Marcacion con polinucleétido quinasa

5 P- -P- -P- -P- -P- R R -P-i-P- -OH 3°
| I T N | P 1.1 1
3" HO-SERER PR DRSS CR SR P 5’
0,
ATP marcado con P en y

polinucleotido ADP

.
P-P-PEROH =M quinasa = P-PEROI

5 P epsersspaerswpwspaErsEpREpRE OH 3’
3 HOJ BRSPS PP EP PPt P 5

endonucleasa

P- -P- -P- -P- -P- -P- -OH P-

HO-SERa RS RSP R P HO- P
desnatura-
lizacion

fragmentos marcados en un solo extremo (5°): uso como sondas

Marcacion con terminal transferasa

- Adiciona nucledtidos al extremo 3’-OH del DNA.

- EI DNA simple hebra es preferido como cebador;
para DNA doble hebra la extensién es mas
eficiente con extremos 3’ salientes.

Se elimina el 5°P con fosfatasa alcalina y luego la
polinucleotido quinasa del fago T4 hidroliza el ATP,
incorporando su grupo y-fosfato al -OH libre en 5” del
DNA:

1 etapa: 5 P-DNA —— 5 HO-DNA +P;

2% etapa: y-[32P]-ATP + 5 HO-DNA — 5° 32P-DNA + ADP

La polinucledtido quinasa puede también catalizar el
intercambio directo del fosfato 5°-terminal del DNA
por el fosfato y del ATP (sin necesidad de fosfatasa):

¥-[*?P]-ATP + 5" P-DNA—> ATP +5° 32P-DNA

Si se desean sondas marcadas en un solo extremo, se
trata el producto con una endonucleasa de
restriccion (pag. 199)

dNTPs

5 — e — () 3
single-stranded
DN

dNTPs

Example
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Marcacion terminal por relleno

5 P- P~ P- P~ P~ P P P P ?
3* HO-EERSERaipe Py .
d ! EI DNA duplex se escinde previamente con una
3“ onpcicats endonucleasa de restriccién adecuada, para generar
e restriccion . -
dos extremos cohesivos o escalonados (pag. 201).
5 P- -P- -P: P§~P-’-P-‘-Pgl’ OH 3
3 HO-{ERa EPa P e PR aeP TR 5
ezoladedNTPs, algnnos Los salientes 5° actilan como molde para que el
marcados con *Pena . DNApol I fragmento de Klenow de la DNA polimerasa I
5 polimentst) — Klenow (ver método de cebado al azar) afiada nucleétidos
P-P-PEROH ~— an
O = L marcados a los extremos 3°.
5
5’ PIEEREEREGR PfP%PFP‘qtli 3
3’ HOJME - -P- -P- P- - P P P 5
5P P P SRR
3" HO M P P Po

LD Si se desean sondas marcadas en un solo
¥ % extremo, se trata el producto con una
S s e e e e o q“” endonucleasa de restriccién
HO S P P- P HO- P~ P P PP
desnatura-
lizacion

fragmentos marcados en un solo extremo (5°): uso como sondas

- Se utilizan enzimas de restriccion que dejan extremos 5’ salientes (BamHl, Bglll, EcoRlI, Hindlll)

- La eleccion del dNTP marcado depende de la endonucleasa de restriccidn utilizada. Por ejemplo, la
marcacion de extremos EcoRl (AATT) requiere dATP o dTTP marcado.

Marcacion indirecta: se une a la sonda un grupo no detectable o indicador, el cual en una
segunda etapa es reconocido por otra molécula, generalmente una proteina, que

incorpora el marcador detectable.

Nucleotido (ANTP) grupo Indicador proteina Detectora Marcador
ligando ligante
12 etapa: pppN ®( g ) (ig ) {E}
union covalente \( \(—
de nucleétido y
grupo indicador Nucledtido—Indicador
@ Detectora
) 22 etapa: Marcada
incorporacion a la sonda por  pppN
cualquiera de los métodos
enzimaticos (traslado de mella,
marcaje terminal ...) 32 etapa:
@ reconocimiento del
indicador por su proteina

pN

p5
sonda de DNA de doble hebra, \ m
marcada con grupo indicador

detectora, marcada

w
n W

ensayo de M
T deteccion
5 PN 3> |del marcador seal
34 P 5 i

sonda marcada
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| Resumen de marcadores, indicadores y métodos para su deteccion

{:@} Sustrato
- : X Deteccion de la reaccion enzimética
Grupo indicador Proteina detectora Marcador del marcador de deteccion
(ligando) o ligante (*)
L L Isotopo radiactivo Autorradiografia
Biotina Avidina, | ,p ,,,,,,,,,,,,,,, g, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
Estreptavidina, Fluorocromo Fluorimetria
o variantes (**) = -
P ; : Peroxidasa Reaccion Cromogénica: ABTS
Digoxigenina Anticuerpo anti-DIG (abreviada como s TMB
PO, POD, HRPO, HRP) Derivados de a-naftol
* La proteina ligante, con afinidad por el grupo indicador, va 3 joitce
marcada para su deteccion, por alguno de los métodos Rea.cm.on FIPo‘rogen@a. . .
indicados en la tabla de la derecha. Quimioluminiscencia: | Derivados de dioxetano
** Variantes de avidina obtenidas por ingenieria genética para 0 de luminol
modificar la afinidad, reducir la sefial inespecifica,etc. | _ S o B e i s s
Fosfatasa Alcalina | Reaccion Cromogénica: NBT+BCIP
(AP) NPP
Reaccion Fluorogénica: AttoPhos™
Abreviaturas: HNPP+FastRedTR
ABTS = 2,2’-azino-di-[3-etilt it i Ifc 6)] s g s s .
TMB = 3,3°,5,5"-tetrametilbencidina Quimioluminiscencia: | Derivados de dioxetano
NBT = azul de nitrotetrazolio b~~~ ——— — - - - -
BCIP = 5-] -4 -3-i i i . P
ng = in?;zr?eoni]fg;?;of indolilfosfato B-Galactosidasa | Reaccién Cromogénica: X-gal
HNPP = 2-hidroxi-3-naftoico-2"-fenilanilida fosfato (B-Gal) CPRG
Fast Red TR = 4-cloro-2-metilbenceno-diazonio PEaEslhsEsEEEREssS s amEs RS S S e sEn SR e
X-gal = 5-b 4-cloro-3-indolil-B-D-gal iranésid : . .
CPRG = rojo de D 1OpI Oro coloidal Microscopia

Ejemplos de marcacion con grupos indicadores

union de avidina o estreptavidina

conjugada con fluorocromo
deteccion fluorimétrica
B

sonda biotinilada

B
sonda marcada unién de anticuerpo anti-DIG  adicion de sustrato que se transforma
con digoxigenina conjugado con enzima en producto coloreado o luminiscente

deteccion colorimétrica,
fluorimétrica o quimioluminiscente

X2

Purificacién de la sonda: separacién de la sonda de los precursores marcados no incorporados.

- Cromatografia de exclusién molecular (Sephadex G-50; Biogel P-60).

- Precipitacion de la sonda con etanol (menos eficiente).

! Para su aplicacion en técnicas de hibridacién molecular es necesario desnaturalizar la sonda
por calentamiento para generar DNA simple hebra.
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