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TECNICAS DE HIBRIDACION
MOLECULAR

Las técnicas de hibridacién molecular se basan en el estu-
dio de secuencias especificas del DNA o RNA, tanto para
su identificacién como para su eventual cuantificacion.
Para realizarlas se parte'de sondas que son secuencias de
DNA o de RNA, complementarias a aquellas; que se quie-
ren detectar. La hibridacién o acoplamiento de la secuencia
génica diana y la sonda complementaria se puede recono-
cer con métodos radiactivos y colorimétricos. En general,
se utilizan sondas previamente marcadas con sustancias
radiactivas o fluorescentes. o

Las técnicas mds utilizadas son la hibridacién por diso-
luci6n, la hibridacién por filtracién y la hibridacién in sifu y
sus variantes. Existen otras técnicas nuevas de hibridacién,
como la hibridacién genémica comparativa, que en un futu-
o pueden servir para la posible caracterizacién de secuen-
cias desconocidas implicadas en diferentes patologias.

— La hibridacién por disolucién se utiliza para evaluar la
asociacién de una molécula de un 4cido nucleico en la
formacion de dobles cadenas de DNA, DNA-RNA o do-
ble RNA. Esta técnica es muy sensible, pero sélo sirve para
cuantificar el contenido de un dcido nucleico especifico.

— La hibridacién por filtracién consiste en la desnaturaliza-
cién del DNA o RNA, inmovilizdndolo en un soporte
inerte como la nitrocelulosa, para hibridarlo posterior-
mente con una sonda marcada y asi facilitar su detcccién.
Estas técnicas se conocen con los nombres de Southern
blot y Northern blot, y sirven para analizar las cadenas de
DNA y RNA, respectivamente. ‘

— La técnica de hibridacién in sifu consiste en utilizar una
sonda marcada de DNA o RNA y unirla al DNA o al
RNA de una preparacién citolégica o histolégica.
Recientemente se ha optimizado la técnica de hibridacién
in situ usando fluorescencia, lo que permite detectar alte-
raciones puntuales y anomalfas cromosémicas tanto en
interfase como en metafase, tras hacer crecer previamen-
te las células in vitro. Con la caracterizacién del carioti-
po y los rasgos morfolégicos de los cromosomas se pue-
den detectar anomalias en los mismos y numerosas trans-
lqcaciones (1, 2) (Tablas 1 y 2).

Hibridacion in situ (HIS)

La hibridacién in sifu es un método clésico y bésico que
combina las técnicas de biologia molecular con los anlisis
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de las técnicas de hibridacién.

REV ESP PATOL

Ventajas . Inconvenientes
HIS/FISH Localizacién de la sonda en la célula o en el tejido Resunltados variables Segﬁn la fljaCléH del tejjdo
Utilizacién en muestras preservadas en parafina Utilizacién de radiactividad en algunas sondas
Uso de marcado radiactivo o con, digoxigenina El FISH como técnica de inmunofluorescencia no
Permite simultanear el estudio citolégico y genético permite ver en ocasiones la integridad tisular
de las lesiones y en su contexto patolégico
HGC Permite estudiar las alteraciones groseras en el DNA, No permite el estudio citoldgico y genético

tanto amplificaciones como deleciones

Los resultados de las imdgenes con andlisis digital
muestran una elevada precisién en la identificacidn

de genes diana en carcinogénesis -

histolégicos y citol6gicos. La hibridacién in sifu o citologi-
ca consiste en desnaturalizar el DNA cromosémico por
calor (95 °C) y posteriormente afiadir una solucién que
contiene la sonda con el DNA o RNA marcado, que hibri-
dard con sus secuencias complementarias. El marcado de
las sondas se puede hacer por radiactividad con P32, §% o
I'* y posteriormente detectarse por autorradiografia. El
marcado por biotina o digoxigenina se visualiza mediante
una reaccién colorimétrica. Con esta técnica se pueden ver
al microscopio los fragmentos de DNA o de RNA dentro
del contexto histoldgico (3, 4). ‘

Esta técnica puede mejorar los resultados de métodos
clasicos de patologia, por ejemplo en infecciones por papi-
lomavirus humano (HPV). En estos casos, el DNA viral
estd presente en aproximadamente unas 20 copias por célu-
la, pero con escasa proteina,de la cdpside, que es lo que
detecta la inmunohistoquimica. Sin embargo, la hibrida-
cién in sifu da una sefial mucho mayor a la que se detecta
con el uso de anticuerpos. S

La hibridacién in situ se utiliza en patologia tumoral y
en el estudio de infecciones (5), por ejemplo en néoplasias
endocrinas, en neuroblastomas con sobreexpresién de
N-myc, bcl-2 en linfomas foliculares, erb-2 en cdncer de

de las lesiones ‘
No es aplicable a RNA

mama, o presencia de virus o genomas virales cbmo HPV,
EBV (virus de Epstein-Barr), citomegalovirus, etc. (5)
(Fig. 1).

Hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH)

En la hibridacién in situ con fluorescencia se utilizan son-
das especificas para determinados cromosomas o secuen-
cias de ellos. Al igual que en el caso anterior, la técnica
consiste en desnaturalizar el DNA con calor, incubar las
muestras con formamida y tampén salino para mantener las
cadenas desnaturalizadas e hibridarlas posteriormente con
sondas especificas de determinados fragmentos de DNA
que se quieren estudiar. Si la sonda no estaba marcada con
fluorescencia se afiade un intermediario que haga de puen-
te, marcado con una sustancia fluorescente que a su vez
reconozca a la sonda (2).

La FISH pone de manifiesto las alteraciones genéticas,
a la vez que permite la visualizacién de las células en el
contexto histolégico. Este método se puede utilizar tanto
para cromosomas en metafase como en interfase. Si se

Tabla 2. Aplicacion de las técnicas de hibridacion.

HIS ! FISH

HGC

Neoplasias endocrinas Deteccién de viras
Deteccion de virus

prenatales
Estudio de alteraciones

oncogénicas .
= translocaciones, etc.)

Monitorizacién de tejidos procedentes

de trasplantes

Deteccién de anomalias de muestras

Alteraciones oncogénicas (aneuploidias,

Comparacién de muestras normales
y tumorales

Anélisis comparativo de diferentes
variantes en la poblacion
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Figura 1. Esquema representativo del mecanismo molecular de la hibridacién in situ: se desnaturaliza el DNA de la seccién tisular a
analizar y se hibrida con una sonda especifica, en este caso frente a un DNA viral. La sonda se une a un sistema de deteccion (méto-
dos colorimétricos o autorradiografia) para observar la localizacién del virus en la seccion tisular analizada (esquema tomado del libro

Anatomia patoldgica de F.J. Pardo).

desean estudiar pequefias translocaciones cromosémicas,
con sondas completas de un determinado cromosoma, la
técnica tiene que efectuarse a partir de células en metafase
donde los cromosomas ‘estdn separados. De este modo es
posible hacer un cariotipo e identificar el punto de la trans-
locacién. !

La FISH tiene muchas aplicaciones: en carcinomas (6),
en la leucemia mieloide t(9:22), en tumores sélidos como
los de ovario (alteraciones en el cromosoma ‘12)‘ También
se pueden detectar amplificaciones de oncogenes como el
neu en el céncer de mama o de préstata (7).

Es importante su aplicacién en las muesttas prenatales
para la identificacién de anomalias cromosémicas, como la
del sindrome de Down. ‘

Las limitaciones de la FISH vienen dadas por las con-
diciones de la hibridacién y las derivadas de la preserva-
cién del tejido (6-8).

Asimismo, para la deteccién en metafase €s preciso cul-
tivar las células en placas, lo que dificulta bdstaﬁte el pro-
ceso e impide su tipiﬁc@cién en muchas ocasiones.,

Hibridacién genomlca comparatlva ‘
(HGC)

La finalidad de esta técnica radica en la evaluacién del
nimero total de abenaciones del genoma de la muestra a

analizar (9). Se introdujo para obtener informacién grose-
ra, sobre ganancias (amplificaciones) y pérdidas (delecio-
nes) de DNA de tumores sélidos. Est4 basada en la capaci-
dad del DNA para hibridar con secuencias homélogas. El
método radica en una hibridacién diferencial entre el DNA
normal y el tumoral sobre células normales. Se utiliza enel
estudio del cdncer de mama y de pulmén, ademds de exten-
derse en la actualidad a diversos tipos de tumores (10),

Con la HGC se detectan. diferencias cuantitativas: del
grado de hibridacién de cada DNA empleado. Dado que las
célllas diana de la hibridacién y el DNA control son nor-
males, todas las diferencias al comparar la hibridacién con-
trol con la de la muestra tumoral se deben a anomalias pre-
sentes en el DNA del tumor.

Como el andlisis final de estas muestras es cuantitativo,
es necesario valorarlo con un andlisis digital de imagenes.
Uno de los grandes retos actuales es discernir entre las pe-
quefias diferencias visibles, pricticamente inexistentes de-
bido a la precision del software.

Sduthern blot

Esta técnica se basa en tratar el DNA con enzimas de res-
triccién y separar los fragmentos con electroforesis en un
gel de agarosa. Para su realizacién se parte de DNA aisla-
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do del tejido en las mejores condiciones posibles. El DNA,
tras cortarlo con enzimas de restriccién, se desnaturaliza
para obtener fragmentos de cadena sencilla que se transfie-
ren del gel de agarosa a un filtro de nitrocelulosa sobre el
cual quedan inmovilizados. Esta transferencia es neceésaria
para que pueda realizarse 1;1 reaccién de hibridacién. El
DNA queda atrapado en la nitrocelulosa y es entonces
cuando se puede hibridar con la sonda radiactiva o colo-
rimétrica. Cada secuencia complementaria da lugar a una
banda marcada que adquiere una posicién determinada por
el tamafio del fragmento del DNA. La reaccién se puede
detectar por autorradiograffa, ya que las sondas se pueden
marcar radiactivamente (11) (Figs. 2 y 3).

Southern Blotting
Electroforesis %?,:\Q\Xﬁagmentos de DNA
[ S Sy s

Preparacion Scuthen Blotting

Crigtal

< Papel secante
Papel de filtro ] '
2 Nitrocelulosa |

— Gel

Envoltura de, )
plastico ! ol

Rotof de
hibridacion

Nitrocelulosa

Solucién de hibridacion
con la sonda marcada

. Bandastras el -
L revelado

Nitrocelulosa

Figura 2. Esquema representativo del mecanismo molecular del
Southern blot (o blotting). Los fragmentos de DNA cortados por
enzimas de restriccion se separan por electroforesis y se trans-
fieren a un papel de filtro que posteriormente se somete a una
solucién de hibridacién con la sonda marcada. El resuitado de la
transterencia en la nitrocelulosa se impresiona en una pelicula
de rayos X (esquema tomado del libro Anafomia patoldgica de
F.J. Pardo). :

REV ESP PATOL

Figura 3. Imagen resultante de un Southern blot. La banda mas
intensa corresponde al reordenamiento del gen de las inmuno-
globulinas con la sonda JH.

Est# técnica se utiliza en reordenamientos de procesos
linfoproliferativos para determinar clonalidad a partir de
los genes de las inmunoglobulinas en los linfomas B o de los
receptores T en los linfomas T.

Northern biot

La técnica descrita para el Southern blot aplicada a RNA se
denomina Northern blot. En este caso, para transferir RNA
desde el gel de agarosa a un medio adecuado para Ia hibri-
dacién es necesario realizar algunas modificaciones, pero
el fundamento del método es el mismo.

El hecho de que el RNA se degrade fécilmente es una
limitacién que obliga a que todas las manipulaciones haya
que hacerlas de forma rdpida y evitando el contacto de la
muestra con ARNasas (por ejemplo, las ARNasas presen-
tes en las manos). Con esta técnica se detecta amplificacién
de expresion génica, y es parcialmente cuantitativa.
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Figura 4. Esquema representativo del proceso de Dot blotting. El ADN se transtiere al filtro o pape! y luego se adhiere gracias a la accién del vacio

que aprovecha un adaptador.

Dot blotting

Otra variante de las técnicas de hibridacion es el Dot blot-
tmg Tiene la ventaja de que la transferencia del DNA al fil-
tro o papel es muy eficiente por la accién de unos adapta—
dores, que mediante la accién del vacfo facilitan dicha
transferencia y adhesiérjl al filtro (Fig. 4). Por btré parte,
permite ensayar rapidamente muchas secuencias clonadas
por su homologia con ulna sonda radiactiva. Los DNA clo-
nados a probar se colocan uno al lado del otro sobre un fil-
tro que se hibrida con una sonda de RNA marcada radiac-
tivamente y que corresponde a la secuencia problema. Si la
secuencia estd representada en un clon particular, la man-
cha que indica ese clon:se pone de manifiesto con la auto-
rradiograffa (11). !

CLONACION DE DNA

Esta técnica consiste en’ separar una secuencia del genoma
para introducirla en un fago o en un pldsmido (Fig. 5).
Enzimas bacterianas o dnzimas de restriccién (actualmente
unas 200) rompen el DNA por lugares especificos dando
lugar a unos fragmentos cortados en sus dos extremos.
Estas enzimas cortan la cadena de DNA de forma simétrica

0 asimétrica. Tras la rotura de las hebras, los extremos 5’y 3’
rotos son complementarios entre si. En esta complementa-
riedad estd la base de la técnica del DNA recombinante, ya
que permite ligar el DNA a pldsmidos, césmidos o virus
donde luego es posible mtegrar una determinada secuencia
de DNA (12).

El método general de clonac1on sigue las s1gu1entes
etapas:

1) Preparacidn del vector, con una determinada enz1ma de
restriccion.

2).Preparacion del DNA a clonar, usando la misma enzima
‘de restriccion.

3) Ligadura del vector y del DNA a clonar mediante una
ligasa.

4) Transformacidn a una cepa bacteriana para que ésta pro-
duzca masivamente el producto quimérico.

Los pldsmidos son vectores que se mulﬁplican en las
bacterias y expresan sus genes en ellas (13). Estos vectores
tienen capacidad para integrar DNA exdgeno hasta 100 kb.
Para clonar grandes fragmentos de DNA se usan los cro-
mosomas artificiales de una levadura (YAC) (14). En los
YAC es posible clonar fragmentos de DNA 100 veces
mayores que en los pldsmidos.
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pBR322
(4363 bp)

Tthil i

Figura 5. Estructura molecular del plasmido pBR322 que mues-
tra los sitios de corte reconocidos por diversas enzimas de res-
triccién. Las flechas finas indican la direccién de la transcripcién
de los genes de resistencia a ampicilina y a tetraciclina. La fle-
cha gruesa indica la direccién de la repiicacién del DNA.

Entre las aplicaciones de la clonacién en los YAC cabe
destacar la posibilidad de estudiar genomas completos, ele-
mentos estructurales de los cromosomas, la expresién géni-
ca, la preparacién de vectores lanzadera inespecificos y el
andlisis comparativo de regiones cromosémicas completas
de distintas especies. | ‘1

La técnica del DNA recombinante también tiene aplica-
ciones industriales, como en la produccién de proteinas
humanas, hormonas de importancia médica como la insuli-
na, la somatostatina, vacunas virales, etc. (15).

TECNICAS PARA CARACTERIZAR
LA MUTACION: SECUENCIACION

Por secuenciacién se entlende la identificacién de la se-
cuencia de las bases (nucleondos) de una deterrmnada
regién gendmica. Es fundamental para corroborar la muta-
ci6én que se haya podido detectar con PCR-SSCP, DGGE,
ASO, etc. (16, 17).

Existen dos formas de secuenciar un producto de PCR:
secuenciacion directa y secuenciacion indirecta.
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De forma directa se secuencia el producto de PCR, una
vez amplificado y purificado, sin necesidad de clonarlo.

Tras la amplificacion por PCR existen una mezcla com-
pleja de varios elementos, entre los que destacan el pro-
ducto amplificado, cierto ndmero de productos inespecifi-
cos de amplificacién que incluyen a los dimeros de oligo-
¥ por iltimo sales, deoxinucledtido (ANTP),
primers y Tag-polimerasa (18). |

La purificacién puede realizarse con fenol-cloroformo,

nucledtidos,

mediante columnas que eliminan el exceso de oligonucle6-
tidos o a través de geles de agarosa de bajo punto de fusién
donde se corta la banda deseada para extraer el DNA con
fenol y shocks térmicos. Esto mismo puede realizarse
mediante el uso de kits comerciales.

Una vez obtenida la cadena molde, si el DNA es mono-
catenario ya se puede iniciar el protocolo de secuenciacién;
si es bicatenario hay que desnaturahzarlo bien por calor o
con dlcali.

La forma indirecta se realiza tras la clonacién del pro-
ducto amplificado y su posterior secuenciacion.

Secuenciacion clasica:
métodos enzimatico y quimico

Método enzimatico

El método enzimdtico o método de los didedxidos fue des-
crito en 1977 por Sanger (19), y consiste en sintetizar la
cadena complementaria al DNA que se quiere secuenciar,
en unas condiciones en las cuales se pueda detener su cre-
cimiento de un modo controlado y en posiciones especifi-
cas. Se requiere un DNA molde de cadena simple al que se
le une un oligonucleétido. La sintesis a partir del iniciador
se realiza afiadiendo a la mezcla de ensayo el fragmento
mayor (Klenow) de la DNA polimerasa y los cuatro deoxi-
nucleétidos trifosfato prec;ursores; uno de ellos marcado
radiactivamente para detectar asf por autorradiografia los
productos de la reaccion. Para detener la sintesis de la cade-
na en cada uno de los cuatro nucledtidos diferentes se
afiade a la mezcla de reaccion ddNTP (dideoxinucleétidos),
que por faltarles el hidroxilo en posicién 3’ no pueden unir-
se a ningtn otro dNTP.

Para secuenciar un fragmento de DNA se realizan cua-
tro reacciones independientes, afiadiendo a cada una de
ellas un ddNTP diferente. En las cadenas en crecimiento
compiten dNTP y ddNTP con la misma probabilidad para
cualquiera de las posiciones, de modo que en el resultado
de Ia reaccién habra numerosas cadenas de diferentes ta-



1997; Vol. 30, N° 3

ot}

Flgura 6. lmagen del resultado de la secuenciacion manual por
radiactividad de un fragmento de DNA. Cada uno de los cuatro
carriles representa de izquierda a derecha las bases A, C.GyT.
La lectura de la secuencia es de abajo hacia arriba. ‘

mafios y con variantes de dNTP v ddNTP de todas las cla-
ses (Fig. 6)..

En general, el método de eleccion es la clonacién del
fragmento de DNA de icadena simple en el bacteridfago
M13 o en el plasmido pUC.

M13 es un fago filamentoso que en su forma replicati-
va contiene DNA de cadena doble. Su interés como vector
de secuenciacion reside:en el hecho de ser continuamente
excretado por las células bacterianas durante la infeccién,
en forma de virus de cadena simple. Asi, para obtener DNA
monocatenano del fragmento a secuenciar hay que clonar-
lo en M13, infectar células huésped adecuadas y purificar
el DNA de los fagos excretados al medio de crecimiento.

Método quimico

El método quimico fue:descrito por Maxam'y Gilbert en
1977 (20), y se basa en la utilizacién de una serie de reac-
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tivos quimicos que modifican especificamente las bases pii-
ricas y pirimidinicas del DNA mediante cuatro reacciones
diferentes. Es posible romper la cadena de DNA de un modo
selectivo en cada una de las posiciones ocupadas por las cua-
tro bases modificadas. La rotura del DNA se produce en pri-
mer lugar mediante una modificacién de la base [por metila-
cidn, concentracion elevada de sal, hidracina, dimetilsulf6xi-
do (DMSO) o 4cido férmico], y posteriormente se rompe el
enlace entre la base modificada vy el aziicar o la molécula del
DNA por la posicién que ocupa el azicar que ha quedado
libre (mediante tratamiento alcalino con piperidina).

El DNA ha de marcarse con radiactividad en uno de sus
extremos: el 5’ mediante polinucleétido cinasa, y el 3’ con
DNA polimerasa de Escherichia coli o con transferasa ter-
minal. Es necesario obtener moléculas marcadas exclusiva-
mente en uno de sus extremos; para ello se han incorpora—
do estrategias con vectores de clonacién que fac111tan la
obtencién del DNA marcado.

Secuenciaciéon automatica

Actualmente, estos protocolos estin controlados por
secuenciadores automdticos, que proporcionan gran rapi-
dez y comodidad, incrementando la eficiencia de la secuen-
ciacién. La mayor parte de los datos de secuenciacién. se
han obtenido a partir de secuenciadores automaticos ( 10).
‘El proceso lo reahzan mediante la secuenciacién
enzimdtica, es decir, con la sintesis de una cadena de DNA.
Una DNA polimerasa del bacteriéfago T7, que se ha modi-
ficado quimicamente para elinﬁnar'pane de la actividad
exonucledsica en sentido 3°-5°, sintetiza la cadena a partir
de jun oligonucledtido, de manera que va incorporando los
nucledtidos complementarios del fragmento a secuenciar.
Los oligonucledtidos utilizados se separan en cuatro
fracciones y en cada una de ellas los cebadores estin mar-
cados en su extremo 5’ con un fluorocromo de un color
diferente. Posteriormente, a cada una de estas fracciones se
le afiade un unico ddNTP y se realiza una incubacién. i To-
dos aquellos fragmentos que hayan incorporado el mismo
ddNTP estardn marcados por idéntico color. A continua-
cidn, las cuatro reacciones se mezclan y se someten a una
electroforesis en un gel de poliacrilamida. Cada banda
observada corresponde a un. conjunto de fragmentos' del
mismo tamafio, y estd marcada con el fluorocromo corres-
pondiente al cebador que se ha utilizado en la sintesis de
los fragmentos. La electroforesis se realiza de forma conti-
nua en un solo carril, y el color de la banda se determina
cuando el fluorocromo es excitado por un rayo ldser situa-
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Figura 7. Western blot: expresmn del gen E1a de adenowrus en tumores generados por lineas celulares con expresion de este gen.
En el carril 2 puede apreciarse la banda correspondlente ala proteina de E1a. Como control positivo se utiliz6 un extracto de células
en cultivo (carril 8). EI método de revelado utilizado es'la quimioluminiscencia.

do en la base del gel, produc1end0 una sefial que la recibe
un fotomultiplicador y se transmite a un ordenador que
representa un cromatograma. :

Secuenciacion quimioluminiscente.

La secuenciacién enzimética:puede llevarse a cabo con un
cebador estdndar (ni marcado radiactivamente ni blotlmla—
do). Se realiza una reaccién de secuenciacién normal la
electroforesis, y después se transﬁeren y fijan los produc-
tos de la secuenciacién a una membrana de nailon. Esta
membrana se hibrida con un oligonucleétido b10t1mlado
complementano al cebador utilizado en la reaccién, 'y se
inicia una reaccién quimioluminiscente (estreptov1d1na,
fosfatasa alcalina biotinilada y un sustrato para la fosfatasa
alcalina).

TECNICAS PARA DETECTAR
PROTEINAS: WESTERN BLOT
O IMMUNOBLOT ‘

Las bases de esta técnica son similares a las del Southern
blot pero aplicadas a las proteinas. Para ello se han de ais-
lar las proteinas del tejido o células a analizar, separarlas en
un gel de poliacrilamida desnaturalizante y transferirlas a
un papel de filtro donde se realiza su deteccién por anti-
cuerpos especificos. Los pasos de deteccién de los antige-
nos son similares a la inmunohistoquimica, con el empleo

de anticuerpos y de sistemas de deteccién colorimétricos
(fosfatasa-alcalina, avidina—biotilia), por quimioluminis-
cencia o radiactivos. Sin embargo, no todos los anticuerpos
utilizados para inmunohistoquimica son aptos para Western
blot. ‘

Es importante resefiar que cada dfa se utilizan mds los
métodos basados en la quimioluminiscencia, que se centran
en el estudio de un anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa y la posterior reaccién con luminol y peracido.
La emisién de luz correspondiente se detecta en placas de
autorradiograffa con mayor sensibilidad.

La gran ventaja de este método respecto a otros es que
permite conocer el peso molecular de la protefna en estudio
v tiene una mayor fiabilidad en cuanto a la deteccidn exac-
ta, aunqﬁe no aporta informacién sobre su localizacién en
el contexto celular y tisular de la lesi6n (12) (Fig. 7).
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