UD3: EXTRACCION Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS




EXTRACCIONYPURIFICACION DE ACIDOSNUCLEICOS [ ]

Los dcidos nucleicos se encuentran confinados en el interior de las células, en el interior del
nucleo, bien en el seno del citoplasma o bien en organulos celulares como
mitocondrias vy cloroplastos.
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Las membranas celulares son las estructuras que
limitan a la célula y ademas le permiten tener
relacion con el medio exterior.

Quimicamente estan constituidas por una bicapa
lipidica en cuyo seno se encuentra dispersa una
gran variedad de proteinas.

La pared celular, peculiaridad comun a baciterias,
levaduras, hongos y células vegetales es una capa
que recubre la membrana celular y proporciona
rigidez y proteccion a las células. Quimicamente, su
composicion es variable segun el organismo del que

se trate.

Membranas y paredes constituyen una verdadera
barrera que sedebera vencer si queremos tener
accesoa los acidos nucleicos.




EXTRACCION Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

e 1

PURIFICACION ‘

Con la extraccidn se consigue hacer accesibles los acidos nucleicos a los
reactivos y enzimas que se emplean en las diversas técnicas.

Con la purificacion se eliminan las sustancias y elementos que puedan

interferir.

Laobtencion de acidos nucleicos purificados a partir de una muestra biologica se suele
llevar a cabo mediante un unico protocolo tecnico continuado.

¥

1. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA
2 EXTRACCIONDE LOS ACIDOS NUCLEICOS
3. PURIFICACION DE LOS ACIDOS NUCLHECOS




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS [

» Losac. nucleicos pueden obtenerse de practicamente cualquier muestra
biologica.

» Debido a la diversidad y variabilidad del posible material de partida (sangre,
tejidos...), en muchas ocasiones se requiere un pretratamiento especifico de la
muestra biologica concreta, que permite obtener suspensiones celulares sobre
las que serealizara la extraccion y purificacion de acidos nucleicos.

v’ Sangre
v' Tejidos blandos
v' Semen
v Sal ' :
S;"t‘siglg‘:'”'as Las suspensiones celulares
v Pelos estan formadas por células
v Ufias libres y agregados celulares
5 (")'l{esosy dientes que flotan dispersos en el
nna . v .
v Ofras «muestras seno de un medio liquido.
limite»: sudor,
manchas, objetos...




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS [

SANGRE

La sangre es una de las muestras biologicas mas habituales para estudiar los acidos nucleicos
de un individuo, purificandolos a partir de uno de sus componentes celulares, los leucocitos.
Muchos de los componentes sanguineos interfieren en las técnicas de biologia molecular.

Ejemplo: grupo -hemo de la hemoglobina es un potente inhibidor de la PCR, por lo que un
objetivo comun en los distintos pretratamientos es la eliminacion de la hemoglobina por medio

de la lisis de los hematies.
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PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS L]

SANGRE

Lasangre es un tejido formado por:
> Un_componente liguido = plasma.
» Un componente celular constituido por:

» Hematies: células sin nucleo ni mitocondrias cuyo interior esta ocupado por la

hemoglobina (proteina que contiene hierro). Sufuncion principal esel transporte de
los gases respiratorios.

» Leucocitos: celulas nucleadas de mayor tamaro que los hematies. Intervienen en el
proceso de defensa del organismo. Hay diferentes tipos:

» Polimorfonucleares: neutrofilos, eosindfilos y basofilos,
» Mononucleares: linfocitos y monocitos.

» Plaguetas: fragmentos celulares sin nucleo. Intervienen en la coagulacion sanguinea.
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PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS [

SANGRE

El pretratamiento mas habitual en muestras de sangre consiste en:

> LSISDE LOSHEMATIES: Consiste en romper los hematies con una soluciéon o
tampon de lisis en la proporcion 1:3 (es decir, un volumen de sangre por tres
volumenes de lisis).

Actualmente hay muchas soluciones de lisis comerciales, la mayoria de ellas
basadas en fendmenos osmaoticos y/o detergentes suaves).

» CENTRIFUGADO DE LAMUESTRA: una vez producida la lisis de los hematies, se
centrifuga la muestra y se obtiene un sedimento o pellet y un sobrenadante.

> ELIMINACION DEL SOBRENADANTE: Consiste en eliminar la fraccion liquida
sobrenadante con una pipeta Pasteur. Con esto se eliminaran los componentes
del plasma sanguineo y la hemoglobina, liberada por la rotura de hematies.

> CONSERVACION DEL SEDIMENTO: en el sedimento habran quedado los
leucocitos.

Este pretratamiento también es valido para muestras de médula osea.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS L]

SANGRE: OBTENCION DE CHULAS MONONUCLEDAS DE SANGRE PERIFERICA

Lasangre se puede utilizar también como material de partida para detectar, aislar y estudiar
acidos nucleicos de algunos retrovirus que infectan linfocitos como el virus de la

inmunodeficiencia adquirida (VIH).
Enestos casos interesa aislar las células mononucledas de sangre periférica o PBMC (de la

terminologia inglesa Peripheral blood mononuclear cell), es decir, monocitos v linfocitos,
antes de extraer los acidos nucleicos.

] ,

CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE |
DENSIDAD CONUN MEDIO DE Plasma
SEPARACION PBMC. "
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CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD

1.

2.

3.

4.

Secoloca en un tubo el medio de separacion y encima la

Se centrifuga (20-30 minutos a400-800 rpm, segun el
reactivo usado). Durante la centrifugacion:

» lapolisucrosa [ causa agregacion de los hematies
facilitando surapida sedimentacion.

» Losgranulocitos, cuya densidad > que el medio de
separacion, sedimentan también en el fondo del
tubo.

» Lascélulas mononucledas, (densidad < que el medio
de separacion) permanecen en la interfase entre este
y el plasma.

Se elimina el plasma sobrenadante - la capa de células
mononucleadas se aspira cuidadosamente con una pipeta
pasteur - setransfiere aun tubo limpio - selava con
tampon o solucion salina para eliminar restos de plasma 'y
plaquetas.

Apartir de las células lavadas se puede continuar con el
proceso de extraccion de acidos nucleicos.
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PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Los cultivos celulares son métodos de obtencion de células en vitro mediante siembras

controladas en medios adecuados.

Sonun buen material de partida para realizar estudios gendmicos y de expresion génica en
determinadas condiciones y bajo determinados estimulos.

El pretratamiento de estas muestras consiste en la recoleccion de las células antes de seguir
conla extraccion de acidos nucleicos.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

CULTMVOS CHULARES

Silas células crecen en suspension en el medio de
cultivo se procede de la siguiente manera:

CULTIVOS CHULARESEN

» Recolectar en un tubo

» Eliminar el medio de cultivo mediante
centrifugacion.

» Lavarlas células con tampdn o suero
fisiologico antes de iniciar la extraccion y
purificacion de ADN y/o ARN.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS
CULTIVOS CHLLULARES

CULTIVOS EN MONOCAPA

Las células crecen en monocapa adherida a la pared del frasco de cultivo
» Dos posibilidades:
> Utilizar el propio fri ra continuar el pri xtraccion:
> Retirar del frasco el medio de cultivo
» Lavarla monocapa con tampon o solucion salina
> Iniciar in situ, en el propio frasco, el proceso deextraccion
> Pasar la monocapa a untubo:
» Despegar la monocapa de células de la pared del frasco (raspador o enzimas)
» Recolectar las células en un tubo.
» Lavarlas células antes de seguir con la extraccion.

d B
-l

pedazo de y-o)
tejido

disgregacion células en . . K < &
mecasica suspension cultivo primario cultive secundario




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

TEJDOS ANIMALES O VEGETALES FRESCOS

HOMOGENEIZACION: es el tratamiento mecanico o quimico al que se somete un tejido para
liberar las células que lo integran.

$ $

HOMOGENEIZACION MECANICA HOMOGENEIZACION QUIMICA

o

Homogenizacion Homogenizacion
mecanica mecanica
automatizada manual con
mortero




TEJDOS ANIMALES O VEGETALES FRESCOS

HOMOGENEIZACION MECANICA

Consiste en someter el tejido a una accion trituradora o abrasiva para
desmenuzarlo.

Segun la manera de proceder puede ser automatizada o manual.

Homogenizacién mecanica automatizada - Se consigue utilizando varias maquinas o
lementos mecanicos.

> Eltejido se corta en pequenos fragmentos

» Luego se homogeneiza por la accion mecanica que proporcionan instrumentos
como los trituradores mecanicos, por la adicion de agentes abrasivos y agitacion,
por esferas de vidrio o ceramica que colisionan violentamente contra la muestra
mediante un movimiento de oscilacion.

» Una vez homogeneizado el tejido, se transfiere a un tubo limpio para iniciar la
extraccion.

» Hay que tener en cuenta que el proceso de rotura mecanica del tejido puede liberar
proteasas y enzimas responsables de la degradacion de los componentes celulares

> Por ello, conviene realizar estos procesos en frio y de forma rapida, o bien anadir,
inhibidores enzimaticos.




TEJDOSANIMALES O VEGETALES FRESCOS

HOMOGENEIZACION MECANICA

Homogenizacion mecanica manual con mortero
Es un método que minimiza el problema de la degradacion.
Seprocede de la siguiente manera:
» Secolocan los fragmentos de tejido en un mortero
» Se cubren con nitrégeno liquido.

» La baja temperatura del nitrogeno liquido permite la congelacion rapida del
tejido y evita la formacion de cristales en el interior de lascélulas.

» A continuacion, con la mano del mortero se pulverizan los fragmentos
congelados hasta conseguir un polvo fino

» Sedeja evaporar el nitrégeno liquido.
> Elpolvo obtenido se transfiere a un tubo para iniciar el proceso de extraccion.

En algunos protocolos, la homogeneizacion mecanica se realiza directamente en un
tampon de lisis, simultaneandola con el primer paso del proceso de extraccion.




TEJDOS ANIMALES O VEGETALES FRESCOS

HOMOGENEIZACION QUIMICA:

» Consiste en someter al tejido ala accion de proteasas y detergentes que degradan los
componentes tisulares, disgregando las celulas.

> Sesuele realizar para muestras pequenas y cortes de tejido en congelacion.

» Se anade ala muestra la mezcla de incubacion que contienen las proteasas y
detergentes para la digestion del tejido.

» Se incuba la muestra a 37-56°C durante 12-24 horas

» Pasado el tiempo de incubacion, seretira la muestra y se sigue con el proceso
de extraccion.

» Sien la mezcla de incubacion se anaden enzimas y detergentes que
desestabilizan y rompen las membranas celulares, se puede también
simultanear la homogeneizacion del tejido con el primer paso del proceso de
extraccion.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

TEJDOS FJADOS EN FORMOL E INCLUIDOS EN PARAFINA

» Eltejido fijado en formol e incluido en
parafina o tejidos FFPE es un material muy
util para la realizacion de estudios
retrospectivos, aunque la calidad de los
acidos nucleicos recuperados suele ser peor
que la de aquellos purificados a partir de
tejidos frescos.

» Estapérdida de calidad se debe a que
durante el proceso de fijacion:

» EIADN se fragmenta

» EIARNpuede ser parcialmente
degradado, segun el tiempo que
transcurra entre la obtencion y la
fijacion de la muestra.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Ladesparafinizacion_consiste en la eliminacion de la parafina en los tejidos FFPE.

» Conun microtomo, se obtienen
cortes finos (5-10 um) del tejido.

» Se transfieren, aproximadamente
9-10 mg de cortes, a un tubo
eppendorf.

» Se incuba secuencialmente con: _ | _
» xilol u otro agente desparafinante| S TR B.. Cinine
»etanoles a concentracion )
decreciente
»agua destilada.

» Finalmente, el tejido desparafinado
y rehidratado se somete auna
homogeneizacion quimica similar a
la descrita para los tejidos frescos.




Documento 3.3. Protocolo de pretratamiento de tejidos fijados en formol
g e incluidos en parafina
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PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

CULTMOS DE BACTERIAS Y LEVADURAS

El pretratamiento consiste en situar las bacterias y levaduras en tampon de suspension.

Segun el medio en el que se encuentra el material de partida, " -
se pueden dar dos situaciones: .

> Cultivo en medio liquido:
» Se centrifuga el tubo para eliminar el medio de

cultivo sobrenadante.

» H sedimento se resuspende en el tampodn de
suspension.

> Colonias aisladas en un medio sdlido (placa de agar)

» Serecoge una colonia de la superficie de la placa
con un asade siembra estéril

» Seresuspende la colonia en el tampodn de
suspension.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS
CHEULAS DE LA MUCOSA ORAL

El pretratamiento de las muestras de células de la mucosa oral, antes de iniciar la extraccion,
consiste en centrifugar la suspension celular y eliminar el sobrenadante.

En el mercado se encuentran soluciones y kits comerciales
para la recogida y conservacion de este tipo de células. ™

Existen diversos sistemas de obtencion:
v' Mediante raspado de la mucosa oral con torunda o
cepillo. En este caso la muestra tomada directamente
del raspado se sumerge en una solucion conservante
para que las células se desprendan.
v Mediante enjuague con una solucién conservante.
v" Recolectando directamente saliva.




PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

ESPUTO

El esputo puede usarse como material de partida para detectar o confirmar la presencia de
microorganismos patdgenos causantes de infecciones respiratorias.

El pretratamiento consiste en la fluidificacion con un agente mucolitico del tipo N-acetil-L-
cisteina en una disolucion de citratosodico.

Siel microorganismo que se quiere detectar es una micobacteria se puede anadir también
hidroxido sodico para descontaminar la muestra.

SOLUCION MUCOLITICA Y DESCONTAMINANTE PARA ESPUTOS
N-acetil-L-cisteina: 0,375 gr

Citrato sodico x 2 H,0: 14,5gr

Hidroxido sodico: 20,0 gr

Agua destilada: hasta 1000 ml.




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

La extraccion de ac. nucleicos implica dos procesos:
» Lalisis celular para liberar los acidos nucleicos

» Lainactivacion de nucleasas celulares (ADNasas, ARNasas) para evitar la
degradacion de los acidos nucleicos.

» Ambos procesos, lisis celular e inactivacion de las nucleasas, se consiguen
mediante la incubacion de la suspension celular con una solucion de [isis.

» En ceélulas con pared celular — bacterias, levaduras, hongos y células
vegetales — sera necesario aplicar algunas variaciones del tratamiento para
vencer la dificultad de lisis que presentan.

El proceso de extraccion consiste en la obtencion de un lisado celular de aspectc
homogéneo en el que los acidos nucleicos se encuentran libres de las estructuras
celulares en las que se mantenian aislados.




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLHECOS

LA SOLUCION DE LISIS

La composicion de la solucion de lisis depende del tipo de célula que seva alisary
puede incluir detergentes, EDTA, proteasas y agentes caotropicos.

DETERGENTES:
» Sonlos componentes principales de la solucion

de lisis. e
» Sufuncidn es desestructurar la bicapa lipidica dej '
las membranas vy desnaturalizar las proteinas ";W
que se insertan enella.
» Asiefectuan la lisis celular y la liberacion del )
contenido citoplasmatico y nuclear al medio de DODECIL-SULFATO-SODICO

reaccion.

> Eldodecil-sulfato-sodico es el detergente mas
utilizado en las soluciones de lisis celulares,
sobre todo para muestras humanas y de
animales, en combinacion con EDTA




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

su funcionamiento.

> Al atrapar los cationes de
magnesio que hay en el
medio de reaccion,se
inhibe la actividad de las
ADNasas.

Quelante: secuestrador o antagonista de metales
pesados.

LA SOLUCION DELISIS
EDTA; La inactivacion de nucleasas ej
muy importante para obtener un
> Bs l,m quelante de buena cantidad de dcidos nucleicos
cationes (Cay Mg). no fragmentados.
» EIMg esun cofactor de la Esto es debido a que:
ADNasas, necesario para > Lavida media del ARNmen

condiciones fisiologicas es muy
corta, ya que es rapidamente
degradado por ARNasas
citoplasmaticas que evitan que
la proteina que codifica se
sintetice permanentemente.

Conla lisis celular, se libera el
ADN de las estructuras que lo
contienen y lo ponen en
contacto con ADNasas
citoplasmaticas.




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

LA SOLUCION DE LISIS
FROTEASAS: . o SOLUCION DE LISIS
» A la solucion de lisis se le pueden anadir
proteinasas — como la proteinasa K — que Solucion de lisis para leucocitos y
digieren las proteinas, tanto las de la células animales:
membrana celular como las citoplasmaticas > Dodecil-sulfato-sédico: 2%
facilitando la rotura y disolucion de las > EDTA:25mM
membranas y eliminando las nucleasas. > PH:8,0
» Su empleo es especialmente util en
muestras de tejidos frescos Solucion de lisis con proteinasaK:
mrESCMTRd;COS: > Tris-HCI: 10 mM, Ph8
. . L » NaCl: 400 mM
» Es otra solucion eficaz para inactivar las _
- . » EDTA2Mm
nucleasas, al anadir agentes caotropicos que > SDS 2%
desnaturalizan las macromoleculas se impide > Proteinasa K:0,5 mg/ml
que realicen su actividad.




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLECOS

TRATAMIENTOS EN CH.ULAS CON PARED CELULAR

La presencia de pared celular en algunas bacterias, levaduras, hongos y células vegetales
dificulta la lisis celular. Paradegradar esta pared son necesarios otros tratamientos como:
» Tratamientos enzimaticos
» Tratamientos mecdnicos
» Bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB)

TSNA;I-mIENTO Se emplean enzimas que digieren los componentes de la pared
» Lisozima o lisosastin degrada la pared de bacterias G+

» Liticasa o0 zimolasa, pared c. vegetales, levaduras y hongos

Este tratamiento enzimatico se puede poner en practica antes de usar la
solucion de lisis o bien simultaneamente, incorporando la enzima ala
solucion de lisis celular.

TRATAMIENTO | En bacterias, una alternativa al tratamiento enzimatico especifico es la
MECANICO ruptura de la pared por medios mecanicos, como: ebulliciobn en agua
destilada o tampon, ciclos de congelacion- descongelacion. ..

TRATAMIENTO | Oftra caracteristica comun de las células con pared celular es su alto

CONCT8 contenido en polisacaridos que interfieren en muchos procesos enzimaticos
utilizados. Por esta razon es frecuente sustituir el SDS por otro detergente
idnico, el CTABque elimina estos compuestos




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

VERIFICACION DEL RESULTADO DE LA LISIS

Finalizada la fase de extraccion, deberemos comprobar que se haya conseguido una
solucion homogénea que indique que el proceso de lisis celular ha sido eficiente.

Sila lisis celular no es Transcurrido el tiempo de incubacion
homogénea > se observa ‘ estandar del protocolo que se esté
presencia de grumos, cuerpos realizando, se debera anadir mas
celulares. .. solucion de lisis y reincubar la
muestra, incluso a temperaturas
elevadas (37- 65°C).




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLHECOS

CONSIDERACIONES EN LA EXTRACCION DE ADN

Cuando se quiere purificar exclusivamente ADN, porque el ARN puede interferir
en los estudios posteriores, una vez finalizada la lisis celular y antes de iniciar la
purificacion, es necesario eliminar el ARN presente en el lisado.

> Seanade al medio de reaccion ARNasa
» Se incuba a 37°C durante 15-45 minutos

Este paso no suele ser necesario en muestras de sangre periférica o meédul
Osea porgue la contaminacion por ARN es minima, pero si es aconsejable en otr
tipo de muestras como saliva, teji




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLHECOS

Una vez finalizada la lisis = los acidos nucleicos se encuentran inmersos en un
extracto celular complejo junto con proteinas, sales minerales, componentes
celulares solubles y los propios reactivos empleados en la extraccion.

El proceso de purificacion consiste en separar los acidos nucleicos de los demas
componentes del lisado.

TECNICAS DE PURIFICACION

&

» Purificacion con solventes organicos

» Precipitacion con sales

» Cromatografia de intercambio idnico

» Cromatografia de adsorcion

» Purificacion mediantes esferas magnéticas
» Laultrafiltracion




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PURIFICACION CON SOLVENTES ORGANICOS

-

Se basa en la distinta solubilidad de los compuestos que integran el lisado
celular en solventes organicos.

PROCEDIMIENTO:
» Eliminacion de compuestos solubles en solventes organicos.
» Precipitacion del ADN.
» Lavado del ADN.
» Resuspension del ADN.




* PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PURIFICACION CON SOLVENTES ORGANICOS

YV VYV VY VY VY

Anadir un volumen igual al de la muestra

de la mezcla fenol/ cloroformo/alcohol

isoamilico (25:24:1) y agitar con vortex.

Centrifugar atemperatura ambiente y
transferir la parte acuosa (Qque contiene el
acido nucleico) a otro tubo

Anadir acetato sodico para facilitar la
precipitacion con etanol

Después anadir etanol al 100% frio.

Dejar precipitar a-20°C durante 30 min
Centrifugar y eliminar el sobrenadante.
Lavar con etanol al 70%, para re-precipitar

Centrifugar y eliminar el sobrenadante de
nuevo.

Resuspender en tampon TE.

[0,1-0.4m

Acetato ‘
Fate sddico )
] 3M [1:10)
v
Muestra Vortex 15000%g .
L] 10seg 1min
Etanol >
Tampén 70-‘95%’ }
TE [tmL] J
, ~ Etanol 100°4
. frio [2vol)
5 e
min m
gendmico, —_— a e P S— ] c ]

cccccccc

PON TE (Tris-Edta) RESUSPENDER

ADN

Tris HCE 10 mM, PH:8
EDTA:1 mM




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PRECIPITACION CON SALES(SALTING-OUT)

» La precipitacion con sales se basa en la precipitacion de proteinas en
presencia de altas concentraciones salinas.

» Las elevadas concentraciones salinas generan medios con elevada fuerza
ionica.
» Esto determina un incremento en las interacciones hidrofobicas entre
proteinas, disminuyendo su solubilidad en medio acuoso y provocando su

precipitacion.

PROCEDIMIENTO:
» Precipitacion de proteinas
» Precipitacion de ADN
» Lavadoy resuspension del ADN




N

\; Decumento 3,11, Protocolo de precipitacion con sales

//'

Purificacion de acidos nucleicos a partir de sangre periférica anticoagulada con EDTA

*Afiadir 9 ml de solucién de lisis
de eritrocitos y mezclar por
inversion, Incubar 10 minat.a..

 Centrifugar 3 min a 2000 rpm. - SRS R
—— R . Anadir 3 ml de solucidn de lisis
celular. Resuspender el pellet

medlante 4-5 plpeteos enérgncos.

Descartar el
__sobrenadante. |

5 ,lhcu‘béréozé‘(}jﬁnir\' a37oc.

Anadlrlml de solucnén B
: precnpltante de protelnas Agltarr_;

.Centnfugar 5 min a 2000 rpm ; enérgucamente con vortex

_Descartar el tuboz; ~

Traspasar el sobrenadante a un tubo nuevo. - §

2 Aﬁéd_i‘fr_-}fnl d'é"i'érop'r.gb'ano].i %

Mezclar suavemente por mversnon
hasta apancnén de ovillo de ADN.

_ Anadir 3mi de etanol 70%. |

: 'owllo de ADN al fondo del tubo ¥ dejar
A secar hasta que no queden restos de etanol

 Afadir 50150 mi de H,0
_ destilada o tampén TE.

lncuban a65_°c durante 1 hora con agltauon suave ;
esporédlca'o dEJar en nevera a 4 °C toda la noche

Agitar y proceder a cuantificar pureza y concentracion.




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PRECIPITACION CON SALES(SALTING-OUT)

Solucién de lisis Solucién de lisis Solucién precipitante
de eritrocitos celular de proteinas Sobrenadante  Isopropanol Etanol 70%
| - o
{ . { P ( S .
-"&r ;M e ‘4&/ g "“'..-} kéw ﬁ
) 4 \/ o A%

Sangre Leucocitos Proteinas Tubo limpio ADN

anticoagulada J

® ,.1,04\

ADN
Secar | —
) 5
ADN purificado < -2 4_\;‘
en solucién SQUM -

Fig. 2.9. Esquema de la purificacion de ADN gendmico por el método de precipitacion con sales




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
PRECIPITACION CON SALES (SALTING-OUT)

PRECIPITACION CON SALES (SALTING-OUT)

PRECPITACIONDE  » Seafiade al lisado un volumen igual de una solucion salina
PROTEINAS concentrada, que acttia como solucion precipitante de proteinas y
se agita vigorosamente con vortex durante 20-30 segundos.

» Acontinuacion, se centrifuga la mezcla, con lo que las proteinas
sedimentan en el fondo del tubo como un pellet de color pardo

» En el sobrenadante quedan los acidos nucleicos, salesy
componentes hidrosolubles del lisado.

PRECIPITACION » Elsobrenadante se transfiere a un tubo limpio

DEL ADN ~ : :
» Seanade un volumen igual de isopropanolol y se mezclan por

inversion suave del tubo varias veces.

» EIADN precipita en forma de maraina de hebras blanquecinas, que
se sedimentan mediante centrifugacion.

LAVADO Y » Se elimina el sobrenadante y el ADN se lava con etanol 70-95° y se
RE%SP;?'?ON resuspende en agua destilada o tampon TEcomo el método

anterior.



» Conjunto de técnicas que tienen comofinalidad la separacién de mezclas basandose en la
diferente capacidad de interaccién de cada componente en otra sustancia.

» De forma general, consiste en pasar una fase movil (una muestra constituida por una mezcla
que contiene el compuesto deseado en el disolvente) atraves de una fase estacionaria fija
sélida.

» Lafase estacionaria retrasa el paso de los componentes de la muestra, de forma que los
componentes la atraviesan adiferentes velocidades y se separan en el tiempo.

» Las diversas técnicas para la separacion de mezclas complejas se fundamentan en la diversidad
de afinidades de las substancias por un medio maovil gaso liquido y un medio absorbente
estacionario (papel, gelatina, alumina o silice) através del cual circulan.

Cromatografia en columna
Cromatografia en columna Rapida

Estandard "’Q‘” R
el
Ll N
2 _
M / Disolvente 12 Disolvente
3 ,./
o / Gel de silice Gel de silice
- ‘/

Recogida Recogida
de Eluatos de Eluatos




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

> Se basa en la union electrostatica reversible de iones en solucién a grupos
funcionales cargados que estan unidos covalentemente a una fase estacionaria.

>

Cuando los grupos funcionales de la fase estacionaria tienen cargar positiva, se habla de
intercambiadores anionicos, ya que se van a unir reversiblemente los iones negativos

(aniones) que se encuentren en la solucion.

Cuando los grupos funcionales de la fase estacionaria tienen carga negativa se habla de
intercambiadores cationicos, puesto que van a unir los iones positivos (cationes)

presentes en la solucion.

e G
?;“\_\_ t;i‘:“\\‘

\-V

—

.\r.‘,:. - & e ¢ _Fase - - —
% ‘%' - ;_ c ‘/'
€

l’l

Anion con fuerte carga negativa

<
& Anion con débil carga negativa

e

o

e @

lones en solucion se unen a
grupos funcionales anclados
a una fase estacionaria que
tienen carga de signo
contrario.




* PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

PROCEDIMIENTO:

» Lacolumna de cromatografia se carga con una diluciéon de
lisado en un tampdn de baja salinidad y pH neutro.

» Enestas condiciones, los acidos nucleicos tienen
carga negativay seunen alos grupos funcionales del
intercambiador, que tienen carga positiva.

» Lasproteinas, los polisacaridos y otros
contaminantes del lisado con carga positiva no se
unen al intercambiador y eluyen de la columna.

» Lacolumna selava con tampones de concentracion salina
creciente, con los que sevan eliminando contaminantes
con deébil carga negativa.

» EIADN se eluye de la columna con un tampon de maxima
salinidad y alto pH.

» Los acidos nucleicos se precipitan con isopropanolol.

» Se lavan con etanol y se resuspenden en agua destilada o
tampon TE.

-
“ -~ DNA
2 »¢ contaminants
<
-
DNA is bound 1o the anion-exchanger
F9-~1
__\1/\’ maltrix under low-pH conditions
yer Interaction between posftively charged
':, anion-exchanger group and negatively
»> charged DNA backbone
— /\ Stnngent wash with increasing salt
A concentration to remove contaminants
o)
¢
DNA is eluted with high-pH buffes
L N .
2
N5
i
Desalting / Concentration:
l Alcohol precipitation of eluted DNA
DNA is collected by centrifugation or
? = use of NucleoBond® Finalizer

Losgrupos funcionales

mas utilizados son:

» Metilaminoetanol
(MAE)

> Dietillaminoetil (DEAE)




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

La cromatografia de adsorcion se basa en la capacidad de adsorcidn de los acidos
nucleicos al vidrio y ala silice en presencia de sales caotropicas.

Si observamos la estructura molecular del vidrio,
vemos que tiene una estructura de tetraedro
debida ala composicion de SiO,, que establece

— puentes de hidrogeno con el agua, por lo que toda
Un agente caotropico es una | o ¢ bierta d
sustancia que desorganiza la red a superficie esla recubierta de una capa

tridimensional del agua influyendo| | hidratante.

en la organizacion de sus
moléculas a través de sus enlaces
de hidrogeno, y en la interaccion
de estas con otros solutos como
macromoléculas tales como
proteinas, ADN o ARN, tendiendo a
desnaturalizarlas o disolverlas.
Ejemplos: urea, tiourea y sales de
guanidina




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

El ADN esta cargado negativamente debido a los grupos fosfato, por lo que
también esta recubierto por una capa hidratante al establecer de nuevo
interacciones con ésta por puentes de hidrogeno.

~
/\/_?
-
\
o




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

Estas dos estructuras deberian impedir la interaccion entre ambas moléculas
(el ADNy el vidrio o la_membrana de silice).

[
°/ " / \ \ /o
\ / o o pP-0
——OH O " / 0N /
/ H o—F o
G N \
—-\s.—ou M bl N N CH,
O/ o/ (¢}
\
o W M t o
—§)—OH o
H
) / . CH, O\
o
——on—y / \ g
o o P /
o " / t\
0—P
\ -
w——) O O/H o \o NN CH,
\ Ll
o 4 o
—7—004 \ o
i o
+) ! o
\s—o' S " o \,/°
/ o \o e
% \ / N—Q N
SAL CAOTROPICA
——————————————————

(Yoduro potasico-experimento de Vogelstein)




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

Las sales caotropicas atraen las moleculas de agua y eliminan la capa hidratante
que recubre las diferentes biomoléculas, lo cual permite que dichas moléculas
(membrana de silice y ADN) interactien por medio de diferentes mecanismos.

7 » Los acidos nucleicos se unen perfectamente ala

/ = g>P\/ e -
- fﬂ % membrana de silice de las columnas

v || » Las proteinas, los metabolitos y otros
contaminantes no se unen vy, por lo tanto, son
eliminados de la muestra durante los pasos de
lavado.

» Posteriormente, los acidos nucleicos se eluyen de
la membrana de silice mediante tampones de
elucion con baja concentracion de sales
(ligeramente alcalinos) o simplemente agua, ya

\N que permiten recuperar la capa hidratante de los

acidos nucleicos, liberandolos aside la
membrana.




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLHECOS

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

PROCEDIMIENTO:

» Lacolumna se carga con el lisado diluido o
enun tampon que contiene un agente | [ 1 i i o e, [ S s
caotropico y se centrifuga, = los &cidos T ni——— T
nucleicos quedan unidos ala membrana /\\ DA/ ANA bond o th cameritrane |4 )3
dela columna (adsorcion) > el medio | &) wecommsowmumenene K 3 Egls
liquido con las proteinas y componentes| | & “ e £ . 3-\?
celulares contaminantes se recoge en el Principle of binding
tubo colector y se elimina. B
Los acidos nucleicos unidos ala mb. > VJ R B=— %
se lavan con etanol de 70° para eliminar B Tl N
restos de contaminantes. | B . T p

L-—) DNA/RNAis eluted in low-salt buffer or water, | 8 il X

Finalmente, la columna seajustaenun | | e s e 5
tubo eppendorf limpio - se afiade 7 e -
sobre la memb la cantidad adecuada de —
agua destilada o tampdn TE.




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PURIFICACION MEDIANTE ESFERAS MAGNETICAS

» Lapurificacion mediante esferas magnéticas se basa en la union de los acidos

"1. f nucleicos a microesferas magnéticas que pueden ser retenidas mediante un

\ J iman.

> Lasmicroesferas suelen estar constituidas por nanoparticulas de magnetita
encapsuladas en una matriz inerte.

e » Eltubo que contiene la mezcla se coloca en un soporte con iman (separador

magnético), de manera que las esferas unidas alos acidos nucleicos, son

atraidas por el iman y se agrupan en la zona de la pared del tubo que esta en

f contacto con el mismo.

A
kv




PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

ULTRAFLTRACION

La ultrafiltracion se basa en la retencion por tamano de las moléculas de los acidos
nucleicos mediante membranas con un tamarno de poro determinado.

IPROCEDIMIENTO:

> Lamuestra se carga directamente en la columna y se centrifuga, de manera que sobre el
filtro quedan retenidos los acidos nucleicos y al tubo colector pasan los contaminantes.

> Elfiltro se lava con etanol para eliminar restos de contaminantes.

> Para resuspender los acidos nucleicos se anade ala columna agua destilada o tampon TE, se

incuba unos minutos atemperatura ambiente y se transfiere a un tubo limpio mediante
pipeteo.

DNA

FRR A

} contaminants

i) ‘ i)

=
=
_";

Purified DMA is recovered from the
Sample is loaded directly onto the Sample is collected on the surface membrane after addition of water or

MNucleoFast Filter. of the ultrafiltration membrane while buffer and a short incubation.
contaminants are filtered to waste. DNA is ready-to-use for down-

stream applications.




CONSIDERACIONES ESPECIALES PARA LA PURIFICACION DEARN

El ARN es muy sensible a la accion de la ARN asasy se degrada rapidamente por

Su accion

4

» LasARNasasson enzimas muy resistentes que estan presentes en todas las superficies y materiales,
como consecuenciade la contaminacion por bacterias, hongos y células de descamacion de la piel.

» lLaesterilizacion del material por calor no las elimina, puesto que al desnaturalizarse con las
temperaturas elevadas pierden su actividad, cuando disminuye la temperatura recuperan su

conformacion nativa y recobra su actividad.

Condiciones especiales para la purificacion del ARN:
» Trabajar con guantes en cabina de flujo laminar, para evitar contaminaciones.
» Limpieza de superficies con soluciones comerciales inactivadoras de ARN asas.

» Debe estar certificado que todo el material que se use (tubos eppendorf, puntas de
pipeta. ..) se encuentre libre de ARN asas.

» Lasolucion de lisis debe contener un agente caotropico que inactive las ARN asas. El
mas utilizado es el isotiocianato de guanidinio.

» Todos los reactivos empleados en el proceso y el agua destilada deben estar libres de
ARN asas.




PURIFICACION DE PLASMIDOS

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN extracromosdmico bacteriano de pequeﬁo'
tamano, que en muchas ocasiones portan genes de resistencia a antibioticos o factores
de virulencia.

El problema se plantea durante su purificacion, puesto que hay que separarlos del ADN
cromosomico bacteriano y del ARN bacteriano.

plasmldos cromosoma bactenano

pequenos cromosomas circular
4.300.000 bp

circulares
+ 5.000 bp 1,3 mm
O E. coli
O bactena

Jp huvog y rn barc:a -macay, septiembre 2005

> CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD.
> LISIS ALCALINA

PURIFICACION DE PLASMIDOS




PURIFICACION DE PLASMIDOS

CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD

Tradicionalmente la separacion se basaba en la diferencia de densidad de ambos tipos de moléculas.

» Una vez purificado todo el ADN bacteriano (cromosomico + plasmidico) se sometia auna
Ultracentrifugacion en gradiente de densidad.

» Como el ADN plasmidico tiene una densidad mucho menor que el ADN cromosémico, ambos tipos se
separaban en bandas diferenciadas.

» Latécnica era muy laboriosa.

LISIS ALCALINA

Actualmente, el método mas usado en la purificacion de plasmidos es la lisis alcalina, que se basa
en diferencias en el proceso de desnaturalizacion/renaturalizacion de ambos tipos de moléculas.

Consta de varias fases:
» Lisisalcalina
> Neutralizacién rapida
» Purificacion del ADN plasmidico




PURIFICACION DE PLASMIDOS

LISIS ALCALINA

LISIS ALCALINA » Seresuspenden las bacterias en una solucidon de suspension.

» Se afnade una solucion de lisis fuertemente alcalina (pH 11) compuesta por
el detergente SDS e hidroxido de sodio.

» Durante el periodo de incubacion se produce la lisis de las bacterias por la
accion del SOSy la desnaturalizacién del ADN, tanto el cromosémico
como el plasmidico, por el pHalcalino

NI;UTRALIZACI()N Se afade a la mezcla una solucion concentrada de acetato potasico a pH
RAPIDA acido (pH=4,8) que produce:

» ELADN plasmidico , al ser de un tamafo menor, renaturaliza
perfectamente, recuperando su estructura nativa superenrrollada y
manteniéndose en solucion.

» La alta concentracion salina provoca la precipitacion de las
proteinas y el detergente que producen agregados que atrapan
también la marafa de ADN cromosémico no renaturalizado.

» En el sobrenadante queda el ADN plasmidico en su configuracion

nativa.
PURIFICACIQN DE El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio, se trata con ARNasa para
ADN PLASMIDICO eliminarel ARN contaminante y se purifica por alguno de los métodos

descritos.




AUTOMATIZACION DEL. PROCESODE EXTRACCION/PURIFICACION

Las diferentes metodologias de extraccion y purificacidon se han automatizado y se han
optimizado con el disefio de robots automdticos de extraccion o kits de reactivos especificos
para diferentes muestras.

Actualmente hay soluciones automatizadas practicamente para cualquier laboratorio de
biologia molecular, independientemente del volumen de muestras que se vaya a procesar )|
del tipo de muestras (sangre, tejidos animales o vegetales, cultivos bacterianos, muestras
forenses. ..

> Basado en el uso de particulas magnéticas

TIPOS DE INSTRUMENTOS

! > Basados en cromatografia de adsorcion
AUTOMATICOS

> Instrumentos modulares: brazos manipuladores y

moédulos de agitacion, vacio, centrifugacion....

VENTAJAS DE LA AUTOMATIZACION
» Garantiza la obtencion de acidos nucleicos altamente purificados
» Minimiza la contaminacion por proteinas
> Evita la contaminacion cruzada entre muestras
» Aporta rapidez ya que permite obtener acido nucleico purificado en menos de una hora




CALIDAD DE LOS ACIDOS NUCLECOS PURIFICADOS

Lacalidad de los acidos nucleicos purificados viene determinada por tres parametros:
> INTEGRIDAD
> PUREZA
> CONCENTRACION

Una buena calidad en la obtencion de dcidos nucleicos es la clave para conseguir una
adecuada funcionalidad de los mismos en las diferentes técnicas de biolog ia molecular.

INTEGRIDAD

> Esel parametro que determina si un acido nucleico conserva su tamafo original.

» Lamejor manera de valorar la integridad de los acidos nucleicos es la electroforesis en gel
de agarosa.

» Dependiendo del tipo de acido nucleico que hayamos purificado, el resultado esperado en
la electroforesis varia:
» ADN genomico
» ADN plasmidico
> ARN




CALIDAD DE LOS ACIDOS NUCLECOS PURIFICADOS

INTEGRIDAD

ADN genémico.

» En las muestras en las que el ADN haya mantenido su integridad, se obtendra
una banda unica de ADN perfectamente definida en la parte superior del gel.

» Si el ADN se fragmenta o degrada, aparecera una estela fluorescente
o smear (en inglés) a lo largo de la calle de electroforesis, cuya extension e
intensidad dependeran del grado de degradacion de la muestra.

» Este patron electroforético no es aplicable a las muestras purificadas a partir
de tejido FFPE

ADN plasmidico.

» Lo ideal es obtener una unica banda en la electroforesis, correspondiente al

plasmido con su estructura nativa.
ARN:

» Es normal que aparezca un ligero smear, debido al ARNm (conjunto de
multiples moléculas distintas con tamanos diferentes), con dos bandas nitidas,
correspondientes a los ARNr 28S y 18S.

» En ocasiones se observa una tercera banda, mas débil, correspondiente a los
ARNr 5.5S y 5S y a los ARNt.




Si el ADN se fragmenta o
se degrada aparecera ung
estela fluorescente ©
smear.

—3 Dimeros
— Estructura relajada

— Estructura nativa

ADN plasmidico | =———————




— ARNr 285

—> ARNr 185

. —> ARNr 5.55, 55, ARNt

1) Marcador de tamanos.
2) Muestra degradada.
3) y 4) Muestras bien purificadas.




CALIDAD DE LOS ACIDOS NUCLHECOS PURIFICADOS

PUREZA

Es el parametro que determina la ausencia de posibles contaminantes.

Lamedida del grado de pureza se basa en una de las propiedades de los acidos nucleicos:
sumaxima absorbancia a una longitud de onda de 260 nm.

Cociente A260/A280

» El parametro que mas se utiliza para valorar la pureza es el cociente entre
las absorbancias a 260 nm y 280 nm (A,g/Asg0)-

» Esto es debido a que los principales contaminantes de los acidos nucleicos
(proteinas y derivados fendlicos) tienen un maximo de absorbancia a 280 nm.

» En consecuencia, la relacidon entre ambas absorbancias da una idea del
grado de contaminacion de la muestra.

» En general, se recomienda que esta medida esté comprendida entre 0,1 y
1,0.




CALIDAD DE LOS ACIDOS NUCLHECOS PURIFICADOS

PUREZA

Valores del cociente A260/A280 en el ADN
» Se considera que tiene un grado de pureza adecuado cuando A,,/A,g, tiene un valor

entre 1,7y 2.
» Valores de 1,6 e inferiores indican contaminacion de la muestra por proteinas o

fenoles.
» Valores superiores a 2,0 indican una concentracién elevada de ARN, ya que la

absorbancia del ARN a 260 nm es mayor que la del ADN.

Valores del cociente A260/A280 en el ARN
» Se considera que tiene un grado de pureza adecuado cuando A,.,/A,¢, tiene un valor

entre 1,8y 2,1.

Cociente A260/A230
» Es un parametro adicional para valorar la calidad de un acido nucleico, ya que a 230

nm se detecta la maxima absorbancia de contaminantes menores, como
carbohidratos y sales.
» Se considera que el acido nucleico es puro cuando el cociente A,.,/A,3, S€
encuentra entre 1,5y 2,2.
» Un valor inferior a 1,5 puede indicar presencia de contaminantes,
Absorbancia a 320 nm - mide la turbidez de la solucién




CALIDAD DE LOSACIDOS NUCLEICOS PURIFICADOS

V4

CONCENTRACION

Esla cantidad de acido nucleico por unidad de volumen de soluciénfinal.

Los métodos mas utilizados para medir la concentracion de una solucion de acidos nucleicos
son: absorbancia a 260 nm y la fluorescencia (empleo de colorantes especificos que emiten
fluorescencia cuando se combinan con el ADN).

FUNCIONALIDAD DE LOS ACIDOS NUCLEICOS PURIFICADOS

> La obtencion de unos buenos parametros de calidad en un acido nucleico purificado
seran indicadores de su buena funcionalidad.

» Se puede comprobar la funcionalidad de los acidos nucleicos purificados sin tener que
determinar los parametros de calidad, a partir de la realizacién de una PCR o una RT-
PCR de control.

» El hecho de que una polimerasa pueda utilizar el 4cido nucleico purificado como molde
sera indicativo de una buena funcionalidad de este.




ALMACENAMIENTO DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

El sistema de almacenamiento debe cumplir con dos objetivos fundamentales
respecto de las muestras:

» Garantizar su integridad.
» Asegurar su completa trazabilidad.

Condiciones para la integridad de las muestras

Hay que evitar o reducir al minimo su degradacion en el tiempo. Para esto:

» Se deben usar tubos tipo eppendorf o criotubos con cierre hermético y
libres de nucleasas (ADNasas y ARNasas).

» Las muestras de ADN(se conservan en frio):
» Si se van a utilizar en 4-5 dias ->en nevera a 4 °C.

» Para tiempos mayores —>congelacion a —20 °C o preferiblemente a —
80 °C.

» Las muestras de ARN siempre en congelacion,
» A -20 °C para tiempos cortos
» A —-80 °C para tiempos largos.




TRAZABILIDAD DE LAS MUESTRAS

La trazabilidad requiere un sistema de identificacion adecuado de cada
muestra.

Hay varias opciones de complejidad creciente:

> Rotulacién directa de los tubos

> Uso de etiquetas con codificacion alfanumérica

> Uso de etiquetas con cédigo de barras (1D) o de puntos (2D)
> Uso de tubos con codificacion 2D grabada en el propio tubo.

Estos sistemas permiten la identificacion directa en las cajas o racks de 96
tubos con escaneres de lectura y software especifico de descodificacion.

» Las cajas o racks para guardar los tubos también deben estar
correctamente identificadas con codigo de barras o puntos, mediante
etiquetas o grabados.

Se deben utilizar:
» Tintas indelebles
» Tintas/etiquetas resistentes a solventes organicos
» Tintas/etiquetas resistentes a bajas temperaturas
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