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9. GAIA: POLIMORFISMOEN
DETEKZIO TEKNIKAK

Polimorfismoak detektatzeko bi teknika nagusi daude: azido nukleikoen hibridazioa eta
murrizketa endonukleasak.

1. Azido nukleikoen hibridazioa

Jatorri desberdineko azido nukleikoen arteko parekamendua da, eta hibridazioa gerta dadin
bi baldintza bete behar dira:

1. Azido nukleikoen bi harizpiak osagarriak eta antiparaleloak izatea. Hala ere
osagarritasunak ez du %100 izan behar, baina osagarritasuna zenbat eta handiagoa
izan, eraginkorragoa izango da hibridazioa. Hurrengo hibridazioak (parekamenduak)
gerta daitezke:

-  DNA-DNA
-  DNA-RNA
- RNA-RNA
2. Azido nukleikoen hibridazioaren mekanismoa:

1. Desnaturalizazioa: desnaturalizazioa ematen den baldintzen arabera, hau da,
partzialki edo guztiz ematen den, bernaturalizazioa gertatuko da edo ez. DNA
desnaturalizatzean nukleotidoen hidrogeno loturak apurtzen dira. Modu
ohikoena eta laborategian gehien erabiltzen dena, eragile fisikoak (beroa) dira,
merkeenak baitira. Hala ere, eragile kimikoak ere erabil daitezke (urea,
detergenteak, formamida, formaldehidoa, pH aldaketak...).

Adibidez, DNA bat 100 gradutan berotzen bada, molekula hori ezingo da
bernaturalizatu.
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DNA edo RNA desnaturalizatuta dagoen edo ez jakiteko, A260 neurtu beharko
dugu. Tenperatura igo ahala, A260 handitu egingo da, izan ere, zenbat eta
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gehiago desnaturalizatu, base nitrogenatuak kanporantz begira geldituko dira,
eskuragarriago, eta ondorioz, hobeto absorbatuko dute argia.

tm: desnaturalizazioaren %50a lortzeko behar den tenperatura. Zenbat eta C-
G eduki altuagoa izan, orduan eta altuagoa izango da tv; izan ere, guanina eta
zitosinaren artean hiru hidrogeno zubi daude, eta beraz, bero gehiago beharko
da lotura hau apurtzeko (sendoagoa delako).

A260 neurtuz behatu DNAren eta DNAren GC edukina handiagoa
RNAren desnaturalizazioa den neurrian Tm altuagoa da
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2. Hibridazioa: behin laginak desnaturalizatuta daudela, laginak nahastu eta
hoztu egin beharko dira (desnaturalizatzeko beroa erabili baduzu). Gerta
daiteke azido nukleikoak elkarren artean hibridatzea. Askotan, hibridazioa
emateaz gain, jatorrizko parekamenduak emango dira (hau da, jatorrizko
harizpian eman diren parekamenduak emango dira berriz ere).

Sample 1 Mix
B and cool ﬁ% Duplex of
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sample 1
Hybrid Duplex of
duplex sample 2

A
QI\‘

i
o’/

Hurrengo faktoreek errazten dute harizpien parekamendua:
- Tenperatura baxuak.
- Denbora handiak.
- Katearen luzeera handiak.
- Osagarritasuna edo homologia handiak.
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DNA-DNA hibridazioak espezien arteko harreman filogenetikoa ezagutzeko
erabili izan dira. Ebolutiboki zenbat eta gertuago egon, hibridazioa
eraginkorragoa izango da.

A espeziea 5 ”
Sekuentzia ezberdinak, erraz banandu

W W A eta B espeziek ez dira ahaide hurbilak
A eta B espezieen ‘
RN ARY
YPBPBEC

DNAk nahastu

/ ,'
B espeziea

A espeziea

Y1 T A

A eta B espezieen

DNAk nahastu
W W Antzeko sekuentziak, banatzeko zailak

A eta C espeziek ahaide hurbilak dira

C espeziea
Konparatu nahi diren Berotuz harizpiak banandu Zehaztu ze tenperaturatan banatzen
espezieen DNAk batu eta nahastu hibridatzeko diren harizipak

Baina normalean guk hibridazioaren printzipioa sekuentzia espezifikoak
detektatzeko erabiltzen dugu:

Zunda bat diseinatzen da, DNA molekula bat bi harizpiekin (oso egonkorra
delako). Sekuentzia laburrak izaten dira (8-10 nukleotidoetakoak) eta guk
identifikatu nahi dugun sekuentziarekiko osagarria izan behar du. Markatuta
egongo dira fluoreszente batekin. Gainera, zunda bat aldi berean behin baino
gehiagotan erabil daiteke fluoreszente batekin baino gehiagorekin (zunda
batean bi sekuentzia desberdin marka daitezke aldi berean) tindatzen baduzu.
Gero, fluoreszentzia desberdinak irakurtzeko makina desberdinak erabiliz
parekamendu desberdinak ikus daitezke.

Hibridatu baino lehen ezinbesteko pausu bat gertatu behar da,
desnaturalizazioa. Behin desnaturalizazioa gertatuta dela gure lagina
zundarekin nahastuko dugu. Osagarritasuna badago bi hauen artean
hibridazioa gertatuko da eta hiru hibridazio mota gerta daitezke:

- Jatorrizko DNA-ren homoduplexa.

- DNA eta zunda heteroduplexa.

- Zunda homoduplexa.
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Hibridazioaren printzipioa sekuentzia espezifikoak detektatzeko

ssDNA molekulen > wmm -
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Markatutako seinalearen
detekzioa

Hibridazio metodoak:
1. Hibridazioa fase likidoan: zelulak apurtu, lisatu (modu kontrolatuan)

eta azido nukleikoak purifikatuko ditugu. Ondoren, DNAren
fragmentazioa  (DNA-ren  apurketa modu  deskontrolatuan,
ultrasoinuekin, esaterako) eta desnaturalizazioa egingo da. Behin DNA
desnaturalizatuta daukagula, zunda txertatuko da. Gero, hibridazioa
gertatzeko tenperatura jeisten dugu, eta DNA eta zundaren artean
hibridazioa ematen da. Orain bi aukera edukiko ditugu hibridazioa
eman den edo ez jakiteko:

a. Alde batetik hibridatu diren azido nukleikoak edukiko ditugu; eta
bestetik hibridatu ez direnak. S1 nukleasak harizpi bakarreko
azido nukleikoak degradatzen ditu, eta modu honetan hibridatu
ez diren azido nukleikoak degradatzea lortzen dugu. Honi esker,
gure laginean, hibridatutako azido nukleikoak soilik edukiko
ditugu. Gure prezipitatuan zunda detektatu badaiteke, bertan
hibridazioa eman da. Ez baldin badugu detektatzen, gure DNA
eta zundaren artean ez da hibridaziorik eman.

b. dsDNA-ri lotzen den erretsina erabiliz, kromatografia egin eta
ondorioz, zutabeari lotzen ez den DNA eta zutabeari lotzen
zaion DNA lortuko dugu. Zutabeari lotutako DNAnN egingo dugu
detekzioa.
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TCA = Azido trikloroazetikoa
Hibridazioa fase solidoan: hau da laborategian gehien erabiltzen
dena. Hibridazioa fase solidoan emateko teknika desberdinak erabili
daitezke:

a. Dot eta Slot plapaketak: Teknika hau RNA edo DNA
aztertzeko erabiltzen da, bana bereziki DNA aztertzeko. Lagin
bat dugu, zelulak lisatu, DNA erauzi eta desnaturalizatu egingo
dugu. Lagina mintz batean adieraziko dugu, tanta-gis (Dot-
blot) edo marra gris (Slot-blot) bezala. Orain, mintzera
markatutako zunda gehituko dugu, zunda soilik berekiko
osagarria den DNA edo RNA molekularekin batuko da. Ondoren
mintza garbitu behar da, zunda soberakina kentzeko. Azkenik,
mintza lehortzen da eta guri interesatzen zaigun sekuentzia
detektatzen dugu.

Teknika semikuantitatiboa da: alde batetik guk aztertu nahi
genuen sekuentzia badagoen edo ez dagoen adierazten dizu,
eta gainera, intentsitateak laginean dagoen sekuentziaren
kantitatea adierazten digu, modu kuantitatibo baten, noski.

Dot eta Slot plapaketa

@ @ Zelulak lisatu eta
DNA desnaturalizatu
@ v Markatutako zunda
ODN A edo RNA duen lagin gehitu mintzera

Nitrozelulosa edo tanta gisa (dot-blot) edo Zunda soilik berarekiko

nylonezko papera marra gisa (slot-blot) gehitu osagarria den DNA edo RNA o Detektatu
(mintza, filtroa) mintzera molekularekin batuko da
’ : [
@Min(zaren adsortzio o Mintza garbitu zunda
ahalmena blokeatzen soberakina kentzeko
da albuminarekin o
inkubatuz Lehortu
.
) = L3
500 0 s b
L -

Autoradiografia
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1. ASO dot plapaketa: dot eta slot plapaketen
bariante bat da. Zunda alelo espezifikoa da
(ASO, Allele  Specific  Oligonucleotide).
Espezifikoki alelo osasuntsuarekin hibridatuko
den zunda bat eta alelo mutatuarekin hibridatuko
den beste zunda bat diseinatu behar dira.
Hibridazioa zunda osasuntsuarekin eman bada,
esan nahi du pertsona hori homozigotoa dela,
eta alelo biak osasuntsuak dituela, hau da,
gaixotasuna sortzen duen aleloaren eramailea
ere ez dela.

Aldiz, zunda osasuntsuarekin eta gaixoarekin
hibridatu bada, pertsona hori heterozigotoa
izango da, alelo bat gaixoa eta bestea
osasuntsua izango du, beraz eramailea da.
Azkenik, azken pertsonak hibridazioa soilik
zunda gaixoarekin eman bada, pertsona hori
homozigotoa izango da, eta bi aleloak
gaixoarenak izango ditu.

Irudian ASO Dot Plapaketa irudikatzen da,
anemia faltziformea diagnostikatzeko adibidea
da irudikoa.

Normal Heterozygote Sickle cell homozygote
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1
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MUTANT ISSS GTG CAC CTG ACT CCT GIG GAG AAG TCT GCC-------- 3

Sense strand Val :
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Normal Heterozygote Sickle cell homozygote

Southern eta Northen Plapaketek ezaugarri komun asko dituzte: Behin DNA
zeluletatik erauzitakoan lagina elektroforesi bitartez banatzen da. Elektroforesia egin
ahal izateko azido nukleikoak aldez aurretik liseritu egin behar dira, bestela laginak
ez du gelean migratuko. RNA-ren kasuan ez da beti liseritu behar, DNA-rekin
konparatuz, luzera askoz txikiagoa duelako.
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Elektroforesian, potentzial elektrikoaren bidez kargatutako molekulak tamainaren
arabera mugitzen dira. Lagina geleko zulo txiki batzuetan sartzen dugu, eta lagina
gelean zehar mugituko da polo negatibotik positibora; azido nukleikoak karga
negatiboa dutelako. Polimeroak (gelak) molekulen mugikortasunari erresistentzia
ezartzen dio.

Well

Direction
of
migration

!

wewWUUUUU

1

b. Southern plapaketa: DNA lagina aztertzen da. DNA erauzi eta
liseritu egiten da, murrizketa endonukleasa jakin batzuekin.
DNAk polo negatibotik positibora migratuko du, azido
nukleikoek karga negatiboa dutelako. Distantzia handiena
egiten duen lagina, tamaina txikienekoa izango da, eta gutxien
migratzen duena handiena. Behin migrazioa egiten dela, DNA
desnaturalizatu egiten da gelean bertan (ez da beroa erabiliko
desnaturalizatzeko, gela urtu egingo litzatekelako). Ondoren,
agarosazko gelaren gainean mintz bat (nitrozelulosa edo
nylonezkoa) jartzen da. Korronte elektriko baten laguntzaz DNA
guztia mintzera transmititzen da, DNAren transferentzia deitzen
zaio honi. Desnaturalizatutako zunda gehitzen da, eta mintzean
jartzen da, integratzen utziz. Ondoren, garbitu egiten da lotu ez
dena kentzeko. Azkenik, zunda detektatzen da, filma
errebelatuz eta honen interpretazioa egiten da, honela
zundarekin elkartu diren nukleotidoak non dauden detekta
daitezke edo sekuentzia jakin bat ze laginetan dagoen jakin
dezakegu.
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Southern Plapaketa

DNA lagina Oligonukleotido zunda

Liseritu murrizketa
endonukleasekin Markatu zunda (*)

Agarosazko geleko zulotxotan

o sartu lagina =,
Migration
i Markatutako zunda
. i :
DNA tamainaren mS,_ it desnaturalizatu
arabera banatu .
elektroforesi bidez Low
mol. wt
w—‘ P—
DNAren desnaturalizazioa Gehitu zunda lagina duen
) Agarosazko gelaren gainean mintzera
Nitrozelulosa edo mintza jarri
nylonezko mintza R
Agarosazko gela % N
ssDNA transferitu
- Soberan dagoen zunda
garbitu
Zunda detektatu
I Elliii & srrebaliii % Filma mintzaren gainean jarri
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Autoerradiografia —

Northern plapaketa: aztertzen den lagina RNA da. RNA
erauzitakoan kasu batzuetan liserituko da, eta beste batzuetan
ez. Beste prozedura osoa Southern Plapaketaren berdina
izango da. RNA desnaturalizatu behar dugu, nahiz eta tipikoki
harizpi bakarrekoa izan. Desnaturalizatu ondoren, agarosazko
gelaren gainean mintza jartzen da. Jarraian RNA mintzera
transferitzen da. Mintzera zunda gehitzen da eta ondoren
errebelatu  egiten da, ondorioak atera ahal izateko.

Northern Plapaketa

Oligonukleodo zunda

RNA lagina Markatu zunda (*)

Agarosazko geleko zulotxotan

@ ] sartu lagina =
Migr:'_io: Markatutako zunda
= I
DNA tamainaren ‘ m§|_ - desnaturalizatu
arabera banatu .
elektroforesi bidez | Low
¥ mol. wt

o] e
RNAren desnaturalizazioa Gehitu zunda lagina duen
Agarosazko gelaren gainean mintzera

Nltl‘ozeluIOSE{ edo mintza jarri
nylonezko mintza
Agarosazko gela 3 N

RNA transferitu
mintzera

Soberan dagoen zunda
garbitu

Zunda detektatu
Pyt Film.a errebelatu > o Filma mintzaren gainean jarri

3 s Mintza
Autoerradiografia
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SOUTHERN ETA NORTHERN PLAPAKETEN ARTEKO DESBERDINTASUNAK:

Southern Plapaketa Northern Plapaketa

Elektroforesia baino lehen

Transferentzia baino lehen

Detektatzen den azido | DNA RMA
nukleikoa

Bai, murrizketa

endonukleasen bidez Batzutan

azido nukleikoaren
liseriketa

Bai. Gehienetan RNA harizpi
bakarrekoa den arren,
Bai. dsDMA izatetik ssDNA egitura sekundarioak izan

a:ii:':::::‘:;ﬁ;‘; izateko ditzakete ta hq::nrrek.
desnaturalizatu egin behar
dira
- Gene baten adierazpen

- DNA sekuentzia espezifiko  maila detektatzeko
Zertarako? | bat detektatzeko - Gene beretik eratorritako
{ezabaketak, txertaketak...} isoforma ezberdinak

detektatzeko

Southern plapaketaren erabilpen bat, Pearson sindromea
detektatzea da, izan ere, sindrome hau eragiten duen
delezioaren mtDNAnN identifikatzeko erabiltzen da:

Gaixotasuna autosomiko gainartzailea izango litzateke, izan
ere, gaixoak alelo mutatu bakarra izanda gaixotasuna garatu
du.

Adibidea, southern plapaketa

Pearson sindromea eragiten duen delezioaren detekzioa mtDNAn

Pearson sindromea eragiten duen delezioaren detekzioa mtDNAn

B

c P
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fTCTTCAACTCCTACATA . . . . . . ACAAATCAGAGAAAAAG
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ACCGACTACGGCGGACTAA IWMCTCC LACCATTAGCACCCAMGCTMGAT

‘ rp ¥Yoeo L I PRE TI ST QB
|
con 7934 15068 IRNAPe
wl -85

| Zunda

C, osasuntsua
P, Pearson sindromeduna

DOI: 10.1038/sj.ejhg.5200444

Adibidea: northern plapaketa. Kasu honetan hiru zunda erabili
behar dira, eta zunda bakoitzak eremu bat ezagutuko du, zein
isoforma transkribatzen den detektatzeko ehun desberdinetan.
Zunda gorriak A eta B isoformak detektatzen ditu baina A B
baino luzeagoa denez, gutxiago migratuko du eta gorago
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geldituko da. Adibidez, bihotzean argi ikusi daiteke bi isoformak
transkribatu direla; baita burmuinean eta birikietan ere. Bigarren
zundaren bitartez (urdinaren bitartez), A isoforma non
transkribatzen den adierazten da, eta azkenik, hirugarren
zundaren bitartez (berdearen bitartez) B isoforma non
transkribatzen den jakingo dugu.

Zunda bakoitzak ematen duen intentsitatea bere ezaugarri
bereizgarri bat da, beraz, ezin da zunda desberdinek ematen
duten seinalearen intentsitateak konparatu, bai ordea zunda
beraren seinaleen intentsitateak.

Hemen kontrola falta da emaitzak ondo interpretatzeko,
honetarako gene konstitutiboak (modu erregularrean etengabe
transkribatzen diren geneak dira, ehun guztietan transkribatzen
direnak) erabiltzen dira. Askotan erabiltzen den gene
konstitutiboa aktinarena da. Beraz, kontrol moduan aktina
jartzen badugu eta lagin guztietan aktinaren presentzia baldin
badago, A eta B isoformen transkripzioaren konparaketa egin
dezakegu. Aldiz, aktinaren kontrola ere ez baldin badago, A eta
B isoformak transkribatzen ez badira, beharbada lagina
kargatzerakoan edo akatsen bat egin dugulako da, eta ez
benetan ehun horretan isoforma horien transkribatzen ez
direlako.

Adibidea, northern plapaketa

Merg1 isoformen adierazpena ehun ezberdinetan

Mergl genea Merg1
ta N 34 5 B . 65 783,288 Merglb
rag ¢ '_.".__.'—"‘ “':.‘.N—“-."_"-:"-’-"—'- -
) wis 15 Mergla
Mergla [ BEL L Al F I F iEna e w] Alsoforma - arrunta (mRNA)
_— ————— zundok
Merglb [ T T el 0] 8 isoforma (MRNA)
e @ © -
tclad w8 % 8. 33
& cug 20855 §R2PEES
§E§3;52 $853348 $585338
75K
r - | - 44K
o -
» an
14K
Zunda: 8-15 exoiak 2-3 exolak

Oharra (ariketetarako): aleloak DNA mailako kontzeptu bat da. Isoformak berriz, RNA edo

proteina mailakoa.

3.

In situ hibridazioa: azido nukleiko zehatz baten lokalizazioa zehazteko
erabiltzen da. Ehunean edo zelulan bertan ikusiko dugu ea interesatzen
zaigun sekuentzia dagoen edo ez. Zunda DNA edo RNA izan daiteke.
In situ hibridazioaren erabilpenak ehunetan edo zeluletan
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- Birus edo bakterio bidezko infekzioak antzemateko.
- Ehun batean bertan, gene adierazpena behatzeko.

Adibidez: in situ hibridazioa ehunetan egin zen Helicobacter Pylori
bakterioaren detekzioa (zehazki 16S RNA detektatzeko) egiteko
gizakien ehun gastrikoan.

H. Pylori bakterioaren detekzioa gizakiaren ehun gastrikoan

Uninfected stomach
AL B c

7 T
Ey out='"" IR
¢/ 1\ . AT n)
SR e FERSTS
; [ d" -sx'.? 4
"d . ‘,g -
l)."' 4 2y -
| S s
100% e
High Infection

Beste adibide bat: dLRCH genearen transkripzio patroia Drosophila
euliaren enbriogenesi prozesuan zehar. Argi dago gene berdinaren
transkripzio patroia zearo aldatzen dela garapen enbrionarioko fase
desberdinetan (morez ikusten dena).

dLRCH genearen transkripzio patroia Drosophila euliaren
enbriogenesi prozesuan zehar

In situ hibridazioaren erabilpenak kromosometan (zunda DNA izanik):
- FISH (Fluorescent “in situ” hybridization): Kromosomak
DNA zunda fluoreszenteekin markatzen dira, sekuentzia
jakin bat detektatu eta lokalizatu ahal izateko. Adibidea
irudian:
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Fluoresence In Situ Hybridization

Giza linfozito bat bi zundo
ezberdinekin markotu da.

Zelulak DAPI
markatzaile
fluoreszentearekin
markatu direnez,
nukleczk urdin
ikus daitezke. lzan
ere, DAP| DNAren
ildo txikiari lotzen
da.

21 Kromosomako
zentrometroarekiko osagarria den
zunda gorriz markatu da.

1 ko
zentrometroarekiko osagarria den
zunda berdez markatu da.

FISH: Aberrazio kromosomikoak detektatzeko

21 .Kromosoma trisomia

Normala

4
%

Ly \\,
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4. Mikroarray-ak: aldi berean ehunka edo milaka sekuentzia ezberdin
detektatzeko erabiltzen dira:
- Baldintza konkretu batean, zelula transkriptoma zien den
ezagutzeko (ordenagailu praktiketan egindako adibidea).
- Polimorfismoak aztertzeko.
- Mozt-itsasketa alternatiboaren ondorioz ekoizten diren mRNA
produktuak detektatzeko... eta beste hainbat gauzetarako.

a. DNA mikroarrayak:

Konparatu nahi diren bi egoeretatik mRNA erauzten da; lagin
bakoitzean, organismo horretan baldintza berezi horretan

153



Biologia molekularra, Farmaziako gradua

adierazten diren geneen transkritoak (transkriptoma) egongo
dira.

Alderantzizko transkriptasaren laguntzaz eta fluoreszenteki
markatutako dNTPak erabiliz mRNA cDNA (DNA osagarria da,
mRNAren kopia, laborategian sintetizatzen da alderantzizko
transkriptasaren bidez) bihurtzen da. Lagin bakoitzarentzako
fluoroforo ezberdin bat erabiliko da.

Markatutako bi cDNA motak gehituko dira mikroarray-ra.
Zulotxo bakoitzean gene bati dagokion DNA egongo da.
Osagarritasunaren arabera, gehitutako cDNA zulotxotako
DNAri lotuko da edo ez.

Arrayaren bitartez posible da gene beretik eratorritako
isoformak lortzea.

Demagun berdez lagin osasuntsua adierazten dela, eta gorriz
minbizi lagina. Zulotxo batean soilik berdea detektatzen bada,
putzu horretan dagoen zundarekin transkripzio bat gailendu da,
hau da, aztertzen ari garen genearen adierazpen maila
handiagoa dela zelula osasuntsuetan minbizi zeluletan baino.
Horia badago, biak maila berean transkribatu, hibridatu, direla
esan nahi du, hau da, aztertzen ari garen genearen adierazpen
maila bi laginetan parekoa dela. Zulotxoan soilik gorria badago,
minbizi laginean transkripzioa gailendu dela esan nahi du, hau
da, aztertze ari garen genearen adierazpen maila askoz
handiagoa dela minbizi zeluletan zelula osasuntsuetan baino.
Genearen kontzentrazioaren arabera intentsitatea desberdina
da.

> N
R Sth mRNA
s &%\ﬁ
reverse
transcriptase

'é’,,q;%g) <DNA

X

\ Soberan dagoen
cDNA garbitu

Zulotxo bakoitzean
dagoen marka
fluoreszentearen
irakurketa

v

DNA microarray
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Adibidez:

Adb. Hazkuntza arruntean (berdez) dauden legamien transkriptoma vs
esporulazioan (gorriz) dauden legamien transkriptoma

*DNA mikroarray.etako
datuak software
bereziekin aztertu
behar dira

S. cerevisiae.ren 6200
generen analisia:
Orban 1 <> Gene 1

@ Orban berdea— hazkuntza
arruntean gehiago
adierazten diren geneak

@ Orban gorriak >
Esporulazioan gehiago . asyess : : .
adierazten diren geneak %00 3 sie Bastaseiatice bt

O Orban horiak— bi ' segs :
egoeretan berdin
adierazten diren geneak

Murrizketa endonukleasak

Sekuentzia palindromikoak ezagutu (bi harizpietan sekuentzia berdina norabide
desberdinetan) eta mozten dituzte. Mozketaren ondorioz, mutur itsaskorrak edo kamutsak utz
ditzakete. Bi muturren moten arabera desberdina da, itsaskorra adibidez klonaziorako
erabilgarria da.

Ebakitze- Itu Ebakitze-
gunea sekuentziak gunea

N
=P GT

AATTCIAGCTTCGCATTAGCAGCTGITAGC ---
---CCA|C TTAAG|ITCGAAGC GTAATC|GT CIGAC/ATCG --~

EcoRI Pvull
murrizketa murrizketa

endonukleasa endonukleasa

---GGTE AGCTTCGCATTAG AGC---
oo p ¥ 3 GTCGAAGCGTAATC|GTC| |GACATCG---
Mutur Mutur
itsaskorrak kamutsak

1. Bakterioen babes sistema: murrizketa-eraldaketa sistema:

Bakterioen babes sistema da, patogenoetatik babesteko erabiltizen dute. Bakterioen DNA
metilatuta dago (metilasa batzuen ondorioz), endonukleasek beraz ez dute ezagutzen.
Adibidez, EcoRI endonukleasa bat da, soilik sekuentzia palindromikoa ezagutuko duena
metilatuta ez badago.
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moztuko du

EcoRI-ek EZ du
moztuko

57 s GATATC oo 3
3w CTATAG = 5

5" s GATATC oo 3
3" s CTATAG = 5

EcoRlI
murrizketa
endonukleasa

QY

Metilatu 5 E GAAT _TWC I 3

gabekoDNA3:}CT TAAGEEDS
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EcoRI metilasak
/~ gehitutako metilo taldea

EcoRI
metilasak A
metilatu (A*)

S'EEN GAATT C I 3
SEEEEEEN CTTAAG N §

4 EcoRI
murrizketa
V endonukleasa
Mutur itsaskorrak \,
4 Va
PN
/ == st
5 G /[ AATTC . 3 Metilatutako 5" [N G A A T T ¢ D 3
3' R C T A G o 5 DNA JEEENN C T TAA G N 5

Bakteriofagoaren DNAK bakterioa inbaditu nahiko du, beraz, DNA sartu egingo du baina

bakterioaren endonukleasak moztu egingo dute
bakterioarena bai, inbasioa ekiditen dute honela.

Murrizketa endonukleasa
Bakteriofagoaren DNA
ezagutu eta moztu

Metilasa
Bakterioaren DNA
metilatu

Bakterioaren DNA
(metilatuta dago, hots,
babestuta)

DNA hori, ez dagoelako metilatuta eta

Bakteriofagoaren

Murrizketa entzimen
itu sekuentzia

Sistema hau, erabilgarria dela ikusi zen biokimikan eta gure mesedetan erabiltzen da gaur
egun. Bioteknologian oso erabiliak diren ehunka murrizketa endonukleasa daude. Batzuk

naturalak dira, bakterioetatik eratorritakoak.

RFLP= Restriction fragment leght polymorfism:

Murrizketa entzimak DNA mozten dutenean luzera jakineko produktuak ematen dituzte.
Polimorfismoen edo mutazioen ondorioz mozketaren bidez lortzen diren zatikiek luzera
desberdinak izan ditzakete, mutazioek edo polimorfismoek DNA sekuentzian mozketa patroi

ezberdinak sortarazten baitituzte.
RFLP bidez zatikien luzerak detektatu daitezke.
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Murrizketa fragmentuen tamaina desberdina izateko bi gauza gertatu behar dira:
1. Entzimek ezagutzen dituzten DNA sekuentzietan aldaketak gertatzea

Sekuntzia GTCCAGTCTAGC GAATTC GTGGCAAAGGCT
estandarra CAGGTCAGATCG CTTAAG CACCGTTTCCGA
ME1.ek BAI EZ ME2.k
ezagutu = BAI ezagutu
Mutazio puntuala GTCCAGTCTAGC GAARATC CGTGGCCAAGGCT
edo SNP CAGGTCAGATCGCTTTAGGCACCGGTTCCGA

2. Mozketa lekuen arteko DNA guneetan aldaketak gertatzea

Sekuntzia GTTCTAGC GAATTC GTGGC AAAGGCT GAATTC GTGG
estandarra TCAGATCGCTTAAG CACCG TTT CCGACTTARG CACC

Txertaketa
(ezabaketa GTTCTAGC GAATTC GTGGC AAAAAAA GGCT GAATTC GTGG

STR, VNTR) TCAGATCGCTTAAG CACCG TTTTTTT CCGACTTAAG CACC

Tipikoki RFLP-a bera bakarrik ez da egiten; normalean Southern plapaketarekin edo PCR-
arekin batera egiten da. Izan ere, giza genoma murrizketa endonukleasekin moztu ezkero eta
gero gel batean korritu ezkero, zati pila bat izango genituzke, eta hortaz, ez litzateke ezer
bereiztuko, izan ere, murrizketa endonukleasek ezagutzen dituzten adostasun sekuentziak
asko dira, beraz, DNA zatiki asko lortuko dira. Horregatik, guk ikustea nahi dugun hori
nabarmentzeko “deskarte” moduko bat egin behar da, PCR eta Southern plakaketaren bidez.

Adibidez, 40 baseetako delezio bat egon bada x en , y ren desberdina izango da eta ondoren
desberdina izango da ondoren plakan.

Adb. RFLP & Southern plapaketa

BRCA-1n mendeko bularreko minbiziaren diagnostikoa

z y
l l 1 ma w2z 2 n2 N8 n3 14 N4 15 s s
¥
-+ S —— e —
MNormal BRCA-1 gene X
(B- a||e|e) Southern Blotting
zunda E— 7 ———— — ———— — —
z X
————
l 1 Genotype BB Bb Bb bb bb BB BB Bb bb Bb bb
.|

Mutant BRCA-1 gene
(due to 40 bp deletion)
(b-allele)

1 Murrizketa endonukleasak ezagutu
eta mozten duen sekuentzia

RFLP eta southern plapaketa tradizionalki eta oraindik ere erabiltzen da pertsonen
identifikaziorako, DNA hatz marka zehazteko.

DNA genoma hartu eta endonukleasekin mozten dituzte, gel batean korrituko dituzte eta
tamaina desberdinetako sekuentzia izango ditugu. DNA desnaturalizatu eta mintz batera
igaroko dira. Mintzean, zunda berezi batzuk daude eta deshaturalizatutako DNA zunda
hauekin elkartuko da. Ondoren, garbitu eta erradiografia bat egiten da. Erradiografia hori
aztertuz identifikatzen dira pertsonak, ezinezkoa baita bi pertsona desberdinek hatz-marka
berdina edukitzea.
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Adb. RFLP & Southern plapaketa

DNA hatz marka (DNA fingerprint)
DNA
)] kromosomikoa * Pertsonak identifikatzeko, CSI,
aitatasun frogetarako, eta abar.

Murrizketa
endonukleasekin moztu

2 DNA zatilfiak 1. Susmagarria

s da erruduna
Zatikiak agarosazko gelean

banatu (markatu gabe) ﬁ
&&

—

F¥ +, Markatutako ~o g
s ‘Q%" DNA zundak & $ QF

—
= | Denature

Expose

|

DNA, and with - x-ray
transfer to probe, film
nylon then = to
wash. -

1ttp://highered.mheducation.com/sites/9834092339/student_view0/chapter17/dna_fingerprinting.html
Adb. RFLP & Southern plapaketa

DNA hatz marka (DNA fingerprint)

Pertsona ezberdinek zergatik daukate DNA hatz marka ezberdina?

SNPen (%) eragina RFLP analisietan: STRen eragina RFLP analisietan:
3kb
T | | R ——

A l‘a—m’iﬁigl b, —
l | . B —

Ay * 3

kb M Ay A, Ay Kb M B, B, B,
10| =—— —_— 5| —

8| — — 4| —

6| — [ T [ —

4| — —_— 2| — —
2 — — — 1 —

Taldeko 9. jarduera begiratu.
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GAIA AZIDO NUKLEIKOEN

ANPLIFIKAZIOA IN VITRO ETA
DNAren SEKUENTZIAZIOA

Azido nukleikoen anplifikazioa in vitro

1. PCRa:

PCR-ren esanahia hurrengoa da: plymerase chain reaction. In vitro egiteak, ez dela
organismo batean egiten esan nahi du, tutu batean baizik, eta PCR-a in vitro egiten
dugunean DNA eremu jakin baten milaka kopia lortzen ditugu. PCRa nahiko DNA izan
ondoren, DNA sekuentziatzeko, elektroforesi bidez eremu jakin hori bistaratzeko,
klonatzeko, eta abar erabiltzen da.

PCR-a ondo egiteko bi osagai dira garrantzitsuenak:

Osagai garrantzitsuena Taq polimerasa da. Bi ezaugarri hauek ditu: DNA
polimerasa termoegonkorra da ( bere tenperatura optimoa gutxi gora-behera
72 gradukoa da). Baina taq polimerasak ez dauka 3’ exonukleasa aktibitaterik.
PCR-a egin ostean anplifikatutako DNA-rekin egin nahi dugunaren arabera ez
digu axolako taq polimerasak 3’ exonukleasa jarduerarik ez edukitzea, tamaina
aztertu nahi badugu ez digu axolako, baina klonatu nahi badugu, klonean
akatsik ez egotea nahi izango dugunez, 3’ exonukleasa jarduera izatea
erabilgarria izango zen.

Gure zelulek RNA hasleak dituzte, baina ondoren ezabatu egiten dira, bi kateak
lotuta utziz. Hau ez da ematen PCRan, izan ere, DNA hasleak erabiltzen dira.
DNA hasleak espezifikoak dira, osagarriak izan behar dute anplifikatu nahi den
sekuentziarekin soilik, honela anplifikatu nahi den DNA eremua mugatzen dute
hau da, genoma batean, zuk anplifikatu nahi duzun zatiaren hasieran eta
amaieran egon behar dute eta kontuan izan behar da soilik erreplikatu nahi den
sekuentzian egotea.

Honetaz gain, baldintza batzuk bete behar dute, 18-24 nt luzera izan behar
dute eta GC edukia %45-55 izan behar du; gainera, ekidin egin behar dira
sekuentzia auto-osagarriak eta dimeroek eraketa (dimeroak eratuz gero
hasleak afuntzionalak bihurtzen baitira).

- Sekuentzia auto-osagarriak:
a=T
g-c
a-t1
t-a
5'-gtcace-gtagac-3
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- Hasleen arteko dimeroak

Haslea 1: 5-actaccagtgccagatacag-3
Haslea 2: 5'-tagacaggaagtccactgta-3”

Hasle- | 5-actaccagtgccagatacag-3
dimeroak 3'- atgteacctgaaggacagat-5’

DNA moldea, MgCl, dNTP, indargetzailea eta ura ere beharko dira PCR bat egiteko.

PCR ziklo bakoitzak hiru etapa ditu: desnaturalizazioa, hasleen hibridazioa eta
hasleen luzapena. Hiru etapa hauek tenperatura jakin batzuetan gertatzea 0so
garrantzitsua da:

Desnaturalizazioa oso tenperatura altuan (96 gradutan) eman behar da, hidrogeno
zubiak apurtzen direla ziurtatzeko. Hasleen hibridazioan hidrogeno zubiak eratu nahi
direnez, tenperatura baxua izango da baina tenperatura hasleen sekuentziaren
araberakoa izango da (56-72 gradu tartean). Behin hibridazioa bukatu ondoren,
hasleen luzapena gertatzen da, eta taq polimerasak katalizatzen duenez, 72 gradu
ingurutan gertatzen da, hau baita taq polimerasaren tenperatura optimoa.

PCR ziklo bakoitzak L

3 etapa ditu: 'L Desnaturalizazioa (~ 96 2C)

l Hasleen hibridazioa (~ 56-62 2C)

% 25-35 ziklo
'L Hasleen luzapena (~ 72 #C)
PCR ziklo baten osteko produktuak hizps:/ fura youtube.com/

walch?v=i0sudKIoNYo
PCRan ez daude ligasak, DNA haslea delako eta beraz ez dira kendu behar eta
gainera ez daude okazakiren zatiak.

PCR Anplifikatu nahi den eremua
DNA moldea
"""" DNA haslea_2
DNA haslea_1

- 3
Taq polimerasak & ry
hasleak luzatu pr

l PCR ziklo baten osteko produktuak
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PCRa ziklo bakoitzeko, DNA kopia kopurua esponentzialki hasten da.

\ /’ TNV
/‘ o
1. zikloa 2. zikloa 3. zikloa
\, S——
DNA moldea e T
TITTYTTr I T Irr Y YY /
\ SRR — 1 o e
Ny e Trrrrery
1 kopia 2 =2 kopia 22 = 4 kopia 23 = 8 kopia

PCR termozikladore izeneko tresnan egiten da. Termozikladoreak plantxa bat dauka,
erreakzio tutuak dituena, eta bertan sartzen dira laginak. Termozikladoreak pantaila
bat du, PCR zikloak zehazten dituena.

PCR erreakzio
tutuak

Pantailan zehaztu PCR zikloak

: Iraupena  min:seg

980C | 980C
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Adibidez: PCR-aren erabilera zientzia forentsean:

Adb. PCR-aren erabilera zientzia foresntsean (GL praktiketan antzekoa egingo duzue)

A aleloa B aleloa
Locus bateko 2
alelo polimorfiko - —~ . ,
(STR): 200 bp 300 bp

PCR bidez anplifikatu horiz dagoen eremua
(larrosaz, hasleak) &
elektroforesi bidez banatu produktuak

Hiltzailearen
DNA
Markatzailea Susmagarrien DNA
1 #1 #2  #3
P Ondorioa:
500bp #3 susmagarria da hiltzailea
400bp

300bp
200bp OHARRA: Pertsonen identifikazioa >10
polimorfismoren detekazioan oinarritzen

100bp da.

AA BB AB AA :Genotipoak

Locus bateko 2 alelo polimorfiko (STR):

Banda bakarra egoteak ez du esan nahi alelo bakarra duenik, gizakiok diploideak
baikara. Baina kontuz; gizonezkoak X kromosomekiko haploideak direnez, sexuarekin
erlazionatutako aleloekin lan egiten dugunean gizonezkoen kasuan X-rekin
erlazionatu daitekeen alelo bakarra egongo da. Beste kasu guztietan, alelo bakarra
baldin badago, indibiduoa homozigotoa dela esan nahiko du.

Markatzailea ez da kontrol bat, banden tamainak adierazten ditu soilik. Kontrol
positiboa, guk detektatu nahi duguna egongo dena ziurtatuko digun lagina da. Aldiz,
kontrol negatiboaren funtzioa kontrakoa izango da: guk detektatu nahi duguna ez
dagoela esango digun lagina.

RT-PCR (alderantzizko transkripzioa PCR)

RT-PCR-ren esanahia hurrengoa da: reverse transcription PCR. PCR-aren esanahia
polymerase chain reaction da. In vitro egiteak, ez dela organismo batean egiten esan
nahi du, tutu batean baizik. RT-PCR prozesuaren bidez RNA cDNA-n
(complementary DNA-n) bilakatzen da; eta ondoren produktua PCR bidez
anplifikatzen da.

PR-PCR teknika honako arrazoi hauengatik egiten da:
- Erretrobirusen genoma (RNA) aztertzeko. Adibidez, coronavirusaren genoma
aztertzeko.
- Geneen transkripzio maila neurtzeko (geneen espresioa aztertzeko). Guztiok
dauzkagu gene nahiko berdinak (hauen nahiko egonkorrak dira); pertsona
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batetik bestera aldatzen dena transkriptoma izango da, gene bat edo beste
transkribatzea, alegia.
- Gene eukariotoak prokariototan txertatzeko...

cDNA molekulen berezitasunak:

- RNA-ren sekuentzia bera izango du, desberdintasuna uraziloaren ordez timina
edukiko duela da. RNA oso molekula hauskorra, ez-egonkorra da, ondorioz, ez
da komeni molekula hau asko manipulatzea. Horregatik, molekula honekin lan
egin nahi bada, RNA cDNA-n bilakatzen dugu, cDNA egonkorra baita eta
azken molekula hau aztertzen da (azken finean informazio bera gordetzen
baitute).

- Harizpi bikoitzeko molekula da.

- Ez dauka introirik, izan ere, RNA mezulari prozesatutik abiatuta sintetizatzen
da.

Entzima gakoa:
- Alderantzizko transkriptasa: Birusek beraien RNA DNA bilakatzen dute
alderantzizko transkriptasaren bitartez era horrela txertatuko dute gero gure
genoman beraien material genetikoa.

RT-PCR

dNTP ————, Transcripcion Inversa Alderantzizko
RNA:cDNA hibridoa transkriptasa

5 e e idaiaaiee AAGUCGAUUGCGCCAUAUCCGAAUGGC. .. ... = ........n.n
R e S TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG...... = ...........

ssRNA

cDNAren sintesia

Desnaturalizacion 1

§ Bt assern e e ar e AAGUCGAUUGCGCCAUAUCCGAAUGGC. . . ... = ...........

ssDNA cDNA +

3 .~ TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG. .. ... = ....vvnnens
hasleak AAGT y GCCA Hibridacion 1

5'AAGT

PCR, 1.zikloa
e)
-
b=

dsDNA

Elongacién 1

Kate bikoitzeko
cDNA 5 AAGTCGATTGCGCCATATCCGAATGGC . . . ... evenvennenn
K R B SV ) 313 TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCG. .. ...  c.onievversss

D2 + H2

PCR

E2 y ciclos sucesivos
H+E+D

dsDNA

PCR, 2.zikloa

CDNA bicatenario (amplificado en x ciclos de PCR
5 AAGTCGATTGCGCCATATCCGAATGGC 3
3 TTCAGCTAACGCGGTATAGGCTTACCEG 5

+

RNAtik abiatuta, alderantzizko transkriptasak RNA cDNA hibridoa osatzen du.
Molekula hau PCR-ra eramaten da. Hasieran harizpi bakarra izango dugu baina lehen
zikloan dagoeneko bi harizpi cDNA izango ditugu eta honen anplifikazioa emango da.
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RNA (harizpi bakarrekoa) ez da anplifikatuko, PCR-aren amaieran cDNA milaka kopia
egongo dira, eta RNA oso diluituta egongo denez, ez du eraginik edukiko.

Adibidez: telomerasa genearen transkripzio mailaren azterketa sarcoma 180
zeluletan.

Adb. Telomerasa genearen transkripzio mailaren azterketa sarcoma 180 zeluletan

lagina: Telomerasa zelula

hauetan transkribatzen -~
-

Aztertzen ari diren L

Karga kontrola: Aktina gene etxezain
bat da, eta espero da bere
transkrizpzio maila beretsua izatea
1 ehun eta egoera guztietan

denentz jakin nahi dute [

Telomerasaren mRNA maila aktinaren
mRNA mailekin normalizatu behar da

Sarcoma 180
eritoneal cells
Blood cells
Mesentery
esticle

16

14 4

124

! Ondorioa:

Telomerasa gainadierazita
dago sarcoma 180 zeluletan

Telomerasa/Aktina mailak

8
6
A
2
0

— Kontrol positiboa: jakin badakigu

i telomerasa gametotan adierazten
dela, beraz horren mRNA detektatzea
espero dugu lagin honetan.

Sarcoma 180
Peritoneal cells
Blood cells
Mesentery
Testicl
/

Analysed Tissue

Testikuluetako lagin bat hartuko dugu bertan gametoak daudelako eta gametoetan
telomerasa aktibo egon behar delako. Lagin hau kontrol positibo moduan erabiliko da,
hau da, esperimentua ondo egin badugu, testikuluen laginean seinaleak altua izan
beharko du bertan telomerasa aktibo dagoelako. Hori horrela ez bada, zerbait gaizki
egin dugunaren seinalea izango da.

Beraz, horrelako probak interpretatzen hasi aurretik, karga kontrola eta kontrol
positibo/negatiboak ondo daudela ziurtatu beharko dugu (benetan esperimentua ondo
egin dugula ziurtatu beharko dugu).

PCR eta RT-PCR teknikaren aldaerak, deribazioak:

- Hot Start PCR:

Tenperatura baxuetan taq polimerasa aktibo egoten da, eta anplifikatu nahi ez den
zerbait anplifikatu daiteke PCRa hasi baino lehen, hau da, anplifikazio ez-espezifikoa
gertatzen da batzuetan (ez da oso ohikoa). Anplifikazio ez-espezifikoa ekiditeko Ab
antigorputzek taq polimerasa inaktibatzen dute, honela zikloak hasi baino lehen ez
da nahi ez dugun ezer anplifikatuko. Ohiko PCR zikloekin hasi aurretik lagina berotu
behar da, antigorputzak desnaturalizatzeko eta Taq polimerasa berriro aktibatzeko.
Hot Start PCR ohiko PCR-arekn konparatuz gero, sentikorragoa da, hau da, kantitate
txikiagoak anplifikatzen dira metodo honen bidez.
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Desnaturalizazioa (959C)
Ab desnaturalizatu eta
Taq aktibatzen da

PCR produktu espezifikoak Taq polimerasak DNA
sintetizatzen dira itu-sekuentzia anplifikatzen du

20ng 200pg 20pg
A S S

PCR normala Hot start PCR

PCR asimetrikoa:

DNA harizpietako bat bestea baino askoz gehiago anplifikatuko da, bi hasleen ratioa
ez baita 1:1. Azken produktua ssDNA (harizpi bakarreko katea) da.

Sekuentziazio teknika batzuetan erabiltzen da estrategia hau.

kY e— — —
s— T

Multiplex-PCR:
PCR saio bakar batean sekuentzia bat baino gehiago anplifikatzea nahi bada, hasle
bikote bat baino gehiago erabiltzen dira. Produktu ezberdinak anplifikatuko ditugu,
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honela lagina, dirua, eta denbora aurreztuz. Dena den, interpretatzeko zailagoa izango
da eta interferentziak sortzeko berriz, errazagoa.

Hasle bikote bat baino gehiago erabiltzen dira

aldi berean produktu ezberdinak S
anplifikatzeko / [—

_._-—'

Adibidez: multiplex RT-PCR bat garatu dute garia infektatu dezaketen zortzi birusen
MRNA-k aldi berean detektatzeko.

Lehenik frogatu behar da birus bakoitza produktuaren tamaina zehatzean markatuta
dagoela, 8 birusak badaudela frogatzeko, eta ondoren laginean birus desberdinak
detektatuko dira.

Adb. Mutliplex RT-PCR bat garatu dute garia infektatu dezaketen 8 birusen
mRNA.k aldiberean detektatzeko.

Table 1

Virus-specific primers used in the multiplex-RT-PCR detection method

Target virus Primer Sequence 5"Position T (°C) NCBI accession Amplicon size (bp)
PAVLI AGAGGAGGGGCAAATCCTGT 2999 504

_] 2 2

BYDV-PAV PAVRI ATTGTGAAGGAATTAATGTA 27 471 Db11032 293
MAVLI CAACGCTTAACGCAGATGAA 896 553

BYDV-MAV MAVR1 AGGACTCTGCAGCACCATCT 1071 504 D108 17
SGV L2 ACCAGATCTTAGCCGGGTTT 631 513

BYDV-SGV SGV R2 CTGGACGTCGACCATTTCTT 911 573 AY541039.1 w7
RMVLI GACGAGGACGACGACCAAGTGGA 41 66.0

BYDV-RMV RMV R GCCATACTCCACCTCCGATT 357 594 L12757.1 365
RPVL ATGTTGTACCGCTTGATCCAC 3275 579

_] ¥

CYDV-RPY RPVR GCGAACCATTGCCATTG 3655 528 AF235168.2 400
WSSMVLI  GCAACCCTTAGCGAAGTCAG 4059 594

WSSMV WSSMVRI  GAGGCTCCGTGTCTCATAGC 213 614 X73883 154
WSMV L2 CGACAATCAGCAAGAGACCA 5444 573

WSMV WSMV R2 TGAGGATCGCTGTGTTTCAG 5622 573 NC.001886 193
SBMV L2 CCTATGGCGTCCTAACGTGT 2584 504 R

SBWMV SBMV R2 CACAATCTGCAGGAAGACGA 2803 573 NC.002042 219

Ziurtatu multiplex RT-PCR bidez posible dela zortzi birusak detektatzea.
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Kontrola: Hasle bikote bakoitza TS
bere kabuz, gai da esperotako Multiplexed

tamainadun produktua ekoizteko RT'P_CR
% emaitza

RT-PCR produktuen tamaina teorikoa

Birusa Produktuaren tamaina
(bp)
PAV 295
RPV 400
MAV 175 500 bp
400 bp
RMV 365 300bp
SGV 237 200bp
WSSMV 154
100 bp
SBWMV 219
1 2 3 4 s 6 7 8 9 10
Wsmv 193 Fig. 1. Multiplex RT-PCR with different wheat viruses. Individual PCRs in

Lanes 2-9 using different YDV strains PAV, RPV, MAV, RMV, SGV (Lanes 2-6)
and other wheat viruses WSSMV, SBWMYV and WSMV (Lanes 7-9) produced
specific virus amplicons. The M-RT-PCR, containing the eight virus-specific
primer sets and virus templates, produced a ladder of DNA fragments (MLX,
Lane 10) corresponding to the amplicons produced in Lanes 2-9. Lane | contains
a 100 bp molecular marker ladder.

Zoru ezberdinetako laginak erabiliz detektatu zortzi birusen presentzia.

Kontrol negatiboa:
Kontrol positiboa: 8 birusak | :::Apgl;gabeko
detektatzeko antzeman —/

beharreko banden patroia

\ /
\\ ! ‘;\\ "‘/‘
Zoru ezberdinetako {\ &*' \/

& laginak &
!“}" G H 1 J ¥

Fig. 2. Pancl A: Multiplex RT-PCR analysis of field samples from Georgia. Field
samples from different areas of Georgia (A-F) were tested for all eight wheat
viruses. A positive control M-RT-PCR provides a reference ladder showing all
eight virus amplicons. Lanes 1 and 8 contain a 100 bp molecular marker ladder.
Panel B: Multiplex RT-PCR analysis of field samples from other parts of United
States: Oklahoma (samples G and H, Lanes 2-3), Arkansas (samples | and J,
Lanes 4-5) and Indiana (samples K and L. Lanes 6-7) along with a no template
control (NTC, Lane 9). An M-RT-PCR positive control provides a reference
ladder showing all eight virus amplicons (Lane 8). Lanes 1 and 10 contain a
100 bp molecular marker ladder.

4 5 6 7 8 9 10

2 3 % 3
A 87 SA

Erreplika teknikoak

Kontrol negatiboa ere beharrezkoa da. Hau egiteko, RT-PCR bat egiten da baina
RNArik izan gabe, beraz teorian ez da ezer anplifikatuko eta ez da seinalerik egongo.
Honela ziurtatuko dugu produktuak ez daudela kutsatuta.

Nested-PCR:

Prozedura honetan, espezifikotasuna ziurtatzea da garrantzitsuena; horretarako, 2
hasle bikote izango ditugu, bat berdea eta bestea gorria edo arrosa. Hasle bikote
berdea ez da oso ona, nahi genituen lekuez gain, beste leku batzuk ere hibridatu
dituelako. Hau gertatu daitekeen kasuetan beste hasle bikote bat diseinatzen da,
arrosa edo gorria.

Gerta daiteke hasle batek produktu inespezifikoa anplifikatzea. Gerta daiteke
bigarrenak ere produktu inespezifikoren bat anplifikatzea, baina beti egongo da hasle
bat beste bat baino hobea dena (hau da, sekuentzia inespezifiko gutxiago anplifikatuko
dituena).
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Gainera, Nested-PCR-a 1000 aldiz sentikorragoa da PCR arrunta baino.

BRI EA AT B R MR RN RN R AT A

1. PCR

Nahi ez dugun Nahi dugun _

hibridazioa l _hibridazioa
S W r PR T S rfTRTY r T
Desnaturalizazioa eta /

1. hasleen hibridazioa

) - 4

Dbl o M A D AR a0 e e s A A e ik

Nahi ez dugun

produktua l Nahi dugun produktua
nmm A i Y DR i A 8

Nahi ez dugun produktua l

ez da hibridatzen 2.hasleei \ : 2. PCR

Desnaturalizazioa eta
2. hasleen hibridazioa
SsS— .-

gure intereseko produktua,

ar i, - A7 o T A !
kontaminatzailerik gabe ” AR

Itu sekuentzia

M 1. Hasle bikotea
2. Hasle bikotea

Adb. Nested PCR bat garatu dute Epstein-Barr birusaren (EPV) DNA plasman
detektatu, eta nasofaringe minbizia diagnostikatzeko

(i) Frogatu Nested PCR bidez, Epstein-Barr birusaren DNAren detekzioa askoz sentikorragoa dela

First PCR Nested PCR

Kontrol positiboa: ezaguna da

- zelula hauek Epstein-Barr
birusarekin infektatuta
daudela.

0 10° 10?2 10 1 0 10° 1 10 10" 102 10° —~<= (pg) B9S58

- 168bp

(ii) Epstein-Barr birusaren DNAren detekzioa pazienteen laginetan Nested PCR bidez

Kon:r:l Kontrol
fogat 00 positiboa

<
z
-l

/
y

-
/L

Pazienteen laginak Ondorioa:
45 46 4748 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 45—48, 52’ 53' 55_57’ eta 61

pazienteetan EBV atzeman da.

e 168bp

Emultsio-PCR (ePCR):

Hurrengo belaunaldiko sekuentziazio teknika batzuetan (NGS, next generation

sequencing) DNA kopiatzeko erabiltzen den PCR mota da hau.
Fragmentu bat behin baino gehiagotan sekuentziatzen da.
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DNA fragmentuen ePCR.a tutu baten gauzatzen da.

muturrei adaptare batzuk  Tutuan dagoen nahasketa =

lotzen dira. Adaptadore emultsio olioa, DNA fragmentuak,

horiei esker, DNA bolitak eta PCR erreaktiboak. Bolita

fragmentuak emultsio bakoitzak PCR mikroreaktore baten PCR bidez, bolita bakoitzari
bolitei lotuko dira. gisa funtzionatzen du DNA fragmentu baten hainbat

kopia pegatzen zaizkio.

DNA fragmentuen muturrei adaptadore batzuk lotzen zaizkie. Adaptadore horiei esker,
DNA fragmentuak emultsio bolitei lotuko dira.

ePCR-a tutu batean gauzatzen da. Tutuan dagoen nahasketa emultsio olioa, DNA
fragmentuak, bolitak eta PCR erreaktiboak izango dituena osagai moduan. Bolita

bakoitzak PCR mikroreaktore baten gisara funtzionatzen du.

PCR bidez, bolita bakoitzari DNA fragmentu baten hainbat kopia pegatzen zaizkio.

Emultsioan dagoen bolita bakoitzean...

, Desnaturalizazioa Hibridazioa @

Desnaturalizazioa

Hibridazioa

Luzapena

Adapted from Andy Vierstraete 2012

PCR prozesua bera aurrekoen berdina izango da.
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- Helikasen menpeko DNA-ren anplifikazioa:
Berezitasuna helikasak erabiltzen direla da. Helikasak DNA desnaturalizatzeaz
arduratzen diren entzimak dira. Kasu honetan densaturalizazioa entzima honen
efektuaren ondorioz gertatuko da, eta ez tenperatura altuaren ondorioz. Prozesua
tenperatura konstantean gertatzen denez, anplifikazioa isotermikoa izango da.

Helikasak DNA deskiribildu

eta hasleen hibridazioa 00000000

Hurrengo zikloa

DNAren

polimerizazioa DNAren

anplifikazioa

" DNA helikasa
<__» DNA polimerasa

”

3. PCR eta RT-PCR kuantitatiboa:
Guk laborategian egin genuen PCR-a kualitatiboa izan zen (banda dago edo ez dago).
Baina orain analisi kuantitatiboa egitea interesatzen zaigu. Edozein teknika
kuantitatiboetan erlatiboa eta absolutua bereizten dira. PCR-tan gehien erabiltzen
dena erlatiboa da.

PCR-aren prozesua berdina da, baina erabiltzen den makina desberdina. Prozesu
honetan erabiltzen diren termozikladore hauek garestiagaok dira, eta PCR prozesuan
zehar anplifikazioa nola gertatzen ari den ikustea ahalbidetzen digute.

PCR mota hauetan, langa bat markatzen da, Ct balio bat zehazten da. Ct (cycle
threshold) balioak guk ipinitako laginak zenbagarren zikloan gainditzen duen langa
adierazten du. Hau da PCR kuantitatiboaren oinarrizko printzipioa.

Zenbat eta ziklo gehiago behar izan Ct langa gainditzeko, orduan eta material gutxiago
edukiko dugu. Ct balioa baxua bada (azkar gainditu badu langa lagin batek), hasieran
material kantitate handia izango genuke.

Absolutu bilakatzeko patroi zuzena erabiltzen da. Kantitate ezaguneko laginak (DNA
edo RNA) hartzen ditugu, hasierako material kopuru (ng) ezagunekoak eta hauen
PCRa egin eta Ct balioak kalkulatuko ditugu. Datu hauekin Ct eta hasierako material
kopuruarekin grafiko bat egiten dugu. Bi emaitza hauek alderatuz (laginen Ct vs Kurba
estandarreko Ct) gure lagineko DNA edo RNA kantitatea ezagutu dezakegu.
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mplification Plot S o
Amplification Plo Standard Curve

Ct

Hasierako material kopurua (ng)

Ziklo

kopurua
Patroi zuzena: DNA edo RNA

kantitate jakinak erabiliz gPCR edo

el tireshold)s ZenbaEaren gRT-PCR egiten da, hurrenez hurren

zikloan gainditu den “langa” hori - eta kantitate bakoitzari dagokion
' / Ct.ak zehatzen dira.

|

Zenbat eta material gehiago izan = Bi emaitza hauek alderatuz (laginen Ct vs
orduan eta Ct baxuagoa Kurba estandarreko Ct) gure lagineko
DNA edo RNA kantitatea ezagutu.

Abididez, qRT-PCR bidez, minbizian gainadierazita dauden CK19, ErB2 eta mucl
geneen espresio analizatuko da.

Kontrol osasuntsua izango dugu, baita gene etxezain bat ere, transkripzio faktorea beti
berdina dena lagin guztietan (beta aktina).

gRT-PCR emaitzak (Ct balioak)

Genea Kontrol osasuntsua 1 pazientea 2 pazientea 3 pazientea
B-aktina* 10 10.5 10.2 9.8
CK19 18 11 10.5 17
ErbB2 23 13 13 22.5
mucl 22 10 11 22

Ondorioa:

Kontrol osasuntsuarekin konparatuz, 3. pazientea osasuntsua izango da eta aldiz 1
eta 2 pazienteen geneak gainadierazita daude (Ct balioak oso txikiak direlako,
ondorioz, hasierako kantitatea handia da) eta ondorioz minbizia dute.

KONTUZ! Ez dago konparatzerik bi gene desberdinen Ct maila. Bai ordea, gene berdin
baten Ct maila lagin desberdinetan.

DNAren senkuentziazioa:

1. Sanger sekuentziazioa:
1977an asmatutako teknika da, eta Nobel saria eman zieten asmakuntza honengatik.
la 40 urteetan zehar sekuentziazio teknika bakarra izan da, gaur egun hurrengo
belaunaldiko sekuentziazio izeneko teknika batzuk ere existitzen dira, baina hala ere,
hau erabiltzen jarraitzen da.
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ddNTP-en erabileran oinarritzen da. ddNTP hauen bereizgarria: 3’-n OH bat izan
beharrean, H izango dute; beraz, DNA kate berrira inkorporatuz gero, katearen luzera
eten egingo da. Izan ere, ezin izango da eman baseen arteko fosfodiester lotura.

Primer
strand

Template

strand

3'0OH aske egon
behar da DNA
harizpia luzatzeko

<]
e}
[«

3" H dauka, beraz DMNA kate berrira
inkorporatuz gero, katearen luzmpena
eten egingo da

Prozedura:

Hasle bat diseinatu behar dugu, DNA polimerasa ez baita gai DNA hasieratik
kopiatzeko. DNA polimerasak haslea luzatuko du. DNA molekula bakarra
sekuentziatzeko 4 tutu prestatzen dira, eta bakoitzean sekuentziatzeko behar
diren osagai guztiak gehitzen dira: moldea, polimerasa, lau dNTP-ak eta
ddNTP bakar bat, tutu bakoitzean didesoxinukleotido jakin bat.

Adibidez, tutu batean bi adenina egongo dira: bata normala eta bestea didesoxi
adenian. A sartu behar duenean bietako bat sartuko du, ddA sartzen badu
katearen luzapena amaitzen da eta aldiz A sartzen badu jarraitu egingo du
erreplikazioak. Ondorioz, luzera desberdinetako kateak izango ditugu, baina
beti amaieran ddA egongo da. Hau da, sartu duzun dd aren arabera dd horrekin
amaituko da katea.

Ondoren, PCR produktuak elektroforesi bidez banatzean nukleotido bakar
baten bereizten diren DNA zatikiak bereizten dira. Azken nukleotidoa zein den
badakigunez, tamaina desberdinetakoak ordenean jarriz kate osagarriaren
sekuentzia ondoriozta daiteke.
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Primer

s [ —cAAGeTCGACT
Template
+
dCTP, dGTP, dATP,dTTP
+ddATP +ddCTP +ddGTP +ddTTP
I GATTCGAGCTGddA I—GATTCGAGddC IE—GATTCGAGCTddG I GATTCGAGCdd
R GATTCGddA I GATTddC IE—GATTCGAddG N GATddT
—GddA IE—GATTCddG —GAddT
| ¢
A c G T 4
I~ )
12 (— A
1 s s s G
10 [—— T
9 RS c
8 - G
7| — A
6 mprmanan G
5 Py €
4 S T
3  c— T
2 o A
1 @ | maons ) G
Elektroforesia Kate osagarriaren
sekuentzia
Sekuentziatu nahi den DNA,
hots DNA moldea
5"AGCTTCAGTC Larger ‘
fragments A G T 5
G 5 — T A
AG S - C G
Y - G Input C
AG 5 — template
TCAG S A strand T
GTCAG S A — T
AGTCAG &' - G C
AAGTCAG &' -|T A
GAAGTCAGYS  / - C G
GAAGTCAG & Srrller A T
TCGAAGTCAG 5 fragments - G C
5
Sekuentziatu nahi den DNA DNA moldearen
katearen sekuentzia osagarria sekuentzia

Gaur egun Sanger metodo automatizatua erabiltzen da. Teknikaren bariazio honetan,
dd bakoitzak kolore bat izango du, fluoroforo ezberdinekin markatuta egongo direlako,
eta ondorioz, guztiak bateratu daitezke, ez dira 4 tutu desberdin behar. Agarosazko
gel batean migratu beharrean markatutako DNA zatiak gel kapilarrezko elektroforesi
bidez banatzen dira. Kolore desberdinak aztertuta, DNAaren sekuentziaren osagarria
zein den jakingo dugu. Koloreen azterketa egiteko detektoreak erabiltzen dira, eta gero
hauek sofware bereziak erabiliz interpretatuko dira.
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Fluoroforo ezberdinarekin markatutako ddNTPak erabili (guztiak batera gehitu daitezke)

Haslea " ) " l
. Sekuentzia ezezaguneko
— moldea
__:———-—\\ =1 =
. Markatutako DNA zatikiak gel
- =
S DNAren |=| kapilarezko elektroforesi bidez
DNA polimerasa migrazioa |™| hanatzen dira
4 dNTP E
4 ddNTP* l'
_—:’_& =
%: \ =
/ =—| Laserbeam E
Detektorea '~

Laserra

Desnaturalizazioa

._==-‘—‘-'_‘___________§_

® Markatutako
——C DNA zatikiak

—

l CCTGTTTGATGGTGGTTCCGAA‘AT(GG
Banatutako DNA zatikiak detektoreak antzeman eta gero
software bereziak emandako emaitza

PCR gauzatzen da fluoreszenteki markatutako ddNTPen presentzian

UGG Sekuentziatu nahi den DNA, hots DNA moldea
I

¥

sec

Ll

7 o

£
-
i

¥) (&) 6] [¥] (o] (] [ 7| [a] (€] 7] (o) (a) [e) ¥
L Y J
\ / Markatutako DNA zatikiak gel kapilarezko
v elektroforesi bidez banatzen dira
TACTY Ae ¥ Ee
Laser beam Photomultiplier

— &= |||

Sekuentziatu nahi den DNA
katearen sekuentzia osagarria

NI

2. Hurrengo belaunaldiko sekuentziazioa (Next generation sequencing: NGS):
Prozesuaren pausuak:
- DNA laginaren erauzketa.
- DNA-ren fragmentazioa.
- DNA fragmentuei adaptadoreak gehitu.
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- DNA fragmentu bakoitza esfera baten txertatu (emultsio PCR-tan moduan).

- ePCR bidez esferako DNA zatikia anplifikatu.

- Esferei lotutako DNA fragmentuak sekuentziatu. Honetarako plataforma ugari
existitzen dira. Bakoitza estrategia konkretu batean oinarritzen da
sekuentziaziorako.

- Sekuentziatutako DNA fragmentuen ensanblajea.

- Analisi bioinformatikoa.

Prozedura:
f \ r ,\/\ der \ ( Il elious \ (QFasmCRepon \
\ J/ P Jl/lumina
NSNS A A
= /\J \/\J Byl I | i -
AN e
AVAV ] P
AVAVY] \f\\f [ >
AN
¥ I\ ’\‘/\\f// O
DNA laginaren DNAren DNA DNA ePCR bidez Esferei Sekuentziatuta Analisi
erauzketa fragmentazioa fragmentuei fragmentu esferako DNA lotutako DNA ko DNA bioinformatikoa
adaptadoreak || bakoitza esfera zatikia fragmentuak fragmentuen
gehitu baten txertatu anplifikatu sekuentziatu ensanblajea
\_ I\ J\ I\, P

Plataforma ugari existitzen dira.
Bakoitza estrategia jakin baten
oinarritzen da sekuentziatzeko

NSG metodo batzuk:

a. loi erdi eroalea: txip bat daukagu milaka zulotxokoa. Zulotxo bakoitzean bolita
bat sartzen da, milaka aldiz anplifikatutako fragmentu batekin. Luzatzen
dagoen katean dNTP bat sartzen da eta katearen osagarria baldin bada dNTP
jakin hori, H-lotura sortuko da eta orduan protoi bat askatuko da, pH-an
aldaketa txiki bat sortuz. Txiparen azpian dagoen tresneriak detektatuko du pH
aldaketa hau. Ondoren, katearen luzapenarekin jarraitzeko, beste dNTP
desberdin bat gehituko da. DNA polimerasak katea luzatzen jarraituko du.
Baina bertan dagoen nukleotidoaren osagarria ez bada orain gehitutako dNTP-
a, bertan ez da H-loturarik emango, eta beraz, makinak ez du pH aldaketarik
hautemango. Horrela jarraituko du nukleotido desberdinen inkorporazio jarraia
eginez kate osagarria sortu arte.

Bideoa: https://www.youtube.com/watch?v=WYBzbxIfuKs
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Sensing Layer
Sensor Plate

Drain Source To column
Silicon Substrate receiver

b. Pirosekuentziazioa: 4 entzimek (polimerasa, sulfurilasa, luziferasa eta
apirasa) hartzen dute parte. Sistemak nukleotidoa gehitzen du eta luzatzen ari
den katekoaren osagarria baldin bada pirofosfatoa askatzen da bi nukleotidoen
elkarketa ematen denean (trifosforalitatutik monofosforilatura igarotzean).
Sulfurilasa sistemaren bitartez ATPa lortzen da pirofosfato horretatik abiatuta
eta azkenik, luziferasak ATPa argia bilakatzen du. Beraz, nukleotido bat
gehitzean argia badago, nukleotido hori doa jarraian, aldiz ez bada gehitzen ez
da argirik egongo eta badakigu ez doala nukleotido hori. Apirasa entzima lotu
ez diren nukleotidoak garbitzeaz arduratzen da.

Bideoa: https://www.youtube.com/watch?v=nFfgWGFe0aA

S —

ronoune [ M -
=
New Sequence /\:-5‘ L‘_u_-'-:rn" s
1

> L o >

1. Polymerase 2. Sulfurylase 3. Luciferase | Light Peak

I : -

Apyrase

Enzyme
Catalyst

Label

c. Nanoporo bidezko sekuentziazioa: guk sekuentziatu nahi duguna hartzen
da, desnaturalizatzen da, eta harizpia hanoporotik (proteina bat, kanal funtzioa
duena) pasatzen da. Nanoporotik ioi-korronte bat pasatzen da eta, hartaz,
DNA-k poroa zeharkatzen duenean perturbazioak sortzen ditu, nukleotido
bakoitzak perturbazio desberdina. Kasu honetan poro honetatik pasako den
DNA-k ze perturbazio sortzen duen neurtzen da, ondoren DNA-ren sekuentzia
ondorioztatzeko.
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DNA DOUBLE
HEL|

ELIX

© Aflow of ions through
the pore creates a current.

Each base blocks the

© One protein flow to a different degree,
gm)shtel?.e . altering the current.

ix in
two strands. -

GATATIGCTTT1GAIGECG

@ Asecond
protein creates
apore in the
membrane
and holds
an “adapter”
rolenla: © The adapter molecule

keeps bases in place long
enough for them to be
identified electronically.

d. Zero-mode waveguide sekuentziazioa: txip bat daukagu, zulotxo askorekin.
Zulotxo bakoitzean sekuentziatu nahi den DNA izango dugu. Gehitzen den
nukleotido bakoitzak fluoroforo desberdin bat izango du. Orduan, polimerasak
nukleotido bat inkorporatzen duen bakoitzean luzatzen dagoen katean,
nukleotidoak fluoroforoa askatuko du (nukleotido bakoitzak desberdin bat).
dNTP-rik ez bada askatzen, nukleotidorik gehitu ez den seinale izango da.
Kasu honetan ere harizpi osagarriaren informazioa jasoko dugu.

Alurminum

Z7 1 ¥

Excitation

Glass|

Intensity m

ST A N

n
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Sanger sekuentziazioa vs NGS

Sanger
ger NGS
sekuentziazioa

Laginaren prestaketa Erraza Konplexua

Sekuentziatutako DNA 1Kb 30-400 bp endorioz, lan handia
zatikien tomaina sekuentzia guztiak ensanblatzeko
) % 0,5-1 ondorioz, DNA fragmentu bera

il AL hainbat aldiz sekuentziatzen da

Bizkortasuna Ozo motela Oso a%karra

(ordu gutxi/genoma)
Kostu erlatiboa Oso altua 0Oso baxua
Metagenomika® egiteko.. Ez Bai

*Metagenomika: Ingurugiroko lagin bateko DMAkK sekuentziatuz, bertan dauden espezieak identifikatzea
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GAIA:
GENETIKOAK

1. Gaixotasun monogenikoak

GAIXOTASUN

Gaixotasun monogenikoak, mutazioa gene bakar batean dutenak dira.

Gaixotasuna batez
ere gene batek
eragiten du

Neurri txikiagoan bada ere
inguruneak

eta

beste gene batzuk ere eragin
dezakete gaixotasunean

6.000 gaixotasun monogeniko baino gehiago deskribatu dira. Gaixotasun hauek herentzia
mendeliarra jarraitzen dute:

[ ]
azaleratzeko.

Autosomiko gainartzailea: mutatutako alelo bat nahikoa denean gaixotasuna

Autosomiko azpirakorra: bi aleloak mutatuta izan behar ditu gaixotasuna azaleratzeko.
X kromosomari lotutakoa eta gainartzailea.
X kromosomari lotutakoa eta azpirakorra.

Autosomikoak sexu zelulei lotuta ez dauden beste edozein kromosomari eragiten die.

Pedigree-n interpretazioa:

elkartasun marra

Gizona,

Anai-arreben ; [ - / ondorengotza \:I osasuntsua
marra ‘
\ < marra ) Emakumea,
. [ [i . " osasuntsua
‘1:}_( = / - . = @® Abortoa
1 | | [ [:] Hildakoa
mn D ®) l [_J u: ’_:] C)—C [—I 'S Bikotea
1 ‘;- 3 4 5 6 . = 10
- bikiak D —, Odolkidetasuna
)
v Fﬁ ~ duen bikotea
i 2 3 4 Sexua zehaztu
gabe
Belaunaldiak ] ? . o .
senbaki Belaunaldi bakoitzeko indibiduoak zenbakiz ‘[’ Aztertutako
erromatarrez kontatzen dira ezkerretik eskubirantz [_] indibiduoa
ad!e.razten dira Indibiduoa
goitik - aixoa
beherantz &
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Karratuen bidez gizonezkoak adierazten dira, borobilekin, aldiz, emakumezkoak. Sexua ez
denean ezagutzen erronbo bat jartzen da.

Tatxatuta (/) agertzen bada, hilda dagoela esan nahi du.

Karratu bat beltzituta edo borobila beltzituta pertsonak gaixotasuna duela esan nahi du.

Herentzia mendeliarra

- Gaixotasun autosomiko gainartzailea: Berdin eragiten die gizonezkoei zein
emakumezkoei. Gaixotasuna gainartzailea denez belaunaldi guztietan agertuko dira
gaixotasuna duten pertsonak.

Pertsona gaixo guztiek guraso gaixoak dituzte, bietako bat gutxienez. Gaixoak
normalean heterozigotoak izaten direnez, bikote osasuntsu betekin edukitako
ondorengoak gaixoak izateko probabilitatea %50koa da.

) [ S M R 3 S | e 101112|13
v
12 3 4 5 6
’37.1 - Hibridos tvﬂ; £
&% | resultantesdela | &, *° FENOTIPO:
N.a"“" Fy ,~"A'
o P 4™M  TALLOLARGO
WA X (Ve
Aa Aa i
- PN
oo oo
:’« So : ; o c"" o
L LA "y O
- = 4 KM
e e e %
AA25%  Aa25% ah25%  aa 25%
FENOTIPO: 75%TALLO LARGO 25% TALLO CORTO

- Gaixotasun autosomiko azpirakorra: Berdin eragiten die gizonezkoei zein
emakumezkoei. Belaunaldi batzuetan ez da gaixotasuna duen pertsonarik egongo,
hau da, gaixotasuna ez da belaunaldi guztietan azaleratuko. Gaixotasuna indibiduo
batek alelo mutatuaren bi kopiak dituenean azaleratzen da, hau da, mutazioarekiko
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homozigotoa denean. Gaixoen gurasoak osasuntsuak izan daitezke, baina alelo
mutatuaren eramaileak izango dira, hots, heterozigotoak izango dira. Guraso
eramaileek ondorengo gaixo bat izateko probabilitatea %25ekoa da.

g
0

'First cousins

© R0

X kromosomari lotutakoa eta gainartzailea: belaunaldi guztietan agertuko da
gaixotasuna (gizonak XY direlako eta emakumeak XX). Emakumezkoetan arruntagoa
izango da, emakumeek X kromosoma mutatua aitarengandik eta amarengandik jaso
dezaketelako. Horregatik, gizonezko gaixoen alaba guztiek garatuko dute

gaixotasuna.
I
1|2
n ‘ ‘
12 3 4 s|

1] @Csbé

R o T M YOl BT -

10N

X kromosomari lotutakoa eta azpirakorra: belaunaldi batzuetan ez dira gaixoak
egongo. Gaixoak batez ere gizonezkoak dira (emakumeak bi X ditugunez, 2ak mutatu
beharko dira, aldiz gizonek bakarra dutenez X mutatua izanik pertsona gaixoa izango
da).
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: [ Sl e | - e S O

Emakumea, alelo
mutatuaren eramalea

2. Gaixotasun poligenikoak eta multifaktorialak

Gaixotasun konplexuak dira. Gene ezberdinetan mutazio ezberdinak gertatzen dira.
Inguruneko baldintzek ere pisu handia daukate (kutsadura, elikadura, kirola egitea...).
Oso zaila da aurreikustea zein izango den ondorengoaren genetika eta gaixotasun
hauek pairatzeko izango duen probabilitatea.

Adibidez, diabetesa, hiperkolesterolemia, alzheimerra, minbizia...

Gene batek kromosoman duen kokapen zehatz eta finkoa [Locus]
Izaki batean beha daitezkeen Kkaraktere-multzoa, bere [Fenotip
genotipoak eta inguruneak baldintzatutakoa oa]
Gene bereko bi aleloak berdinak dituena [Homozi
goto]
Locus bereko gen baten aldaerak [Alelo]
Locus pluralean [Loci]
Kromosoma bakoitzaren bi kopia dituztenak [Zelula
diploidea
k (2n)]
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e Organismo baten konstituzio genetiko edo hereditarioa; kanpoko [Genotip
itxuraren ezaugarri-multzoa baldintzatzen duena. oa]
e Kromosoma bakoitzaren kopia bakarra dutenak [Zelula
haploide
(n]
e Gene bereko bi aleloak ezberdinak dituena [Heterozi
goto

Bakarkako 9. jarduera “Pedigree-n interpretazioa
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12. GAIA: DNA
ERREKONBINATUAREN
TEKNOLOGIA

1. Gertakari gako batzuk

- 1950’s: DNA-ren egitura eta metabolismoaren aurkikuntza.

- 1970: murrizketa endonukleasen aurkikuntza. Hauek, DNA errekonbinantearen
teknologiarako ezinbesteko osagaiak izango dira.

- 1972: Birusaren DNA, bakteria baten DNA-n txertatzea.

- 1977: DNA-ren sekuentziazioa (Sanger). Normalean DNA errekonbinantea sortzen
denean ondoren sekuentziatu egiten da benetan sortu dugun DNA guk nahi dugun
moduan errekonbinatu dugula ziurtatzeko.

- 1981: Sagu transgenikoa: transgenikoa organismo bati berarekin sexualki konpatiblea
ez den organismo baten gene bat txertatzea da.

- 1982: E.coli bakterioan intsulinaren sintesia. Gizakietatik isolatu zen intsulina sortzen
zuen genea eta honen DNA sekuentzia bakterioetan sartu zen milaka aldiz erreplikatu
eta guk nahi genuen proteina, kasu honetan intsulina, sintetizatzeko.

- 1983: Landare transgenikoa.

- 1985: PCR-aren asmakizuna.

- 1997: Nukleo transferentzia bidez animali osoaren klonazioa: Dolly ardia. Animali
heldu batetik bere klona sortu zen.

Gai honetan klonazioaz hitz egiten dugunean ez diogu Dolly ardiaren klonazio motari
erreferentzia egingo.

2. Klonazioa

Klona=genetikoki kopia identikoa. Beraz, gauza askoren klonazioa egin daiteke. Guk irakasgai
honetan molekulen klonazioaz arituko gara.
Klonazio desberdinak:
- Invitro molekulen klonazioa: PCR.
- In vivo zelulen klonazioa: material genetiko bera daukaten zelulen erreplikazioa
(mitosia).
- In vitro organismoen klonazioa: nukleoen transferentzia. Ondorengoaren genoma
jatorrizkoaren bera.
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Jatorrizko DNA molekula Jatorrizko
: @ Jatom'zko ﬂ (animalia)
zelula prekurtsorea

Molekulen klonak Zelulen klonak Organismoen klonak

Bakterioak erabiltzen ditugu DNA errekonbinantearen (guk sortutakoaren) milaka kopia
egiteko. Nola egiten da?

Adibidez: guk gene bat isolatu nahi dugu eta ondoren honen milaka kopia egin nahi ditugu.

DNA Klonaziorako Eukariotoen
bektorea @ kromosoma

errekonbinantearen (plasmidoa)
tEkrIOIOgia & o Klonazio bektorea o DNA prestatu eta murrizketa
murrizketa endonukleasekin moztu
klonazioa endonukleasekin v

klonaziorako bektorean

mDZ*“@ )-:”o Lortutako zatikiak

txertatzen da

DNA ligasa

© Bektore
errekonbinantea
e Bakterioak transformatu -
DNA errekonbinantea sartu

A 4

Bakterio
errekonbinantea

batera DNA errekonbinantea

l Bakterioak zatitzearekin
(rDNA) erreplikatzen dute

—__ Intereseko geneak
kodetutako
proteina

Intereseko genea —

Klonazioan, bektorea beti agertzen den osagai bat da. Normalean, plasmidoa erabiltzen da
horretarako. DNA zirkularra da, zeinetan guk nahi dugun DNA zatiki bat txertatzen dugun.
Honetarako, ezinbestekoa da murrizketa endonukleasa baten bitartez DNA zirkularra moztea,
zabaltzeko. Plasmidoaren muturra eta klonatu nahi dugun fragmentuaren muturra osagarriak
izan behar dira. Gorriz irudikatzen da guk klonatu nahi dugun fragmentua. DNA ligasaren
laguntzaz lotzen dira jatorri desberdineko bi DNA fragmentuak. Behin lotuta daudela, DNA
errekonbinantea dugula esan daiteke. Behin DNA errekonbinantea daukagula, guri

185



Biologia molekularra, Farmaziako gradua

interesatzen zaiguna honen milaka kopia egitea da, bakterioak ugalduz (eta ez PCR bidez).
Beraz, bektore errekonbinantea bakterioan sartu beharko dugu, bakterio errekonbinantea
sortuz. Ondoren, ugaldu egingo dira hauek. Oso azkar hazten eta ugaltzen dira. Eta bakterio
bakoitzak bere burua bikoizten duenean bere material genetikoa ere bikoizten du. Hori dela-
eta, DNA errekonbinantea ere milaka aldiz bikoiztuko da.

DNA errekonbinantearen aplikazioak:

Aplikazioak

Intereseko geneak
kodetutako proteina

Intereseko genea

(6 ) NA () O
crauzl @ © © Genearen kopiak

@ e Oinarrizko ikerkuntza
/ e Proteina baten funtzioa, lokalizazioa,

erregulazioa etab. lkasteko

rDNAtxertatu o Qrganismo transgenikoak
:;Il::it:r::;‘: e Erresistenteagoak, emankorragoak
. etab. Diren organismoak sortzeko

O Gene terapia o] e Gene terapian
‘ e Gene bat/batzuk gehituz, eraldatuz
| edo isilaraziz zelula gaixoen
\ | fenotipoa aldatu
S 4 P23

DNA errekonbinantea bakterioetatik erauzten da giza zeluletan sartzeko (baina ez organismo
mailan, kultibo mailan baizik). Oinarrizko ikerkuntzan asko egiten da hau, proteina baten
funtzioa, lokalizazioa, erregulazioa... ikertzeko.

Nekazaritzan DNA errekonbinantearen teknologia uztan hobekuntzak lortzeko erabiltzen da.
Guk lortu nahi dugun fenotipoa lortzeko, interesatzen zaigun genea zein den jakin behar dugu,
eta ondoren klonazioa egin.

Gene terapian ere erabili ohi da, gene bat edo batzuk gehituz, eraldatuz edo isilaraziz zelulen
fenotipoa aldatzeko.

Inmunoterapia norberak sistema inmunologikoa suspertzean datza. Minbizian hau asko egiten
da. Kontua da minbizi zeluletan, sistema inmunologikoko zelulak inaktibatuta daudela minbizia
zelulak botatzen dituzten zitokinen ondorioz. Orduan, gaixoaren tumore zelula bat gorputzetik
ateratzen zaio eta bertatik inmuno zelulak isolatzen dira. Hauek aktibatu eta era masiboan
ugaltzen dira. Azkenik, berriz ere gaixoari txertatuko zaizkio zelula aktibatu hauek, eta hein
batean minbizi zelulei aurre egingo dio gaixoak.
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Intereseko genea —

e Farmazeutika industrian
e Hormonak (intsulina (1982),

hazkuntza hormonak, EPO (1986)...)

e Txertoak (B hepatitisa (1986),
gripea...)
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Intereseko geneak
kodetutako proteina

Proteinaren
kopiak

L] CO
0g 0°
® e
=g

Proteinaren
inguruko oinarrizko |

e Zitokinak (interferona, 2- ikerkuntza \\ : ;
interleukina (1989)...) Qe

e Antibiotiotikoak ==

o Elikagaien industrian
e Entzimak (amilasak, ( J
N " \ /

peptidasak, liasak ) \

e Gehigarriak (azido zitrikoa, ~an— >
azido laktikoa, askorbikoa..) Odolbatua Hormonen ekoizpena

e Aminoazidoak disolbatzen duen (intsulina, hazkuntza

proteinak adb. faktoreak, EPO..)

Hortaz gain, askotan erabiltzen dira bakterioak guk nahi dugun produktua eskuratzeko. DNA
errekonbinantearen bidez egiten da hau, DNA isolatu eta bakteriora sartzen da erreplikatu
ahal izateko. Adibidez, hormonak (intsulina), txertoak (B hepatitis), zitokinak (interferona, 2

interleukina), antibiotikoak... lortzeko erabiltzen da.

2.1 Klonazioaren osagaiak:

- Murrizketa endonukleasak: sekuentzia palindromikoak ezagutzen dituzte,

sekuentziak ezagutzen dituzte ondoren beraiek mozteko.
Bi motatako murrizketa endonukleasak daude:

- Mutur kamutsak uzten dituztenak.

- Mutur itsaskorrak uztartzen dituztenak.

itu

Bi muturrak murrizketa endonukleasa berak mozten baditu ez da arazorik egongo, bi
muturrak osagarriak izango dira. Murrizketa endonukleasak DNA errekonbinantea

eraikitzeko erabiltzen dira.

Mutur kamutsak uzten dituztenak

Al 57 <o ofe1... 5 BamHI g g'g
3° ...TC*G A... 5 :

= : 5 ..

Haem 2 -6 ¥ c... Hindlll 3, k.S
3" ...C 6 6. 5

EcoRl 5" ...6%A

3T LT T

Mutur itsaskorrak uzten dituztenak

AICC... 3
TAH ﬁ‘ﬁ... 927
LI T... 3
CG6 H‘H... 57
AT TC... 3
TH 97

H‘ﬁ...
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A molekula B molekula
5% e G-G-A-T-C-C ——3" 3 T G.—G‘—F.I—T—[.:—.C—T
3" —— C-C-T-A-6-6—— 5" 3°—— C-C-T-A-6-6 5°

DNA molekula biak murrizketa endonukleasa
berdinarekin moztu, adibidez BamHIl.ekin

—T Mutur G-A-T-C-C ——

—C-C-T-A-6 6 ——
+ Nahastu

— B -A-T-C-C

PP oo DNA ligasarekinlotu (= )
—C-C-T-A-6:f ——

.G_.G_,ﬂ _,T _,C __C DNA errekonbinantea
——C-C-T-A-b=f = (rDNA)

Bektoreak:

Harizpi bikoitzeko DNA zirkularrak dira. Modu autonomoan erreplikatzeko gaitasuna
dute, hau da, nahiz eta bakterioa ez zatitu erreplikatu egin daitezke. Isolatzeko errazak
dira, txikiak baitira (plasmidoak dira txikienak). Gutxienez, oinarrizko hiru osagai dituzte
guztiek:

OriC gunea: bakterioen errepikazioaren hasiera gunea. Ezinbestekoa da gune
hau egotea, molekula erreplikatzeko.

Hautatuak izateko markak: bektoreetan tipikoki antibiotikoarekiko
erresistentzia ematen dion genea egon behar da, zein bakteriok eskuratzen
duen bektorea jakin ahal izateko. Adibidez, nire bektoreak anplizilina
antibiotikoarekiko erresistentzia badauka, antibiotikoa dagoen medioan
hazteko gaitasuna edukiko du. Hartaz, kultibo medioan anplizilina jarriz,
hazteko gaitasuna duten bakterioak bektoredunak izango dira. Horrela,
bektoreak barneratu dituzten bakterioak identifikatuko ditugu. Honetarako
erabiltzen diren geneen zenbait adibide: anplizilinarekiko erresistentzia genea
AmpR edo tetraziklinarekiko erresistentzia genea TetR.

- Murrizketa endonukleasak mozteko lekuak (“multiple cloning site”
(MCS) edo “polylinker site”): Bektoreak, murrizketa endonukleasek
moztu dezaketen sekuentzia asko dituen gune bat izango dute.
Murrizketa endonukleasa bakoitzak ordea, sekuentzia bakar bat
moztuko du.
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Bektore mota desberdinak daude:
- Plasmidoak:
Bakterioek izaten dituzten harizpi bikoitzeko DNA molekula zirkularrak dira.
Bektorerik txikienak dira, kb gutxi izaten baitituzte (100 kb bitarteko tamaina).
Plasmidotan 10 kb-rainoko DNA zatikiak txertatu daitezke.
Bakterioak zatitu ahala plasmidoa ere zatitu egiten da, eta plasmidoak erraz
eskuratu daitezke bakterioak lisatuz eta DNA purifikatuz.

Plasmidodun bakterioak glizeroletan -70°C-tan gorde daitezke betiko
plasmidoa kaltetu gabe.
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Bakteriofagoen bektoreak: Lambda fagoaren bektorea da ohikoena. Bakterioak
infektatzen ditu. Fagoaren genomaren 60% beharrezkoa da eta beharrezkoak
ez diren zatikiak intereseko DNA-rengatik ordezkatzen dira. Plasmidoak baino
1000 aldiz eraginkorragoak dira bakterioetan txertatzeko, baina kontu
handiagoarekin ibili beharko dugu. 23 kb-rainoko DNA zatikiak txertatu
daitezke bektore mota hauetan, handiagoak direlako.

ONA replication

DNA \

\ |

~«——— |epoa

scombination

. <——— buyztana

Kosmidoak:
Plasmidoen eta lambda fagoen ezaugarriak uztartzen dituen bektorea da. Bi
bektoreen ezaugarriak izango ditu:

- Alde batetik, OriC lekua eta antibiotikoenganako erresistentea den
genea izango ditu (plasmidoen ezaugarria). Gainera, plasmidoak
bezala berreskuratu eta gorde daitezke.

- Lamda fagoaren Cos sekuentzia izango du, eta honek emango dio
forma zirkularra. Horretaz gain, Lamda fagoaren bidez txertatzen da
bakteriotan. Dena den, kosmidoak ez ditu fagoaren proteinak kodetuko.

30-46 kb bitarteko DNA zatikiak txertatu daitezke bertan, orain arte ikusi dugun
kantitate handiena.

SuperCos |

cosmid vector
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- Kromosoma artifizialak:
Bi motatakoak daude:
- BAC (bacterial artificial chromosome): 300 kb-rainoko DNA zatikiak
txertatu daitezke bertan.
- YAC (yeast artificial chromosome): 2 Mb-rainoko DNA zatiak txertatu
daitezke bertan.
BAC, bacterial artificial chromosome YAC, yeast artificial chromosome

* 300 kb.rainoko DNA zatikiak txertatu + 2 Mb.rainoko DNA zatikiak txertatu
daitezke bertan daitezke bertan

Cend sup4 ochre

pPYAC3
11400bp

PBACKT
83490p

L)

\
Telomere / \ Telomere

Giza genoma proiektua (2003): giza genoma zatiak moztu eta zati bakoitza
BACetan ordezkatu eta sekuentziatu ziren. Ondoren programa informatikoen
bitartez zatiak ensanblatu egin ziren (hau da, puzlea egin). Hau honela egin
zen oraindik ez zeudelako NGSak (second generation sequencing).

Azido nukleikoak:

Klonazioaren helburuaren arabera, bektorean txertatzen den azido nukleikoa mota
batekoa edo bestekoa izango da. Klonatu nahi den azido nukleiko motaren arabera,
honen prestaketa prozesua ezberdina da. (2.2.a atalean ikusiko dugu).

Helburua Klonatu nahi den azido nukleiko mota
Genoteka bat eraiki 1.1. DNA genomiko osoa
Adb. Sustatzaile baten erregulazioa ikastea 1.2. PCR produktua
Proteina hgl kodetzen duen gene bat 1.3. cDNA
adieraztea zeluletan
Proteina endogeno bat isilaraztea 1.4, siRMA

Klonatu nahi den azido nukleikoa:

- DNA genomikoa: zeluletatik erauzi eta purifikatutako DNA.

- cDNA: mRNAren alderantzizko transkripzio bidez, cDNA ekoizten da eta hau
klonatzen dugu RT- PCR baten bidez, ondorioz zeluletara sartu dezakegu.

- Anplifikatutako DNA: PCR bidez lortutakoa.

- SiRNA: oligoen hibridazioaren bidez lortutakoa.
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2.2 Klonazio prozesua:

Eskema orokorra:

Klonaziorako

Eukariotoen
bektorea @ %3 kromosoma
(plasmidoa)
o Klonazio bektorea l ﬂ DMNA prestatu eta murrizketa
murrizketa endonukleasekin moztu
endonukleasekin L 4

ﬂ’“‘-‘“u@ ,:,o Lortutako zatikiak

’ klonaziorako bektorean
txertatzen da

DNA ligasa
v

O

0 Bakterioak transformatu -
DNA errekonbinantea sartu

Bektore
errekonbinantea

v

Bakterio
errekonbinantea

Bakterioak zatitzearekin
batera DNA
errekonbinantea (rDNA)
erreplikatzen d

Intereseko geneak
kodetutako
proteina

Intereseko genea——"" "

1. Azido nukleikoaren prestaketa:

Biologia molekularra, Farmaziako gradua

Pausuak:
(a) Azido nukleikoaren
prestaketa
(a-1) DNA genomikoa
(a-2) PCR produktua
(a-3) cDNA
(a-4) siRNA
(b) Bektorearen prestaketa
(c) Ligazioa
(d) Bakterioen transformazioa
(e) Bakterioen infekzioa
(f) rDNA zelula ostalarira sartu
(f-1) Metodo kimikoak

f-2) Elektroforesia

(f-2)
(f-3) Biolistika pistola
(f-4) Transdukzioa
(f-5)

Mikroinjekzioa

http://highered.mheducation.com/sites/0072556781/stud
ent_view0/chapter14/animation_quiz_1.html

- DNA genomiko osoa: Genoma bat ordezkatu behar badugu BACetan ondoren

genoma o0soa osatzeko), DNA
endonukleasaren bidez.

DNA genomiko

osoa (erauzi)

X sekuentzia

i palindromikoak N

zatiak moztu egiten dira, murrizketa

X
-

-—ACTGGATCOTCACTTCGATTAGCGATCGTAGC -~

-—-TGACCTAGGAGTGAAGCTAATC SCETAGCATCG- =

| murrizketa endonukleasa jakinekin moztu mutur jakinak lortzeko ‘

BamHI

Puul

| Purifikatu

GATCCTCACTTCGATTAGCGAT
GAGTGAAGCTAATCGC

®

DNA zatia, klonatu nahi den gene edo sekuentziarekin

- PCR produktuen klonazioa:
anplifikatzen da. Hasleen

klonatu nahi den DNA zatikia PCR bidez
muturretan

murrizketa endonukleasen itu

sekuentziak daude. Hasleen diseinua beti bezala egiten da baina murrizketa
endonukleasa batek moztuko duen sekuentzia bat izango du. Anplikoiak
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baditugu, moztu egingo ditugu murrizketa endonukleasa horrekin eta bektorea
ere murrizketa endonukleasa berarekin tratatuko dugu.

Anplifikatu nahi den eremua

x . - .
20 PCR ziklo ostean
® 3 BamHI eta Hindlll murrrizketa
3" e— i — ' endonukleasekin moztu PCR
'[GGATCCHEE?
5 3 DA itosi produktuak
ren sintesia
1 Haslea Round 1 3' [T [ [TTCGA]S
5'[GaTc Ccll — KR
3' | [ o 5 { ) —

5'[GGATCCHE Mutur itsaskorrak Mutur itsaskorrak

-_3'
I[ITTCGAA]S

DNAren sintesia
2 sikloa 2 Haslea
5’[GGATCCHE Pl — 3’
3'[CCTAG G [[TTCGAA]S
5'[GGATC CHE3
1 Haslea DNAren sintesia Round 3
, + y
SECTAGGLI [ [TTCGAAIS
5'[GGATC CHIR B AAGCT T3
\T—-—J \1—1—’
BamHI mozketa Hindlll mozketa
lekua lekua

cDNA: alderantzizko transkriptasaren bidez mRNA cDNA bihurtzen da.

Zuri interesatzen zaizun genea transkribatzean lortzen den mRNA-tik abiatuta
cDNA sortu behar da lehenengo. Ondoren, hibridatutako haslearen bidez kate
osagarria sortuko da. Azken produktu hon ertzetan kasete edo lokailuak lotzen
zaizkie eta hauek moztu egin daitezke murrizketa endonukleasaren bitartez.
Bektorea ere honela moztuko dugu.

Pausu hau beharrezkoa da, izan ere, bakterioak ez dira gai introiak ezabatu
eta exoiak irakurtzeko. Hori dela eta, gure gene bat “tal cual’ bakterioari
txertatzen badiogu, ez du ezertarako balioko.

3’ poliA isatsa

Zuri interesatzen > 5 CCCC———JAAAAT

zaizun genea mANA 5' [l ANANAINAY 3' 3'GGGGLC____ITTTTS'
eranskribatzean /7 | Hibridatu oligo-dT (8) | BabestucDNA

lortzen den mRNA 0 . 2/ o .
~ | haslearekin CH, metilazio bidez

Kate bikoitzeko ¢, .

CCAAAA 5 3

DNA 3 1 ¥

. | Alderantziazko i . TITTS

12} | transkriptasa bidez lokail CH;
RNA.tik cDNA ekoliztu EcoRl lokailua

C————JAAAAZ
EEEE TR

= L RNA baztertu eta
“\315

poli(dG) isatsa gehitu

Kate bakarreko . s se——7TTTH

cDNA
@ J' Hibridatu oligo-dC
- haslearekin
5'CCCC!
3 GGG RRTES
®) J’ Kate edo harizpi
- ‘osagarria sintetizatu

5 CCCCC—__JAAAAT
FGEEGCC——TTTTS

cDNAri gehitu
lokailuak

62
BeaaTTCO @
OcTTAAGO

COOGAATT COCCCOEOAAANLCIGAATTCOO
OcTTAAGOGGGG——TTTTOCTTAAGO

"E‘L EcoRI murrizketa

&)
endonukleasarekin moztu
AATTCOCCCCC———JAANALCIG
/ GO C—ITTTTOCTTAA

Mutur itsaskorrak

http://highered. mheducation.com/sites/0072556781
/student viewO/chapteri4/animation auiz 3.htm|

siRNA-ren klonazioa: siRNA diseinatzeko baliabide informatikoak erabiltzen
dira. Hau harizpi bakarreko hasle nukleiko bat denez, ezin da ez erauzi, ez
PCR bidez anplifikatu. Gene bat isilarazi nahi baduzu, gene hori isilarazten
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duen siRNA diseinatzen duzu baliabide informatiko baten bitartez. mRNAtik
cDNA atera eta ondoren, cDNA sartu eta programak siRNA sekuentzia onenak
ematen dizkizu, baita klonaziorako bektore mota eta murrizketa endonukleasa
egokiak ere.

Ondoren oligoak sortuko dira SiRNA eta sekuentzia osagarria Loop batekin
lotuz. Ostean, hibridatuko egingo dira harizpi bikoitza eratuz. Azken honek Pri.
MRNA baten itxura izango du eta zelulak berea bezala hartuko du, prozesua
aurrera eramanaz.

Gero, aukeratutako murrizketa endonukleasekin moztu eta, azkenik, bektorean
txertatuko dira.

Adib: InvivoGene siRNA Wizard Software.

Start Finding: SIRNA
SIRNA Name: Sequence size: 479 bp
NoBLAST i Software-ak
aetA No BLAST done against miRNA SEED database. proposatutako

Coding Sequence (max: 9600bp): - ) _ siRNA sekuentziak

sds3 siRNA candidate target sequences of 21 ntfound—

Sequence Start GC% Design Scrambled

242 4286

GAG 41 4762 O L

Motif size:
21 nt Zuk isilarazi nahi Far generating the hairpin insert
mRNA Database duzun genearen Lomsequences| TCAAGAS +— Loop.aren sekuentzia
cDNA PSIRNA Vector for cloning

PSIRNADUO (cloning stes: AccesuHinalll «+—— Klonaziorako bektore mota &

RIRNASEED Datatase: murrizketa endonukleasak

For generating scrambled sIRNA, select database -

numan

Search

Hairpin inserts for psiRNA-DUO (cloning sites: Accé651/Hindlll) expression vector

Construct siRNA#0 siRNA GC%:47.62 Position: 187

Oligo 1
5' GTACCTCGAAGGCCATGAAGCAGTACTATCAAGAGTAGTACTGCTTCATGGCCTTCTTTTTGGAAA =
\ loop |
Isilarazi nahi dugun geneko Sekuentzia osagarria
Oligo 2 mRNA-ra lotuko dena
120 | loop |

5' AGCTTTTCCAAA .:_;bAAGGCCATGAAGCAGTACTA‘C TCTTGATAGTACTGCTTCATGGCCTTCGAG 3°

BamHlekin moztuz
gero geratuko
liratekeen mutur
itsaskorrak

BamHI

5. . GGATCC...3
3...CCTAGG...5
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Oligoak hibridatu,

3/ GAGCTTCCGGTACTTCGTCATGATAGTTCTCATCATGACGAAGTACCGGAAGARAA CTTTTTCGA 5
5’ GTACCTCGAAGGCCATGAAGCAGTACTATCA GTAGTACTGCTTCATGGCCTTCTTTTTG( \ 3
Eta aukeratutako bektorean klonatu zeluletan transkribatzean siRNA-k hartuko duen itxura
Hibridatutako
?i:‘ oligoak
T+

s l_l\\ T 4 Oligo2

A Oligo 1
bektorea / '_

2. Bektoreen prestaketa:

Oso garrantzitsua da bektorearen eta bertan txertatu behar den DNA zatikiaren
muturrak bateragarriak izatea, izan ere, horrela ez bada, gure DNA zatia ez da
bektorean atxikituko eta hor ez da ezer gertatuko (gure DNArekin). Hori dela-eta, maiz
murrizketa endonukleasa berdinekin mozten dira biak. Horretaz gain, kontuz erabaki
behar da ze entzimarekin moztu behar diren intsertoa eta bektorea, batez ere,
intsertoa bektorean zein zentzutan txertatzen den garrantzitsua bada. Horregatik, oso
garrantzitsua da gure helburua presente izatea (eta argi).

Klonaziorako erabili nahi den bektorea Bektorean txertatu nahi den DNA zatikia (intsertoa)
BamHI Smol Hindlll 3 G [[TTCCAlS
_ s'[Gatcclll . BES
TACCGAATTGTTCGARA 1 ) ]
ATGGCTTAACIAAGCTT BamHIl.k moztean Hindlll.k moztean
utzitako muturra utzitako muturra

Bektorearen eta bertan txertatu behar den DNA
zatikiaren muturrak bateragarriak izan behar dira.

« Maiz murrizketa endonukleasa
berdinekin mozten dira

7253 bp

* Tentuz erabaki behar da ze
entzimarekin moztu behar dira bektore
BamHI eta Hindlll murrrizketa J eta intsertoak, batez ere, intsertoa

endonukleasekin moztu bektorean zein zentzutan txertatzen
bektorea

den garrantzitsua bada (adb. intserto hori
&/ zeluletan transkribatu et adierazi nahi delako)
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3. Azido nukleiko eta bektorearen arteko ligazioa:

Behin gure intsertoa eta bektorea ditugula, ingurune berdinean jarri eta DNA ligasaren
bitartez txertaketa emango da. Kontuz ibili behar gara bektorea lotu eta DNA zatia
bereganatzen ez duela ez gertatzeko, askotan gertatzen baita hori. Hori gertatzen ez
dela ziurtatzeko, teknika desberdinak erabiliko ditugu (hau identifikatzeko).

Klonaziorako erabili nahi den Bektorean txertatu nahi den DNA
bektorea liserituta zatikia liserituta
Hindlll.k moztean
BamHI.k moztean / utzitako muturra
utzitako muturra I~
'\\\\ 3'[G [ ITTCGA]S
k 5'[GATCCHN A3
& \ \\ — —
( \ BamHI.k moztean Hindlll.k moztean
‘ ' ,‘ | utzitako muturra utzitako muturra
\ \ /

v DNA ligasa

e

g o
§ % DNA errekonbinantea
%) < (rDNA)
A 7§;
gty

4. Bakterioen transformazioa:

Behin DNA errekonbinantea izanda, milaka kopia lortzeko bakterioak erabiltzen dira
PCR baten ordez. Bektorea bakteriora sartzeari transformazioa deitzen zaio.
Lehenengo bakterioa konpetente bilakatu behar da, hau da, prestatu egin behar da
bektorea bertara modu eraginkorrean sartzeko, mintza ahulduz.

DNA errekonbinantea eta bakterioak saihodi batean sartzen dira eta urezko bainuan
42 gradutan 30s edukitzen ditugu. Hortik zuzenean izotzetara sartuko dugu.
Tenperatura aldaketak (giro tenperaturatik 42 gradutara), mintzean porotxoak sortzen
ditu eta DNA errekonbinantea sartzen da. Ondoren, izotzetan jartzean itxi egiten dira
bakterioak, mintza uzkurtu egiten delako. Behin bakterioek DNA errekonbinantea eta
bakterioak elkartu direla, prozesuaren etekina %100-ekoa ez denez, DNA bereganatu
ez duten bakterioak baztertu behar ditugu. Horretarako, DNA errekonbinantea
bereganatu duten bakterioak antibiotikoei erresistentzia izaten dutenez, bakterioak
antibiotiko hori duen agar medioan hazten dira. DNA errekonbinanteak ez dutenak ez
dute erresistentzia izango eta beraz soilik DNA errekonbinanteak dutenak haziko dira.

Behin hau guztia konprobatuta, labe batean sartzen dira inkubatuz eta koloniak

sortzen dira. Hortik lagin bat hartu eta bakterioak erreplikatzen dituen medio batean
jarriko ditugu milaka kopia izateko.
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Anpizilinarekiko
sentikorrak diren
bakterioak CaCl, kin
tratatu bakterio
konpetenteak bihurtzeko

U

Agarretan hazi diren
bakterio arruntak

/

@ Soilik AmpR plasmidoa

bereganatu duten

bakterioak haziko dira
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AmpF.dun

plasmidoak Bakterio — plasmido
gehitu bakterio nahasketa 42 2C.an
konpetenteei inkubatu. Bero-shock

tratamenduaren
ondorioz bakterio batzuk
plasmidoa bereganatzen
dute

Bero-shock.ez
tratatutako bakterioak
anpizilinadun agar
medioan hazten dira.

@ Labean inkubatzen dira
37 2C.an 24 orduz.

https://www.youtube.com/watch?v=MIfDx417SDs

- Bakterioen infekzioa (bakteriofagoen bektoreekin):

Guk sortutako DNA errekonbinantea duen bakteriofagoak bakterio bat infektatuko du.
Bakterioak bere burua era masiboan erreplikatu ordez, bakterioaren DNA degradatu
egingo da. Horren ordez, bakterioaren makinaria erabiliz, fagoaren DNA erreplikatuko

da.

Milaka aldiz erreplikatuta daukagun DNA errekonbinantea, bakterioetatik era
masiboan lortu duguna zelula eukariotikoetan sartuko dugu, baina hau zailagoa da.
Metodo hau aurrekoa baino efizienteagoa da, baina baita arriskutsuagoa ere.
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DNA errekonbinantea daraman
© bateriofagoak bakterioa

Bakterioaren lisia infektatzen da

eta DNA
O errekonbinantedun Fagoaren entzima
fagoen kanporatzea © batek bakterioaren
? \ DNA degradatzen du
Bakterioaren
.2\ ‘\ Fagoaren DNA DNA P
N 7
E.Coli bakterioa

Fagoaren DNA

Bakterioaren DNA
degradatzen da

Fagoaren DNA
Fagoaren buruaren \
osaketa Fagoaren osagai N
(5] Fagoaren \ \ ezberdinen sintesia [\ p, N W YL
osaketa N\ w 2a o
( Jaq vj‘ s

P

4‘{7%“ N
© Bakterioaren makinaria
© Fagoa osatzen duten erabiliz fagoaren DNA
proteinen sintesia erreplikatzen da

rDNA zelula ostalarira sartu:

Behin DNA errekonbinantea izanda, helburu desberdinak izan ditzakegu. Adibidez,
zelula eukariotoetan sartzea. DNA hori zelula eukariotoetan sartzeari transfektatzea
deritzo.

Metodo kimikoak transfektatzeko errazak diren zeluletan erabiltzen dira, merkeenak
dira eta plasmido txikiak transfektatzeko erabiltzen dira.

- Kaltzio fosfato bidezko DNAren prezipitazio metodoa: Kaltzio fosfato disoluzio
batean sartzen da DNA errekonbinantea eta disoluzio hauetan kristalak
sortzen dira, hau prezipitatu eta zelulak, kristal hauek barneratzeko gai dira.

- Lipofekzioa: lipidoz egindako egitura baten barruan sartuko da DNA. Behin
egitura hau izanda, zelulak endozitosiz (edo zelula bakoitzak bere modura)
bereganatuko du. Behin zelula barnean egonda, lipidozko egitura desegin eta
gure DNA zelulan solte geldituko da.

Teknika hau nahiko garestia da.
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(a) — (2 Pt compar
ﬁ/ ;

0 N\

- £ @
4 ﬁ‘,cz‘.'- Oegradation

,"c..v e N lySoseTva

.,‘\

\ Nuclous

o

(b)

Elektroporazioa transfektatzeko zailak diren zeluletan erabiltzen da, linfozitoetan
esaterako. Plasmido handiak transfektatzeko balio du. Guk sortutako DNA
errekonbinantea eta zelulak Ependorff batean jartzen ditugu. Segundo batean
deskarga elektrikoa ematen da, linfozitoen mintzetan zulotxo txiki-txiki batzuk eratuz
segundo batez, DNA errekonbinantea bertatik sartu dadin. Zelulen gehiengoa hil
egiten da (kixkaldu egiten dira), gutxi batzuk soilik bereganatuko dute bektorea; dena
den, normalean esperimentua aurrera eramateko nahikoa da zelula gutxi horiek
erabiltzea.

bektorea zelulak

[ }— Lid

nahastu — Cuvette

s @ — Cell suspension
J —

- Electrod
DeSKarga ectrode
elektrikoa -Zelula asko hil egiten dira

aplikatzen da :
R -Gutxi batzuk bektorea
bereganatu dute Elektroporazio kubeta elektroporatzeko prest

|

Biolistika pistola: urre edo beste metal batzuekin estaltzen da DNA errekonbinantea
eta DNA hau bonbardeatu egiten da guk nahi dugun zelula edo ehunera pistolaren
bitartez. Zelula primarioekin (neuronak) edo kultibo organotipikoetan erabiltzen da
teknika hau, eta organo bat simulatzeko erabiltzen dira zelula multzo hauek. Zelula
desberdinak daudenez (mintz desberdinak dituztenak), zailtasun desberdina izango
dute DNA bereganatzeko. Horregatik erabiltzen da pistola.
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Birus bidezko infekzioa (transdukzioa): birusak erabiltzen dira zelula eukariotoak
infektatzeko. Zelulak egonkorki transfektatu nahi direnean erabiltzen dira birusak, hau
da, DNA errekonbinantea betirako txertatu nahi bada. 1zan ere birusak bere genoma
balitz bezala tratatuko du DNA errekonbinantea. Bi fasetan egiten da:

- Lehenengo fasea: birusa eraikitzeko behar diren plasmidoak, eta guk sortutako
DNA errekonbinantea, denak batera, lerro zelular batean trasnfektatuko dira.
Denbora pasatakoan, birus pila bat ekoiztea eta hauek gure DNA
errekonbinantea edukitzea lortuko dugu.

- Bigarren fasea: eratutako birus guztiak hartu eta transdukzio bidez gure itu
zelula infektatzeko erabiliko dira. Birus batek zelula bat infektatzen duenean
bere material genetiko guztia txertatzen du.

/-—. Uy Coprones Somes (0T

Transfor Plasmid  Envelope Masmid

o O

Packaging Plasmids goag pol
u o -
Packaging Cell (HEX283)
Engineering Cell Lines (Transfection) Viral Vector Production Infection (Transduction)

Bakteriofagoak ere erabiltzen dira prozesu honetan.

Mikroinjekzioa: Guk sortu dugun DNA errekonbinantea organismo batean sartzea nahi
badugu, bere zelula guztietan sartu beharko dugu. Horretarako, ernaldutako obulu batean
sartzen da DNA errekonbinantea eta hau ondoren ernaldu eta organismoa sortzean, zelula
guztiek izango dute DNA errekonbinantea.
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zitoplasma

nukleoa

rDNA zelularen nukleoan
txertatzen da

Ernakfutako sagu
obulua

.

e o
-

rDNA duen arraultza
-~

g saguari sartzen zaio

Southern bidez \
baieztatu daiteke ——r —_
&= \),,‘.; - .
SR N— S— 2
- Jaioko den saguak fDNA ondarengoei
rDNA izango du pasako die

DNA errekonbinantea zelula batean sartzean bi helburu izan ditzakegu:

dezaketen eraginak aztertzea.
Transfekzio iragankorra: transfekzioa egin eta asko
da DNA hau.

(taula behean)

Transfekzio egonkorra

DNA

WW

mRNA

integrazioa
genoman .

Transfekzio egonkorra: gure DNA errekonbinanteak zeluletan epe luzera begira izan

jota 96 ordutara desagertu egingo

Transfekzio iragankorra

DNA
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Konstruktoaren espresio
iragankorra

Konstruktoaren espresio
egonkorra

Espresioaren iraupena

Transfekzioa metodoa

Erabilgarria..

Transfektatutako DNA zelula
ostalariaren DNAnN
txertatzen da

Gehienez 72h

Kimikoa edo
elektroporazioa

Geneen aktibitatea eta
erregulazioa aztertzeko

Ez

Epe luzez (hilabeteak, edo
urteak)

Kimikoa edo birusen
bidezkoa eta ondoren,
droga edo antibiotiko

bidezko hautespena

Gene baten galderak edo
gehiegizko adierazpenak
epe luzean eragin ditzakeen
efektuak aztertzeko

Bai, baina txertaketa ez
espezifikoa da

4. Mutagenesia

Zorizko mutagenesia mutageno fisiko edo kimikoak erabiltzearen ondoriozko mutazioak dira.
Mutazioak edonon eta edonolakoak izan daitezke. Adib: gamma negutegia (malasian): honen
helburua gamma izpi bideko mutagenesi bidez artoa “hobetzea” da. Kasu honetan “ensayo
error” moduko saiakera egiten da, eta mutazioaren ondoren, ez dugu zehazki jakiten gertatu

den mutazioa nolakoa den.

Adb. Gamma negutegia (Malasian) Xedea: Artoa “hobetu” gamma

izpi bidezko mutagenesi bidez

o

https://doi.org/10.1063/1.4866100
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Mutagenesi zuzendua (edo site directed) bada, mutazioa leku konkretu zehatz batean egingo
da, era kontrolatuan. Mutagenesi zuzendua kasete bidez, oligonukleotido bidez edo PCR
bidez egiten da.

- Kaseten bidezkoa da errazena, baina ezin da beti egin. Lokalizatu egingo dugu mutatu
nahi dugun sekuentzia eta murrizketa endonukleasen bidez kenduko dugu. Behin
sekuentzia kenduta, sekuentzia horren bertsio mutatua sartuko dugu, DNA ligasez
lotuko da.
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Adb. Kasete bidezko mutazioa

Kpni site Synthetic DNA fragment Ddel site

V- CATGG AGA T LA AGC AC ( G GAG CTT GCG CCC TTT TGATT
I Th Ser Asn Vo Ser lle Ser Gn lsu Gu Ag Gly lys Thr

( F
A Tror o rA 2\ :
1 ; ~ YA " \(Ciae3

perator DNA

Oligonukleotidoen bidezko mutagenesia: Bektoreak harizpi bakarra izan behar du,
hala ez bada, entzima berezi batzuek bihurtuko dute harizpi bakarrekoa. Hasle bat
diseinatuko dugu, ez du zertan %100 osagarria izan itu sekuentziarekiko
(osagarritasun eza nukleotido gutxi batzuetakoa izango da), baina berdin berdin
jokatuko du. Hala, harizpi bikoitzeko heteroduplexoa sortzen da (harizpi bakoitzak
jatorri desberdina). DNA heteroduplexoa bakteriora sartzen da, bakterioak bikoiztu
egingo du, bi molde desberdin izango ditugu, haslea ez baitzen berdin berdina, eta
ondorioz bi DNA desberdin sortuko ditu, bat hasierako DNAren berdina izango dena
(beheko argazkian morea) eta aldiz bestea mutatua (urdina, mutazioa gorriz
adierazita).
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Single-stranded DNA
template

— ]

[ Anneal mutagenic
1 oligonucleotide primer

Perfectly matched

ases flank mismatch

\T Mismatched bases
A
|
Mutant
sequence

\ Tr o
Wild-type 2 g
Oligonucleotide

homoduplex

‘ Wild- type ﬁ \
sequence Mutant strand

1O

DNA polymerase
dNTPs
DNA ligase

Complementary
strand synthesized

00

Doubie stranded - Wild-type strand
heteroduplex
New DNA synthesis \¥/ Ligose joins ends —
Mutant e
homoduplex Transform E. coli
1 Select AmpR colonies
Some colonies p—
contain mutant [ - 8Ty N
Others contain N * & {
wild-type DNA M
Figure 5-19 Human Molecular Genetics, 3/6. (© Garland Science 2004 s
Isolate plosmids |
https://www.youtube.com/ . ‘
watch?v=vynUiWhOQ_Y Mutant Wild type

PCR bidezko mutagenesia: Oligonukleotidoen bidezko mutagenesiaren 0so
antzekoa da baina heteroduplexoa bakterio batera sartu beharrean PCR baten bidez
anplifikatuko dugu. Guk nahi dugun sekuentzia (5-8 nukleotido dituena) sar genezake
haslearen 5’ muturrean, guk nahi dugun mutazioa sortzeko. Honela, haslea ez da
guztiz osagarria izango itu sekuentziarekiko baina bere funtzioa beti bezala beteko du,
honela erreplikatzean guk sartu nahi genuen sekuentzia gehituta izango du.

(A) 5 (B) 1M 2
P imiinieiiintniieiniintn S o 5 -—A— -
- e —— — & 3 =21
P por-al § m—
ik oo A 2M+2
A A
_A
g g Remove primers. Combine

A + B, denature and reanneal
to form heteroduplexes

5 A~
3 =A 5
+
5 — -
3 Ao 5

& 3’ extension

5 e >3
B e = 5
l PCR with
1+2
5» N 3’
¥ 5
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5. Genomaren edizioa

Organismo baten genoma eraldatu egin daiteke (txertaketa, ezabaketa edo ordezkapena)

nukleasa bereziak erabiliz. Genomaren edizioa modu desberdinetan gauzatu daiteke:

- Birkonbinazio homologo bidezkoa:
Homologoak diren sekuentzien artean birkonbinazioa emango da.

Honako adibide honetan HPRT gene endogenoaren haustura eman da birkonbinazio

homologo bidez ama zelula enbrionarioetan.

Gene endogenoan txertatu
nahi den sekuentzia

Gene endogenoa funtzionala
1 2 3 4 5

[ L L |

Gene endogenoa afuntzionala
1 2 3 4 5 6

I - I —— t

Hprt1-G418r

Hurrengo hiru tekniketan, guk nahi dugun DNAren eskualdean harizpi bikoitzeko haustura bat
emango da. Ondoren, zelula, haustura hau konpontzeko gai izango da, bi mekanismo
desberdinen bidez: birkonbinazio homologo bidezko konponketa edo birkonbinazio
homologoa ez den beste mekanismo baten bitartez (muturrak lotu; zuzenean edo tartean zoriz

nukleotido batzuk sartu eta ondoren elkartuta).

Teknika hauek erabili ondoren, amaierako DNAn mutatutako sekuentzia bat izango dugu.

TALEN
CRISPR/Cas9

NPZ

T Ty TITTTTITITIITTT  DNA genomikoa
ERREERRERRTNT ETTTTTTTITITITR

ar

DSB
Harizpi bikoitzaren konponketa
NHEJ HDR
Ty T T T
ezabaketa LLLLLLLLLLLLLL
A DV DNA emalea
txertaketa
T T T I Ir I T LLARA RN NN i Naaaanasananazns sl
(EENNENNNNENEE S ——. AAAAAL ALY (EEFRINENENINE FENETNETEN NNV
Zuzendutako

txertaketa/ordezkapena

DSB, double strand break
HDR, homology-directed repair
NHEJ, non homologous end joining
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Zink hatzdun nukleasa bidezkoa (ZFN, Zink Finger Nucleases): landareen eta
ugaztunen genomak eraldatzeko diseinatutako nukleasak dira. Proteina bat
sintetizatzen da, eta honek bi osagai izango ditu:
- Zn hatza (30aa): DNA-ri lotzen diren domeinuak dira. Zn hatz bakoitzak 3
nukleotidorekin interakzionatzen du.
- Fokl: endonukleasa jarduera duen domeinua da, baina endonukleasa jarduera
edukitzeko dimerizatuta egon behar du.

Diseinuan hainbat faktore hartu behar dira kontuan (beheko irudiari erreparatu):

G-rich  Correct finger Appropriate linkers Orientation
target overlap 5-7-bp gap N-C:3' -5
- £

5
3

Specificity,
affinity,
kinetics

\

.C —— Improved Fokl mutants

Precision of cleavage site

Number of fingers

Unique DNA target in genome, no related sites, accessible chromatin

TALEN-s bidez (Trasncription Activator-Like Effector Nucleases) bidez:
Naturan aurkitzen diren proteinak ingeniaritza genetiko bidez eraldatu eta DNA
sekuentzia espezifikoetara batzen dira. TALEN-sek hurrengo osagaiak ditu:

- TALE: 34 aminoazidoko egitura, DNAri lotzen dena (aa bakoitza nukleotido bati).
- Fokl: Endonukleasa jarduera duen domeinua da, baina funtzionala izateko
dimerizatuta egon behar du.

LTPEQVVAIASEBIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

Left TALE

5 @ CAATTA T/G[c[c/alalaa) 3
3 alcalelTT/clalccT/T/alca TTAAT TlaiTalelcl

O ORI N

Right TALE

CRISPR/Cas9 bidez (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats):

Bakterioetan aurkitu zuten mekanismoa, eta mekanismo horretan oinarritzen den
teknika bat garatu zuten. Sistema inmunologikoan oinarritzen da (inmunitate
espezifikoan). Bakterioak RNA molekula berezia sintetizatuko du, ondoren
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patogenoaren DNA ezagutuko duena. Teknika honen helburua genoman mutazio
puntualak eragitea izango da:

Guk eraldatu nahi dugun DNA-n PAM sekuentzia egongo da (Cas nukleasa bere itu
sekuentziarekin lotzeko ezinbestekoa den sekuentzia da), ondoren Cas9 nukleasak
detektatuko duena. RNA gidari (SgRNA) izeneko sekuentzia bat diseinatuko dugu, itu
sekuentziara lotuko dena. Horretaz gain, RNA honek bi osagai izango ditu: tracrRNA
eta crRNA. Euskarri hauen bidez, molekula hau askoz ere egonkorragoa izango da.
RNA gidaria eraldatu nahi dugun DNA-ren sekuentzian lotuko da. Ondoren, Cas9
etorriko da, eta PAM sekuentziatik 3-4 nukleotido ur-goran mozketa bat egingo du.
Mozketa hau konpontzerakoan akatsak egingo direnez, delezioak, aldaketak... guk
nahi genuen puntuan mutazio bat sortu dugu.

CRISPR/Cas?9 in vivo: Bakterioaren immunitate espezifikoa

Foreign |
DNA
i—iﬁ]
Acquisition Target PAM
’ \_CRISPRIoci
Bacterial | qs ] i
genome tractRNA  cas9  cas crRNA crRNA crRNA

genes

T

lrachNA, trRNA Primary transcript

crANA J J

biogenesis  a— — —
1 tracrRNA
crRNA Cas9 tracrRNA
e — T —
crRNA
Interference 1]
Clea vage
Foreign
DNA @
Cas: CRIPSR associated genes
crRNA: CRISPR RNA
tracrRNA, trRNA: trans-activating crRNA .
PAM: protospacer adjacent motif https://www.youtube.com/watch?v=MbJ7Hnc2
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CRISPR/Cas9 bidezko genomen edizioa (2013)

Nukleasak PAM
sekuentziatik ur-goran
3-4 nt.tara mozten du

Cas nukleasa bere itu
sekuentziara lotzeko

% ezinbesteko sekuentzia
|

Espezifizitatea eman

? sgRNA

AhkAdy| e
gRNA

.

G
tracrRNA 5

;: Target DNA

Euskarri funtzioa

SgRNA, single guided RNA
crRNA: CRISPR RNA
tracrRNA: trans-activating crRNA

PAM: protospacer adjacent motif https://www.youtube.com/watch ?v=4YKFw2KZA50&t=10s
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Laburpena:

Multiplexing: DNAren puntu desberdinetan mutazioak sortzea.

Off-target: nahiz eta zuk leku espezifiko batean mutazioa gertatzeko diseinatu, gertatu daiteke
zuk nahi ez duzun lekuan mutazioak sartzea. Hau da gaur egun CRISPR/Cas9 teknikaren
inkonbeniente nagusia.

Itu Y .
A i Ituaren Teknikoki Mu!tlple Off-target
s ezagupena | & Kostua xing
a diseinatu
IFN /\
()
/’, ) /// -/ Fu;
—E ammnna oreoee | Eraldatutako | L
Fokl /r\ /// vl pro.teina DNA . CRISPR
\ GReHl.DSte iragartzeko Zaila Ez baino
zailagoa ZFN Jaila & handia i
diseinatzea g g
TALEN baino
20AS :? Aa_rlt)zr::(’) Heae | e Asko
sgRNA grma txikia
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13. GAIA: GENE TERAPIA

Gene terapiaren helburua material genetikoa erabiliz gaixotasun genetikoak sendatzea izango
da. Itu zelula somatikoa edo hozi zelula (gametoa) izan daiteke; dena den, gene terapia zelula
somatiko batera aplikatzen bada, konponketa ez zaio ondorengoari transmitituko, baina,
errazagoa da zelula somatikoetan egitea.

Bektoreari dagokionez, birala edo ez birala izan daiteke. Birusak bektore oso erabilgarriak
dira, izan ere, birusak 0so trebeak dira beraien material genetikoa gure zeluletan txertatzen.
Gainera, birusak zeluletan sartzeko nahiko errazak dira eta ez dute erantzun inmunologikoa
pizten.

Aplikazioak in vivo edo ex vivo izango dira.

Aldaketa mota asko egin daitezke, akatsak konpondu, gene berri bat sartu, genea isilarazi...

Gene terapiaren ikuspegi orokorra:

GENE TERAPIA

Xedea: material genetikoa erabiliz,
gaixotasun genetikoak sendatzea

Aldta mota

- Akatsa konpondu
- Gene berri bat sartu
- Genea isilarazi

-Somatikoa

- Hozi zelula

Bektorea Aplikazioa

- Birala - In vivo

- Ez birala - Ex vivo
Biralak Ez biralak -
DNA biluzia In vivo Ex vivo
Bektorea
% O
[ \ terapeutiko
prsamin — arekin

Erretrobirusa Adenobirusa Etab. 1) ~J
Jatorrizko

Bektoreek bete beharreko baldintzak: \ zelulak
* Zeluletan “sartzeko™ errazak
* Erantzun inmunologikoa ez piztu 884

Eraldatutako
Bektorea gene zelulak
terapeutikoarekin

Gaixotasun monogenikoetan gene bakarra dagoenez mutatuta, tratatzea nahiko errazak
izaten dira. Multigenikoetan aldiz, ez da hain erraza, mutazioan gene asko baitaude
inplikatuta. Hori dela-eta, gene terapia gehienbat gaixotasun monogenikoak eta minbizia
tratatzeko erabiltzen dira gaur egun.
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Gene terapiari buruzko ikuspegi erreala:

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials (\?\/)

WILEY

Cancer diseases 64.6% (n=1590)
@ Monogenic diseases 10.5% (n=259)
@ |Infectious diseases 7.4% (n=182)
@ Cardiovascular diseases 7.4% (n=178)
@ Neurological diseases 1.8% (n=45)
@ Ocular diseases 1.4% (n=34)
@ Inflammatory diseases 0.6% (n=14)
@ Other diseases 2.3% (n=56)
@ Gene marking 2% (n=50)
@ Healthy volunteers 2.2% (n=54)

The Journal of Gene Medicine, @ 2017 John Wiley and Sons Lid www.wilay.co.uk/genmed/clinical

Gene terapian, batez ere antigenoak, zitokinak eta hartzaileak transferitzen dira.

Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials @)

Antigen 19.2% (n=474)
@® Cytokine 15.2% (n=375)
@ Receptor 10.5% (n=259)
@ Deficiency 8.4% (n=206)
@ Tumor supressor 7.3% (n=181)
@ Growth factor 7.1% (n=172)
@ Svicide 7% (n=173)
@ Replication inhibitor 3.8% (n=94)
@ Marker 2.2% (n=55)
@ Other categories 14.9% (n=359)
@ Unknown 2.6% (n=63)

The Journal of%_ene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Ltd www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Gaur egun, gene terapia gehienak fase klinikoan daude. Fase klinikoan, farmakoa lehenengo
aldiz probatzen da gizakietan, eta hainbat fase bereiz daitezke:

- | fasea: Gizakietan egiten diren lehen ikerketak dira. Farmakoaren segurtasuna
egiaztatzea eta administrazio-jarraibide egokienari buruzko informazioa jasotzea dute
helburutzat. Gizabanako osasuntsuetan egiten da.
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- Il fasea: Farmakoaren eraginkortasunaren inguruko aurreneko informazioa biltzea eta
dosi/erantzunaren arteko erlazioa aztertzea dute helburutzat, batez ere elkarrekintzak
eta profil farmakozinetikoa. Gaixotasuna duten pertsonetan egiten den lehen proba da,
hau da, pazienteetan egiten da. Pazienteen lagina txikia izaten da.

- lll fasea: Aztergai den tratamendu esperimentalaren segurtasuna eta eraginkortasuna
ebaluatzea da helburua, eta eskura dauden aukera terapeutikoekin alderatzea.
Paziente-lagina handia izaten da.

- IV fasea: Farmakoaren komertzializazioaren ondoren egiten da. Farmakoak
eguneroko erabilera klinikoan duen eraginkortasuna, segurtasuna eta indikazioz
kanpoko erabilerarako baldintzak aztertzeko egiten dira. Hemen sartzen dira
farmakozaintzaren ikerketak

Gaur egun terapia genikoaren teknika gehienak hasierako faseetan kokatzen dira, 0so zaila
baita teknika hauek garatzea. Honen arrazoietako bat gaixotasun monogeniko gehienak
arraroak direla da, hau da, prebalentzia oso baxua dauka. Ondorioz, gehienak hirugarren
fasean estankatuta gelditzen dira. Hortaz gain, ikerketaren finantziazioekin ere arazoak izaten
dituzte maiz.

Phases of Gene Therapy Clinical Trials (VR/)

Phase | 57.2% (n=1409)
Phase I/1l 20.3% (n=500)
Phase Il 17.4% (n=429)
Phase II/lll 1% (n=24)
Phase Il 3.8% (n=91)
Phase IV 0.1% (n=3)
Single subject 0.2% (n=5)

Y

0%
Oy

The Journal of Gene Medicine, © 2017 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Gene terapian erabiltzen den material genetikoak mota desberdinetakoak izan daitezke:

1. Kaltetutako genearen funtzioa betetzen duen genea. Adibidez, gene baten ondorioz
proteina bat sintetizatzen duzu zeinak gaixotasun bat sortzen dizun. Hau konpontzeko
kaltetutako genea ordezkatuko duen genea sartzen da, gaixotasun hori ez izateko.
Honetaz gain, erabilgarria da bere funtzioa betetzen ez duen genea ordezkatzeko.

—mmm— Gene funtzionala

-

—_—

Funtziorik gabeko genea Normal funtzionatzen
daukan zelula gaixoa duen zelula
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2. Gene inhibizio terapia:
Gene batek gaixotasun bat eragiten badu, gene hau isilarazi dezakegu. Honetarako
gene blokeatzaile bat sartzen da eta gene kaltetua blokeatzen du. Hala, normal
funtzionatuko duen zelula bat izango dugu, gene kaltetua isilarazita dagoelako.
—@l— Gene blokeatzailea

\g ———
—— —— J.
Gene herriaren Normal funtzionatzen

produktuak gene kaltetua duen zelula
blokeatzen du

Gene kaltetua
daukan zelula

3. Zelula espezifikoen heriotza eragiten dutenak:

- Gene suiziden bitartez: Gainazaleko proteinak markatzaile moduan erabiliz,
zelula gaixoa identifikatu eta gene suizida bat sar daiteke zelula gaixoan, Gene
suizidak produktu toxikoak askatuko ditu eta zelula gaixoa hilko da. Hau nahiko
arriskutsua da, ondo egitea beharrezkoa delako (bestela zelula okerra hil
ezkero, ondorioa nahiko larria izan daiteke).

a. = = Gene suizida
\ D Zelula gaixoa
* hiltzen da
Zelula gaixoa Gene suizidak produktu toxikoa
ekoizten du

- Minbizi zelulek, mintzeko hartzaileak ezkutatu egiten dituzte eta ondorioz
inmunitate sistemak ezin ditu ezagutu eta hauen kontrako erantzuna eman.
Hau konpontzeko, zelula gaixoari gene markatzaile bat sartzen zaio eta hau
zelula gaixoaren gainazalean adierazten da. Ondorioz, sistema inmuneak
markatutako zelula gaixoa ezagutu dezake, erasotu egingo du, zelula gaixoa
hiltzera behartuz.

b Sistema immuneak
) Gene . markatutako zelula
7 markatzailea gaixoa erasotzen du
Zelula gaixoa . . Zelula gaixoa
Ge'ne markat.zallea zelula r hiltzan da
gaixoaren gainazalean ’
adierazten da

4. Gehiegi adierazten den genea isilarazten duen siRNA:
Proteina bat era masiboan adierazteagatik gaixoa den zeluletan erabiltzen da teknika
da hau. siRNA bitartez, proteina hau kodetzen duen mRNA blokeatu/suntsitu eta modu
horretan, proteina maila hormaletan itzuliko da.

214



Biologia molekularra, Farmaziako gradua

—— SiIRNA

N

Y — ——
o P )
e
(%)

Proteina bat era
masiboan adierazteagatik
gaixoa den zelula

Proteina maila
normalak dituen zelula
osasuntsua

In vivo gene terapia baten adibidea (adibide hauek ez dira ikasi behar, adibide hauek guk
ikasitakoa errealitatean aplikatzen dela ohartzeko da):

Ex vivo | Gene delivery to cells outside the body

(from patient (autologous) or donor)
(allogenic))

Diseases

Gene delivery to patient cells

2 Delivery vector, e.g.

Cancer

Monogenic diseases

Lentivirus c .
- i Infectious diseases
Electroporation *g9g® .
Cardiovascular Local injection AAV LNP
. .
- Neurological —
Tl Cargo / Payload
Nucleic Acid Metabolic Q Nucleic Acid
Genome Genome
editingtool Systemic injection editingtool 777

DOMINANT CURRENT DELIVERY VECTOR:
Lentivirus

APPROVED AS OF JULY 2019:
Kymriah, Yescarta, Zynteglo

DOMINANT CURRENT DELIVERY VECTOR:
AAV

APPROVED AS OF JULY 2019:
Gendicine, (Glybera), Luxturna, Zolgensma

In vivo gene terapia baten adibidea

lzena Gaitza

Efektua Genea Onartuta

Luxturna Jaiotzetiko Leber

amaurosia

Erretinaren distrofia,
ikusmen arazoak, itsutasuna

RPE65 FDAk 2017an

(-
(1) RPE65 genearen entrega

Luxturna injekzio bidez
administratzen da erretina azpian.
AAC2 virus adeno-asoziatuaren
bitartez, RPE65 genearen kopia
funtzionala begiko RPE (retinal
pigment epitelial) zeluletan
txertatu

(2) RPEG65 proteinaren ekoizpena

RPE65 genearen kopia
funtzionala eskuratu ostean,
zelulak RPE6GS proteina
ekoizten dute

11-cis-retinal all-trans-retinal

11-cis-retinol

\a\l-tmns

retinyl
ester

Visual cycle

all-trans-retinol

RPE65
protein

(3) Ikusmenaren berreskurapena

RPE6GS proteina funtzionalari
esker, 11-cis-retinalak (ikusmen
pigmentuen osagai garrantzitsua)
ikusmen zikloa onbideratzen du
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siRNA-n oinarritutako in vivo gene terapiak:

. siRNA-ren itua FDA & EMAk
lzena Gaitza Kausa
(mRNA) onartua
Patisiran Amiloidosis Transtirretinaren L
. o : Transtirretina 2018
(Onpattro) heredagarria®*  gehiegizko pilaketa
. - . Porfirinaren Hemo taldearen
Givosiran porfiria hepatiko . . . ‘ .
) X gehiegizko pilaketa sintesian parte hartzen 2019
(Givlaari) akutua* :
duen entzima bat
Lumasiran 1 motako Oxalatoaren Glikolato oxidasa
(Oxlumo) (oxalatoaren sintesian 2020

c Lk 1
hiperoxaluria gehiegizko pilaketa parte hartu)

PCSK9 (kolesteroleko
Kolesterolaren

) ) ) Antza 2020-
Hiperkolesterclemia o i metaboslimoko
gehiegizko pilaketa . 2021
entzima)

*Gaixotasun arrarca

Ex vivo gene terapia baten adibidea:

Ex vivo gene terapia baten adibidea

Izena Gaitza Efektua Genea Onartuta
Zynteglo Transfusio Anemia bortitza, bizi osoko  HBB EMA, 2019
mendeko beta-  transfusioa beharrezkoa (T98Q)
talasemina

® *
8} [8}
réjv «—— BB305 LWV
o () =
®
BB305 LVV lentibirusak B Pazientetik erauzitako ama Eraldatutako ama zelulak
T87Qg]obina genea darama zeluletan B4 7% globina gene pazientearen hezur muinean
(B-globina gene eraldatua) funtzionala txertatu ex vivo txertatzen dira Hb funtzionala
BB305 LVV bidezko transdukzio  ekoiztuko duten globulu gorriak
bidez ekoizteko
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Ex vivo gene terapia
baten adibidea

Izena Kymriah

B zelula bidezko
leukemia
linfoblastiko
akutua

Gaitza
(5)

Guztiz heldu
Gabe dauden B
zelulen kontrolik
gabeko hazkuntza

Efektua

Genea Ugari

Onartua FDA, 2017

Biologia molekularra, Farmaziako gradua

(1) Leukaferesia

Pazietentik leukozitoak erauzten
dira. T zelulak
erroprogramatzera bidaltzen dira

(6) Zelulen infusioa

CAR-T zelulak pazientearen
zirkulazio sisteman sartu

(7) Minbizi zelulen heriotza l
CAR-T zelulek minbizi zelulak ezagutu eta suntsitzen
dituzte

CAR-T cells attach
to cancer cells

Celldeath is initiated
Linfodeplezioa

Sy,
17— 3 {:} —
Xedea: Pazientearen e/ N S|
i il - a M|
leukozito maila "

apaldu, eta gorputza CAR-TCell  CancerCell CAR-T Cell Cancer Cell
prestatu CAR-T zelulak

onartzeko

i
|

(4) Kalitate kontrola

CAR-T zelulak pazientean sartu
aurretik kontrol asko gainditu
behar dituzte

Manufacturing Facility 4= Toalla

(2) T zelulen erreprogramazioa

eraldatzen dira minbizi zelulak ezagutu

= ditzaten (CAR-T cell)
o= (3) Hazkundea {:} ol
= + Viral Vector | {:} =
M= Sortutako CAR-T zelulak o
laborategi mailan n
hazten dira CAR-TCell

Inmunoterapia: gaixoaren inmunitate sistema kitzikatzen da minbiziari aurre egiteko

Gene terapia:

Bektore biral bat erabiliz, T zelulak genetikoki

Izena Gaitza Efektua Genea Onartuta
Kymriah B zelula bidezko  Guztiz heldu Gabe dauden B Ugari  FDA, 2017
leukemia zelulen kontrolik gabeko
linfoblastiko hazkuntza
akutua
Yescarta Zelula handitako B zelulen kontrolik gabeko Ugari  FDA, 2017
B zelulen linfoma hazkuntza
Antigorputz monoklonalak:
lzena Gaitza Itua Onartuta
Rituximab Linfoma non-Hodkin CD20 FDA, 1997
Alemtuzumab B zelulen leukemia linfozitiko kronikoa CD52 FDA, 2001
Ofatumumab B zelulen leukemia linfozitiko kronikoa CD20 FDA, 2009
Elotuzumab Mieloma multiplea SLAMF7 FDA, 2015

CD: zelulen gainazaleko proteinak.
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Biologia molekularra, Farmaziako gradua

Antigorputz monoklonalak: anti-PD-1/PD-L1 eta anti-CTLA-4:

Normalean, T zelulak bere hartzailearen (PD-1) bitartez antigenoa ezagutu eta zitokinen
bitartez antigenoa suntsitzen saiatuko da. Baina batzuetan, tumore zelulak duen PD-L-1
hartzailea T zelularen PD-1 hartzailera lotzen bada, T linfozitoak inhabilitatuta geldituko dira.
Ondorioz, bi hartzaileetako bat inaktibatu ezkero, T zelulek minbizi zelulak hiltzeko gaitasuna
berreskuratuko dute.

Tumor cells Tumor cells

e ... | i 4 PD-L1 edo PD-1
PD-L1 PD-1i lotzen ¥ @ Anﬂmi\& @ blokeatuz, T
. T cell receptor . P
da, eta ondorioz T oy, | : Anti A\: : zzee||L:||a;khrir|\tl::>kl(z)|
zelula akabatu : > :2 2 By & ahalmena
)
P o

zelulak minbizi \ POA

.",
2 berreskuratzen du
T cell

Anti-CTLA4
ant

|

Antigen-presenting Wody

ool T CTLA4
N -~ 4

BTABT2

3 - 7

b A ¢

4 £

CTLA-4/B7k T '1\*% g

CTLA-4 blokeatuz,
T zelulak minbizi

zelulak ToR ik o zelula hiltzeko
inaktibatzen ditu P, ahalmena
' S & berreskuratzen du

Izena Gaitza Itua FDAk onartuta
Ipilimumab Puxikako minbizia CTLA-4 2011

| Hainbat minbizi (giltzurrunetakoa,
f/volumab kolorektala, Hodgkin..) P 2014

. Hainbat minbizi (Merkel kartzinoma

P | b ! PD-1 2014

g oims birikitakoa, Hodgkin..) .
Atezolizumab Puxikako minbizia PD-L1 2016
Avelumab Merkel zelulen kartzinoma metastatikoa PD-L1 2017
Durvalumab Puxikako eta birikietako minbizia PD-L1 2017
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