Oncongenes y técnicas basicas
de Biologia Molecular aplicada
a la medicina



:Qué son los oncogenes?
Protooncogen

» Los oncogenes son genes mutados,
anormales que estan asociados a la \mm e

presencia de celulas tumorales.

» Los oncogenes derivan de genes
normales que estan presentes en todas
las celulas que son llamados proto
oncogenes.
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:Como se originan los oncogenes?

Las principales causas para la activacion de los oncogenes son cambios
(mutaciones) en las secuencias génicas que no son reparados.

Estos agentes asociados a la aparicion de oncogenes se pueden agrupar en 5
grupos:

1.- Errores en el copiado del DNA. La tasa de colocacion de errores en las
polimerasas eucariontes es cercana a 1.2 x 102 pb, lo que considerando el
tamano del genoma resulta considerable.

2.- Desestabilizacion génica provocada por agentes virales y retrovirales.
Traslocaciones, inversiones, deleciones e inserciones de secuencias génicas
provocadas por elementos virales y semejantes (secuencias Alu, transposones y
retrotransposones)

3.- Daios en el DNA causados por agentes fisicos. Radiaciones uv, gama, rayos
X.

4.- Dailos en el DNA causado por agentes quimicos. Como son los agentes
intercalantes, analogos estructurales, moléculas alquilantes, compuestos
desaminadores (precursores del acido mtroso)

5.- Daiios en el DNA provocados por radicales libres. La produccion de radicales
libres (ROS y RNS) durante un metabolismo alterado que no sean controladas por
antioxidantes, o mecanismos de reparacion es también una fuente de
inestabilidad génica.
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La clasificacion de los oncogenes

Los cuatro tipos de oncogenes mas comunes se agrupan
en las siguientes cuatro tipo de proteinas:

Cinasas reguladoras del crecimiento. como las cinasas
dependientes de ciclilnas (CDK) que determinan al
entrada en G1 y M

Factores de transcripcion y elementos nucleares de
recombinacion. Generalmente relacionados con la
RNApolll, la estabilizacion de TBP. En este grupo se
incluye el translocador genémico c-myc

Factores de crecimiento. incluyendo a los reguladores
del crecimiento por senales autocrinas como los factores
de desarrollo epidérmico (GEF).

Proteinas sefalizadoras y/o transductoras de senales.
Como las proteinas G y proteinas semejantes a G;
ejemplos son H-ras, K-ras y N-ras)
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El comportamiento de los oncogenes

El dano que generan los oncogenes en las células
cancerosas se acostumbra dividir segun un
comportamiento tipo mendeliano en oncogenes
dominantes y oncogenes recesivos:

Dominantes: en donde el oncogen al tener una ganancia
de funcion, basta con que una de las copias se active
para derivar en la tumorogénesis.

Recesivos: en este tipo se encuentran los genes
supresores de tumores (anti oncogenes) en donde al
mutar y haber pérdida de funciones, se requiere que
mas de una copia sea alterada para dar un fenotipo.
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Los oncogenes y su asociacion a los virus

» Francis Peyton Roys en 1911 que los sarcomas (cancer en tejidos blandos) pueden
inducir la formacion de tumores en otros organismos (figura). Mas tarde al virus
causante de estos tumores fue llamado virus de Rous.

» Utilizando una nomenclatura de tres letras, al gen del virus del sarcoma aviar
responsable de la formacion de tumores se le llamo src. En la era gendmica, se
encontraron genes homologos a src en pollos no infectados, pero también en mas
aminales invertebrados (incluyendo los seres humanos).
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Ejemplos de oncogenes
descritos en el genoma
humano

Tahla 7-5 Oncogenes salectos, modo de activacion y tumores humanos asociados

Categoria Proiooncogén

Factores de cracimiento

Cadena (& de PONGF POGFE

Faciores de crecimiento HETT
fibrobitasticas FGE

TGF=ix TGRA

HGF HGF

Receptores de factores de crecimiento

Familia dal receptor EGF ERBRT (CEFRY

ERBBZ (HER)

Tirceing cinasa 3 afin a FMS FLT3

Recaptor de factones neurotrdficos RET

Recegtor ged PDGF POGERE

Receptor del liganda KIT KT

Raceptor de ALK ALK

Maodo de activacion en el tumor

Sobreaeprasian

Siobraexpresion
Amplificacion

Sobresgresion
Sobreexpresion

Mutaciin
Arnplificacicon
Midacion puriual
Mutacitn purtual

Sobreaxpresidn, translocacion
Mutacion puntual

Translocacidn, formacion de gen di fusion

Mutaciin punbual

Proteinas que participan en ka transduccion de las sefiales

Tumor humana asociado

Astrocitoma

Dstaosarcoma
Cancer de estdmago
Cancer die wajiga
Cancer de mama
Medanoma

Astracilomas
Hepalocarcmomas
Cancer da firnides

Adenocarcinoma de puiman
Carcinoma de mams
Leucemia

Neaplasia andocring maRiple 24 y B, carcinomas firoidens
megulares tamiliares

Gliamas, leucemias
Tumares el estrama gastroinbastinal, seminamas, leucemias

Adenccarcinoma de pulmdan, ciertos linfomas
feuroblastoms

Prabainas |G} de unidn a GTP KARAS Mutacain puniual Tumnores de colon, pulman ¥ pancress
HRAS Murtacian pushaal Tumores de wejiga v rifién
NS Mutacicn purthual Malanomas, enfermedades hemaloldgicas malignas
Gag Mutacidn puriual Melanoma Lveal
GNAS Musacide purilusal Adenoma hipofisario, ofros tumares endocrings
Tirosina cinasa no Egada ABL Translocacitn Leucemia rmiskide crinica
a receptores Mutacitn puntuzl Lewcamia linfoblistica aguda
Transduccion de la saial RAS BRAF Mutacion punfual, transkocaciin Medanomas, leucemias, carcinoma de colon, obnas
Transduccion de |a sefal Nolch WOTCHY Muwtacion puntugl, franskocacidn Lawcamias, linfomas. carcinema de mama
Reordanaméanto génico
Trangducckin de |a sedfial JESTAT Sl Translocacidn Trastomos misloproerativas
Leucemia linfobidstica aguda
Proteinas reguladoras nuckeares
. . Activadores de la frarscripsion MYE Trarskocacicn Linfoma de Burkiit
Referencia de la tabla: NMYC Amplificacian Neurobiastoma
Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. Reguladores del ciclo celutar
Kumar V. Abbas Ay Aster J. 92. Edicién. Espaiia. L COND? (cichina DY) Translocacién Linfoma de células del manto, miskoma mittiple
_ Amplificacion Cancenes te mama y esofago
Elsevier 2015. Pag. 310 a 313, 325 a 332.  Ciniasa dependiente o ciclinas cowd Amplificacion o mataciin puntual Glioblstoma, melanoma, sarcoma




Técnicas basicas de Biologia Molecular
aplicadas a la medicina



El corte o digestion enzimatica del DNA

Al corte del DNA utilizando endonucleasas

bacterianas se le [lama restriccion.

La accion de las enzimas de restriccion pueden ser
dejando extremos romos (planos) o extremos
adhesivos (asimetricos).

Estos tipos de corte permiten cortar v,
posteriormente con el uso de ligasas, pegar (clonar)
fragmentos de DNA en diversos vectores.

Los sitios de corte de las enzimas de restriccion son
secuencias palindromicos (sitios que presentan
simetria en la secuencia de ambas cadenas).
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La clonacion de insertos

, )
» Se le llama vectores a los vehiculos que pueden portar Gen blanco

una secuencia o inserto. Dliemide (p-¢j. gen de insulina,)

» Los vectores mas comunes son los plasmidos —— ,

bacterianos (minicromosomas), pero también estan los Df"’;"_f‘"; ;:“

cosmidos, los genomas de fagos, genomas bacteriales o
(BAC) y los cromosomas de las levaduras (YAC). |

» Estos vectores pueden ser utilizados para guardar :?
informaciéon (vectores de clonacion utilizados para

construir bibliotecas génicas), o vectores de sobre Unidn con
expresion, utilizados para producir productos proteicos ADW ligasa
en grandes cantidades.

Plaemide

recombinante




La electroforesis del DNA

Una vez cortado el DNA, este puede ser colocado
en un gel (generalmente de agarosa) para evaluar
su progreso en un campo eléctrico corrimiento
electroforético.

A mayor longitud de la cadena menor movimiento
electroforético. A menor longitud de las cadenas,
mayor avance dentro del gel.

Nota. Tanto el DNA como el RNA poseen carga
negativa dada por sus grupos de fosfato.
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Las primeras huellas genéticas

Dado que los sitios de
restriccion son heredados de
padres a hijos, y hay eventos
de recombinacion en los
genomas, a través del uso de
enzimas de restriccion se
generaron las primeras huellas
genéticas llamadas

RFLP: patrones de restriccion
basados en polimorfismos.




Ejercicio: ;Quién es el padre?

Madre /hijo / padre 1 / padre 2 Madre
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La transicion de geles de acrilamida a agarosa
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Con el objetivo de conseguir una mayor
resolucion en las huellas genéticas, los geles de
acrilamida y poliacrilamida se hacian de la
mayor longitud posible.

Pero derivado de la complejidad en la
resolucion, el corrimiento adecuado en la
migracion de la electroforesis, asi como la
fragilidad de los geles, esta técnica fue
sustituida por las nuevas huellas genéticas
llamadas STR (short tandem repeat) que
veremos mas adelante.




\
La busqueda de genes en genomas

» Después de las electroforesis en los geles de agarosa, se pueden realizar transferencias de las bandas a
membranas de nylon, nitrocelulosa, o algun otro material, para incubarlos con una sonda de DNA.

» Se llama sonda a una secuencia de DNA artificial que es complementaria y se unira a una secuencia blanco
dando una sefnal radiactiva o fluorescente segun el tipo de sonda.

» Si la sonda hibrida, significa que la secuencia complementaria blanco esta presente en el DNA analizado. A
esta técnica de hibridacion del DNA con sondas de DNA se llamo Southern blot.

Gel para electroforesis

Hibridacion con una
sonda de acido nucleico

de nitrocelulosa



Aplicacion clinica de Southern blot

Después del papanicolau y la
colposcopia, se puede realizar un
analisis de Southern blot con el
DNA obtenido de la muestra.

En la figura se observa un gel
con cuatro muestras, en donde
unicamente el carril 3 esta libre
de la infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH).

El VPH es un virus asociado con
el desarrollo de cancer cérvico
uterino.

HPV- human papilloma virus

HPV has a circular, double stranded DNA,

protected by capsid proteins.

More than 100 HPY-types are known.
HPV16 and 1B cause 70% of all cervix
cancers.
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El northern blot

De manera semejante al Southern blot, la
técnica de Northern blot permite ubicar
secuencias complementarias a una sonda. Pero
en este caso el blanco son secuencias de RNA.

Mientras la técnica de Southern Blot permite
ubicar genes en un genoma

El Northern Blot permite detectar si las
secuencias genicas son activas Yy generan
transcritos.

Esta técnica se ha utilizado para evaluar la
sobreexpresion de oncogenes Yy la
desregulacion de genes oncosupresores en
células cancerosas cuando son comparadas con
tejidos normales.

Separation of RNA
Transfer of RNA from gel to memberance




Western blot

Esta técnica permite la deteccion de proteinas
utilizando anticuerpos que reconocen epitopes
particulares.

Los epitopes conformacionales son regiones
derivadas del plegamiento proteico, o epitopes
lineales, reconociendo motivos en la estructura
primaria.

De manera semejante a las dos técnicas
anteriores, las proteinas corren en una
electroforesis segun su longitud.

A diferencia de los acidos nucleicos, los
péptidos carecen de carga, por lo que se
necesita la adicion de un compuesto como el
dodecil sulfato de sodio (SDS) para darles carga
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Las pruebas de ELISA

Una variante del western blot son las pruebas de
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay).

En esta técnica los anticuerpos se encuentran
fijados dentro de cajas y la fase movil
corresponde a la sangre.

Si el anticuerpo reconoce a una proteina de la
capside viral queda unida, un segundo y tercer
anticuerpo se unen para dar una senal
fluorescente.

Si la muestra sanguinea no posee una suficiente
carga viral, la muestra no dara negativa.

Esta técnica es el fundamento de las pruebas de
deteccion del virus de VIH
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La reaccion en cadena de la polimerasa a partir de RNA (RT

Esta técnica es una variante de la PCR que
amplifica fragmentos de RNA.

La base de esta técnica es la utilizacion de
primers complementarios a secuencias
ubicadas en el extremos 3’ que servira como
anzuelo para que la proteina Reverso
Transcriptasa tome el RNA 'y forme DNA.

Esta técnica permite la confirmacion de la
presencia de VIH
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La STR

La amplificacion por PCR también se utiliza para
amplificar secuencias cortas repetidas en serie
(short tandem repeat).

De manera semejante a la PCR y RTPCR se utilizan
oligonucleotidos (primers) complementarios al
DNA.

Estos repetidos cortos son individuo especificos,
por lo que de su amplificacion se obtienen huellas
genéticas de gran utilidad para la criminalistica y
huellas de paternidad.

En la tabla de la derecha se colocan algunos STR
utilizados en esta técnica indicando su
localizacion cromosdmica, asi como el numero y
tamano de los alelos.

Tamano de los alelos

Localizacion

Locus en pb cromosémica N.° de alelos
D1S533 (1) 171-203 1p31 9
D1S1656 (4) 129-171 1 11
F13B (2) 165-189 1931-g32.1 7
TPOX (2) (3) 224-252 2p25.1-pter 8
D351358 (3) 114-142 3p 12
D3S1744 (1) 150-182 3g24 9
FGA (1) (3) 273-343 4928 14/16
D5S818 (2) (3) 11-151 5g23.3-32 10
CSF1PO (2) (3) 295-327 5q33.3-34 10
F13A01 (2) 283-331 6p24.3-25.1 12
D7S820 (1) (2) (3) 215-247 7q 11.21-22 8
LPL (2) 105-133 8p22 7
D8S1179 (3) 128-168 8 10
D9S304 (1) 116-160 9q13 ik
THO1 (2) (3) 179-203 11p15.5 7
VWA (2) (3) 139-167 12p12-pter M
D1251090 (1) 212-306 12912 25
D12S391 (4) 209-253 12 12
D13S317 (2) (3) 165-197 13g22-31 9
D14S608 (5) 228-228 14911.2 8
FESFPS (2) (3) 222-250 15q25-qter 8
D16S3253 (5) 167-195 16911.2 8
D16S539 (2) (3) 264-304 16g24-qter 1"
D18S849 (1) 93-137 18q12-21 10
D18S1270 (4) 268-296 18g21 8
D18S51 (3) 273-341 18921.3 17
D21S51437 (5) 167-195 21g11.1 8
D21S11 (3) 189-243 21q11-21g21 14
HPRTB (2) 259-303 Xg26 "

1: Lifecodes Corporation, 2: Promega Corporation, 3: Perkin Elmer, 4: Lareu et al., 1996; 1998;
1998a, 5: Choi et al., 2000,




Aplicacion de las STR

» En la tabla colocada a la derecha
se colocan las claves, la secuencia
de los primers, la secuencias
cortas repeticas y la longitud de
los alelos a amplificar.

» En la siguiente lamina haremos un
ejercicio de aplicacion

Table 1 - Characternistics of the studied /oci: primer sequences, GenBank accession number, repeat sequence, allel

sizes.

Locus Primer sequence

GenBank
accession

Repeat sequence

Allele size
range (bp)

D21511] A:ATATGTGAGTCAATTCCCCAAG
B:TGTATTAGTCAATGTTCTCCAG

PentaE A:GATCAAGACCAGCCTGGGCA
B:TGGGTTATTAATTGAGAAAACTCC
TTACAATTI

D18S51] A:CAAACCCGACTACCAGCAAC
B:GAGCCATGTTICATGCCACTG
THO1 A:GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT
B:GTGATTCCCATTGGCCTGTTCCTC

CSFIPO A:AACCTGAGTCTGCCAAGGACTAGC
B:TTCCACACACCACTGGCCATCTTC

D758208 A:TGTCATAGTTTAGAACGAACTAAC

G
B:CTGAGGTATCAAAAACTCAGAGG

D13S317 JA:GTTGCTGGACATGGTATCACAG
B:TCAGAGAGCTTGAATTGTTGGT

AF25087

MB84567

ACO027004

L18333

D00269

X14720

GO08616

(TCTA)(TCTG),

[(TCTA)3TA(TCTA)3
TCA(TCTA)2TCCAT
A] (TCTA),- complex

AAAGA

(AGAA),

(AATG),

(AGAT),

(GATA)n

214-240

260- 300

274-318

154-178

299-323

198-

I~
12
I

245-261

A: forward prnimer; B: reverse pnmer




:Es 0 no el padre?

MARCADORES ALELOS PADRE ALELOS HIJO(A) | ALELOS MADRE
GENETICOS STR

D8s1179 12,15 12,12 12,14
D21511 27.30 992,97 92.2.30
D75820 10,10 10,10 10,14
CSF1PO 9.10 912 8,12
D351358 15,14 15,14 12,16
THO1 9.3,10 8.10 8,9
D135317 10,11 811 8.10
D145539 6.6.2 6,15 9.15
0251338 16,17 16,17 14,16
D195433 10,10 10,12 12,13.2
VWA 10,14 11,16 11,14
TPOX 911 8.9 8,11
D18551 17.17.2 15,17 9.15
AMEL WY WY XX
D55818 11,12 12,13.2 10,13.2
FGA 19,25 20,25 20,21

Actualmente para la toma de DNA basta con epitelios bucales y Unicamente la comparacion monopar
analizando la muestra de padre y madre, lo que disminuye los costos en un 30%




;Vectores de clonacion y sobre-expresion?

Como mencionamos antes,
existen diferentes vehiculos
para el guardado y la sobre
expresion del DNA.

En la tabla de la derecha se
colocan los principales
vectores de clonacion junto
al tamano de los insertos
que pueden guardar.

Segun se busque guardar
informacion o hacer una
sobre expresion las
caracteristicas de los
minicromosomas cambia.

Genes de escrutinio o reporteros: genes que permiten reconocer a las células transformadas

levadura)

Vectores de clonacion Tamano del inserto
Plasmidos 100 pb - 5-6 kb
Bacteriéfagos 10 kb — 20 kb
Cosmidos (plasmidos hibridos, 30 kb — 40 kb

tienen secuencias de A que

dirigen la insercion del DNA

en particulas del fago)
BAC (cromosoma artificial de bacteria): 100-300 Kb
YAC (Cromosoma artificial de 0.3 Mb-1.2Mb

Vectores de clonacion:
Funcion:
Clonar genes y fragmentos de genomas en vectores
(vehiculos de DNA) con secuencia conocida.

Caracteristicas:
« Estabilidad (OriC),
« Sitio de clonacion multiple (poli-linker)

« Genes de escrutinio (resistencia a antibioticos)

Vectores de expresion:
Funcion:
Sobre-expresar proteinas
Caracteristicas:
Estabilidad (OriC),

« Sitio de clonacion multiple (poli-linker)
 Genes de escrutinio (resistencia a antibioticos)
* Promotores inducibles.




La bibliotecas de DNA y cDNA

Bacteriophage k. DMNA CREATING A cDMNA LIBRARY
Human DNA je—— 49 kb ——>] R
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Se llama biblioteca genoémica a grupos de células transformadas genéticamente (generalmente bacterianas) que contienen la coleccion total de genes provenientes de un organismo. Las
bibliotecas pueden ser de DNA o cDNA (DNA generado a través de la actividad de la reverso transcriptasa).

Las bibliotecas de cDNA contienen la genoteca transcripcionalmente activa de un tejido en una condicion pues son resultado de la transcripcion inversa de RNAm y otros transcritos
presentes.




Los organismos transgénicos

La colocacion de secuencias ajenas a un
genoma, genera organismos genéticamente
modificados.

Los mejores ejemplos son las plantas
transgénicas round up ready

En estos transgénicos el gen de la EPSPS
sintasa (5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate
synthase) de la bacteria Agrobacteriumsp CP4
se introudce en el genoma de plantas de
interés comercial como soja, maiz, trigo, etc,
con lo cual las plantas adquirian resistencia al
pesticida gliofosfato.

A la introduccion de DNA exogeno en el genoma
de bacterias se le denomina transformacion,
en el caso de la modificacion del genoma
eucariote se llama transfeccion.

Roundup Readv
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