ENSAYOS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS
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Figure 5.8: A nucleic acid hybridization assay requires the formation of heteroduplexes between labeled single-stranded
nucleic acid probes and complementary sequences within a target nucleic acid.
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DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

% SOUTHERN BLOT

PERMITE DETECTAR LA PRESENCIAY EL
NUMERO DE COPIAS DE UN GEN EN UN
GENOMA.

CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA DEL DNA
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SOUTHERN BLOT

1. OBTENCION DE DNA GENOMICO
2. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
3. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA
4. DESNATURALIZACION DEL DNA

2. TRANSFERENCIA DEL DNA A UNA MEMBRANA
3. HIBRIDACION

4. VISUALIZACION
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SOUTHERN BLOT

Y P A, S
‘ Enzimas de restriccion
e | Fragmentos de
—— varios tamanos
‘ Electroforesis

Gel de agarosa
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SOUTHERN BLOT

Slep 2

Perform agarose gel electrophoresis
on the DNA fragments from different digests

Buffer solution Agarose gel

Tincidn con Br.Et.

Double-stranded DNA Intercalated dye renders
the DNA fluorescent
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SOUTHERN BLOT

Slep 3

Transter (blot) gel to DA fragments fractionated by size
nitrocellulose filter using (visible under UV light if gel is
Southem blot technique soaked in ethidium bromide)

=

Longer DMA

Weight fragrrfnrs

—— |

Absorbeant |'|

paper 1] s —
5_

/

Soak gel in NaOH,
neutralize

Mitrocaellulose

E filter
N

) \\‘F:.uﬁr,.r - k

1. Los fragmentos de DNA en el gel son desnaturados en un buffer alcalino.

pH alcalino desnatura el DNA a la forma de hebra simple

2. EI DNA es transferido a una membrana de nylon en buffer SSC (Standard Saline Citrate)
Alta concentracion de sal regula la estrictez (especificidad de unidn de la sonda)

Citrato, quelante de cationes divalentes requeridos para la actividad de las nucleasas
(previene degradacion del DNA).
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SOUTHERN BLOT |*
DM fragrents are bound to
filter in positions idantical to 12.2—
those an the gel
I 6.1—
S — Luz UV
= 40—
—— f — 20
| =——==x Lom

Xbal

Hind I BamH1 Xbal BamH]1 EcoR1 Pst1 Scal

!>
Hybridize filter
with radicactively
labeled probe.

Radicactive
probe solution

Step 7

Expose filter to X-ray film.
Hesulting autoradiograph

shows hybrridized DMNA fragments
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http://www.biochemj.org/bj/320/0137/bj3200137f07.htm

SOUTHERN BLOT

Aplicaciones. Hind 11 H"jj . Hind 11
+*Identificacion de familias multigénicas l: \l:
| T | 1‘
Kb Hindlll EcoRI Xbal BamHI EcoRl T EcoRl
EcoRlI

12.2—

6.1—

40—~

20—

1.0—
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SOUTHERN BLOT

Haelll Haelll Haelll
Hindlll Hindlll Hindlll
A —YO v s DR
Met 1 probe
I+ 560 probe
| 2 1 2
kb kb
1.5 1.5 S

09» =
e <07 <+ 0.7

B C
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SOUTHERN BLOT

Aplicaciones.
*»Identificacion de secuencias relacionadas en otras especies.

[ E =
5 F :
2 8 3 5§ & g 3
230 kb
- 9.0kb

65kb  Z0O blot hybridization.

43kb Sonda — cDNA del gen NF2 de raton
(neurofibromatosis type 2) hibridizado

23kb  en un Southern blot contra muestras de

soxs  DNA gendmico de diferentes especies.
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SOUTHERN BLOT

Aplicaciones.

“* Ensayos de RFLPs — Restriction fragment length polymorphisms.
*» Cuando una mutacion cambia el tamano de secuencias especificas en

el genoma ella puede ser detectada a través de cambios en el tamafo de

un fragmento previa digestion con enzimas de restriccion y ensayos de
Southern blot.

“* RFLPs — permiten el diagnostico de enfermedades genéticas.
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SOUTHERN BLOT

“ Deteccion de mutaciones puntuales mediante RFLPs

.’I-'I's_tll A J'l-':lstll ) 05 ub ‘- Mstll
<7 ] * 7 {}
pr S iE i R iR Anemia de células
B . falciformes.
p mutation = Sustitucion de 1
nucleotido (A — T) en el
(3% 5 iGaar co——GeA aug E?E“\%ngi gen de B-globina causa una
_emesgee mutacion (Glu — Val).
- - = La mutacion destruye un
sitio de restriccion Mstll.
P 1.4 kb { £5-ape i = Mstll reconoce la
- - 12k spoctc secuencia CCTNAGG.
et B S

Marmal Carrier Sickle call
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SOUTHERN BLOT
Aplicaciones.

*» Deteccion de restriction site polymorphism (RSP).

. A,

Probes: [ I
A B
FProbe A Probe B
________ & kb - - - _—— - :lﬂ.lkb Allale 1 (lacks site)
Skb +
———————— 4 kb } Allele 2 (possesses site) | Key:
dkb / l MNanpolymarphic
restriction site
12 2:2 12 14 2:2 141 12 14 Polymarphic
Nonpolymarphic Genotypes v restriction site

Muchas mutaciones puntuales pueden ser caracterizadas por alelos que
poseen o carecen de un sitio de restriccion para una ER especifica y por lo
tanto exhiben restriction site polymorphism (RSP).
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SOUTHERN BLOT

Aplicaciones. X = M = N2

> o
< Genetic fingerprinting. @ |
Algunas regiones no- LAT
codificantes del gDNA llamadas -
VNTRs (Variable Number Homozygous Heterozygous Hetirnzygnus
Tandem Repeats) son muy O Haw SHT Warks

variables en largo y pueden ser
utilizadas en ensayos de
fingerprint.

—Maternal chromosome copy

&3P - VNTR sequence
M
P —Paternal chromosome copy

D >>>>>>

d v 4

Probe binds repetitive
sequences

Restriction target sites are outside the VNTR sequence
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SOUTHERN BLOT

O
o
5 25 g 5 5
TETE a3
o —
fSo08Ssvwwnids
Ejemplo. =2 B ’
La victima tenia tejido - .-
humano bajo sus unas. ‘ ‘ .
Tres sospechosos tenian - - ‘
rasguios en sus caras. )| .
i— -
— -
T
— —
- — —

!
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SOUTHERN BLOT
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DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

< ANALISIS DE GENOTECAS

PERMITE IDENTIFICAR Y AISLAR UN GEN
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¢ Como aislar un gen?

determing synthesize screen cONA
aming &1d =% g prope ™ OF gEnomic
Sequence D& Tibrary
GENE or cOMA
introduce into insert into
PROTEIN £ocalioor other -— BRpression
host cell vector

€1998 GARLAND PUELIZHING
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Generacion de una genoteca de cDNA

o)

— |
@% LYSE
22 CELLS

tissue
: AND
(e.g., brain) PURIEY
mRNA

by mRNA 3
- AAAAAAA
HYBRIDIZE WITH
| POLY(T) PRIMER
5! 3!
AAAAAAA
RN A MAKE DNA COPY WITH TTTTTTT,
. REVERSE TRANSCRIPTASE 3 g
5 /

\//\/W/\Qx/ TTTTTTY,

cDNA DEGRADE RNA
WITH RMNase H

\/\J\C\P\}//W TTTTT:

SYNTHESIZE A COMPLEMENTARY
DNA STRAND USING DNA POLYMERASE;
RNA FRAGMENT ACTS AS PRIMER 3

§
DOQOVOQOVP T

double-stranded cDNA copy of original mRNA
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Generacion de una genoteca de cDNA

Double- ;
stranded : :
cDNA
+ 5 GGATCC 3
TADNA| T 3 CCTAGG 5
ligase
(BamHI linkers)
| |
5 GGATCC GGATCC 3
3 CCTAGG CCTAGG 5
t t
Cleavage of
linkers with
BamHI
5 GATCC G 3
3G CCTAG Y
Insertion into vector
cleaved with BamHI
GGRT Ceo
GGIAGQ \\
/
f/ 0%
l | h |
\‘ /”f/
.“:'.'--- Vector

f”‘“f*,

Transfnrm E. coli with € Flate on selective

cDNA clones in growth medium;
expression vectors. cninmes grow.
e Transfer individual B CEEE (I
colonies to microtiter TR
dish and grow; store. Rl L

LABORATORIO DE BIOINFORMATICA Y EXPRESION GENICA-INTA



Analisis de la genoteca

disc of absorbent
isc of absorbent paper INCUBATE WITH PROBE

AND WASH

colonies containing

.~/ plasmid of interest
radiadntiel EXPOSE PAPER TO

labeled DNA
probe DNA \FHDTDGHAFHIC FILM

boundto ...

Petri dish with / paper

colonies of \ y

bacteria i S ?‘

containing / |

recombinant film - '

plasmids ~ PEEL PAPER FROM  LYSE BACTERIA positionof dasired
DISH TO PRODUCE AND DENATURE colonies detected by
REPLICA OF DNA WITH autoradiography

COLONIES ALKALI
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Analisis de la genoteca

determineg syhthesize screen cONA
aming ac1d. = g prope ™ OF gEnomic
SequUence DM& T1brary
LENE or cOMNA
\ introduce into Insert into /
PROTEIN £ooadi or other  -— BRpression
host cell vector

€995 CARLAHD PUBLISHING
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Analisis de la genoteca

Purify peptide fragment

|

Determine amino acid

sequence by Edman degradation

|

1

NH, - M € K VvV F F K HAV E G Q@ H N Y LC.
TGC AAA GTA TTC TTC AA_ GAA GGA CAA CAC AAC TA
Triplet TGT AAG GTG TTT TIT GAG GGG CAG CAT AAT
codons GTC GGC
GTT GGT
A A

c A G Cc c
TGy AAg GTZ TT; TT AA_

T

T

A G A c c
GA; GG. CAZ CAT AAT TA_

NT oligo probe

CT oligo probe

COOH




Analisis de la genoteca

Primary screen
with NT probe

5...ATG TGT AAA GTT TTC TTC AAA CGC GCT GTA GAA GGA CAG CAC AAT TAC CTA... 3

M €C K

Replate primary picks - .
and use CT probe for E. . '
secondary screening

plaque purify by =
tertiary screen =

™ -_:"' - ii l_"'
T
Secondary screen
with C7 probe
Isolate vector DNA
‘ by phagemid rescue
Determine sequence

of cDNA insert

'

F F K ©n A~ Vv E G Q H N Y L




NORTHERN BLOT REVERSO

Northern Northern reverso
RNA blanco
(muestrg

&DNA blanco marcado
(muestra)

%Sonda marcada

Transcritos sobrexpresados

Transcritos reprimidos
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(Griffiths et al. 1996)

|dea: Medir la cantidad de mRNA para detectar que
genes son expresados (utilizados) por la célula.
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Hibridacidn en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de nylon).
3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra bioldgica.

4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa reversa.
5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes

6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.
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Confeccion de arrays

1. Colecciones de Expressed
Sequences Tags (EST)

2. Genotecas de cDNAs Sembrado: En cada spot se

siembra el producto de PCR de

@ ¢ () 7 un unico gen.
N oy N
\\\ \‘\\ \\.\ DNA
N N ’N
PCR
@ )
i,

Coleccién de productos de PCR
en placas de 96 pocillos
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Confeccion de arrays

MICROARRAYS

Siembra 0,25-1 nL/spot
generando spots de 100-
150 um de diametro.
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Confeccion de arrays

Figure 3: Atomic force microscopy of DNA on a microarray. This is a micrograph of a portion of a hybridization
probe from a yeast microarray, taken after the array was subjected to hybridization. The DNA is clearly deposited at
a sufficient density to allow many kinds of strand—to—strand interactions. The width of the picture represents a
scanned distance of 2 m. Image kindly provided by J. DeRisi (Stanford) and E. Carr (Hewlett—Packard).
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Tipos de arrays

Move pins Repeat
— —

Rt

Touch surface
d

Microarrays de cDNA:
« DNAs (cDNA o productos de PCR 0,6-2,4 Kb) son

Inmovilizados en una membrana de nylon o vidrio.

« >10.000 secuencias inmovilizadas.
e La muestra a hibridar es marcada con derivados

fluorescentes o 33P/32P,
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Tipos de arrays

a)
Light
(deprotection) Chemical
e Mask coupling

0536  —» wwbad —= TT001

03208 T8 08 §$93¢ —
Light

(deprotection)

= b C. A T A T

reaee c-m  WWEMT AGCTaG

TTOOO e TTCCO — T TCCG

$64465465% $485885  repemt $4545464§

Substrate

Microarrays de oligonucleotidos:

» Oligonucleotidos (25 pb) son sintetizados sobre una matriz de
vidrio o plastico.

« >500.000 secuencias inmovilizadas (107 copias/punto de siembra).

« La muestra a hibridar es marcada con derivados fluorescentes.
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Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de nylon).
3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra bioldgica.

4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa reversa.
5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes

6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.
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Sintesis de cDNA

e
=

. LYSE CELLS AND
tissue PURIFY mREMNA
(e.g., brain)

&l MENA
HYBRIDIZE 'WITH
POLY(T) PRIMER

ansassi  Purificacion de RNA

I

= 5
aantart Hibridacion con poly(dT)

MAKE DNA COPY WITH TTTTTTT

mRNA | REVERSE TRANSCRIPTASE 3 3

SI

QPP 4e845 Copia del DNA con RT
EI

cONA TREAT WITH ALKAL|
3 | TODEGRADE RNA

MTTTTTTEI Degradacion del RNA

LABORATORIO DE BIOINFORMATICA Y EXPRESION GENICA-INTA



Sintesis de cDNA marcado

57 N\____— "AAAA3

TTTT  Oligo(dT) primer

1 1st Strand cDNA synthesis

+ Cy3-dUTP or Cy5-dUTP

57 N\___— AAAA3
TTTT

Hydrolyze RNA
l’ Purify cDNA

* * TTTT
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Hibridacion en microarrays

El cDNA marcado se une de
manera selectiva a su sonda

complementaria.

AR A

La ubicacidn de cada sonda en el
vidrio es conocida.

(\/f
O

O
A,
\/(
AV
AV
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Hibridacion competitiva

S \\\\
oé S
o
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Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de nylon).
3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra bioldgica.

4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa reversa.
5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes

6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.
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Deteccidon de fluorescencia

Sirm 08 e et Py Do G e

Cy3: 550 - 600nm

= _ Cy3:532nm

Excitacion

Cy5: 635nm

Imagen
sobrepuesta

Scanner

Cy5: 655 - 695nm
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Deteccion de fluorescencia

Cada punto corresponde a la hibridacion del cDNA marcado con
secuencias de DNA que representan a un gen unico.

Ejemplo:
cDNA experimental: rojo Cy5
cDNA control: verde Cy3

. Experimental = Control

o0 o0 o0
2002000009

Rojo: Experimental > Control

Verde: Experimental > Control
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‘ Cada spot representa
-

un gen o un fragmento
— de un gen.

www.molgen.mpg.de

gen

cDNA9-9-9 @ @& @& ©

La intensidad de la senal fluorescente es medida para cada spot en cada
una de las longitudes de onda.

La intensidad de la senal representa la cantidad de transcrito presente en la
muestra original.

La razon de las senales de hibridacion Cy3/Cy5 representa el cambio
relativo de expresion de un gen entre las muestras.
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Hibridacion en microarrays

Cy5 =633 nm
1 2

DMA clones tost reference axcitation
. :‘-r_: N o . »
" -':-E:'-"r!'u?r.‘:' ., ":',‘.":'-"'-.-t laser 1 laser 2

AT =- X i3 g e
T raw L EETLLRELRREALS
reverie

transcription

label with

PCR amplification 2 o
purification iiii; g@ﬁ

,.5_"
rakbatic _.__‘-.*_:_:-!%
printing s
;:qf-::-':.:_:';_"*'?'%:_-!.:_:.,;ﬁ
e
-!:::-.__.'

- h:r't:-ri-:ii.r_e target
to mic F'DEIFF-:'-I_';."

Computer
analysis

@ Expresionde 1> 2
O Expresionde 1 =2
@ Expresionde 1<2
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Microarray de levadura

san. - aw-
ercamome
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I
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ressecanen
1asspean
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Microarrays/Macroarrays

* Determina el nivel de expresion de multiples
genes — abundancia relativa de sus transcritos.

* Revela la respuesta transcripcional del genoma
frente a una alteracion ambiental, en diferentes
tipos celulares, a lo largo de periodos
secuenciales de tiempo, etc.

* Permite agrupar diferentes genes sobre la base

de sus perfiles de expresion — estudiar sus
relaciones y jerarquias funcionales.
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