. , L, o
fde Ponuificla universidad daveriana | EICUTO de (Genetica Humana ?

TECNICAS DE
BIOLOGIA MOLECULAR

® 2002 ~Derechos Reservados Pontificia Universidad Javeriana Instituto de Genética Humana Bogota COLOMBIA

:l';'?' ® pontificia Universidad Javerlana Facultad de Medicina Instituto de Genética Humana g




/ Renaturalizaciéon
HIBRIDACION
. Desnaturalizacion

« Agentes Quimicos: Urea, formamida Formaldehido
* Agentes Fisicos: Temperaturas y cambios de pH
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e Secuencia molde o diana
e Sonda
e Especificidad

e Concentracion del DNA
e Concentracion y tamafo de la sonda
 Temperatua y tiempo de hibridacion
o Caracteristicas del medio de reaccion
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B secucncia diana
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deteccion del marcaje
(%)
resultados
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mezcla de sonda de DNA sonda de RNA o
ﬂ fragmentos de dasnaiuralizacian de doble hebra @ DNA de hebra

DNA problema y mezcla I'I‘!:lf{.,ddﬂ sencilla marcada
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. templado A ; e
alta temperatura (p.ej., 42 °C) baja temperatura (p.gj., 35 °C),
alta conc. de formamida, baja cone. de NaCl en en baja conc. de formamida, alta conc. de NaCl

condiciones condiciones
muy ~ poco -
rigurosas rigurosas
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METODOS DE ENSAYO DE HIBRIDACION

disco de papel
absorbente

(nitrocelulosa,

nylon)

sonda de DNA marcada
radiactivamente
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ELECTROFORESIS
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secuencias reconocidas por dos sondas diferentes A y B

——————— —r
A B
puntos de corte con una endonucleasa de restriccion
o ;”Q determinada X

tamafio de los fragmentos resultantes

gscalade 4
tamano (kb)
obtemida
conlos
marcadores _
de DNA -7

0,7 kb 1.3kb 4.9 kb 1,0 kb

HIBRIDACION
con sondas marcadas
radiactivamente —
sonda sonda
A 5]
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escala de
tamaino (kb)
obtenida
con los
marcadores
de DNA
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« Caracterizacion de fragmento de DNA

 Mapas de restriccion

 ldentificacion de genes relacionados entre
especies

» Deteccion de reorganizaciones y duplicaciones

RNA. Actividad transcripcional y
expresion geénica

Proteinas
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Longitud o tamafo de la secuencia
 Método de marcaje y deteccion
Método de preparacion

e Métodos convencionales
Métodos de sintesis guimica
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PCR
Reaccion en cadena
de |la Polimerasa
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Karry Mullis (1985)

* Obtencion material genético
e Secuencia especifica

* Primers (15 a 25 nucledtidos)
 DNA polimerasa

« dNTPs

* MgCl,
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Primers (15 a 25 nucleotidos)

 DNA polimerasa
e dNTPs
tris-HCI (pH = B.0) DNA
* MgC|2 o ) ar
MgCl, ™, s
T
- M
o A >
I Sl
i
Paolimerasa AN
de DNA I Iniciadores
Desoximbonucledtidos
trifosfatados

(dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
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e Denaturacion
e Anillamiento

 Elongacion
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Cicla 1
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(Los productos
del primer ciclo
son dos moléculas
de 13MA de doble

cadena)

Desnaturalizacién
del DMNA e hibridacion
de nuevos cebadores

Extension
del cebador

Los ciclos 3 a 25 incrementan mds de 10%veces el DNA
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Evita amplificar secuencias inespecificas

221 pb
l'._.ﬁh—\"\.
= , . R
DNA nativo N WG DNA amplificado
e de 221 pb
Primcra PCR
1 23 45 193 pb
= e
= | | Marcadores N S ‘
21pb— | = = = f moleculares  DIMA amplificado AU
193 pb— - == de 183 pb
== Segunda PCR

el de agarrnsa e
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Secuencias especificas de RNA
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 Rapido

e Facil

 Menor cantidad de muestra
e Alta sensibilidad

e Susceptible a la contaminacion
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Modalidades de |la PCR
« PCR multiple

OkA
desnaturalizado

3 S = o RE——r - 5
‘M M T 5
A\ I_ £ , — ) . < F L i A
135 pb 180 pb 16U pb 220) ph
l 1 I
Aafpy el =
180 pb » Hl— Marcadores de pesc
160pb —» melecular conocido
135 pbh ————te et e

Gel do agarosa
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« PCR RFLPs (Polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion

PCR-RFLP EN EL AMALISIS DEL POLIMORFISMO DE AFD E

Cende Apo E
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e SSCPs (polimorfismo conformacional de
cadena sencilla).

2p _—
Tt e T A diiplex
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 Analisis de heteroduplex
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Metodo de Maxam y Gilbert

Marcaje del DNA
Hidrdlisis quimica
Analisis
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desnaturalizacion para separar
las hebras (no es preciso en el
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Metodo de Sanger.

Interrupcidon controlada de la sintesis de la hebra de
DNA.

e DNA Polimerasa
e Cebador
 Didesoxinucledétidos
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Til TR T3" T4

[mnl P) (ddGTP) (ddCTP) (ddTTP)

desnaturalizacion para
separar las hebras

‘BM(
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IRRR

1 T2?

T3 T4

(ddATP) (ddGTP) (ddCTP) (ddTTP)

desnaturalizacion para
separar las hebras

/
N

laser
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SECUENCIACION
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Gelvez N., Rodriguez M., Lattig M.C., Prieto
JC.,Tamayo ML.

Instituto de Genética Humana
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota.
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Petrus Waardenburg (1948).
Autosdmica dominante

Prevalencia: cercana al 5%

Heterogeneidad clinica y genética.
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e Distopia cantorum
e Sordera neurosensorial

e Anormalidades pigmentarias en:
Piel (hipopigmentacion)
Ojos (heterocromia del iris)
Cabello (poliosis y/o canas prematuras)
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WS 1 : presencia de distopia cantorum
WS 2 : ausencia de distopia cantorum
WS 3 : Anomalias musculoesqueléticas

WS 4: Enfermedad de Hirschsprung
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C W = XHYHAB)

| |

| B ]
|

X = [2A(0.2119C + 3909))/C

|
I
@ | f\|® Y:[2A-(O.24978+3.%)]/B

W >2.07 Sindrame de Waardenburg tipo 1
W < 1.87 Sindranme de Waardenburg tipo 2

Newton VE. Waardenburg’s syndrome: a comparison of biometric indices used to diagnose lateral displacement of the inner
canthi. Scand. Audiol. 18: 221-223, 1989 €.
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Localizacion: 2q 35

Gen: Pax 3 (8 exones), Piltz y Cols 1993
Factor de transcripcion.

Expresion en tubo neural.

Migracion de melanocitos.

44 mutaciones descritas

WS3 : Zlotogora y cols (1995) homocigosidad
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Localizacion: 3pl12.3-p14.1

Gen: MITF (9 exdnes) Hughes y Cols. (1994).
Gen microftalmia (mi) en raton.

Diferenciacion de melanocitos.

11 mutaciones descritas

Localizacion: 13922
Gen: EDN3 Waardenburg -Shah
Autosomica recesiva.
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PAX 3: Exon 2 (4%),
Exon 4 (2%),
Exon 5 (4%)
Exon 6 (4%)
Exon 7 (4%).

MITF: Ex6n 1 (1.9 %)
Exén 9 (15.5%)
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ANALISIS DE SSCP

SSCP Exon 2, gen PAX3 SSCP Exon 4 |, gen PAXS

Patrones de SSCP en exon 4 gen PAX3. (Carril 1,
control normal. Carril 2,individuo afectado con patrén de
migracion diferente. Carriles 3,4,5y 6, individuos
afectados con patron de migracion normal.

Patrones de SSCP en exdn 2 gen PAX3.
(Carril 1, control normal. Carriles 2 y 3, individuos
afectados con patron de migracion diferente. Carril 4,

individuo afectado con patrén de migracién normal.
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SSCP Exon 5, gen PAX3

]
-
E

1 2 3 4

Patrones de SSCP en exdn 4 gen PAX3. (Carril
1, control normal. Carril 2, individuo afectado
con patrén de migracion diferente. Carriles 3y
4,individuos afectados con patrén de migracion
normal.

é
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SSCP Exon 7, gen PAX3

Patrones de SSCP en exdn 7 gen PAX3.
(Carril 1, control normal. Carril 2, individuo afectado
con patrén de migracion diferente. Carriles 3y 4,
individuos afectados con patrén de migracion
normal (
. " Q
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SSCP Exon 1, gen MITF

1 2 3 4 5 6

Patrones de SSCP en exén 1 gen MITF.
(Carril 1, control normal. Carril 2,
individuo afectado con patron de
migracion diferente. Carriles 3, 4,5Y 6
individuos afectados con patron de
migracion normal.
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SSCP Exon 9, gen MITF

Patrones de SSCP en exdén 9 gen MITF.
(Carril 1, control normal. Carriles 2y 4
individuo afectado con patron de
migracion diferente. Carriles 3y 5
individuos afectados con patron de
migracion normal

WO\



Codon Exon Nucleotido Tipo de Aminoacido
Mutacion
48 Exon 2 GGC-AGC Transicion Gly- Ser
174 Exon 4 AAG-AAC Transversion Lys-Asn
Crea 2 codones mas
242 Exon 5 Del AT Delecion AT y un codon de
(frameshift) parada
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CTCGGCGGCGTTTTTATCAACGGCAGGCC!

Familia con mutacién G48S en el exdn 2 del gen PAX3

Canas prematuras
Heterocromia del iris

Heterocromia del iris, canas prematuras
N 0—0

Hipopigmentacion, heterocromia, poliosis

Canasz pret. heterocromia e hipoacusia

B O IR S

F‘&f——"

lL(:E:(,GGNG[ I'I'ITATCAACGGCAGGCC

Secuencia exon 2, gen PAX 3.

I [ I\] |£
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. 8

GACTTG G

Secuencia exon 4, gen PAX 3. ¢ Individuos con mutacién K174N en el exén 2 del gen PAX3

a

|:| O Maormal
|] G Sordera

E @ S0rderay canas prematuras
| L — O——o

B3I ' e S S SEP S

A

WL
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GTAAAGAGY TCTOWARAF MECHC K CTASAR Y Y TCTASA

GTAAAGRGNTCOTCONAAANNNCNCNCNANA TNNTCNAMR

Secuencia exon 5, gen PAX 3.

Marmal

ol ]
v @O

Sordera

Familia con mutacion 248delAT en el
exon 5 del gen PAX3

Sindrome de WWaardenbug
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DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

SET Al

T ’-l— i .
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FIBROSIS QUISTICA
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Sindrome de Usher Tipo Il- Subtipo USH2A

Cromosoma 1l

9 10
2299delG/wt 2299delG/wt
D4961 D4962
D1S245 8
D1S556 8
D1S237 1
D1S229 4
D1S227 4
TGFB2 5
PPOL 1
D——‘ ﬁ (I ﬁ
2 1 4 5 6 7 8
D299delG/2299delG 2299delG/2299delG 2299delG/wt 2299delG/2299delG
D4963 D4965 D4966 D4967
115245 8 8 8 8 8 8
15556 8 8 8 8 8 8
15237 1 1 1 1 1 1
15229 (4) (4) 4 4 4 4
18227 4 4 4 4 4 4
TGFB2 5 5 5 5 5 5
PPOL @ @ 1 1 @ (&)
3
2299delG/wt
D4964
D1S245 3f 8
D1S556 5 8
D1S237 7 1
D1S229 4 4
D1S227 ? ?
TGFB2 5 5
PPOL 1 1
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