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Geneética Molecular, laboratorios.

i Extraccion de ADN de tejidos humanos

Uds. y sus familiares

U

Amplificacion por PCR y analisis de RFLP

G =

ADN nuclear ADN mitocondrial
J \ l
Gen Amelogenina Deleciones en Herencia Materna
|Identificacion el cromosoma Y

sexual

Total: 5 trabajos practicos



TP 1: Extraccion de ADN a partir de muestras de
mucosa bucal

Se realizara la técnica de extraccion y procesamiento de ADN humano
para su posterior amplificacion utilizando la técnica de PCR (reaccion en

cadena de la polimerasa).
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2 clases



TP 2: Amplificacion por PCR de un fragmento de ADN
mitocondrial.

Se realizara la amplificacion por PCR de una
region del ADN mitocondrial de 312 pb.

1 clase



TP 3: Deteccion de RFLPs (Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms) en el ADN mitocondrial.

l

C

Luego de la amplificacion por PCR de una
region del ADN mitocondrial de 312 pb, se
realizara su posterior digestion enzimatica para
poder visualizar el patron de RFLPs
caracteristico de cada muestra.
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Fragmento de ADNmit de 312 pb

$

Digestion con enzima Mnll

Visualizacion patrones RFLP >

2 clases
(Exp papers la 2° clase, lunes 7-11)




TP 4: Deteccion de deleciones en el cromosoma Y
asociadas con infertilidad masculina.

Existen grandes regiones en el cromosoma Y asociadas con la produccion de
células espermaticas, conocidas como AZF (azoospermia factor). Deleciones
en algunas de estas regiones se asocian a infertilidad masculina.

Se utilizaran los conceptos aprendidos (como PCR multiplex) para el estudio
de microdeleciones correspondientes a la region de los genes AZF y su
correlacion con infertilidad y cancer testicular. Clase teorica.
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Forma de evaluacion.

Trabajos practicos:

«80% de asistencia y aprobacion de parcialitos
eInforme de TPs

«Exposicion de trabajos

eExamen de TPs

REGIMEN DE ESTUDIOS DE LA UNQ
http://www.ung.edu.ar/advf/documentos/5006e6bcefbf8.pdf

ARTICULO 11°: Se considerara ausente a aquel alumno que no se haya presentado a
las instancias de evaluacién pautadas en el Programa de la asighatura.



http://www.unq.edu.ar/advf/documentos/5006e6bcefbf8.pdf

Micropipetas

+

Pipeta Rango
1000 100 a 1000 pl
0200 20 a 200 pl
p20 2 a 20 pl
p10 1a 10 pl
p2 0.5a 2 pl

*Codigo de colores que usaremos en clase

Tips®
azules
amarillos

amarillos

blancos

blancos



Rotulo de sus muestras

~

Iniciales + .
Iniciales +
o) TTe—
N° grupo N° grupo
Ejemplo:
“PA 3”

Tubo eppendorf
1.5 ml

Para la muestra del familiar: Iniciales (alumno) + N° grupo + letra F.
Ejemplo: “PA 3F”



Consejos para trabajar en la mesada
de laboratorio

Dejar la mesada lo mas despejada posible, con una sola guia de TPs por grupo

Utilizar siempre guantes y tener en cuenta no contaminar las muestras, ya
que trabajaremos con DNA humano

Rotular bien los tubos! Siempre con el mismo codigo: iniciales, nUumero
de grupo y la letra F para familiares

Tener en cuenta los rangos de volumen de cada pipeta

Revisar los calculos antes de comenzar a trabajar con las soluciones

Preguntar hasta comprender... no tengan verguenza.



i GENETICA MOLECULAR

Clase de extraccion
de ADN



i Extraccion de ADN

Investigacion

Paternidad

Punto de partida para una

multitud de anali

genéticos

—/ \]

Enfermedades Hereditarias

S1S

Casos
Medicina Forense

Criminalistica




Hay mas de un tipo de ADN

i ADN nuclear

ADN mitocondrial ADN cloroplastico
en plantas

ADN plasmidico,
ADN viral



Clasificacion segiin su =" "2

i distribucion

ADN nuclear
22 autosomas + X, Y

3.000 millones pares de bases
1 molécula/célula

ADN mitocondrial
16.569 pares de bases

2 a 10 moleculas de ADNmt/mitocondria
500 a 1.000 mitocondrias /célula
1.000 a 10.000 moleculas ADNmt/célula

Carece de histonas



Clasificacion segun su patron de

i herencia

»Herencia biparental:
Autosomas, cromosoma X

»Herencia uniparental:
ADN mitocondrial, cromosoma Y



é / J|
Fuentes de ADN \‘ @ (| | 1 J

Diferentes Tejidos Muestras Forenses
Liquida Pelo -del bulbo capilar
Sangre < Manchas secas -sin bulbo: ADNmt
Unas -células epiteliales-
Tejidos embebidos en parafina Colillas de Cigarrillos
(restos de ceélulas)
Fluidos corporales ';,“estos
Semen-Orina Ientes
Momias
Celulas en Cultivo Animales - Plantas

Hongos - Levaduras
Bacterias-Virus



‘_h Objetivo de una buena extraccion

| Cantidad
| Calidad (integridad)

| Pureza
(ausencia de contaminaciones)



Técnicas de biologia molecular
que utilizan ADN

sautiern o] —vcr ] secuenciacio

DA N ‘\’ Ry ¥
W B W Target Sequence
-

@CS GAGYACT GGAACAGCCA GAAGG AMTCt
140 150 160




Método de extraccion de ADN
genémiCO (alto peso molecular)

Pre-tratamiento (en caso de ser necesario)

Neutralizacion
Tratamiento con solventes organicos

Lisis celular

Disrupcion mecanica
Agentes quimicos

Purificacion de ADN

Precipitacion
Matrices (kits comerciales)



Pre-tratamiento

Tratamiento con solventes organicos

Muestras de tejidos fijados e incluidos en parafina
Sucesivos lavados con xileno

Lavados con Etanol absoluto

Xileno Calor
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Lisis celular

Métodos fisicos Agentes quimicos
— Disrupcion mecanica — Detergentes: SDS (sodium dodecyl
 Homogeneizadores sulfate), CTAB (hexadecyltrimethylammonium
* Tijeras bromide)
— Sonicacion — EDTA: quelante iones

— Digestion enzimatica: Proteinasa K

— Otras: RNAsas, Amilasas, etc



Purificacion de ADN

Agregado de sales LiCl, NaCl, NaClO,

.. , . . Fenol-cloroformo
Extraccion organica, separacion de fases

SEVAG: Isoamilico-Cloroformo

ADN
\ZzZ] {zm Moléculas bipolares

Proteinas, restos
de membranas,
lipidos



Purificacion de ADN

Precipitacion
ADN ‘ Lavados con alcoholes de
+ menor grado

ETOH @
0 Rl

Isopropanol Contriu:
gacion Dilucion en buffer

TE o H,0



Kits comerciales

Columnas con Matriz de Silica

Las columnas unen selectivamente el ADN, en presencia de “7 i
sales caotropicas. El ADN es recuperado a partir de la matriz S
de silica mediante lavado con TE o agua.
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lavado
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elucion
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R b =y anilisis de
clonazion /

J \\ restriccion

t-ansfarmacion

sacueiciacion
PCR hibridacion



Tarjetas FTA-
Whatman

Papel de filtro especialmente impregnado:
Muestras: sangre, saliva u otros fluidos corporales.

Provoca: lisis celular, inactivacion enzimatica,
bacteriana y viral

PCR sobre el papel:
FTA-purification reagent: elimina facilmente los inhibidores de la
PCR. El DNA queda atrapado y estabilizado en la matriz
permitiendo realizar la PCR sobre el mismo.

= = g

—» Facil Transporte y Almacenamiento
— Pueden conservarse a temp. ambiente indefinidamente
en condiciones de sequedad.



‘L Seleccidon del método

Tipo de muestra
Target a detectar
Grado de pureza
Cantidad de ADN
Rendimiento
Integridad

Presencia de inhibidores

Capacidades del laboratorio
Cantidad de muestras
Facilidades

Repetitividad

Aplicaciones

Tiempo de analisis

Costos



Visualizacion y cuantificacion de los

i resultados

; Que Cantidad y Calidad obtenemos ?

o

Fluorometria 3 Metodologias

. SN

Fluorometro .
(ei: QubIt™) Espectrofotometria Gel

Cuantificacion ﬂ ﬂ

por fluorocromo . C f .7
uantificacion = Semi-cuantificacion
— Abs 260 nm Standard de cuantificacion
andar
& B\ * Pureza
o R Rel. Abs 260 nm / Abs 280nm = Calidad = Degradacion

- PM del ADN

.



Visualizacion en gel de agarosa

Extraccion de ADN genomico

Resultado esperado en un Resultado esperado en una
laboratorio de investigacion clase de TP

Ladder A B. C D = L Seiaf
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Visualizacion en gel de agarosa
Semi-cuantificacion de ADN

{0 Kodak Digital Science 1D - [DNA UNQ 1er cuat 07 -030407-2 *]
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Visualizacion en gel de agarosa

Extraccion Extraccion
Parafina Fenol - Cloroformo
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Extraccion con LiCl a partir de muestras de saliva




i Extraccion de RNA

Consideraciones especiales:

(JRNAsas
(uso de inhibidores de RNAsas)

JdpH
(pH 5-6 para RNA, pH 8 para DNA)



Tipos principales de RNA

i en la célula

JRNA mensajero (mRNA): ~ 1-5%
(sirve como molde para la sintesis de proteinas)

JRNA ribosomal (rRNA): ~ 80%
(componente estructural de los ribosomas)

JRNA de transferencia (tRNA): ~ 10-15%
(participa en la sintesis de proteinas)



‘_L ;Para qué extraer RNA?

»Tamano (estudiar distintas formas de splicing)
»Secuencia (predecir un producto proteico)
»Abundancia (medir los niveles de expresion)

»Dinamica de expresion (temporal, tejido-
especifica, etc).



Protocolos de extraccion de RNA

Extraccion organica
(solventes organicos)

Lyse/homogenize cells

L Add phenol:chloroform:isoamyl alcohol to lysed sample,
and centrifuge
oy
-—
: Organic phase separates from aqueous phase
* Organic solvents on bottom
\ » Aqueous phase on top (contains total RNA)
e * Cellular debris and genomic DNA appears as a
Aqueous

“film” of debris at the interface of the two solutions
phase —

] .
Organic — \ "”T Remove RNA solution to a clean tube;

aohimris precipitate RNA and wash with ethanol, then

|
\ / resuspend RNA in water

Extraccion con oligo(dT)
(para mRNA)

- &

Extraccion por afinidad
(columnas)

Lyse cells, and spin to remove large particulates/cell debris

Apply lysate (containing nucleic acids and cellular contaminants)
’12= to column with glass membrane

Wash with alcohol to remove contaminants; nucleic acids
stick to glass membrane while contaminants wash
through. Treat with DNase enzyme to remove
contaminating DNA.

RN

Apply water to the column;
purified RNA washes off the
glass and is collected
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TTTT

Poly-A tail of mRNA binds
to oligo(dT) matrix

TTTT



Visualizacion de RNA en gel

> Geles desnaturalizantes
» Condiciones libres de RNAsas

Higher yield with Norgen
RNA Isolation Kit

Diverse species of RNA
with Norgen’s RNA kit
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Total RNA isolated from E.

resolv

Norgen Competitor

Small molecular weight
RNA

coli using Norgen and Competitor Total RNA Isolation Kit
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Resumen

+

Vimos:
> Tipos de ADN

» Fuentes de ADN
> Técnicas moleculares que utilizan ADN

> Protocolos de extraccion de ADN

> Visualizacion y cuantificacion de ADN
> Extraccion de ARN
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;Preguntas’




