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Citogenética Molecular

* Consiste en la combinacion de biologia molecular y

citogenética.

e Agrupa un conjunto de técnicas donde la el ADN se
marcadas con diferentes colorantes que emiten

para asi poder visualizar mejor las

regiones especificas del genoma que se quiera.
Tejidos, células, cromosomas y fibras de DNA



Denature
to separate DNA strands and

Fluorescently allow probe access to target DNA.

Labeled Probe
DNA

What is FISH?

Fluorescence In Situ Hybridization

Detects and localizes specific DNA sequences using
fluorescently labeled complementary DNA probes. &

Analyze \ ) &

probe signals using a
fluorescent microscope.

/ Hybridize
together to bind

probe to target
DNA.

Pinkel et al., 1998. Nature Genetics volume 20, pages 207-211.



Aplicaciones de la técnica de FISH

Plantas de
tratamiento
residual

Muestras Ambientes
clinicas acuaticos

Biorremediacion Simbiosis




Aun cuando FISH es una técnica

y sus resultados son

, €S necesario tener en cuenta algunos aspectos

Importantes:

Inconvenientes

Autofluorescencia

Especificidad de la sonda
Dificultad de |la sonda al sitio diana
Estructuras de orden superior

Bajo contenido de ARNr

Pérdida de fluorescencia

Uso de sondas bacterianas universales

M.O, desechos inorganicos, material que rodea célula

Fabricadas en laboratorios especializados / control
positivos y negativos

Penetracion insuficiente de la sonda por tipo de m.o
(Ej. Gram -) / lisozima

Formacion de horquillas, proteina-ARNr impide la
hibridacién /

Estado fisioldgico

Degradacion paulatina por la intensidad de la luz /
Marcadores fotoestables

Falsos negativos/ EUB 338 eubacterias, NON 338,
sondas coadyuvantes no marcadas



Chips y microchips (microarrays) de ADN

CHIP de ADN: conjunto ordenado (array) de hebras sencillas de ADN, unidas a una superficie, de manera que un grupo
de genes de interés, o incluso el genoma completo de un organismo, o el metagenoma de un entorno, esta
representado:

/ Miles de pequefios puntos
1.5cm , :
drad —— conteniendo secuencias de ADN
Cuadra osre\ conocidas

e Técnica = emparejar cada hebra de ADN con su complementaria, si ésta se halla presente en una determinada
muestra.

e Cuando dos hebras complementarias se encuentran, se unen entre ellas (hibridacion).

e Siuna de las hebras esta marcada mediante un colorante fluorescente, es muy sencillo detectar aquellas hebras de
ADN que han hibridado entre si.

e Como cada hebra del chip es conocida, se puede identificar qué moléculas de ADN estaban presentes en la
muestra.



Chips y microchips (microarrays) de ADN

Cultivo de los microorganismos
aerobiosis anaerobiosis
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Tipos de chips utiles en estudios de ecologia y biorremediacidn:

e Arrays de oligonucledtidos filogenéticos: contienen secuencias
signatura (=identificativas) del ARNr de grupos especificos de
organismos.

e Arrays de genoma de comunidades: contienen secuencias
signatura muy especificas de genes de especies cultivadas.

e Arrays de genes funcionales: contienen dominios conservados de
genes involucrados en rutas metabolicas especificas de los ciclos
de los elementos (C, N, S y metales)



https://www.youtube.com/watch?v=0ATUjAxNf6U



Hibridacion genomica comparativa (CGH)

Se desarrollo para el analisis del genoma 1992 Kallioniemi et al., reportaron el

completo del nimero de copias de la primer andlisis de CGH en la Universidad
de California,

secuencia de ADN en un unico
experimento.

Recientemente, se ha utilizado para
facilitar las comparaciones de genomas 074 | b
de bacterias no secuenciadas con el fin * Células normales ”\ et
de buscar genes caracteristicos o regiones Vaso sanguineo” Sumiristro de
cromosomicas relacionadas con fenotipos

unicos.




v Permite identificar y analizar alteraciones
genéticas del tipo de ganancia o pérdida
de material genético en una muestra de
ADN en comparacion con una muestra de
referencia.

Resolucion de 5 — 10 mega
bases

v’ Permite la exploracion de los 46
cromosomas humanos en un solo
ensayo experimental

v’ Permite la identificacion de genes o
regiones cromosomicas responsables de
un fenotipo determinado.



¢En qué se basa la técnica?

v'Utiliza dos colores para marcar la muestra a estudiar
junto a un ADN de referencia, que es hibridado con
cromosomas en metafase.

v'Las imdgenes fluorescentes son capturadas por una
camara digital conectada al microscopio, con filtros
opticos para capturar la fluorescencia.

v'El cambio en el nimero de copias en el genoma
relativo al normal esta basado en las diferencias en la
intensidad de la fluorescencia a lo largo de los
cromosomas.

v'La relacién de intensidad entre las dos sefiales
fluorescentes proporciona una medida de la relacion
entre el numero de copias de las dos muestras de ADN

genomico.

DINA tumoral DNA de referencia
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Extraccion del ADN de la muestra
1. Muestra esta fresca o congelada (baja tasa de degradacion)

2. Muestra esta fijada con formalina o parafina (parcialmente degradaday
entrecruzada)

3. Kits de extraccion comerciales

Contaminacion o dilucion de la muestra con células normales

1. El efecto en los resultados de CGH sera que la relacion de verde a rojo se
desplaza hacia 1.0

Anomalias en los cromosomas no se detecten
Citometria de flujo (eliminar células inflamatorias)
Microdiseccion de una area del tumor



Consideraciones

Preparacion de los portas con los
cromosomas en metafase

1.

Linfocitos de sangre periférica de
mujeres sanas (XX)

Baja cantidad de citoplasma (
florescencia fondo /
desnaturalizacion)

Baja densidad celular pero con
alto indice mitodtico

Adecuar a un largo de 400-550
bandas

Colchicina = colcemid (N-
methyl-N-deacetyl-colchicine)

Cell culture and metaphase chromosome slide preparation

Add a few Add phytohemagglutinin to
/9// drops of blood. stimulate mitosis.
Draw 10to 20 ml /
of blood. \)
== : Incubate at 37°Cfor 2
to 3 days.

|

S <« Transfercelly A dd colcemid to culture
totube. for 1 to 2 hours to stop
' ' mitosis in metaphase.

Centrifuge to concentrate
cells. Add low-salt solution
to eliminate red

blood cells and

s
swell lymphocytes. ", T
f 7 \\.
[I \ > =
A 4 4 \ 5 .‘- u "“t
Dropcellsonto /[ " — 5| - i
microscope slide. : = ALY
5
* Examine with Digitized .
Micosione. chromosome images
Stainslide processed to make
with Giemsa. karyotype.

Oscuros, no brillantes, microscopio de contraste

1.VijRetal.(2003)Blood(ASHAnnualMeetingAbstracts)Vol.102,Abstract139



Cantidad de ADN
* 0.5-1ugde ADN

* Se puede realizar amplificacion del ADN de muestray
referencia

Marcaje del ADN (Nick traslation)

1. Marcay fragmenta el ADN ( 500-1500 pb)

2. Marcaje se checa mediante |la deteccion de fluorescencia
3. Tamano del ADN mediante electroforesis 1 % de agarosa

Blogueo de secuencias repetitivas cortas y variables

1. Interfieren con el analisis

2. ADN no marcado Cot-1 para el bloqueo

3. Eliminar estas regiones (centrémeros y telomeros)

By Nick Translation

dsDNA
Template

Labeled Probe

5'— ’.
,'— s’

+ DNoase

Bonyhadi et al., 2005. Jimmunol 174:2366-2375




Array CGH:

Mismo principio que CGH pero.....
-Detectar variaciones de un menor numero de kilobases (kb)

-No es necesario tener las muestras en metafase

-Presenta mayor resolucion que la CGH en metafase (150kb o
incluso genes frente a 5-20Mb).

-Se utiliza un array que esta compuesto por multiples pocillos
donde cada uno contiene fragmentos genomicos inmovilizados
(procedentes normalmente de YACs o BACs).

-De esta manera se aumenta el numero de copias diana

Array=arreglo



The Process of Array CGH

Cy3 Cy5
CONTROL DNA PATIENT DNA
Patient and control DNA g The fluorescent signals
@ B

labeled with fluorescent are measured by the

dyes are applied to the microarray scanner.
microarray.
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éCual es el resultado esperado?

Los DNAs competiran por hibridar en los mismos
sitios por lo que:
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2. Si existe una delecion - color rojo / ausencia PR 1 1 I

del citocromo verde que es el que tiene la s eese ues nepr
muestra.

3. Si existe una duplicaciéon,> se observara una

emision verde. La interpretacion de los perfiles de relacion se puede hacer usando

umbrales fijos o estadisticos.



Ventajas y Desventajas

Permite estudiar variaciones de ADN
y el numero de copias a través de todo
el genoma.

Permite realizar el analisis citogenético
realizando la extraccion de ADN
directamente de células sin cultivar,
incluso desde tejidos en parafina o
desde muestras congeladas.

Es mas rapida y presenta mayor
resolucion que el FISH y el cariotipo.

Es suficiente un microscopio de
fluorescencia (para CGH en metafase)

Para que una pérdida o ganancia
de material genético sea
detectada por CGH
convencional, ésta debe ser al
menos de 5 - 10 Mb de longitud
No detecta mutaciones
puntuales



Aplicaciones:

-Investigacion contra el cancer
-Diagnostico de enfermedades raras
-Diagnostico prenatal y preimplantatorio

Desventajas:

-No detecta mutaciones puntuales
-Para que una pérdida o ganancia de material genético sea

detectada por CGH convencional, ésta debe ser al menos de 5 - 10
Mb de longitud



Articulos de discusion propuestos por los alumnos......



