1. Extraccid acids
nucleics

2. Extraccidé i analisi
proteines

MOZ T‘ecr"ques 3. Edicié DNA - Proteines

recombinants

Complement‘anes aIS 4. Tecniques de recompte i

viabilitat cellular
CUItlUS CBIIUIarS 5. Citometria de flux
6. Transfeccid i
transduccio
7. Diferenciacid i
reprogramacidé cellular



Acids Nucleics: DNA i RNA
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CONTEXT HISTORIC

1869 Friedrich Miescher, va aillar un
material ric en fosfats. També va trobar
aquest material en diferents tipus cellulars

1953 Watson & Crick (+Franklin)
Estructura secundaria

2001 Projecte Genoma huma

Difraccion de rayos X de ADN ex-
traido del timo de ternera.
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Acido desoxirribonucleico (ADN)

Base
Surco mayor nitrogenada

Nucledtido

Adenina

— Azlcar
Surco menor

— Grupo fosfato
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L’>ADN té certa
carrega negativa.
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ADN mitocondrial

Mitocondria

PROKARYOTE

ADN Mitocondrial
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Quina és la seqliencia complementaria de la seglient cadena de
DNA:

5’ -GGATTTTTGTCCACAATCA-3’



Gens

La majoria de gens acabaran

donant lloc a una proteina,

pero no sempre és aixi, i en
alguns casos la molecula de

RNA és el producte final.

Prateing A

NA B N NAD
Proweins 8 Proteina D



Processos relacionats amb 'ADN

- Replicacid
- Transcripcid

- Traduccibd



Replicacio DNA
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Replicacio DNA

- dNTP

polimerasa

Necessita unir-se a una doble
cadena

Capacitat correctora

Taxa d’error: 1 error cada 107
parells de bases

- DNA helicasa
- DNA 1ligasa

- RNA Primasa )
} Primer

- rNTP

Proteinas de
unién a cadena
simple

Topoisomerasa

&
ﬁ Origenes de replicacion

Direccion del movimiento
de la horquilla



Replicacio DNA

Proteinas de
unién a cadena
simple

ADN polimerasa

CADENA
ADELANTADA

ADN polimerasa
=D

ADN ligasa l
o<

ADN primasa

Topoisomerasa

CADENA
REZAGADA

Ribonuclebsidos
trifosfato entrantes

Hebra molde
de DNA

LA PRIMASA UNE
DOS RIBONUCLEOTIDOS

LA PRIMASA SINTETIZA
EN DIRECCION 5'A 3’

Cebador de RNA Primasa



https://www.youtube.com/watch?v=TNKWgcFPHqw

Replicacio, ageing i cancer
(cel. eucariotes)

- Telomers: seq.
repetitives als extrems
dels cromosomes, que
permeten la seva
replicacio (via
telomerasa) i marquen

el final d’aquests.

- Eviten que els cromosomes
siguin més curts després
de cada divisid cellular
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AATCCCAATCCCAATCC .

)
Telomerasa se une a la proyeccién 3' del telémero, \
que es complementario a ARN telomerasa

¢ \

Bases se agregan usando ARN telomerasa
como molde

¥
AN PO .,;
AATCCCAATCCCAATCC CAAUCCCAAUC

Telomerasa se desplaza hacia adelante
y se une a la nueva repeticién

77| [EJ68] ||~ “ \IL‘U

AATCCCAATCCCAATCC CAAUCCCAAUC

Bases se agregan, telomerasa se desplaza
nuevamente, y el proceso se repite

ADN polimerasa extiende el cebador ARN
para sintetizar una cadena complementaria




Genetics by
numbers

Quant gran/llarg és el DNA?

Aproximadament cada cellula té 3x10° de bases nitrogenades, aix0 correspon a uns
20000 gens en el genoma huma, 37 dels quals es troben en el material genetic
mitocondrial.

Si estiressim tota aquesta seqliencia es correspondria a 2-3 metres en humans.

Quant tarda el DNA en replicar-se?

In E. coli the entire genome 1is replicated in just 40 minutes, at a pace of
approximately 1,000 nucleotides per second. In eukaryotes, the pace 1is much
slower: about 40 nucleotides per second.


https://www.nigms.nih.gov/education/Inside-Life-Science/Pages/genetics-by-the-numbers.aspx
https://www.nigms.nih.gov/education/Inside-Life-Science/Pages/genetics-by-the-numbers.aspx
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https://www.nature.com/scitable/topicpage/major-molecular-events-of-dna-replication-413/#:~:text=DNA%20replication%20occurs%20during%20the,about%2040%20nucleotides%20per%20second.

origin of replication


https://www.youtube.com/watch?v=sKe3UgH1AKg

Epigenetica

Estudi dels canvis que
activen o inactiven els
gens sense canviar la
sequiiéncia de 1'ADN, a
causa de l'edat 1
1'exposicid a factors

ambientals (alimentacié,
exercici, medicaments 1
substancies quimiques).
Aquests canvis modifiquen
el risc de malalties 1 a
vegades passen de pares a
fills.




Epigenetics

DNA methyilation

Histone modifications
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' DNAMethylation
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Transcripcio (DNA — RNA)

On es duu a terme?

f -
\\‘

Messenger RNA

’\|!l
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d of the growing RNA molecule Once the

Made with K I ﬁtﬂe?ﬁ?@ﬁ?ﬁ

RNA polymerase reaches the



http://www.youtube.com/watch?v=_Zyb8bpGMR0

T

ATGACGGATCAGCCGCAA ATTGGCGACATAA

UACUGCCUAGUCGGCGUU .‘

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT
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Classes RNA

e mRNA > conté la informacidé per produir una proteina

e tRNA > s’uneix de manera especifica a im AA i el
transporta al ribosoma on es produeix la traduccié.

e rRNA > formen el centre de 1’estructura del ribosoma i
catalitzen la sintesi proteica.

® miRNA/siRNA/snRNA > regulen 1’expressid genica



ARNm

Transcripcion

Nucleo de la célula
Citoplasma

Traduccién & ,4)/
-7 Proteina
)’

Cadena de proteina
en crecimiento

—~ 2

Aminoacidos

Ribosoma—— Codén



Splicing
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ARNm - Regulacid postranscripcional
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https://www.youtube.com/watch?reload=9&app=desktop&v=xQ5YzARI5L0&skip_registered_account_check=true
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Codi Genetic

Codones

Aminoéacidos

AGA UUA AGC
AGG uuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CUC CCC UCC AcCC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GuuU UGA
Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Finalizaciéon
A R D N C E Q G H | k K M F P S ] W Y Vv
Segunda letra
uuu ucu UAU uGU u
uoc 1P | uce o Uac k™ [uac o (e
UUA}Leu UCA UAA Alto|UGA Alto| A
uuG ucG UAG Alto|UGG Trp |G
cuu ccu CAU}His CGU u
olelCucl ., lccCly, |CAC CCC g |C| £
|7 |cua CCA CAA}GIn CGA Al%
=| |cuc CCG CAG CGG Gl
g Tawu ACU AAU AGU ul$
-E. AUC }lle Acc}Thr Aac JAsn | AG2 Jser | ¢ k)
AUA ACA AAA AGA A
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GUG GCG GAG GGG G




rRNA

Es 1’ARN més abundant (80% del
total)

Presenta segments lineals 1
sements de doble helix

Formen part dels ribosomes,
sent els principals
responsables de la major part
de 1'estructura i funciodo del
ribosoma




Dues
subunitats:

- 60 S
- 40 S

Sitio A

Subunidad
ribosbmica
grande [

Subunidad
ribos6mica
pequena

Sitio de union
a mRNA

(A) (B)



IRNA

e .
Eina per estudiar la biologia S’utilitza en:

basica de les celules, ja que _ knockdown studdies
) . .

permet 1 T?acF1Yac1o (knoc&down)de - phenotype analysis

1’expressidé genica > estudi de la - function recovery

funcidé proteica i la funcid genica - pathway analysis

en molts tipus cellulars. —  4n vivo knockdown

- drug target discovery



RNA interference: learning gene
knock-down from cell physiology

Mechanism of RNA interference (RNAi). The appearance of double stranded
(ds) RNA within a cell (e.g. as a consequence of viral infection)
triggers a complex response, which includes among other phenomena (e.g.
interferon production and its consequences) a cascade of molecular events
known as RNA1. During RNAi1, the cellular enzyme Dicer binds to the dsRNA
and cleaves it into short pieces of ~ 20 nucleotide pairs in length known
as small interfering RNA (siRNA). These RNA pairs bind to the cellular
enzyme called RNA-induced silencing complex (RISC) that uses one strand
of the siRNA to bind to single stranded RNA molecules (i.e. mRNA) of
complementary sequence. The nuclease activity of RISC then degrades the
mRNA, thus silencing expression of the viral gene. Similarly, the genetic
machinery of cells is believe to utilize RNA1 to control the expression
of endogenous mRNA, thus adding a new layer of post-transciptional
regulation. RNAi1 can be exploited in the experimental settings to knock
down target genes of interest with a high specific and relatively easy
technology (see text for more details).

mRNA

dsRNA

Dicer

l dsRNA cleavage

NN

l RISC formation

N’/

RISC

l mRNA cleavage

P N

.
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https://translational-medicine.biomedcentral.com/articles/10.1186/1479-5876-2-39
https://translational-medicine.biomedcentral.com/articles/10.1186/1479-5876-2-39



http://www.youtube.com/watch?v=cK-OGB1_ELE

Synthetic molecules for RNAI Vector-based RNAI In vitro—synthesized RNAI
[ [ 1 |

Sﬂenger Select Stea.lth niea shRNA expression miBNA expression Dicer processing
siRNA siRNA of long dsRNA
Dicer

T T o ol

siRNA in mammalian cell

‘ (pool of 21-23 nt siRNAS)
RISC loading
SiRNA unwinding
Target recognition
Target mRNA

Figure 5.8. Methods of RNAi knockdown in
mammalian cells.

Cellular message is destroyed




miRNA i siRNA

Two types of small RNA molecules function in RNA1.

— MicroRNA (miRNA) molecules, on the other hand, are
naturally occurring single-stranded RNAs 19-22
nucleotides long, which regulate gene expression by
binding to the 3' untranslated regions (UTRs) of target
mRNAs and inhibiting their translation (Ambros, 2004)

- Short 1dinterfering RNA (siRNA) molecules that target mRNA
cleavage, effectively knocking down the expression of a
gene of 1interest.


https://jmmulet.naukas.com/2023/07/19/calladitos-estan-mas-bonitos-como-el-silenciamiento-genico-puede-beneficiar-a-la-agricultura/

miRNA

Quan s’uneixen a un mRNA especific, en redueixen
1’estabilitat i poden evitar la seva traduccidé a proteina.

- Hi ha uns 500miRNA codificats en el genoma huma i poden
regular un terc¢ dels nostres gens

Typical gene

- Direct Protein

Pl 9 e miRNA

N

Messenger RNA -
MicmRiNA gene ‘

Binds to messenger RNA

e ) . AAAAA
MicroRNA [ — AAAA — y.
Protein assembly *
is blocked

Degradation Block Translation



https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/epigenetics-noncoding-rna-research/mirna-analysis/mirna-mimics-inhibitors.html

A clinical-stage biotech company

mMmiRNAs

proliferation metabolism

immune

invasion &
system migration
activation
vasculogenesis apoptosis

InteRNA Technologies 1is a clinical-stage biotech
company developing a pipeline of proprietary RNA
therapeutics targeting key processes 1in initiation
and progression of human diseases, with a focus on
cancer. Selected through its leading microRNA
(miRNA) discovery and functional validation
technology platform and enabled with a
3rd-generation drug delivery formulation, these
miRNA compounds can mount a coordinated
anti-cancer attack by engaging with multiple
signal transduction targets simultaneously. With
this approach, we address the high unmet medical
need for novel therapeutics with improved efficacy
and less prone to drug-acquired resistance that
will benefit cancer patients.


https://interna-technologies.com/

Synthetic molecules for RNAI Vector-based expressed RNAI In vitro synthesized RNAI
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siRNA in mammalian cell

¢
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RISC loading
siRNA unwinding
Target recognition

Target mRNA

Cellular message is destroyed
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https://www.sigmaaldrich.com/ES/es/technical-documents/technical-article/genomics/gene-expression-and-silencing/sirna-design-quality

siRNA

miRNA

Occurrence Occurs naturally in plants and lower animals. Whether or not | Occurs naturally in plants and animals.

they occur naturally in mammals is an unsettled question.

Configuration Double stranded Single stranded

Length 21-22 nt 19-25 nt

Complementarity 100% perfect match; therefore, siRNAs knock down specific | Not exact; therefore, a single miRNA may target up to

to target mMRNA genes, with minor off-target exceptions. hundreds of mMRNAs.

Biogenesis Regulate the same genes that express them. Expressed by genes whose purpose is to make miRNAs,
but they regulate genes (MRNAs) other than the ones that
expressed them.

Action Cleave mRNA Inhibit translation of MRNA

Function Act as gene silencing guardians in plants and animals that do | Regulators (inhibitors) of genes (MRNAs)

not have antibody- or cell-mediated immunity.
Uses siRNAs are valuable laboratory tools used in nearly every Possible therapeutic uses either as drug targets or as drug

molecular biology laboratory to knock down genes. Several
siRNAs are in clinical trials as possible therapeutic agents.

agents themselves. Expression levels of miBNAs can be used
as potential diagnostic and biomarker tools.

* Table adapted from Mack, 2007.



e On es troben a les

cellules?
ARN VS ADN e Funcions?
e Quins

proces/transformacions
poden passar?




Retrotranscripcio (RT)

Procés on obtenin una copiz

d’ADN a partir d’ARN.

>
Py
=
>
o
=

L’enzim que catalitza aquesta — (€< — =
reaccié és la transcriptasa
inversa (RT) i és propia dels 1
retrovirus (VIH entre C

d’altres).

Amb els anys també podem fer
la retrotranscripcio al
laboratori.



dsDNA vs cDNA

; Exon 1 Exon 2 Ex6n 3 Exon 4 ’
5 g:l DNA
l TRANSCRIPCION
Exén 1 Ex6n 2 Ex6n 3 Ex6n 4
ST — — [=—x.] svmmmmm— 3’ Pre-mRNA

lCORTE Y EMPALME ALTERNATIVO

1 2 3 4 1 2 4 1 3 4 1 4
L e

Cuatro mRNA alternativos

Making complementary DNA
(cDNA) for eukaryotic gene

Exon Intron Exon Intron Exon

DNA
I T

Gene transcribed to RNA

RNA [ | E— —

Introns removed and exons
spliced together for mMRNA

mRNA [ |

[ ]

Isolate mRNA from cell
and add reverse transcriptase

L
DNA strand being
synthesized oooooo

DNA polymerase added
Second strand of DNA synthesized

mRNA is digested by
reverse transcriptase

[ cDNA: DNA of genes
[T without introns



DNA cromosémico

Aisle todo el DNA

Segmento de DNA

para clonar

1
SEPARE LAS HEBRAS Y
AGREGUE LOS CEBADORES
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1
AMPLIFICACION POR PCR

Clones
genémicos

(A)

Il

AGREGUE EL PRIMER CEBADOR, LA
TRANSCRIPTASA INVERSA Y LOS
DESOXIRRIBONUCLEOSIDOS
TRIFOSFATO

RNA
SEPARE LAS HEBRAS Y
AGREGUE EL
SEGUNDO CEBADOR

3

I

.

AMPLIFICACION POR PCR
CON AMBOS CEBADORES
PRESENTES

Clones de
cDNA
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Tecniques
associades

Extraccio
Purificacio
Analisi
Seqlienciacio
PCR

Microarrays



Extraccio DNA



https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1473&sectionid=102743658#1118679546

En 1'actualitat, es disposa de mUltiples metodologies d'extraccidé, la qual cosa permet
que els biolegs moleculars puguin seleccionar la técnica que més s'ajusti a les seves
necessitats. L'eleccidé del metode d'extraccidé sol realitzar-se en funcié dels segilents
criteris:

e Tipus d'acid nucleic que s'extraura: ADN de cadena senzilla (ADNss), DNAds, ARN
total, ARN missatger (ARNm) o ARN ribosomal (ARNr).

e Organisme origen de 1'acid nucleic: mamifers, plantes, procariotes o virus.

e Font de 1'acid nucleic: cultiu cellular, teixit (generalment biopsia), sang
(leucocits), expectoracid, séerum, orina, liquid cefalorraquidi, etcétera.

e Tecnica en quée s'utilitzara 1'acid nucleic extret: segons 1'Us que vagi a tenir
1'acid nucleic els requeriments de rendiment, puresa i temps d'extraccid variaran
concorde a la metodologia que es vagi a aplicar, com a retrotranscripcié, PCR,
clonacid, NorthernBlot, SouthernBlot, etc.



Extraccio DNA

o

Lisar cellules per extreure el DNA
a. Accid mecanica (nitrogen liquid, turmix)
b. Degradacidé enzimatica de la paret o membranes celulars.

Degradar les proteines unides al DNA i proteines del
citoplasma

Separar els components inorganics amb dissolvents organics

a. Processos fisics
b. Processos quimics

Purificacio per precipitacié amb etanol - MiniPrep
Quantificacio (espectofotometre)
Rentat, rehidratacié i emmagatzemament



Preparation

Figure 13.1 Flowchart of the complete protocol, including preparation.



Lisi citoplasmatica - Buffer de Lisis

La preseéncia de detergents, agents quelants de metalls divalents, i proteases
estables com ara la proteinasa K durant el procés d'aillament, prevé qualsevol
hidrolisi del DNA per nucleases cellulars i assegura l'aillament de DNA
intacte.

Proteinasa K:

Proteinasa que té 1’objectiu de purificar el DNA de possibles contaminants o
inhibidors



La innactivacio de nucleases 1intracellulars prevé la digestid
enzimatica dels acids nucleics, permetent obtindre fragments
llargs d’ADN i ARN.

La lisi cellular i aquesta innactivacié es duu a terme,
normalment al mateix temps, ja que la solucidé de 1lisi esta
composta de sals captropiques (EDTA), que segresta els
cations divalents, 1 per tant inactiva les ADNases.



Buffers - Reactius

Nuclei Lysis Buffer: utilitzat per desestabilitzar 1la
membrana nuclear, i per tant poder accedir al contingut del
nucli.

TE buffer: té 1’objectiu de solubilitzar el DNA mentre el
protegim de ser degradat.

TAE Buffer (Tris - aceétic- EDTA): utilitzat com a buffer pel
gel d’agarosa.Permet mantenir les molecules de DNA amb una
carrega negativa uniforme i constant. Es, per aixo,
component del gel i del tampdé d'electroforesi, o tampd de
cubeta.



Tris- HCl: tampd per solucions

Na_EDTA: agent quelant que inhibeix les nucleases que degraden el DNA

SDS: detergent anionic utilitzat per desnaturalitzar proteines en
hibridacidé, purificacidé d’acids nucleics i sistemes de buffer
d’electroforesi.

Proteinasa k: degrada les proteines

NaCl: provoca la precipitacié de DNA



Salting Qut

La principal caracteristica d’aquesta metodologia és 1'Us d'una solucié
concentrada de sals per a la lisis cellular i 1'extraccidé de proteines,
a diferencia d’altres metodes que utilitzen solvents organics.

L'addicio d'una solucid saturada de sals provoca l'agregacio de
proteines i debris cellular, la qual cosa permet la seva separacid dels
acids nucleics.

Generalment, aquestes solucions es preparen a saturacidé amb NaCl. Una
centrifugacid posterior a 1'addicié de la solucid concentrada de sals
precipita el debris i les proteines, i deixa 1lliure 1'ADN en el 1liquid
del sobrenadant, que es traspassa a un nou tub per a la seva rentada i
precipitat.



Altres metodes — Metode Chomczynski

> Extraccid AN total

Fenol-cloroform (1:1), desproteinitza i inhibeix les

nuc leaes

Metode rapid, té menys etapes de manipulacidé. Per tant
menor possibilitat de degradacié del DNA.



sobrenadante

absoluto noche -20°C
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Fuente: Adriana Maria Sal Ana Soledad Sandoval Rodriguez, Juan S armendariz Borunda: Biologia molecular.

Fund. y apli en las jas de la salud, www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.



Extraccion Fenol-Cloroformo: ADN y/o ARN

MUESTRA + Fenol equilibrado:Cloroformo (1:1)

FASE ACUOSA: acidos nucleicos
INTERFASE: proteinas desnaturalizada
carbohidratos contaminantes

FASE ORGANICA: lipidos de
Membrana, inhibidores, contaminantes

CLOROFORMO-ALCOHOL ISOAMILICO (24:1)
(Clor.: elimina trazas de fenol y desnaturaliza nucleasas; Alcoh.lsoa.: reduce
formacion de espuma, facilita fases)

PRECIPITACION O.N. 2 o0 3 vol ETANOLY ALTA CONC. SALES
(NaOAc 3-1M, NaCl 5M, LiCl 2M) Opcional: ARNt o glicogeno o BSA
LAVAR CON ETANOL 70% para eliminar sales residuales y liofilizar




Quines fases s'observen?

En 1'extraccidé d'acids nucleics que involucra
solvents organics, una vegada que aquests Ultims sén
afegits es formen dues fases:

- La fase fenolica, situada en la part inferior
de tub, 1la qual conté proteines i 1lipids.

- La fase superior és 1'aquosa, on se situa 1'ADN
o ARN, segons sigui el cas.

En la interfase es localitza un cimul solid de
proteines.

> La separacidé de la fase aquosa sense tocar la fase
fenolica o la capa de proteines és un pas critic en
el procés d'extraccié de 1'acid nucleic que determina
la puresa amb que s'ailla, i per tant és determinant
de 1'index 260/280 que s'obtingui.

<— Fase acuosa

Proteinas —»

<4+— Fase fendlica

Fuente: Adniana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez,
Juan Socorro Armendariz Borunda: Biologia molecular. Fundamentos y
aplicaciones en las ciencias de la salud, www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.



Purificacio DNA




Purificacio DNA

Separacidé lipids i proteines

Columnes purificacidé -

Sample

Cell lysis

Capture and cleaning
of DNA

Elution of DNA

v
y
!

V






PCR (Poly Chain Reaction)

Fases:

a) Desnaturalitzacié
b) Aliniament
c) Extensid

PASO 3
PASO 1 PASO 2
CALIENTE ENFRIE PARA SINTESIS DEL DNA ’ :
PARA ~ SSSSSSSSEN pRIDAR S T > gm3
SEPARAR LAS LOS

+ DNA polimerasa
o ) HEBRAS CEBADORES
3' I 5

Productos del
+dGTP primer ciclo
I +dCTP
Reglén de = GRETE ' '
BHA = = m 1 -y
bicatenario

amp;:irfa.car Par de cebadores

PRIMER CICLO DE AMPLIFICACION

+ dATP



https://www.youtube.com/watch?v=TalHTjA5gKU
http://www.bch.cuhk.edu.hk/vlab/hd/vl.html

CALIENTE PARA

SEPARAR LAS
CALIENTE HEBYRAS
PARA
SEPARAR LAS ENFRIE PARA SINTESIS
HEBRAS %IEE EDﬁ]E HIBRIDAR LOS DEL DNA
v CEBADORES _ [ —

ENFRIE PARA S e

HIBRIDAR LOs NI > —

CEEADOHES - : ‘ m _<
| — | . ]
e
L . -m

[— ] E— ]
m
_—
[— |
Productos del ‘<
primer ciclo
| e— m - S = _<
— e
- = -, s _<
1 T o= e
m m
- m - e ’<
| — P — ]
= . — _<
| — | [ — ]
FINAL DEL SEGUNDO CICLO TERCER CICLO
PRIMER CICLO {Produce catipimoidcukas (produce ocho moléculas

de DNA bicatenario) de DNA bicatenario)



Tipus PCR

- RT-PCR

- qPCR

- 1in situ: S'utilitza per a poder detectar seqliencies d'ADN
a Ll'interior de les cellules que no sén detectables
mitjancant altres teéecniques.



https://geneticeducation.co.in/what-is-in-situ-pcr/

gPCR (o Real Time)

> Quantitativa: ens permet amplificar i simultaniament
quantificar de forma absoluta el producte de 1’amplificaicéd
de 1’ADN.

> S’afegeix a la PCRmix una substancia marcada amb un fluorofor que ens
permet medir la taxa de generacidé d’un nou producte. > Termociclador amb
sensors de flourescencia

Aplicacions: expressidé genica, identificacidé biomarcadors cancer,
identificacidé SNP, analis de variacidé de numero de copies



https://www.youtube.com/watch?v=iu4s3Hbc_bw
https://www.youtube.com/watch?v=Dh9qSMKFlEU&list=PL4AACABAB6F402E9B&index=27

RT-PCR

- Retrotranscriptasa

- Podem sequenciar o
analitzar el cDNA

— ——

Células en cultivo

LISADO DE LAS CELULAS Y
PURIFICACION DEL mRNA

mRNA

HIBRIDACION CON
CEBADOR POLIT

SINTESIS DE COPIA DE DNA CON FTTTTTT15
TRANSCRIPTASA INVERSA PARA s
FORMAR UNA DOBLE HELICE Cebador poli T
mRNA RNA/DNA

: P
3 TTTTTTTS
cDNA
DEGRADACION PARCIAL DEL
RNA CON RNAsa
5 AAAAAAA 3
3 3 D
TTTTTTTS
Cebador de SINTESIS DE UNA HEBRA DE DNA
RNA residual

COMPLEMENTARIA USANDO DNA POLIEMRASA

5 AN\ AN I\ m,i\Al,i\'i«’?‘Alll\sr
3M\LLLL\ MM\ VNTTTTTTTS

Molécula de DNA complementario (¢cDNA) bicatenario




Rara particula de
HIV en plasma de la

ersona infectada
Muestra de et

sangre de una

persona
infectada

-
EXTRAIGA

EL RNA

'
'
U — U— Plasma

ELIMINE CELULAS POR
CENTRIFUGACION

Control con
sangre de una
persona no
RNA infectada
TRANSCRIPCION [ ) |
INVERSA Y ELECTROFORESIS
AMPLIFICACION EN GEL
POR PCR DEL } ;
cDNA DEL HIV f 1
J —







Analisi DNA

Gels d’agarosa

- Proteines i ac. nucleics

componente gque migra  punto de
con carga negativa | aplicacion de
componente
\ la muestra que migra con

énodo@ o = carga posttiva
< papel cétodoe
SIS -~
I i ] N :
{

¥

compartimentos
con tampon y 4
logelectrodos i

Gels de poliacrilamida

- Proteines i ac. nucleics de mida

reduida
compartimento pocillos donde se aplican las muestras
superior . s
con tampon a4 \ \
y el catodo \
) cétodo G

S [
s [ %gi; . )
S

se separan ____ | By,
los componentes T gel colocado
] 3 ! _ entre placas
colorante i -7 de vidrio
indicaclor e N poslesce
del frente | // [ /
de avance 1 | , |
-~ | p anodo @ 2
' e acumulador
compartimento e, LA ¢
inferior ———— N B ‘
. - ! gel
con tampén - ’L 3 ’ separador
y el anodo O il |
it S




composicién del gel ~ resolucion

conseguida:
% de % de tamafio
acrilamida agarosa de DNA (kb)
20 0,006 - 0,10
15 0,025 - 0,15
12 0,04 -0,2
8 0,06 - 0,4
3 0,08 - 0,5
315 1 B 2
2 0,1-2
1,5 0,2-3
1,2 0,4-6
0,9 0,57
017 0,8 - 10

oa s | Video E-Gel



https://www.linkedin.com/posts/sagar-aryal_e-gel-electrophoresis-system-dna-pieces-ugcPost-6901473366260240384-e5db

Electroforesi DNA
o Loading Buffer

com van els cables? Glicerol per a aportar densitat a la mostra
i facilitar la seva aplicacid als pouets.

Blau de bromofenol (o un altre colorant com
el xilencianol) com a marcador del front
d'avang de 1l'electroforesi. Aixi mateix, el
seu color és una ajuda visual durant la
carrega de mostra en els pouets.

Per que les hebres es mouen?

Tampb per a estabilitzar el pH i, per tant,
la carrega de les moleécules.



ELECTROFORESI

Possibles errors -

Gel ideal Corrimiento insuficiente  Corrimiento excesivo Poco ADN Demasiado ADN

Pozo 3 perforado Pozos mal formados TBE precipitado Burbuja en carril ~ Gel preparado con agua




— — — esnaturalizacion

|dentificacio amb sondes (probes)

Sonda &S - \ ~
L s> y) &”‘
> E1 nostre objectiu és ‘ \?J 7
identificar homologia entre - yf"y
se q U é nc -l es Hibridacién /n Situ Fluorescente S

(FISH)

A

Poden ser de: 3t Q{

ét_n/

Visualizaci on )y
e DNA (clon de 1llibreria o %7% o N\“‘M

=

||||||||||||||||||

producte de PCR) - Tipus:
1-100kb
e RNA (clonacidé amb a) Homologues
vectors) - 1000 nt b) Parcialment semblant: buscar
e Oligonucledtids (sintesi gen homoleg en espeécies
quimica) - 15-50 nt semblants

c) Sintetiques: té 1’objectiu de
trobar el cDNA d’una sequencia
peptidica



Southern Blot

Gel para electroforesis

> Analisi molecules
d’ADN, mitjancant
sondes marcades

Hibridacion con una
4 sonda de &cido nucleico
e

A

la Sonda de hibridiza con
secuencias complementarias a la
secuencia de ADN

Detectar seq DNA en
una mostra de sang o
teixit

_____ El filtro se expone a rayos X

o]

Autoradiograma




Northern Blot

> Deteccid seq d’ARN, utilitzant una sonda marcada

Tl - {m -‘"?"""“Mridizod
Exercicis electroforesi )



https://docs.google.com/document/d/1ncpwmzt-fBGlyJeJORgPcWJomEsvqS8h2ngrZNfIqGU/edit?usp=sharing

ESPECTROFOTOMETRIA

Técnica que Mesura la Permet calcular 1la
serveix per absorbancia de 1la concentracié
quantificar la 1lum a una
?ogzentraiié d’ longitud d’ona
acids nucleics PR

especifica
(ADN o ARN) P Permet valorar la

qualitat del ADN

Selector de longitud
Colimador de onda Detector
..13% o, i
Fuente de luz Monocromador Solugon Pantalla digital
muestra o medidor

Adoptods de Heouny S Q



Calculs quantitat

Maxim d'absorcié DNA a 260nm > ens permet calcular la
quantitat de DNA

[DNA]= Ce x A x b x FD
Ce (coeficient extincid)=

e DNA
e RNA

50pug/mLxcm™
40ug/mLxcm™

A (absorbancia de la mostra)= (Amostra - Ablanc)

b (longitud del pas optic)= lcm



Estabilitat DNA i qualitat DNA

Per a ser una molécula
molt gran, 1'ADN és molt
estable i pot durar molt
de temps si es manté en
condicions fredes, seques
i fosques.

L'estructura en doble
helix és la que fa que
les moléecules d'ADN no es
desnaturalitzi. Guardarem
el DNA disolt en aigua a
-20°C.

Aquesta propietat ha
permés extreure i
analitzar ADN recollit
d'especies que es van
extingir fa milers

} } d'anys.
260 28

nm

EXERCICIS 1

Leer “Cuantificacién de acidos
nucleicos mediante diferentes
técnicas”




Practica analisi DNA extret

O. Encendre espectofotometre (20min abans)

1. Preparar dilucido microcuveta quarz (UV)
2. Calibrar BLANC

3. Lectura espectrofotometre
a. Barrido 260-280
b. obtencidé resultats

4. Analisi



Resultats analisi DNA




Qualitat
G1 G2 G3
Pollastre | % 1,07 1,37

Qué observem?
-  Quantitat?
- Qualitat?

Analisi

G4

1,08

0,93

260/280

Quantitat

G1 G2 G3
350ug/mL 350 ug/mL 240ug/mL
100ug/mL

- “125ugiml | ugimL
50ug/mL - 175ug/mL

( <1,8 - proteines
1,8-1,9 - DNA pur

< 1,9 - 2 - RNA

>2 - nucleotids lliures
. (cont.)

G4

135ug/mL

280ug/mL

6,25 ug/mL



CYTOSINE

o NUCLEOBASES

'

Extraccio RNA

HELIX OF
SUGAR-PHOSPHATES

e

Q
AY
N
H
H.
N
H

URACIL

QL RNA
N RIBONUCLEIC ACID
H

N
H
(¢]

S

NH
NH,
N
N

N
N
NH

(o




Objectius

- Estudis d’expressio genica (analisi dels nivells de ARNm)

- RT-PCR

- Diagnostic de malalties ocasionades per virus d'ARN

- Analisis d'expressidé de gens o validar la clonacié de
L'ADN complementari (ADNc) en un vector.

En realitzar 1'extraccidé d'ARN de celules eucariotes
existeixen dues possibilitats: extraccié d'ARN total (ARNm,
ARNr i ARNt) i extraccidé exclusiva de ARNm. Es pot utilitzar
el metode d’aillament per metol-cloroform o utilitzant

columnes de cromatografia.



Extraccio mitjangant columnes

1. Les ceéllules o teixits es disgreguen en una solucid per a lisar les celules i
inactivar les ribonucleasas endogenes.
2. El lisat cellular es dilueix amb una solucidé alcoholica i es coloca en una columna

de resines d'intercanvi anionic. La resina sén de naturalesa silica amb superficie
hidrofilica amb grandaria de particula reduit, fetes amb quantitats elevades de
grups dietil-amino-etil (DEAE).

3. La purificacidé es basa en la interaccidé d'aquests grups DEAE carregats
positivament amb els grups fosfats (carregats negativament) de 1'ARN.
4. Les proteines i altres contaminants sén retirats amb rentades. El pH i 1la

concentracidé de sals de les solucions amortidores usades en cada pas controlen 1la
unié de 1'ARN a la columnai 1'elucidé de 1'acid nucleic.
5. L'ARN unit a la columna s’elueix amb solucions ioniques aquoses.

El procés és rapid, encara que la quantitat d'ARN sol ser limitada, pero la qualitat
és major que amb el metode fenol-cloroform.



Que hem de tenir en compte?

E1l RNA és molt labil, i per tant en el moment de 1’extraccidé hem d’evitar la seva
degradacié per les ribonucleases de la propia celula.

També s’ha vigilar la preséncia d’ARNases exogenes, presents en reactius utilitzats
per 1’extraccié de DNA. Es recomana utilitzar pipetes i puntes exclusives per aquest
procediment.

Etapes generals:

1) Disrupcidé de les cellules o del teixit
2) Inactivacidé de l'activitat de la ribonucleasa (RNasa) endogena
3) Desnaturalitzacidé dels complexos nucleoproteics

4) Eliminacidé d'ADN i proteines contaminants.



Diferéncies

Temperatura de solucid
fenol/cloroform

pH

Us d’inhibidors d’ARNses

Aigua lliure de ARNsas

Proteinasa K

Homogeneizador

ARN

Estrictamente 4°C

5-6

Tiocianat de guanidina

DEPC 0.1%

N/A

Eléctric

ADN

Preferentment a 4°C

8,2

N/A

N/A
N/A

Manual



SEQUENCIACIO




Consisteix en ser capacos d’escriure la seqliencia de nt que
formen 1’ADN. Ens permet obtenir 1informacid sobre:

- mutacions puntuals (SNPs)
- Aberracioins cromosomiques
- diagnostic

- ADNc

Existeixen diferents tecniques algunes de les quals han anat
desapareixent, gracies a les noves tecnologies.



Sequenciacio de Sanger

EL DNA es copia moltes vegades i es talla en
fragments de diferents mides. Es realitza una PCR
amb nt fluorescents definal de cadena que permet la
determinacio de la seqliencia.

Aquesta és la metodologia que

es va seguir al Projecte Genoma

Huma (2003). Acctualment i ha

metodes que permeten la

seqlienciacidé de manera més |
rapida, pero aquesta tecnica es =
segueix utilitzant per

fragments petits.



http://www.youtube.com/watch?v=FvHRio1yyhQ

ddNTP marcados con fluorescencia 1T A€
—3
O ® © © —
ddTTP ddATP ddGTP ddCTP —
=
{ ADN molde = Inicialment
POPOPODODOO® m:;gi{:’gel s’utilitzaven
v = gels
Mmoo MA@ > = ,
DEODNEAROGO® = d’agarosa,
¥ XORORORORORCRG) f— després es va
_Q G l{i} :ff) G © (‘lf’ ] ‘_ passar a
f capillars i 1la
> deteccid amb
Usar una
méquina laser.

Kol secuenciadora



NGS (Next Generation Sequencing)

i g I | % Sequenciacid parallela de
[ | Bt L | l diverses cadenes al mateix
’ temps.
1 Es desenvolupen en un xip,
y |

y son rapides i té baix cost.


http://www.youtube.com/watch?v=1xU1oNB46YI

Human 1:

CATCAGCATCCGGG

Quina informacié podem extreure TR
it et ||

Position: 905 907 909 911 913 915 917

Human 2:

CATCAGCATCTGGG

Il

Position: 905 907 909 911 9213 915 917



Visita al PCB

Centro Nacional de Analisis
Genomico (CNAG-CRG)


http://www.cnag.crg.eu/

