U.D. 5 Técnicas de hibridacion

TEMA 5: Técnicas de hibridacion

1. Introduccion
Las técnicas de hibridacion se pueden clasificar segun el medio o soporte en el que se
llevan a cabo. Asi, hay tres tipos:

e Soporte sélido: se caracterizan porque una de las dos moléculas implicadas
(secuencia diana o sonda) se inmoviliza sobre un soporte sélido antes de
comenzar la hibridacién. Lo mas normal es fijar al soporte sdélido la secuencia
diana.

e Medio liquido: en este caso el hibrido sonda-diana se
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e Hibridacion in situ (ISH): se realizan directamente sobre extensiones
citolégicas o secciones de tejidos y el resultado obtenido se analiza
microscopicamente. Estas técnicas permiten detectar y localizar secuencias de
acidos nucleicos sobre cromosomas metafasicos, células o tejidos,
directamente.
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2. Dot blot

Es una técnica de hibridacion simple que utiliza membranas de nitrocelulosa o nylon
como soporte sélido y que permite detectar secuencias de acidos nucleicos en una
mezcla compleja sin aportar ninguna informacién adicional (siendo la forma mas
simple de hibridacion). No hay digestidon enzimatica ni separacidn por electroforesis ,
por lo que sdlo indica la presencia o ausencia de la secuencia diana.

Es una técnica que permite el estudio simultdneo de varias muestras aplicando cada
muestra en una zona distinta de la membrana y se puede realizar con sondas
radiactivas o con sondas marcadas con haptenos.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

2.1. Protocolo/Procedimiento

Antes de las cuatro fases tipicas de la hibridacién hay
que aplicar la muestra al soporte:

1. Aplicacidon de la muestra al soporte: Antes de iniciar la
aplicaciéon hay que humedecer la membrana que actua
como soporte sélido mediante inmersién, durante 10 min

(2]

Plantilla para

las muestras

Membrana

en un tampdén adecuado o en agua destilada. Luego se junta selladora

retira el exceso de liquido mediante papel de filtro y, a ——

continuacion, se coloca la membrana humedecida en un la junta

sistema de vacio que consta de una plantilla con pocillos. Placa colectora
de vacio

Debajo de la plantilla se sitia la membrana de

nitrocelulosa o nylon humedecida y una junta selladora. Se

afiade la muestra y al conjunto se le hace el vacio, y la Tubo y vilvula

muestra queda fijada en la membrana.

2. Prehibridacion: Las membranas con las muestras se incuban con una solucién de
prehibridacién para bloquear las posibles uniones inespecificas de la sonda a la
superficie de la membrana. Asi al afiadir la sonda, sélo se puede unir de manera
especifica a la secuencia diana. Evitamos los falsos positivos.

Las soluciones de prehibridacion suelen tener la misma composicidén que las soluciones
de hibridacién pero sin la sonda. Pueden llevar ADN carrier, normalmente ADN de
esperma de salmdn, que es el que va a bloquear las uniones inespecificas de los acidos
nucleicos a la membrana. La membrana se incuba con esta solucion a la misma
temperatura a la que posteriormente se hara la hibridacion (652-682C). El tiempo de
incubacidén varia bastante segun los protocolos, puede ir desde varios minutos a varias
horas.

3. Hibridacién: Las sondas de ADN bicatenario se desnaturalizan inmediatamente
antes de su uso, mediante calentamiento a 952-1002C durante 5 min y enfriamiento
rapido en hielo.

Para realizar la hibridacion se retira la solucion de prehibridacion y se le afiade una
solucion con la sonda recién desnaturalizada. La membrana se incuba con esta
solucién un tiempo variable (4-24h).

4. Lavado post-hibridaciéon: Lo habitual es hacer 2 o 3 lavados con soluciones en las
que se va aumentando progresivamente la temperatura de lavado (en los hibridos
imperfectos hay mds mismatch y se separan antes).

5. Deteccion del hibrido: Se procedera segln el tipo de marcaje que lleve la sonda,
normalmente radiactivo o haptenos.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

a) Marcaje radiactivo: tras el ultimo lavado, la membrana se seca y se revela
mediante exposicion radiografica encima y se mantiene el conjunto en
oscuridad durante horas- dias.

Al revelar la placa apareceran puntos negros en las posiciones de las muestras
positivas, es decir, aquellas que contenian las secuencias diana (como tendran
la sonda marcada con isétopos radiactivos dara la sefial).

b) Marcaje con haptenos: tras el ultimo lavado se revela con un método de
deteccidon cromogénico, con enzimas (se vera en la CISH, pero basicamente
usamos enzimas que producen color al actuar sobre ciertos sustratos). El
resultado final es una mancha coloreada en las posiciones de las muestras
positivas.

2.2. Aplicaciones del Dot Blot:

1. Como técnica de rastreo: De forma genérica el Dot blot se puede utilizar como
técnica de rastreo o “screening” para detectar secuencias de interés en multiples
muestras de manera simultanea. Algunos ejemplos son:

- Deteccidn de secuencias extrafias en muestras bioldgicas, por ejemplo, para
detectar la presencia de virus, bacterias, pardsitos etc.

- Control de calidad de PCR para comprobar la especificidad de los productos
amplificados.
- Control de calidad de marcaje de sondas utilizando como muestra secuencias
diana control.

- Determinacidn del sexo en especies sin diferencias fenotipicas.

2. Aplicaciones especificas: Se han desarrollado también aplicaciones concretas del
Dot Blot con nombres especificos:

- ASO Dot Blot: Es una estrategia basada en el Dot Blot para detectar
mutaciones, tanto en homocigosis como heterocigosis, mediante el empleo de
Oligonucledtidos Especificos de Alelo (ASO), tanto del alelo normal como del
mutado, como sondas (estaran marcados). Es util para detectar mutaciones
asociadas con enfermedades. El primer paso es la realizacién de una PCR para
amplificar la region del gen que puede presentar o no la mutacién, y esta
es la muestra que vamos a colocar en las membranas. Primero se realiza la
hibridacion con ASOs del alelo normal o silvestre, se revela el resultado y se
lava la sonda. Después se hace la hibridacion con los ASOs del otro alelo (el
mutado) y se revela el resultado. Los que dieran positivos sélo en la primera
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

hibridacion o sélo en la segunda seran homocigotos (para el alelo normal o para
el mutado) y los que den positivo en las dos hibridaciones serdn heterocigotos
(tienen los dos alelos).

- Dot blot inverso: Aplica el mismo fundamento que el ASO dot blot pero de
forma inversa. En este caso, lo que se inmoviliza en la membrana son los
oligonucledtidos especificos de alelo (tanto normales como mutados) pero iran
sin marcar. Las regiones de los genes del paciente amplificadas en la PCR seran
las sondas, que se marcaran afiadiendo los dNTPs marcados directamente a la
mezcla de la PCR. Normalmente, se establecen dos filas de muestras: una con
los ASOs del alelo normal y otro con los ASOs del alelo mutado y se afaden las
sondas de ADN marcados obtenidos con la PCR.

- Hibridacién de colonias: Es un tipo especifico de dot blot utilizado para
detectar bacterias que aportan una secuencia génica concreta, normalmente
un gen de interés, un plasmido natural o recombinante. Se utiliza una
membrana del tamafio de una placa de Petri, y se coloca sobre las colonias para
hacer una impronta. Se lisan las bacterias y se desnaturaliza el ADN, y después
se fija a la membrana mediante calor o radiaciéon UV y ya se sigue con el dot
blot tradicional. Tras el revelado, aparecera una mancha oscura en la posicidén
de la membrana que contactdé con una colonia que portaba la secuencia diana.

- Hibridacidon de placas virales: Es un tipo de dot blot, similar a la hibridacién de
colonias pero en este caso se detectan virus que portan la secuencia diana.
También se utiliza una membrana del tamafio de una placa de Petri. Es
especialmente util en la técnica del ADN recombinante para localizar los fagos
recombinantes que contienen la secuencia clonada.

Placa de cultivo con

colonias aisladas 1 | Obtencion de una réplica de

las colonias de la placa
sobre una membrana de

Membrana de nailon nitrocelulosa o nailon

Improntas de las colonias ——@

2 - Lisis de las bacterias
- Desnaturalizacion del ADN

ADN desnaturalizado - Fijacion del ADN a la membrana

Sonda 30 Hibridacion

4 Autorradiografia
Placa fotografica

Colonies buscadas 5 | Identificacion de colonias con la

secuencia de interés
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

3. Southern blot

Es una técnica de hibridacién que permite identificar fragmentos de ADN separados
por electroforesis en gel y transferidos a una membrana de nitrocelulosa o nylon. Su
nombre procede de la persona que la diseid por primera vez (Edwin Southern).

A diferencia del dot blot, permite detectar simultaneamente varias secuencias diana
de diferentes tamafios en una muestra con una uUnica hibridacién. Normalmente se
utilizan sondas marcadas con radioactividad, como sondas marcadas con 32P, ya que
pueden detectar cantidades pequerias de ADN (son muy sensibles).

3.1. Protocolo

El material de partida es ADN purificado, el cual es sometido a un proceso de digestion
enzimatica, electroforesis en gel, transferencia a membrana, hibridacién y revelado:

I. Digestidn enzimatica: Se realiza con una o varias enzimas de restriccion. Su objetivo
es trocear ADN de partida en fragmentos de distinto tamafio, lo que va a permitir al
Southern blot aportar informacién sobre el tamafio del fragmento que contiene la
secuencia diana.

Il. Electroforesis en gel: El ADN digerido se somete a una electroforesis en gel de
agarosa o poliacrilamida para separar los fragmentos producidos segin su tamafio.

Ill. Transferencia del ADN a la membrana: Es el paso clave de la técnica mediante el
gue se obtiene una réplica exacta del patron de bandas de ADN en gel sobre una
membrana de nitrocelulosa o nylon. Consta de varios pasos que incluyen la
desnaturalizacién del ADN, transferencia a la membrana por capilaridad y anclaje del
ADN a la membrana (con calor o luz UV).

IV. Hibridacion: Se realiza de manera similar a la descrita en el dot blot, incubando la
membrana con distintos reactivos. También se utiliza la solucion de prehibridacion
para evitar las uniones inespecificas .

V. Revelado: El revelado de la sonda se hace mediante autorradiografia con una
pelicula de rayos X de manera que aparecera una mancha oscura en los puntos de la
membrana donde se localizan los hibridos sonda-secuencia diana.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion
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3.2. Aplicaciones del Southern blot

Tiene multiples aplicaciones aunque muchas de ellas estan siendo sustituidas por la
PCR ya que aporta mayor sensibilidad y rapidez. Entre las principales aplicaciones
destacan:

- Elaboracién de huellas genéticas.

- El estudio de mutaciones estructurales (translocacién, delecién, inversion e
insercion).
- Deteccidn de secuencias adquiridas.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

4.- Northern blot

Es una técnica de hibridacion que permite detectar moléculas de ARN separadas por
electroforesis en gel y transferirlas a una membrana de nitrocelulosa o nylon. Es
similar al Southern blot pero optimizada para estudiar ARN en lugar de ADN.

4.1. Protocolo

El material de partida es ARN purificado y se procede de la misma forma que en el
Southern blot pero con tres diferencias basicas:

e No se requiere digestidn enzimatica previa con enzimas de restriccidén ya que el
ARN purificado es ya una mezcla compleja de moléculas diferentes de ARN de
diferentes tamafios (ARNm, ARNr, ARNt, etc).

e La deteccidn se realiza en condiciones desnaturalizantes porque las moléculas
de ARN cuando estan en solucion tienden a adquirir estructuras secundarias
complejas con emparejamiento intracatenarios entre regiones con secuencias
complementarias que impedirian una hibridacion correcta. Como agente
desnaturalizante se utiliza el formaldehido antes de cargar el gel.

e No es necesario el paso de desnaturalizacion antes de la transferencia del gel a
la membrana.

Los siguientes pasos de transferencia del gel a la membrana, hibridacién y revelado
se realizan de forma similar al Southern blot.

4.2. Aplicaciones del Northern blot

- Andlisis de expresién génica (las proteinas se traducen del ARNm) .
- Deteccidn de mutaciones.

- Estudios de corte y empalme o “splicing alternativo”.

5.- Microarrays

Los microarrays son conjuntos o colecciones de fragmentos de ADN (sondas) distintos
fijados a una superficie sélida (vidrio, plastico o silicio). Los microarrays son también
conocidos como “biochips” o chips de ADN. Partiendo de una Unica muestra y
realizando un unico proceso de hibridacion, un microarray detecta simultdneamente
miles de secuencias distintas, cualitativa y cuantitativamente.

Las sondas ancladas en el biochip son monocatenarias y no estan marcadas. La
muestra que se va a estudiar se marca con fluorocromos y la lectura del resultado
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

obtenido tras la hibridacion requiere un escaner de lectura basado en tecnologia laser
y un potente software de analisis.

Muestra Referencia
RS, TR,
Marcaje con Cy3 lMarcaje con Cy5
o™
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Hibridacidn

5.1. Protocolo

1. Marcaje de la muestra: Las sondas fijadas al microarray no estan marcadas por lo
que el primer paso de la técnica consiste en marcar la MUESTRA con un fluorocromo.

2. Hibridacidn y lavado post-hibridacién.
3. Lectura del microarray mediante un escaner.

4. Analisis e interpretacion de los resultados.

5.2. Aplicaciones de los microarrays

A) Hibridaciéon gendmica comparada en arrays (aCGH): Esta técnica permite detectar
e identificar alteraciones genéticas de tipo pérdida (deleciones y microdeleciones) o
ganancia (duplicaciones o microduplicaciones) de material genético mediante la
comparacion de un ADN muestra con un ADN de referencia. La clave del método
consiste en marcar el ADN de la muestra que se quiere analizar y el ADN de referencia
con fluorocromos distintos (habitualmente verde y rojo respectivamente).

Una vez marcados se mezclan en la misma proporcion y se utilizan para hibridar un
array fabricado. El color de la fluorescencia final va a depender de la proporcion de
ambos en la mezcla: Los puntos rojos indican deleciones de ADN problema, los
amarillos indican genes inalterados (en colores luz la mezcla de verde y rojo es
amarillo) y los verdes indican duplicaciones en el ADN problema.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

Es una técnica especialmente util para realizar estudios gendmicos de células
tumorales (puntos verdes) en el diagndstico de enfermedades genéticas y en el
diagnodstico prenatal.

La principal limitacion es que no detecta alteraciones estructurales como
translocaciones o inversiones puesto que las secuencias diana estdn presentes en
cantidades normales aunque se sitien en localizaciones cromosdmicas andmalas.

ADN embrionario _
Ganancias Pérdidas

\ / :
' P XIXX X L / Ganacias
@ YTIXXKXIP I
:: K XN N X | l‘i ®
o® ‘YIXXX2N 9 ) |

|

Pérdidas

y
' o ‘XXX

ADN control

Hibridacion Adecuado

B) Estudios de expresion génica: La hibridacion en microarrays permite el analisis
detallado de perfiles de expresion génica de poblaciones celulares al estudiar
simultaneamente la expresidn de miles de genes mediante los ADNc (ADN
comparativo), que es son los ADN cuyas secuencias son totalmente complementaria al
ARN mensajero a partir del cual se han sintetizado las proteinas. Estos estudios pueden
hacerse en términos absolutos, viendo qué ADNc posee la célula y en qué proporcion
(segun qué secuencias se iluminan y con qué intensidad), o en términos comparativos,
comparando dos poblaciones de células segun sus

proporciones de ADNc.

6. Técnicas de captura de hibrido.

Es una técnica que se basa en la formacion de hibridos ARN/ADN que seran
reconocidos o capturados por anticuerpos especificos. Si la secuencia diana es ADN la
sonda serd de ARN y viceversa.

Asi, la captura del hibrido ARN/ADN se produce mediante anticuerpos especificos
anti-hibrido que reconocen estos heteroduplex y que se hallan fijados en las paredes
de pocillos de una placa microtiter.
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Se desarrolld inicialmente para detectar el virus del papiloma humano (VPH) en
muestras del cérvix (cuello de Utero) aunque en la actualidad permite detectar
multiples agentes infecciosos. Siguiendo como ejemplo del VPH que es un virus con
ADN, los pasos que se siguen partiendo de una muestra cervical son:

I Lisis de los virus y desnaturalizacion del ADN: Se realiza en un eppendorf mezclando
la muestra con una solucién salina desnaturalizante (es parecido a hacer un choque
osmotico).

Il. Hibridacion: En un tubo limpio se mezclan las cantidades adecuadas de la muestra
desnaturalizada y la sonda, en este caso ARN (ya que el virus es de ADN), disuelta en el
tampon adecuado.

Ill. Captura del hibrido: La mezcla de hibridacion se traspasa a un pocillo de una placa
microtiter cuya pared estd recubierta de anticuerpos anti ARN/ADN. Durante la
incubacién los hibridos sonda-secuencia diana se unen a los anticuerpos y quedan
retenidos en el pocillo cuando se retira la solucidn de hibridacién.

IV. Deteccion del hibrido: Se afiaden al pocillo anticuerpos anti ARN/ADN marcados
con fosfatasa alcalina que también se va a unir al hibrido sonda-secuencia diana
durante la incubacidn.

V. Revelado: Se anade al pocillo un sustrato quimioluminiscente que por accién de la
fosfatasa alcalina produce luminiscencia de una longitud de onda determinada que
puede ser detectada por un lumindmetro o bien un lector de placas.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

7. Tecnologia de adn ramificado (branched DNA)

La tecnologia de ADN ramificado consiste en un sistema de amplificacién de sefial
basado en la unién de la secuencia diana en un macrocomplejo de ADN de tipo
arborescente mediante sucesivas hibridaciones. La tecnologia del ADN ramificado o
bDNA en inglés, se disefidé para aumentar la sensibilidad de las técnicas de captura de
hibrido haciendo posible ademas su cuantificacion.

Una de sus principales aplicaciones es precisamente la cuantificacion de cargas virales
en muestras bioldgicas. Los pasos que se siguen son:

I. Lisis de las particulas viricas y desnaturalizacion (en los virus de ADN).

Il. Hibridacidn con sondas especificas. Se realiza en un tubo de manera que las sondas
especificas se van a unir al acido nucleico virico por regiones complementarias, quedan
sin aparear las regiones no complementarias. Hay dos tipos de sondas especificas:

a) Sondas de captura: 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 oligonucleétido de captura fijado a la pared de un
pocillo de una placa microtiter que se va a utilizar en el siguiente paso.

b) Sondas de extension: Una parte de la sonda es complementaria de una
regiéon del acido nucleico virico (como en el caso anterior) y otra es
complementaria del extremo de un oligonucledtido preamplificado que se va a
utilizar en un paso posterior a la técnica.

lll. Captura del hibrido: La mezcla de hibridacién se traspasa a un pocillo de una placa
microtiter con las paredes recubiertas de un oligonucleétido de captura cuya secuencia
es complementaria de la regién que ha quedado sin aparear en la sonda de captura. Al
hibridarse ambas secuencias, el acido nucleico virico queda anclado a la pared del
pocillo.

IV. Preamplificacion: Se afiade al pocillo un oligonucledtido preamplificador que tiene
en un extremo una secuencia complementaria de la regién no apareada de la sonda de
extensién que estd unida al ADN virico. Una vez unido a la sonda de extension,

Ill

mediante hibridacion, el oligonucledtido preamplificador va a constituir el “tronco” del

sistema amplificador de sefial.

V. Amplificacion: Se afiaden al pocillo los oligonucledtidos amplificadores que se van a
unir por sus extremos mediante hibridacion a las secuencias repetidas del
oligonucledtido preamplificador constituyendo “las ramas” del sistema amplificador de

11
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

sefial. Los oligonucledtidos amplificadores contienen multiples secuencias repetidas

complementarias de pequeiios oligonucledtidos marcados con fosfatasa alcalina.

VI. Deteccion: Se afiaden al pocillo los oligonucledtidos marcados con fosfatasa

alcalina que se van a unir mediante hibridacidon a las secuencias repetidas de los

oligonucleétidos amplificadores constituyendo las “hojas” del sistema de amplificacion

marcado.

VII. Revelado: Se aiade al pocillo un sustrato quimioluminiscente que por accion de la

fosfatasa alcalina produce luminiscencia detectable con un luminédmetro o un lector de

placas.
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8.- Hibridacion in situ (ISH)

Las siglas se refieren a In Situ Hybridization, que significa que la secuencia diana se va a
localizar en el sitio en el que se encuentra fisiolégicamente (in situ), es decir, en los
cromosomas o nucleos interfasicos en el caso del ADN y en el citoplasma en el caso del
ARN. Por lo tanto 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 sélido sobre el que realizar la hibridacion.

Caracteristicas de la ISH:

- No requiere la extraccion y purificaciéon previa de los acidos nucleicos.
- Es relativamente rdpida y sencilla, con un coste econdmico moderado.
- Se puede realizar sobre material fresco, congelado e incluso fijado en formol e
incluido en parafina (FFPE).

- Utiliza sondas no radiactivas, tanto de ADN como de ARN.
Concretamente la ISH se puede realizar sobre preparaciones citogenéticas de
metafases o nucleos interfasicos desnudos, extensiones citoldgicas y secciones de
tejido.

8.1. Preparaciones de cromosomas en metafase

Se realiza para cultivos de sangre periférica, médula dsea, liquido amnidtico etc.
Deteniendo las mitosis en metafase con colchicina.

8.2. Preparacion de nucleos interfasicos desnudos

Se obtiene a partir de sangre periférica o médula ésea en tres pasos:

- Choque hipoténico con KCl donde los glébulos rojos y blancos se hinchan.
- Fijacidén con solucién de Carnoy

- Extension de los nucleos en un portaobjetos frio: al chocar las células con un porta
frio éstas se rompen y los nucleos desnudos quedan pegados al porta.

8.3. Extensiones citoldgicas
Se obtienen a partir de fluidos bioldgicos con células en suspensién que se extienden
directamente sobre un porta.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

8.4.- Secciones de tejido
Puede estar conservado mediante congelacién o con tejidos FFPE.

e Tejidos FFPE: Las secciones se obtienen con un microtomo, se recogen con un
pincel fino, se depositan en un bafio Maria (agua tibia) para que se extiendan y
se “pescan” con un portaobjetos.

e Conservacion mediante congelacion: Se obtienen con un criostato (un tipo
especial de microtomo), se depositan sobre un porta y se fijan por inmersién en
etanol a 4¢C.

9. FISH interfasica

La hibridacion in situ fluorescente 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.

Tradicionalmente se realizan en los laboratorios de citogenética y hematologia sobre
cromosomas en metafase (FISH metafasica) o sobre nucleos interfasicos desnudos
(FISH interfasicos) aunque cada vez son mas los laboratorios de anatomia patoldgica
que realizan FISH sobre secciones de tejido congelado.

Su principal aplicacién es la deteccion de alteraciones cromosdmicas, tanto numéricas
como estructurales en relacidn con el diagndstico y prondstico de patologias
oncolégicas de base genética.

En muchas ocasiones complementa otras técnicas citogenéticas como el cariotipo,
aportando informacién adicional, sobre todo en cariotipos con metafases de baja
calidad o de dificil interpretacion.

9.1. Protocolo genérico:

I. Hibridacidn: Se realiza directamente sobre la preparacion, aplicando 5ul de la sonda
marcada en el area de hibridacién y colocando encima un cubre sin que se formen
burbujas.

El portaobjetos se coloca a continuacién en una estufa para desnaturalizar el ADN de la
muestra y de la sonda (en el caso de que sea una sonda de ADN bicatenario).

Il. Lavado post-hibridacion: Se realiza por inmersion de los portaobjetos en soluciones
de lavado colocadas en cubetas Coplin, una vez retirados los cubre.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

lll. Contratincion: La solucion de contratincion contiene diamino-fenil-indol (DAPI) por
lo que al excitar las preparaciones con luz UV los nucleos muestran fluorescencia azul.
Los portas pueden visualizarse inmediatamente con un microscopio de fluorescencia o
conservarse en la nevera a 42C preservados de la luz.

IV. Visualizacidn: Las preparaciones se observan con un microscopio de fluorescencia
con los filtros adecuados a los fluorocromos utilizados en las sondas. Normalmente se
utilizan fluorocromos que emiten en verde y rojo.

En el caso de las preparaciones en metafase, los cromosomas se visualizan en color
azul mientras que las regiones en que se localizan las secuencias diana aparecen como
puntos o manchas rojas o verdes. Si las preparaciones son de nucleos desnudos éstos
se visualizan en color azul con puntos verdes o rojos en su interior correspondientes a
los hibridos formados entre la sonda y la secuencia diana.

Hay que analizar un minimo de 200 nucleos y el resultado final se expresa como % de
nucleos que presentan la alteracion que se estudia.

9.2. FISH interfasica

Consiste en la deteccidon de secuencias de ADN en nucleos en interfase, bien sobre
preparaciones citogenéticas de nucleos desnudos, bien en extensiones citolédgicas o
bien sobre secciones de tejido. Las sondas empleadas se disefian de manera especifica
segun la anomalia cromosémica que se quiere detectar (numérica o estructural).
Muchos estudios requieren varias sondas por lo que se suelen emplear cocteles de
varias sondas con diferentes fluorocromos. Para estudios citogenéticos en humanos las
sondas mas utilizadas son de dos tipos:

A) Sondas centroméricas: hibridan con secuencias localizadas en el centromero de
cromosomas concretos. Se emplean para anomalias cromosémicas numéricas. Existen
sondas centroméricas para cada cromosoma, se nombran como CEPx siendo X el
nimero del cromosoma afectado (Chromosome  Enumeration  Probe).
En cada nucleo interfasico se observara un punto fluorescente por cada cromosoma
igual presente en él. En nucleos normales se observaran 2 puntos; en monosomias un
Unico punto y en trisomias se observardn 3 puntos.

Para diferenciar una trisomia de una poliploidia, la hibridacién se realiza con un cdctel
de al menos dos sondas CEP, una especifica del cromosoma de interés ( por ejemplo en
verde) y otra especifica de un cromosoma control control (roja). Asi, en una trisomia se
observaran tres puntos verdes y dos rojos, mientras que en una triploidia habra 3
puntos verdes y 3 puntos rojos.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

IIl

B) Sondas especificas de locus: también denominadas “sondas LSI” (Locus Specific
Identifier) hibridan en regiones (locus) concretas de un cromosoma implicadas en
patologias especificas. Se emplean para detectar tanto anomalias cromosdmicas
estructurales como numéricas.
Para la identificacion de traslocaciones se usan juegos de sondas que hibridan a ambos
lados de los puntos o regiones donde se produce la rotura de los cromosomas:
Las sondas se separacidn se utilizan para detectar traslocaciones en las que uno de los
cromosomas implicados es siempre el mismo, pero el otro puede variar. La hibridaciéon
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 estda siempre implicado en la
translocacion.

Cuando no hay traslocacidn, al hibridar tan préximas las sondas, las fluorescencias de
ambas se superponen y se observan solo dos puntos amarillos (mezcla de rojo y
verde). Si hay traslocacién, se observan tres puntos fluorescentes: uno amarillo (del
cromosoma intacto) uno rojo y otro verde, separados, correspondientes a las dos
partes del cromosoma traslocado.

C) Sondas de fusidn: Se utilizan para detectar translocaciones en las que se conocen
los dos cromosomas implicados. En este caso se utilizan dos pares de sondas, cada par
va a hibridar a ambos lados de los puntos de rotura de cada uno de los cromosomas
implicados en la translocacion. En este caso, las dos sondas que flanquean el mismo
punto de rotura estdn marcadas con el mismo color (las de un cromosoma en verde y
las de otro en rojo). Si no hay translocacion se observan 4 puntos fluorescentes, dos
verdes y dos rojos, correspondientes a los 4 cromosomas normales. Si hay traslocacién
se observara un punto verde (de un cromosoma normal no traslocado), un punto rojo
(del otro cromosoma normal no traslocado), y dos puntos amarillos (de los dos
cromosomas derivados de la traslocacion).

9.3. FISH metafasica

Consiste en la deteccién de secuencias de ADN directamente en los cromosomas sobre
extensiones citogenéticas de metafases. Se utilizan sondas centroméricas para
detectar anomalias numéricas y sondas especificas de locus para detectar anomalias
estructurales.

Recientemente se han desarrollado varias técnicas de FISH metafasicas que utilizan
cocteles complejos de sondas que cubren cromosomas enteros incluso al genoma
completo lo que permite “pintar” los cromosomas con distintos colores fluorescentes.
Dependiendo de la estrategia utilizada se conocen como “FISH para pintado de
cromosomas enteros”, FISH multicolor y cariotipo espectral.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

I. FISH para pintado de cromosomas enteros (WCP-FISH): Se utilizan sondas marcadas
con el mismo fluorocromo que hibridan con un cromosoma entero pintandolo de un
color uniforme. Se utilizan sobre todo para detectar anomalias numéricas.

Il. FISH multicolor (M-FISH): Permite la identificacién diferencial de regiones
cromosomicas.

Se basa en la utilizacidén de cécteles de sondas que hibridan en distintas regiones de un
mismo cromosoma, con solapamiento parcial, y que estdan marcadas con diferentes
fluorocromos. Son las denominadas sondas para pintado de bandas especificas o
sondas BSP. Los solapamientos de las sondas producen combinaciones de colores vy el
resultado final es un bandeo multicolor caracteristico de cada cromosoma.

10.- ISH cromogénica (CISH)

Se caracteriza porque el  hibrido se detecta mediante una reaccion
inmunohistoquimica que produce un producto coloreado visible con un microscopio
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 una técnica FISH sobre este tipo de muestras es muy
problematica.

Algunas aplicaciones son:

- Deteccidén de secuencias génicas de virus oncolégicos como el VPH vy el virus de
Epstein Barr (VEB).

- Estudios de expresidn génica mediante la alteracion de ARNm concretos.

10.1. Protocolo genérico:

1. Desparafinacion: se realiza con xilol. La rehidratacion con bafios sucesivos en
alcoholes de graduacion decreciente (100%--> 96%--> 70%) hasta agua destilada, lo
gue provoca la rehidratacion del tejido (el agua sustituye a la parafina).

2. Digestion enzimatica: Durante la fijacion, el formol produce enlaces entre las
proteinas y otras macromoléculas. Por eso este es un paso clave en la CISH, porque el
tratamiento enzimatico libera a los acidos nucleicos de su unién a histonas y otras
proteinas, y de esta forma las sondas pueden acceder libremente a la secuencia diana.
Las enzimas mas utilizadas son la proteinasa K y la pepsina.
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

3. Prehibridacion: Tiene como finalidad el bloqueo de uniones inespecificas de la
sonda. Se consigue inundando el tejido con solucién de prehibridacién de ADN de
esperma de salmon fragmentado.

4. Hibridacidn: Se deposita sobre el tejido una pequefia cantidad de sonda sobre una
placa calefactora a 952C/5-10min hasta separar totalmente las cadenas de ADN. Se
coloca una camara humeda y se incuba.

5. Lavado post-hibridacion: Los portas se lavan por inmersidn en solucién colocada en
cubetas coplin con los tiempos y temperatura que indique el fabricante.

6. Deteccion del hibrido: Las sondas utilizadas se marcan con haptenos y se detecta
por métodos inmunohistoquimicos indirectos con amplificadores de seifial,
obteniéndose un producto coloreado que se deposita en el tejido alrededor del
hibrido.

7. Contratincidn: Tras el revelado del marcaje aparece en el tejido manchas coloreadas
en las regiones en que se encuentra la secuencia diana. El resto del tejido no es visible
al microscopio optico por lo que no se puede interpretar el resultado. Por eso es
necesario contratefiir el tejido con una tincién suave que no enmascare el resultado de
la ISH. Se utiliza hematoxilina de Mayer.

8. Visualizacion: Para visualizar las preparaciones utilizaremos el microscopio dptico
convencional. La reaccidn coloreada se observara en el nucleo o en el citoplasma de las
células que contengan las secuencias detectadas.

10.2.- Controles de CISH

Son muy importantes para poder interpretar correctamente los resultados. Se llevan a
cabo controles positivos y negativos y se hacen tanto de la técnica como de la muestra.

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. Por tanto, si todos los reactivos estan bien, el control nos dara color.

Control negativo de la técnica: Sirve para comprobar que ningun reactivo empleado
tine de manera inespecifica algin componente del tejido del mismo color que el
marcaje empleado. Se realiza exactamente igual que la reaccién problema eliminando
la sonda de la solucion de hibridacion. Por tanto, si los reactivos no van bien el control
nos dard color, como si estuviera la diana (que sabemos que no esta porque no la
hemos afiadido).

Control positivo de la muestra: sirve para comprobar que el tejido ha sido tratado
adecuadamente y que la fijacion se ha efectuado correctamente, conservando el tejido
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U.D. 5 Técnicas de hibridacion

sus acidos nucleicos aptos para la hibridacién. Se realiza con sondas especificas de
secuencias repetidas para ADN y sondas poli-T para ARN.

Control negativo de la muestra: Sirve para comprobar que el resultado observado es
especifico y no se debe a uniones inespecificas de la sonda a distintas estructuras del
tejido. Se realiza sustituyendo la sonda especifica por una secuencia no
complementaria con los acidos nucleicos de la muestra.
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