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Objetivo:
Comprender la importancia del estudio genético en la practica clinica, su valor diagnostico, pronostico y farmacologico.
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Etapas:

Extraccion del material genético (Practica 1. Extraccion acidos
nucleicos. Aplicaciones clinicas. Profa. Marta Cuadros Celorrio).

Diseno de oligonucleotidos para el estudio de mutaciones en el
exon 2 de ARAS en muestras de cancer de pulmon. Busqueda de
un control positivo (Seminario 1. Aplicacion de herramientas

bioinformaticas para el estudio de los genes y las enfermedades.
Profa. Maria Soledad Benitez Cantos).

Amplificacion de KRAS, valoracion de los resultados.
Implicacion clinica (Practica 2. Amplificacion de fragmentos de
ADN por PCR. Prof. Francisco Hernandez Torres).
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Cancer de pulmon

Es el cancer mas mortal (~ 1 de 5).

Incidencia

Breast
2 261 419 (11.7%)

Lung

2206 771 (11.4%)

Other cancers
8 879 843 (46%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

International Agency for Research on Cancer

Ny, World Health
2 Organization

Mortalidad

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3 932 768 (39.5%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Liver
830 180 (8.3%)

Stomach
768 793 (7.7%)

Pancreas
466 003 (4.7%)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Data source: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer
Observatory (http://gco.iarc.fr)
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Cancer de pulmon

Non-small cell
lung cancer

Small cell
lung cancer

. Adenocarcinoma
Squamous cell carcinoma

. Large cell carcinoma

APLCFA

Lung Cancer Foundation of America
4
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Cancer de pulmoéon NSC
Squamous carcinoma Large cell and other
20-30% 10-20%
EGFR 1%
Adenocarcinoma
50-60%
I EGFR other 2% 10 BRAF®F 19,
I MET amplification 3% ROS11%
I MET exon 14 alteration 2% [ | RET 1%
Meina Wang , Roy S. Herbst and Chris Boshoff. W HER2 1% ALK 3.9%

Nature Medicine 2021; 27: 1345-1356
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GTPase Activating Protein (GAPs)
(ie. p120 Ras-GAP, NF1)

Signaling “off" Signaling “on”

@ ydrolysis o
N

Guanine Exchange Factor (GEFs)
(ie. SOS)
+

GTP

KRAS

MAPK

Pathway
4

Cell growth, proliferation and survival
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KRAS

WT Codon 12 => glycine (&) EGE

Exon -1 1 2 3 48 4B Receptor
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Inactiva Activa ’

G

Proliferation, cell growth, survival 7
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G12C — glycine (G) to cysteine (C)
G1RC G12D G12D — glycine (G) to aspartic acid (D) EGF
Exon -1 1 2 3 4A 4B Receptor

’\ .
4

KRAS

2N i e s —

i b4 (inactive)
Ii GAP
S — o &
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Mutant KRAS
(always a-::twe}

Inactiva Activa

FE &5

Proliferation, cell growth, survival 8
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KRAS

Lung
Adenocarcinome

PDAC

Colorectal
Adenocarcinome

”~

91% G12

g

68% G12

85% G12
9
Data from TCGA and AACR Project GEINIE
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Métodos de extraccion y analisis de Acidos Nucleicos
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Azucar

Estructura del ADN

Fosfato

O

Nucleotido

Base nitrogenada
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Estructura del ADN
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A form B form Z form
Helical sense Right handed Right handed Left handed
Diameter ~26 ~20 A ~18 A
Base pairs per
helical turn 11 10.5 12
Helix rise per base
pair 26 A 34A 3.7A
Base tilt normal to
the helix axis 20° 6° 7°
Sugar pucker C-3' endo C-2' endo C-2' endo for
conformation pyrimidines;
C-3' endo for
purines
Glycosyl bond Anti Anti Anti for
conformation pyrimidines;

syn for purines

Figure 8-17 part 2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

A form

B form

Z form

12
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;Como trabajar en un laboratorio?
m e
* Separacion de areas. - ;:,/

* Separacion de materiales.

* Evitar contaminacion:
- Controles negativos (N'TC) y positivos.
- Esterilizacion de material.
- Uso de campanas.
- Uso de alicuotas.

- Tipaje del personal (identificacion humana).

g
\-
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¢De donde obtenemos ADN/ARN?

Sangre: liquida o manchas.
Tejidos en parafina.
Fluidos corporales: saliva, semen, etc.

NN XX

(Celulas en cultivo.

14
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Objetivos extraccion ADN

v Obtener cantidad de ADN.
v (alidad (integridad) de ADN.,
v Pureza (ausencia contaminantes).

15
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Extraccion ADN

Homogeneizacion tejidos. Métodos fisicos:

v" Frio.
v' Manual: mortero y pistilo de ceramica autoclavados
(nieve carbonica).

v' Mecanicas: bolas magnéticas de acero autoclavadas.

https://www.youtube.com
Iwatch?v=y7Nz6FgZdOc

16
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. s inactivar nucleasas
Extraccion del ADN . .
separar los acidos nucleicos

Manual: Meétodos:

v" Proteinasa K: digiere tejidos y v DNAzol.
células. v' Columnas.

v' SDS: solubiliza membranas y v' Altasalinidad.

desnaturaliza proteinas.

AN

Fenol-cloroformo: fases.

(\

Sal (C1Na) + etanol: precipitacion.

Proceso de ruptura de la doble membrana lipidica citoplasmatica, nuclear o bien
lipidica y mitocondrial dejando asi libre el ADN que se encuentra en su interior.
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Lisis celular

Ruptura mecanica, tratamiento quimico (ejem: detergentes) o digestiones
enzimaticas (ejem. proteinasa K).

Ruptura de las membranas principalmente por choques hipotonicos bien por
meétodos organicos (fenol-cloroformo isoamilico) o bien por la gran cantidad de

kits comerciales existentes.

Ruptura de las proteinas que mantienen empaquetado y condensado el ADN
(proteinas histonicas y no histonicas) mediante el uso de proteasas.

Lavados que mediante filtracion permiten romper/eliminar los restos celulares
que no nos interesan.

Finalmente, obtenemos un eluido del ADN en un disolvente.
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Resumen fases extraccion

Lisis Celular Extraccion
(Buffer+Quelantes) ADN

Ruptura mecanica Tratamiento quimico Digestién Enzimatica

(Trituracion, lisis (Detergentes, agentes
s gk (PK)
hipoténica) caotrépicos®)

Precipitacion
" (Isopropanol o
Etanol al 70%)

Resuspension
(TE 0 agua
esteril)

19
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Centrifugaciones con rpm elevadas. Colocar siempre los tubos en la misma posicion
en la centrifuga por si no se apreciase el pellet, “suponer donde estaria .

5 Pellet ARN

20
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Depende mucho del tipo de material de origen y de las condiciones de extracecion.

kb]

Nanodrop NanoQuant

21
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

molde abierto
de metacrilato
/
/

No debe tocar
el fondo

muestra
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN
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Comvete

Elementos de la electroforesis

Buffer

Gel de agarosa (1 -2 %)

Camara de electroforesis

Transiluminador

Buffer de carga

Marcador peso molecular
23
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Las biomoléculas poseen una carga eléctrica (ADN negativa),
estas se ven sometidas a un campo eléctrico hacia el polo de
carga opuesta al de la molécula.

+POSITNE ELECTRODE

24
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Analisis de cantidad y calidad del ADN

25
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Analisis de cantidad y calidad del ARN

Calidad del ARN. Gel agarosa 1% ARN desnaturalizado con formamida y 65 C/5 min.
Depende mucho del tipo de material de origen y de las condiciones de extracecion.

RNA integro

DNA

28s .

e S e o—

18s

] R

Descontaminar antes y después de trabajar

RNA
degradado

26
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN
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Analisis de cantidad y calidad del ARN

Calidad del ARN. Agilent 2100 Bioanalyzer.
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Analisis de cantidad y calidad del ARN

Calidad del ARN. Agilent 2100 Bioanalyzer.

I ] 1 1 |
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 1 : MG UNFED 6/6 T —
RNA Area 2038 RNA Integrity Number (RIN) 85 (B.0208) 2000 p— ; ,— — —
RNA Concentration 90 ng/pl Result Flagging Color 1 - . . .
rRNA Ratio [28s / 185) 06 Result Flagging Label. RIN: 8.50 -
= ——
200
Fragment table for sample 1 : MG UNFED 6/6 =
Name Start Size [nt) End Size [nt]) Area % of total Area P ot - ’ i —
185 1,746 1,894 415 204 . -
285 3,030 4,150 245 12.0 A It& C&lld&d )8 ~— -
e (2 RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN®
Medla’ b 8 75 76 71 87 86 87

Degradacion: <5 i,
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Resumen fases extraccion

Precipitacion
(Isopropanol o
Etanol al 70%)

Lisis Celular Extraccion
(Buffer+Quelantes) ADN

Ruptura mecanica Tratamiento quimico Digestién Enzimatica

(Trituracion, lisis (Detergentes, agentes
s gk (PK)
hipoténica) caotrépicos®)

Resuspension
(TE 0 agua
esteril)

30
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Cuantificacion.

Los acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la presencia de
bases aromaticas nitrogenadas. Lia absorcion de UV es una caracteristica de la
molecula, que es usada eficientemente para determinar su concentracion.

A260: 1 (ng/ml.)
Doble hebra ADN 50

1 hebra ADN 33
ARN 40
Oligonucleotido 20-30
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Kl espectrofotometro se fundamenta en la transmision de la luz a traves de una
solucion para determinar la concentracion de un soluto presente en la misma. Kl
aparato funciona conforme a un principio sencillo: se irradia una muestra con
una radiacion luminosa de longitud de onda conocida y se mide la energia

luminosa transmitida con una céelula fotoeléectrica sitnada detras de la muestra.

@ -‘.-r-‘- ]

Fotonvaiolicador ¢ contador de calida

Prismnma

Fuente
Tuminosa

‘ada molecula absorbe la energia radiante a una longitud de onda especifica, a
partir de la cual es posible extrapolar la concentracion de un soluto en una

solucion.
32
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Cuantificacion. (riterios de pureza

v  Razon ADbs260/Abs280 < 1,8 sugiere contaminacion con
proteinas, fenol u otros contaminantes con capacidad de

absorcion a 280 nm.
v' Razon Abs260/Abs280 debe ser de alrededor de 1,8-2.

v Razon Abs260/Abs280 > 2 sugiere contaminacion con ADN o
ARN.
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Cuantificacion. (riterios de pureza

Protein

Absorption

Mucleic Acid

240 260 280 300 320
wavelength {nm)

34
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Analisis de cantidad y calidad del ADN/ARN

Cuantificacion. (riterios de pureza

6.00 - DNA & RNA

5.00 =

4.00 =

3001 §alt Protein

2.00 =

10 mm Absorbance

1.00 =

0.00 =

e s S

--—-—-.—..—..—.i}

T 1 T T 1 | T | T
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Wavelength nm

35
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Almacenamiento

Conservacion del ADN. 4 ( por unos dias o a -20 C para largos periodos.

Conservacion del ARN. -80 (. Deben de evitarse congelaciones y descongelaciones
sucesivas y recurrentes.
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