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TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

Las técnicas de hibridacion se clasifican tomando como criterio el medio o soporte
en que se llevan a cabo.
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TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

EN SOPORTE SOLIDO

Se caracterizan porque:

Una de las dos
moléculas
implicadas

=

secuencia diana
o
sonda

N

se inmovilizan, previamente
a la hibridacion, sobre un
soporte soélido

En esta metodologia se basan las técnicas:
> Dot blot,
> Southern blot,
> Northern blot.

» Lo habitual es fijar al soporte la muestra que contiene la secuencia diana e
incubar posteriormente con la sonda marcada para formar el hibrido.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

EN MEDIO LIQUIDO

El hibrido
sonda/secuencia ‘ se forma en solucion,

diana

la pared del pocillo para
proceder a su deteccion

‘ y posteriormente se fija a

»Habitualmente no se marca ni la sonda ni la muestra.

»E| hibrido se detecta por métodos indirectos mas o menos
complejos.

> Estas técnicas se usan fundamentalmente para diagnostico
microbiologico y especialmente para la deteccion de virus

> Permiten analizar multiples muestras simultaneamente y son
facilmente automatizables

»>Las mas importantes son: técnica de captura de hibrido y la técnica
del ADN ramificado




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS

N\ o

TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU (ISH)

> Son las técnicas en las que la hibridaciéon de los acidos nucleicos
se realiza directamente sobre extensiones citologicas o secciones
de tejido

> El resultado obtenido se analiza microscépicamente en el contexto de
detalles morfoldgicos.

» Se puede realizar sobre preparaciones citogenéticas de metafases o
nucleos interfasicos desnudos, extensiones citologicas y secciones de
tejido

» Dependiendo del marcador empleado, se diferencian dos tipos de ISH:

» FLUORESCENTE (FISH): las sondas se marcan con fluorocromos. Se

requiere un microscopio de fluorescencia para visualizar los
resultados.

> CROMOGENICA (CISH): las sondas se marcan con haptenos. Los
hibridos se detectan por métodos inmunohistoquimicos
produciéndose al final una reaccion coloreada que se visualiza con un
microscopio 6ptico normal.
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Técnica de captura de
hibrido

TECNICAS HIBRIDACION EN
MEDIO SOLIDO



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

DOT BLOT

El dot blot es una técnica de hibridacion simple:
» Utiliza membranas de nitrocelulosa o nailon como soporte soélido

» Permite detectar secuencias de acidos nucleicos, ADN o ARN, en
una mezcla compleja,

A\

No aporta ninguna informacion adicional.

Permite estudio simultaneo de varias muestras

Se puede realizar con sondas radiactivas o con sondas marcadas con
haptenos.

> La técnica se lleva a cabo incubando secuencialmente las membranas con
los reactivos por inmersion en cubetas, en bolsas de plastico termosellables
0 con cierre hermético o en frascos con tapon de rosca.

vV VYV




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

PROTOCOLO DOT BLOT

> Aplicacion de la muestra a la membrana

» Prehibridacion: para bloquear posibles uniones inespecificas de la
sonda

» Hibridacion

» Lavado posthibridacion

» Deteccion del hibrido: segun el marcaje utilizado(radiactivo o hapteno)

» Rehibridacion; cuando se usan sondas radiactivas, las membranas pueden
someterse a nuevas rehibridaciones con otras sondas previa desnaturalizacion
para deshacer la union y lavado.
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TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

APLICACIONES DOT BLOT

» Como técnica de rastreo o screening para detectar secuencias de interés en
multiples muestras simultaneamente.

» Algunos ejemplos de este tipo de aplicacién son:

» Estudios de expresion génica, para detectar ARNm concretos en
poblaciones celulares en situacion basal y tras distintas estimulaciones, en
células tumorales, etc.

> Deteccion de secuencias extrafias en muestras biolégicas, por ejemplo
para detectar la presencia de virus, bacterias o parasitos.

» Control de calidad de PCR para comprobar la especificidad de los
productos amplificados. En este sentido el acoplamiento PCR/dot
blot mejora también en algunos casos la sensibilidad de la PCR sola,
permitiendo la confirmacion de casos dudosos.

» Control de calidad del marcaje de sondas, utilizando como muestra
secuencias diana control.

» Determinacion del sexo en especies sin diferencias fenotipicas.




Placa de cultivo co
colonias aisladas . Obtencion de una réplica de
las colonias de la placa

sobre una membrana de

Membrana de nailon nitrocelulosa o nailon

Improntas de las colonias

. - Lisis de las bacterias

; - Desnaturalizacion del ADN
ADN d l i
esnaturalizado - Fijacion del ADN a la membrana

B8 Hibridacion

Placa fotografica . Autorradiografia

Colonias buscadas
. dentificacion de colonias con la

\ secuencia de interés

Tipo especial de dot blot utilizado para detectar bacterias que portan una
secuencia génica concreta, normalmente un gen de interés, un plasmido
natural o un plasmido recombinante



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

DOT BLOT

Ejemplo de dot blot para estudiar la sensibilidad de una sonda tras su
marcaje y su limite de deteccion. Cada fila corresponde a una sonda
distinta y cada columna a una concentracion menor de un ADN control

con la secuencia diana.



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

SOUTHERN BLOT

Detecta fragmentos de ADN, separados por tamano
mediante electroforesis en gel.

Implica cinco pasos:
> Separacion electroforética

» Desnaturalizacion

» Transferencia a membrana
> Hibridacion

> Revelado




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

PASOS SOUTHERN BLOT

Implica CINCO pasos:

> Separacion electroforética:

» Se digiere el ADN diana con enzimas de restriccion.

> Los fragmentos resultantes se separan segun su tamafo mediante
electroforesis en gel de agarosa.

» Durante la electroforesis, los fragmentos de ADN cargados negativamente
migran desde el polo negativo hacia el positivo.

» Desnaturalizacion: tras la electroforesis,

> Los fragmentos de ADN se hidrolizan parcialmente con un acido débil

> Se desnaturalizan con una base fuerte, para permitir la transferencia.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

PASOS SOUTHERN BLOT

» Transferencia:

» Debido a la fragilidad de los geles de agarosa y para que los fragmentos de
ADN no se desplacen por el gel 2 el ADN se transfiere a un filtro de
nitrocelulosa o de nailon.

» Hibridacion:

» En este momento los fragmentos monocatenarios de ADN diana fijos en el
filtro de nitrocelulosa se pueden hibridar con sondas monocatenarias de
ADN marcadas.

» Durante la incubacion las sondas hibridaran solo con las secuencias de ADN
diana complementarias

» Deteccion: la sonda unida a la diana complementaria se puede visualizar de
una manera sencilla en el filtro, mediante la exposicion a rayos X (sondas
con marcaje radioactivo) o con una pelicula sensible a la luz (marcaje las
sondas con fluorocromos).




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS

NUCLEICOS

ADN sin marcar Pila de hojas de papel Membrana de nifrocelulosa Retirada de membrana de nitrocellosa
cortado con enzimas g con ADN fuertemente unido

de restriccion
Gel
ADN

de tamafios
conocidos con
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TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

APLICACIONES SOUTHERN BLOT

El Southern Blot tiene multiples aplicaciones,
aunque muchas de ellas estan siendo sustituidas]

por técnicas como la PCR.

Entre las principales aplicaciones destacan:
» Elaboracion de huellas genéticas
» El estudio de mutaciones estructurales 1
» La deteccion de secuencias adquiridas

I
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Southern blot

11 (R ]

https://youtu.be/LNVdOdNQyCM



https://youtu.be/LNVdOdNQyCM

TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

11 2345 12 34

A) Partiendo de un ADN gendmico
se detecta una secuencia
concreta con sondas marcadas
radiactivamente:

» Las muestras 3y 4
contienen la secuencia en
estudio

» Las muestras 2y 5 son
negativas.

B) Partiendo de ADN plasmidico,
las sondas marcadas con
hapteno y el revelado es
cromogenico:

» Las muestras 2 y 4 son
positivas para la secuencia
en estudio

» Las muestras 1y 3 son
negativas.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

NORTHERN BLOT

» Fue desarrollada en 1977 como una
variacion de la técnica de Southern
en la que los fragmentos diana que
se utilizan son de ARN en lugar de
ADN.

» Por sumenor tamafio no es
necesaria la fragmentacién con
endonucleasas de restriccion, pero
debe evitarse la accion de las
ARNasas enddgenas y exdgenas.

> Esta técnica se emplea
principalmente para determinar el
tamano del ARN y obtener
informacion sobre el modelo de
expresion de genes concretos.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

MICROARRAYS o BIOCHIPS

Los microarrays de ADN son conjuntos o colecciones de sondas (fragmentos de
ADN) distintas, fijadas a una superficie sélida (vidrio, plastico o silicio)

» Partiendo de una uUnica muestra y realizando un Unico proceso
de hibridaciéon, un microarray detecta simultdneamente miles
de secuencias distintas, cuantitativa y cualitativamente.

> Permite estudiar la expresion de muchos genes a la vez I’#Ef*{ﬂl

» La gran cantidad de informacién que aportan en una unica GanoChip
reaccion los convierte en potentes herramientas para 2w
estudios genomicos y de expresion génica.

» Las sondas ancladas en el biochip son monocatenarias y no
estan marcadas. .

Y

Se marca con fluorocromos la muestra que se va a estudiar.

> La lectura del resultado obtenido tras la hibridacién requiere un
escaner de lectura basado en tecnologia laser y un potente
software de analisis.

https://lyoutu.be/9U-9mIOz0Z8




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PROTOCOLO MICROARRAYS o BIOCHIPS

Varian mucho segun el fabricante y la muestra que se sy Bejersla
quiere analizar. Marcaje con Cyal lMarcaje con 5
En todos los protocolos hay unos pasos comunes: ﬁs;fm m
> Marcaje de la muestra: las sondas fijadas al \,'m. 4
microrray no estan marcadas, por lo que el primer %’%m
paso de la técnica consiste en marcar la muestra con ; Fotririn E?Qﬁff"

un fluorocromo.

> Hibridacion y lavados posthibridacion: se llevan a
cabo siguiendo la rigurosidad recomendada por el
fabricante.

> Lectura del microarray: se realiza mediante escaner
que dispone de luz laser que excita cada punto de la
matriz con la longitud de onda adecuada al
fluorocromo utilizado y de un detector que mide la
intensidad de la fluorescencia emitida por cada punto
de la matriz.

» Analisis e interpretacion de los resultados: se
realiza mediante software especifico




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS

MICROARRAYS o BIOCHIPS

Muestra Referencia
® _°8
Ajslamiento y

1 puriticacion de ARNm §

%F}—L ARNM 5:';::

Retrotranscripoion

Fabricacicn del microarray

%}.’:‘d ADNE L{":-"""

Cy3 \l Marcaje l«- Cy5

Hibridacidn

Escaneado
y analisis




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS|

HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA (aCGH)

Se basa en comparar el ADN del paciente con un ADN control o de
referencia (sin alteraciones) para detectar ganancias (duplicaciones)
o pérdidas (deleciones) de genes en el paciente.

Procedimiento:

» Se disponen las muestras (marcadas con distintos fluorocromos)
sobre una matriz sélida, que contiene multitud de sondas, cuya

secuencia es complementaria a las regiones del ADN que se quieren
estudiar.

> Se marca el ADN del paciente con el fluorocromo cianina Cy3
(verde).

> Se marca el ADN control con cianina Cy5 (roja).

» Ambos ADN se mezclan en la misma proporcion y se aitaden a la

matriz donde competiran por unirse a las sondas, y detectaremos el
que esté unido en mas cantidad, aparecera su color.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS|

HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA (aCGH)

RESULTADOS:

» Color (mezcla de verde y rojo): indica
misma intensidad de hibridacioén, por lo que
no hay alteracién en el paciente (genes
inalterados).

» Color verde: indica que hay mas hibridacién
de la muestra del paciente, por lo que el
paciente ha ganado material genético
(duplicaciones).

o"®

» Color rojo: indica que hay mas hibridacion del
ADN control y menos del paciente, por lo que
el paciente ha perdido material genético
(delecion).
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> NO detecta traslocaciones o inversiones




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS|

HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA (aCGH)

APLICACIONES:
» Diagnostico prenatal.

v @@
"8

» Diagnostico de discapacidad intelectual.

» Anomalias congénitas multiples.
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» Pacientes con trastorno generalizado del
desarrollo, autismo, déficit de atencion.
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ESTUDIOS COMPARATIVO DE EXPRESION GENICA

Healthy cell Pathological cell
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. Cell types ‘
. Not present in cells O In normal cells only

1 O Present in both cells . In pathological cells only
- Culture -

|

SN NN\ RNA isolation ANAN ANAN

1

oWV, WaVWeV. Reverse transcription VaVaV.: IPAYAYL
WaVaW, WeVa VW, and fluorescenttagging AN/ V'V B

l

Hybridization
onto microarray

Image By Sagar Aryal, created using biorender.com



Dot blot

SEGUN MED

pilioescania BIsk)

Cromogern

TECNICAS HIBRIDACION EN
MEDIO LIQUIDO



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La técnica de hibridacién de CAPTURA DE HiBRIDO
se basa en la formaciéon de hibridos ARN/ADN que
seran reconocidos o capturados por anticuerpos
especificos.

» Si la secuencia diana es ADN, la sonda sera
de ARN

» Si la secuencia diana es de ARN, la sonda
sera de ADN

> La «captura» del hibrido ARN/ADN se produce
mediante anticuerpos especificos que reconocen
estos heteroduplex y que se hallan fijados en las
paredes de pocillos de una placa microtiter.

> Esta técnica se desarroll6 inicialmente para
detectar el virus del papiloma humano (VPH) en
muestras cervicales (cuello uterino)

» En la actualidad permite detectar multiples agentes
infecciosos.

ADN

s

Pocillo recubierto de
Ac anti-ARN/ADN

Sonda ARN

Hibridacidn

<§1§ >

J Captura del hibrido

13

o,

Ac anti-ARN/ADN ()
marcado con AP (e)

3

Revelado  Luminiscencia
—_—




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Siguiendo con el ejemplo del VPH (es un virus ADN), los pasos que se siguen,
partiendo de una muestra cervical, son:

> Lisis de los virus y desnaturalizacion del ADN. Se realiza en un tubo tipo
eppendorf mezclando los volumenes adecuados de muestra y una solucion
alcalina desnaturalizante.

» Hibridacién. En un tubo limpio se mezclan las cantidades adecuadas de la
muestra desnaturalizada y la sonda, en este caso de ARN, disuelta en el tampodn
adecuado a la temperatura de incubacion.

» Captura del hibrido. La mezcla de hibridacion se traspasa a un pocillo de una
placa microtiter, cuya pared esta recubierta de anticuerpos anti-ARN/ADN.

> Durante la incubacion, los hibridos sonda/secuencia diana se unen a los
anticuerpos y quedan retenidos en el pocillo cuando se retira la solucion de
hibridacion.
> Deteccion del hibrido. Se afiaden al pocillo anticuerpos anti-ARN/ADN

marcados con fosfatasa alcalina, que también se van a unir al hibrido
sonda/secuencia diana durante la incubacion.

» Revelado. Se anade al pocillo un sustrato quimioluminiscente, que por accion de
la fosfatasa alcalina produce luminiscencia de una longitud de onda determinada
gue puede ser detectada por un luminémetro o un lector de placas.



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La tecnologia del ADN RAMIFICADO consiste en un sistema de amplificacion de
sefal, basado en la union de la secuencia diana a un macrocomplejo de ADN, de
tipo arborescente, mediante sucesivas hibridaciones.

La tecnologia del ADN ramificado, se disefo para:
» Aumentar la sensibilidad de las técnicas de captura de hibrido,
» Una de sus principales aplicaciones es la cuantificacion de cargas virales

en muestras bioldgicas.

Los pasos que se siguen son estos
1.Lisis de las particulas viricas y desnaturalizacion (en los virus ADN).

2.Hibridacién con sondas especificas
3.Captura del hibrido

4. Preamplificacion

5. Amplificacion

6. Deteccion

/. Revelado




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

PASOS

1.Lisis de las particulas viricas y desnaturalizacion (en los virus ADN).
2.Hibridaciéon con sondas especificas. Se usa una mezcla de dos tipos de sondas:

» Sondas para captura: estan disefiadas de manera que una parte de la
sonda es complementaria de una region del acido nucleico virico y otra
parte es complementaria de un oligonucledétido de captura fijado a la pared
de un pocillo de una placa microtiter.

» Sondas de extension: como en el caso anterior, una parte de la sonda es
complementaria de una region del acido nucleico virico y la otra es
complementaria del extremo de un oligonucleoétido preamplificador

3.Captura del hibrido. La mezcla de hibridacion se traspasa a un pocillo de una
placa microtiter con las paredes recubiertas de un oligonucle6tido de captura, cuya
secuencia es complementaria de la region que ha quedado sin aparear en la
sonda para captura




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

4.Preamplificacion. Se anade al pocillo un oligonucleétido preamplificador, que
tiene en un extremo una secuencia complementaria de la region no apareada de
la sonda de extension, que esta unida al acido nucleico virico.

5. Amplificacion. Se anaden al pocillo los oligonucle6tidos amplificadores que se
van a unir por sus extremos, mediante hibridacién, a las secuencias repetidas del
oligonucledtido preamplificador, constituyendo las «ramas» del sistema de
amplificacion de sefal.

Los oligonucledtidos amplificadores contienen, a su vez, multiples secuencias
repetidas complementarias de pequefios oligonucledtidos marcados con
fosfatasa alcalina.

6.Deteccion. Se afnaden al pocillo los oligonucledtidos marcados con fosfatasa
alcalina, que se van a unir, mediante hibridacion, a las secuencias repetidas de
los oligonucledétidos amplificadores, constituyendo las «hojas» del sistema de
amplificacién ramificado.

7/.Revelado. Se anade al pocillo un sustrato quimioluminiscente, que por accion
de la fosfatasa alcalina produce luminiscencia detectable con un luminémetro o
un lector de placas.
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Sondas
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TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICO I

ISH (TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU)

> La expresion “in situ” significa que la secuencia diana se va a localizar en el
sitio en que se encuentra fisiologicamente, es decir, en los cromosomas o
nucleos interfasicos en el caso del ADN y en el citoplasma en el caso del ARN.

» Para poder realizar esta técnica hay que colocar estructuras celulares o tisulares
en forma de monocapa sobre un portaobjetos de cristal, que realiza la funcién de
soporte solido sobre el que realizar la hibridacion.

CARACTERISTICAS DE LAS TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU
> No requiere la extraccion y purificacion previa de acidos nucleicos

» Es relativamente rapida y sencilla, con un coste econdmico moderado.

» Se puede realizar sobre material fresco, congelado e incluso fijado en formol e
incluido en parafina.

» Permite obtener informacion a nivel de célula individual en relacion con el resto
del tejido.

Posibilita la realizacion de estudios retrospectivos.
Utiliza sondas no radioactivas, tanto de ADN, como ARN y PNA

Y VYV




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICO I

ISH FLUORESCENTE (FISH)

Se basa en el empleo de sondas marcadas con fluorocromos, que son
detectadas visualizando las preparaciones con un microscopio de fluorescencia
con los filtros adecuados.

» Su principal aplicacion es:
> La deteccion de alteraciones cromosomicas, tanto numéricas como
estructurales en relacion con el diagnostico y pronostico de patologias
oncologicas o con base genética.
» En muchas ocasiones complementa los resultados obtenidos con técnicas
citogenéticas tradicionales (cariotipo)




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

ISH FLUORESCENTE (FISH)

HIBRIDACION > La hibridacion se realiza directamente sobre la
preparacion,

» Aplicando 5 ul de la sonda marcada en el area de
hibridacion y colocando encima un cubreobjetos, evitando
la formacion de burbujas.

> El portaobjetos se coloca sobre una placa calefactora a
72°C durante 4-5 minutos para desnaturalizar el ADN de
la muestra y la sonda (en el caso de sonda de ADN
bicatenario)

» Transcurrido ese tiempo se coloca el portaobjetos en una
camara humeda para evitar la desecacion y se incuba en
estufa a temperatura recomendada por el fabricante de la

“— | sonda (37-42°C) durante 12-16 horas para que tenga

la hibridacion

LAVADO DE ) se realizanﬁﬁﬂn@néi\c de los portaobjetos en soluciones
POSHIBRIDACION | de lavado colocadas en—cubetas Coplin, una vez retirados

los cubreobjetos.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS |

ISH FLUORESCENTE (FISH)

CONTRATINCION

» Se sacan los portaobjetos de la cubeta Coplin, se elimina el

exceso de solucion de lavado colocandolos en posicidon
vertical sobre papel de filtro.

Se dispensan 5-7 ul de solucidon de contratincion sobre el area
de hibridacidon y se coloca encima un cubreobjetos, evitando
la formacion de burbujas.

La solucidon de contratincion contiene diamino-fenil-indol
(DAPI) por lo que al excitar la preparacion con luz ultravioleta
los nucleos muestran flourescencia azul.

Los portaobjetos pueden visualizarse inmediatamente con un
microscopio de florescencia o conservarse en nevera a 2-82C
preservados de la luz.

VISUALIZACION

Las preparaciones se visualizan con un microscopio de
florescencia con los filtros adecuados a los fluorocromos
utilizados en las sondas.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

L=ISH INTERFASICA

Consiste en la deteccion de secuencias de ADN en nucleos en interfase:
» Sobre preparaciones citogenéticas de nucleos desnudos
» En extensiones citoldgicas
» Secciones de tejido

Las sondas empleadas se disefian de manera especifica segun la anomalia
cromosomica que se quiera detectar:

» Numeérica

» Estructural

Muchos estudios requieren mas de una sonda, por lo que se suelen emplear
cOcteles de varias sondas con distintos fluorocromos

Para estudios citogenéticos en humanos, las sondas mas utilizadas:
» Centroméricas
» Especificas de locus



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH interfasica

Sondas centroméricas(sondas CEP)->Hibridan con secuencias localizadas en
el centromero de cromosomas concretos

» Existen sondas centroméricas para cada cromosoma, que se denominan
como CEPXx, siendo x el numero del cromosoma

Se emplean para el estudio de anomalias cromosomicas numericas:
> Aneuploidias (monosomias, trisomias, etc.)
» Poliploidias

La hibridacién se realiza con un coctel de por lo menos dos sondas CEP

> Una especifica del cromosoma de interés (marcada, por ejemplo, en
verde)

» Otra especifica de un cromosoma control (roja)




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH interfasica;: Centromérica

Normal Monosomia 12 Trisomia 12 Triploidia

Cers BB BB @@ ccri2

Cromosoma3 Cromosoma 12

» En nucleos interfasicos se observa un punto fluorescente por cada cromosoma

» En cromosomas normales se observaran dos puntos fluorescentes

» En monosomias se observara un unico punto fluorescente

» En trisomias se observaran tres puntos

> En poliploidias, los puntos correspondientes al nimero de multiplo de juegos




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH interfasica

Sondas especificas de locus(sondas LSI) = Hibridan en regiones (locus)
concretas de un cromosoma, implicadas en patologias especificas

» Son Utiles para detectar tanto anomalias numéricas como estructurales,
siendo ésta ultima su principal aplicacion

» Son muy utiles para identificar
» Traslocaciones
» Microdeleciones
» Microamplificaciones



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH interfasica

Estrategias para la identificacion de traslocaciones
» La identificacion de traslocaciones supone un problema
> Para resolverlo se desarrollaron dos estrategias, basadas en juegos de:

» Sondas de separacion = Se emplean para detectar translocaciones en
las que uno de los cromosomas implicados es siempre el mismo, pero el
otro puede variar

» La hibridacion se realiza con un juego de dos sondas marcadas en
verde y rojo que hibridan a ambos lados del punto de rotura en el
cromosoma que esta siempre implicado en la traslocacion

» Sondas de fusion = Se emplean para detectar translocaciones en las
gue se conocen los dos cromosomas implicados

En este caso se utilizan dos pares de sondas

» Cada par de sondas va a hibridar a ambos lados de los puntos de
rotura de cada uno de los cromosomas implicados en la translocacion

» Las dos sondas que flanquean el mismo punto de rotura estan
marcadas con el mismo color



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH interfasica: sondas de separacion

Cromosoma 11 Cromosoma 14

t(11;14)

> No existe translocacion, la fluorescencia de la sondas se superpone y se observa
dos puntos amarillos o dos pares de puntos rojos y verdes superpuestos, con
una zona amarilla central-> las sondas hibridan muy cerca
» Si existe translocacion, se observan tres puntos fluorescentes:
» Uno amarillo, correspondiente al cromosoma intacto
» Uno rojo y otro verde separados, correspondentes a las dos partes del
cromosoma translocado




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH interfasica: sondas de fusion

Cromosoma 11 Cromosoma 14

t(11:14)

En células normales
observamos cuatro
puntos fluorescentes:

» Dos verdes
> Dos rojos

Cada par de sondas, al hibridar en reg. adyacentes, se ven como un unico punto

Si existe traslocacion, se observa:

» Un punto verde, correspondiente al cromosoma 11 no translocado

» Un punto rojo, correspondiente al cromosoma 14 no translocado

» Dos puntos amarillos, correspondientes a los dos cromosomas derivados de la
translocacion, fusion de parte del cromosoma 11 y parte del cromosoma 14




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH metafasica

Consiste en la deteccion de secuencias de ADN directamente en los cromosomas
sobre extensiones citogenéticas de metafases

Se utilizan :
» Sondas centroméricas para detectar anomalias numéricas

» Sondas especificas de locus para detectar anomalias estructurales

» La utilizacion conjunta de ambos tipos de sondas permite identificar el
cromosoma en el que se localiza el locus de interés, informacion
especialmente util en casos de traslocacion

» También se utilizan, en ciertos estudios, sondas teloméricas
Tipos:

» FISH para pintado de cromosomas enteros
FISH multicolor
Cariotipo espectral

YV V V

Hibridacion gendmica comparada convencional (CGH)




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH metafasica: FISH para pintado de cromosomas enteros

> Se utilizan sondas marcadas con el
mismo fluoréforo que hibridan con un
cromosoma entero, pintandolo de un
color uniforme

» Se utiliza para detectar:
» Anomalias numéricas
» Traslocaciones

» No es valida para el estudio de
deleciones, duplicaciones e
inversiones,

> Esto se debe a que aunque
haya pérdida, ganancia o
reordenamiento de material
genético, al ser alteraciones
estructurales intracromosomicas
y pintarse todo el cromosoma
del mismo color, no pueden ser
visualizadas diferencialmente




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH metafasica: Multicolor(M-FISH o SKY)| > Permite la identificacion

diferencial de regiones
subcromosomicas

» Se basa en la utilizacion de
cocteles de sondas fluorecentes,
que hibridan en distintas regiones
de un mismo cromosoma, con
solapamiento parcial

» Son las denominadas sondas
para pintado de bandas
especificas o sondas BSP

> Los solapamientos de las sondas producen combinaciones de colores

> La interpretacion de los resultados se realiza con un sistema de analisis de
imagen que analiza el espectro de emision a lo largo del cromosoma y asigna
un color convencional de una paleta de colores a las diferentes combinaciones
de fluorescencias

» El resultado final es un bandeado multicolor caracteristico de cada
cromosoma




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH metafasica: Espectral

Su fundamento es la suma de los dos anteriores

Se basa en la utilizacion de sondas WCP y la
combinacion de fluoréforos

Se hibridan simultaneamente todos los
cromosomas con un coctel de sondas WCP, una
por cada par de cromosomas

Cada sonda va marcada con una combinacion
distinta de fluoroforos, de manera que
combinando cinco fluoréforos diferentes (que
emiten en las regiones del espectro magenta,
rojo , naranja, amarillo y verde) conseguimos
hasta 31 combinaciones diferentes, cada una
con un espectro de emision caracteristico

La lectura microscopica del cariotipo requiere un
sistema de analisis espectral de cada
cromosoma, que asigna a cada combinacion de
fluoréforos una color convencional de una paleta
de colores

Esta técnica es muy util para el estudio de
cariotipos complejos con multiples alteraciones
numericas y estructurales.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

FISH metafasica: Hibridacién genémica comparada convencional (CGH)

» El fundamento de la hibridacién genémica comparada convencional (CGH)
es el mismo que el de la aCGH, pero en este caso la hibridacion se realiza
sobre cromosomas en metafase y el resultado se visualiza con un
microscopio de fluorescencia.

» Con esta técnica se detectan deleciones o duplicaciones de varias
megabases.



TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

ISH CROMOGENICA (CISH)

La hibridacion in situ cromogénica (CISH) se caracteriza porque el hibrido se
detecta mediante una reaccidn inmunohistoquimica que produce un productol
coloreado visible con un microscopio 6ptico convencional de luz transmitida.

» Se realiza principalmente sobre secciones de tejido FFPE, porque las muestras
que se han fijado en formol adquieren cierto nivel de autofluorescencia, por lo
que en muchos casos la interpretacion de la técnica FISH sobre este tipo de
muestras es muy problemadtica.

» Es una técnica muy utilizada en los laboratorios de anatomia patoldgica.
Sus aplicaciones se orientan mas a la deteccidon de secuencias que permitan
precisar el diagnostico anatomopatologico o aporten informacion prondstica, que
a la deteccion de alteraciones cromosomicas.
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ISH CROMOGENICA (CISH)

DESPARAFINADO
Y
REHIDRATACION

>

>

El primer paso de cualquier técnica que se quiera realizar
sobre tejidos incluidos en parafina es eliminar la
parafina y volver a rehidratar el tejido.

Esto se consigue mediante inmersion sucesiva de los
portaobjetos con las secciones de tejido en cubetas con
disolventes organicos, como el xilol, para eliminar la
parafina y alcoholes de degradacion decreciente (100%,
96%, 70%) hasta agua destilada o tampon para
rehidratar el tejido.

DIGESTION
ENZIMATICA

>

Durante la fijacion, el formol produce enlaces
entrecruzantes entre las proteinas y otras
macromoléculas.

El tratamiento enzimatico libera a los dcidos nucleicos de
su union a histonas y otras proteinas y permeabiliza el
tejido para que las sondas puedan acceder libremente a
su secuencia diana.

Las dos enzimas mas utilizadas son la proteinasa Ky la
pepsina.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

ISH CROMOGENICA (CISH)

PREHIBRIDACION

» La finalidad de la prehibridacion es la misma que en las

demas técnicas de hibridacién: el blogqueo de posibles
uniones inespecificas de la sonda, en este caso al tejido.

Se realiza inundando el tejido en solucion de
prehibridacion que contiene ADN de esperma de salmoén
fragmentado.

HIBRIDACION

Se deposita sobre el tejido una pequena cantidad de
sonda (5ul), se coloca un cubreobjetos encima, evitando
la formacidon de burbujas y se coloca el portaobjetos
sobre una placa calefactora a 95°C durante 5-10 minutos.

La deteccidon de secuencias de ARN con sondas de
ARN no requiere este paso de desnaturalizacion.

A continuacion, el portaobjetos se coloca en una camara
humeda para evitar la desecacion de la sonda y se
incuba a la temperatura y el tiempo recomendados por el
fabricante.




TECNICAS DE HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

ISH CROMOGENICA (CISH)

LAVADO DE
POSHIBRIDACION

Tras la incubacion de hibridacion, los portaobjetos se lavan
por inmersion en soluciones de poshibridacion colocadas en
cubetas Coplin.

DETECCION DE LA
HIiBRIDO

Las sondas utilizadas se marcan con haptenos y se detectan
por métodos inmunohistoquimicos indirectos, con lo que se

obtiene al final un producto coloreado que se deposita en el

tejido alrededor del hibrido.

CONTRATINCION

Tras el revelado del marcaje, en el tejido aparecen manchas
coloreadas en las regiones en que se encuentra la
secuencia diana. Sin embargo, el resto del tejido no es
visible al microscopio, por lo que no se puede interpretar el
resultado.

Por eso es necesario contratehir el tejido con tincion
suave, que no enmascare el resultado de la ISH, pero
permita analizar el resultado en el contexto de detalles
morfologicos.

VISUALIZACION

Las preparaciones se visualizan con un microscopio optico
de luz transmitida.




Resultados obtenidos con la técnica
CISH

[ - AT E MG
" » . i .
A. R O T
¥ 8 s :"'1:. wal ':'Il 1 ]
;. B " LR -,
“ . " i " 'l‘ I
o =¥ F at By i ')
i 2t T f L ey =0 \ !
ke e i o e L] N i b
H i ¥ Y g Yo
Py T Ty iy 3 1 :
L '. _‘1 - b .
it -"L""t,: 4 - o N
RSl ¥ : : St
& - - [ . -
- - ca - . ¥ il M "
R et ST e | F
3 R e
- D e
- 2 = g = 4-
o 2 3 D W 5 Sy
O v o TS L TR 'J-""'r&’"
S % » rel=" . - [
L ind = T ; 3 —
-+ g » 8 - - s * ey W,
" " i -l g 2 il - I_:f uil-
. 00 P Pl '-@"*- e
s & & F @ -, Ty
L - = . :
Pl _ r ARt
e . o Yl .. é
T ” , ¥ "'t-“l-' t ‘w s
gl o - - ]
Wi ™ gl T ol o, #-“"I ’ --"-"f-’t
ot Sl L . . T
S R L =l o £
g < L v ¢ s 5 1
& TR | ® . + 1 v _Ela 3.’
At W piae B % a® o " <
a " Py, L & - ' .
|rl i-; |.. " 2z ’ 3 .“. 4 L] -
. 9 ; *
P‘_. .i -~ .__;, ¥ i ";.W—"‘

A) Biopsia de cérvix uterino
sometida a CISH para
deteccion de virus del papiloma
humano tipo 6: los nucleos de
las células infectadas se tifien
de rojo (se emple6 AEC como
cromogeno).

B) Otra biopsia de cérvix
uterino sometida a CISH para
VPH: en este caso solo una
célula (flecha) mostré infeccion
por el virus.

C) CISH para virus Epstein-
Barr en una biopsia de ganglio
con un linfoma.

D) CISH para cadenas kK en un
estudio de clonalidad de un
infiltrado linfocitario.




CONTROLES DE LA CISH

En la CISH es muy importante la realizacion simultanea de controles positivos y
negativos para poder interpretar adecuadamente los resultados.

> Control positivo de la técnica = Sirve para comprobar que todos los reactivos
funcionan correctamente.

Se realiza hibridando una muestra conocida que contiene la secuencia diana

> Control positivo de la muestra = Sirve para comprobar que el tejido fue tratado
adecuadamente y que la fijacion fue efectuada bien, de manera que el tejido conserva
los acidos nucleicos aptos para hibridacion.

Se realiza con sondas especificas de secuencias repetidas ALU para ADN y sondas
poli-T para ARN

> Control negativo de la técnica = Sirve para comprobar que ningun reactivo
empleado tifie de manera inespecifica algun componente del tejido del mismo
color que el marcaje empleado.

Se realiza exactamente igual que la reaccion problema, eliminando la sonda de la
solucion de hibridacion.

> Control negativo de la muestra—> Sirve para comprobar que el resultado observado es
especifico y no obedece a uniones inespecificas de la sonda a diversas estructuras del

tejido.
Se realiza sustituyendo la sonda especifica por secuencias no complementarias con
los acidos nucleicos de la muestra
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