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Téenicas basadas en interaccién
antigeno-anticuerpo

Inmunoensayos /
Western blot

Inmunoprecipitacién }J + QD —> G%ﬁ\'

- - - Labeked Antibody lg alyte in An tbody;i\ nalyte
Inmunohistoquimica - P S
- Figura 1-5 Los anticuemos marcados permiten ka deteccion de complejos antigeno/anticuemo en los inmunoensayos
Inmunofluorescencia J/
Ab Ag Ag*-Ab + Ag-Ab
? +*QD+GD—>*‘3D%
Labeled

Antibody Analyte Analyte in Antibody-Analyte

- ‘;- Reagent Reagent Specimen Complex

Figura 1-6 El antigeno marcado también pemmite ks deteccion de complejos antigeno/anticuerpo en los mrmnoensayos/




Otras téenicas para
valorar respuesta inmune

 PCR
* PCR en tiempo real
 Microarray

Control Cell Experimental Cell

s«':;b
(e ’

Microarray e, y mRNA
preparation ¥ v D extracted
from cell

Reverse transcription,
" — ﬂuufesceflly labeled
e vith Cy3 (Green)
and Cy5 (Red)

Combine equal amount and
S hybridize onto microarray
)

¢DNA microarray




iqué valorar?

Poblaciones celulares
eCélulas T

Células B

» Células fagociticas

e Células citotoxicas

Productos de la respuesta
» Citoquinas
e Inmunoglobulinas/anticue

e Complemento

* Procesos infecciosos



Tipos de inmuneensaye:

Inmunoensayo:
Formacion de
inmunocomplejos
(antigeno/anticuerpo)

[

.

Marcados:

Conjugados a moléculas <
que emiten sefiales
detectables

No marcados:

Son medidos por dispersion

de luz o por visualizacion
directa

Radioinmunoensayo (RIA): El
marcador es un isétopo radioactivo.

Analisis inmunoenzimaticos (EIA)= El
marcador es una enzima.

Fluoroinmunoanalisis: El marcador es
una particula fluorescente.

Ensayos inmunoquimioluminiscente: La

marca es una sustancia
quimioluminiscente.

(

* Precipitacion

 Aglutinacion

J Immunol Methods. 1992; 150: 5-21

v



Inmunoensayos:

v Comparacion

Assay

Sensitivity
(g antibody /mil)

Precipitation reaction in fluids
Precipitation reactions in gels
Maneini radial immunediffusion
Ouchterlony double immunadiffusion
Immuncelectrophoresis
Rocket electrophoresis
Agglutination reactions
Direct
Passive agglutination
Agglutination inhibition
Radicimmunoassay
Enzyme-linked immunosorbe nt
assay (ELISA)
ELISA using chemiluminescence
Immunoflucrescence

Flow eytometry

20-200

10-50
20-200
20-200

0.3
0.006-0.06
0.006-0.06

. 0006 -0.006

<0.0001-0.01
<0.0001-0.011
1.0

0.06-0.006




ELISA (Enzyme linked
Immunosorbent Assay):

La prueba de ELISA se basa en la /
formacion de inmunocomplejos,
(reaccion antigeno-anticuerpo, uno de
los cuales debe ser de reactividad
conocida), para detectar la presencia
de un analito de interés.
La deteccion se realiza
colorimétricamente por la interaccion
de un sustrato cromogénico y una
enzima que ha sido acoplada a un

anticuerpo detector. \

En el ELISA, uno de los re
conjuga con una enzima forma
complejo con actividad inm

HRP-Linked Antibody

——p

N4

Sandwich Elisa

\“‘l

|

Capture Antibody

Engvall y Perlman 1971



ELISA

Antibody Labeling Reagents
o Enzyme
B';fjt'"a\ { {. Substrate
ite
J
\ Second Antibody - ~
Target Analyte oF @ Product
(Antigen) Target Analyte
o @R
Sample & " =» ~ " °. S
® 4 '
8, > o> Y -
»”
S Solid Phase
Bind Wash Label Read

ELISA

Fases

v'Conjugacion del anticuerpo
o del antigeno con la enzima.

v'Unién del antigeno (o del

e,

- N



Tipos de ELISA:

Secondary .
Antibody Substrate SIGNAL

Conjugate

ey

Primary
Antibody
Conjugate

Primary e ?
Antibody ubstrate
Conjugate

Direct Assay Indirect Assay

L1 IELEY
MENAL L gy pstrate SICNAL
Substrate

,, ot
h n ') HI‘

LU E R h‘"t‘—’ * S wALL

Substrate

Substrate

Primary

n -
” Substrate Antibody #2

Primary
Antibody
Conjugate

Primary
Antibody #1

Signal Amplication

Avidin-Biotin Complex Capture Assay Sandwich

I'Il"

Substrate

SIGNAL

}ll‘

Substrate

\
\1 Primary
Antibody

Competitive Assay Multiplex Assay



HRP-Linked Antibody

——p
N
Detection Antibody *¢ #*
oy

Deteccion de Ag y Ac:

e Bacterias

e Parasitos
*Hongos

*Virus Sandwich Elisa

Deteccion de clases y sub-clases de Ig
Deteccion de complejos autoinmunes:

*Anti- DNA (Antigenos nucleares e

*LES



* Deteccion de Acs contra antigenos de tejido
* Anti-tiroglobulina

e Anti-microsomal

* Anticuerpos Antifosfolipidos [Cardiolipina 1gG-M)

HRP-Linked Antlbody
* Detecion de Ags asociados a tumores:
* Ag prostatico
*Ag ovario (Ca125)

* ACE, alfafetoproteina

Sandwich Elisa



ELISAs y Generacienes:

* 1ra generacion

 Ag: lisado purificado de VIH

* Pocas sensibilidad y especificidad
*2da generacion

 Ag: proteinas recombinantes de VIH.
Deteccion de VIH-1 y VIH-2

* 3ra generacion

 Ag: proteinas recombina es de VIH. 4
Deteccion del grupo Oidel VIH. IgM e lgG/

*4ta generacion _

—_—

« Capacidad para detectaral’/Ag p24y
anticggmgs_ ’j




WESTERN BLOTTING

Everybody knows western

4 : ‘

— Qp160 (env pracursor)
— QP120 (outer env or “surface” giycoprotein)
—— pB5 (reverse transcriptase)

— p55 {core precursor)/pS1 (RT)
—— gpd1 (ransmembrane glycoprotein)

s s 20
|

B
"R »

-d
=4

— p40 {core)
%
X — P31 (endonuclease)
/I
= |
: K. M — p24 {coce shell or “capsid”)
T - P18 {cOre matrix)




Electroforesis/
Western Blotting
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ELECTROFORESIS
Pasos basicos

Preparacion de la muestra:

Corrida electroforética: y

)n buffer syringe

Chamber |
Tank

Gel cassente
Hamilton
—

Sample

Anode [+) = Cathode (-} '
AL

y




WESTERN BLOTTING

Pasos basicos

Transfer bufler

Cathode (-}

e Difusion.
e Capilaridad (southern like).

e Electroforética.

Membrane
{with ransferred
prateins)

“If prateins are hydrophobic,
use PVDF membrane instead.

Horseradish
peroxidase
conjugated
Primary antibody secondary antibodies
l// e I// \\
| |
Blocking bufier

Wash buffer TBST

= % = ‘
Membrane

[with @
transferred
proteins)
Incubate blots Incubate blots 2
overnight at 4 C howurs at room Membrane
temperature {ready to be
visualized)




WESTERN BLOTTING

Pasos basicos Medida & color Dilucién del Ac Sensibilidad

(Sol. stock 1mg/mL)

SuperSignal West Pico 425nm/guimicluminiscencia 1%: 1:1000 = 1:5000 1 pg HRP

20: 1:20000 -
1:100000

SuperSignal West Dura 425nm/quimiclurminiscencia 19: 1:1000 - 1:5000 250 fg HRP

2%: 1:50000 -
1: 250000

SuperSignal West Femto 425nm/guimicluminiscenda 1e: 1:5000 60 fg HRP

2°9: 1:100000 -
1:500000

1-Step TME Blotting Precipitado azul oscuroc 12: 1:500 1 ng HRP
29 1:2000 — 1:20000

1-Step 4-CN Precipitado azul plrpura 1e: 1:500 1 ng HRP
2°: 1:2000 = 1:20000

CM/DAB Precipitado negro 1©: 1:500 1ng HRP
29: 1:2000 = 1:20000

Metal enhanced DAB Precipitado marran 1e: 1:500 20 pg HRP

negruzco 20: 1:2000 - 1:20000

1-Step NET/BCIP Precipitado negro parpura 1%: 1:500 30 pg AP
20: 1:2500

1-Step MBT/BCIP + Precipitado negro parpura 1%: 1:500 30 pg AP

Supresor 20: 1:2500

MBT Precipitado azul purpura 1@ 1:250 100 pg AP
20: 1:2500

BCIP Precipitado azul parpura 1@: 1:250 100 pg AP
20: 1:2500

Fast Red Precipitado rojo 1%: 1:250 320 pg AP
2% 1:2500

Lumi = Phos 440nmj/quimicluminiscents 1e: 1:5000 15 pg AP
2% 1:25000




Téenicas basadas en uerescencia

 Citometria de flujo

 Inmunofluorescencia-
Microscopia de fluorescencia

.3 o
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43 nm

PerCP-Cy5.5

BD Horizon
PE-CF594

Fluorocromos

\ PE-CyS

T T T T T T T T T
50 30 L 403 450 E50 500

Wavelength {nm}

O O OH 561 nm
SOCANE 4
\ =

0 “ n
Lo G
Ny Tk s Tk T h k& e ps
C%S Wavelength (nm)
@ Es un grupo funcional de
la molécula que
- 5 absorbera energia de

Excitation Emission

una longitud de onda
especifica y Ia volvera a
emitir en otra
determinada de mayor
longitud de onda (es
decir, con menor energia) /

Fluorochrome

http\\:www.bdbioscience.com



http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_funcional

Citometria de flujo

Técnica que permite analizar

Hidrodinamica particulas en suspension que

se hacen fluir a través de un
rayo de luz, las particulas
; interactian dispersando este
Optica haz de luz y emitiendo
fluorescencia, estas senales
Opticas son detectadas,
transformadas y almacenadas
525/50 FL-2

Electronica electronicamente. s ' . FL6

FL-7

FL-3
Laser635nm

Laser 488 nm

Laser 405 nm
Chjective

- Pinhole

Cuvette




Citometria de flujo

La mezcla de células se marca con anticuerpos fluorescentes

— Tubo fotomutiplicador
A {PMT) verde

Chomo de liguido gque )
contiens Célukes mancslas

COn anbcueno ol g

PMT o

&|_/

y

Dispersion
faberal

:

e Dispersion
Liesr
o hacia delante

Cru




Utilidad:

Evaluacion de la funcién hematopoyética

B-Cell Ontogeny

| prep onal immeure aﬁ:rr;
Pre-B 8

¢ rearrangement
 rearangement T-Cell Ontogeny
A rearrangement
clp Prothymic | Early  |intermediate | Malure
alg Thymooyte | Thymocyte
HLA-DR TCR 4 rearrangement
cDte TCA v rearrangement
cD24 TCR £ rearrangemant
Do TCR o rearrangemant
CDz0 co7
coz1 CD5
cDhz2 ch2
ch23 oo

CD4

chs

cDs

TCR ([ af or yd )




Utilidad:

Leucemias linfoblasticas

Q)

lymphoid
progenitor cell

TdT
HLA-DR
CD34
CD117

prothymocyte
TdT
HLA-DR
CD34
CD7 —
cD2
(CyCD3)
immature
thymocyte
TdT
CcD7
C%)SS common thymocyte
CD5 TdT
CcD7
CD2
CyCD3
CD5
CD1
CD4/CD8
(TeR-CD3)
(CD10)

mature
thymocyte

(TdT)
CD7
CD2

mature
thymocyte

(Td7)
cD7
CcD2

(CyCD3)
CD5
CD8

TcR-CD3

_h_Q_

peripheral T-NHL
ATLL(HTLV)

T-PLL

helper/inducer activated
Tlymphocyte  helper/inducer
(CD7) T-lymphocyte
CcD2 (CD7)
CD5 CD2
CD4 CDs5
TcR-CD3 CD4
TcR-CD3
HLA-DR
CD25

peripheral T-NHL

T-LGL leukemia

cytotoxic/ activated
suppressor cytotoxic/
T-lymphocyte suppressor
cD7 T-lymphocyte
cD2 CD7
CD5 CD2
CcD8 CD5
TcR-CD3 Cbhs
(CD16) TcR-CD3
(CD56) (CD16/CD56/CD57)
(CD57) HLA-DR

CD25

NK-LGL leukemia

O

NK-cell

CD7
(CD2)
(CD8)
CD16
CD56

(CD57)
(HLA-DR)




Evaluacion de células fagociticas

Fagocitosis
Estrés oxidativo
Resling . Stimulated with FMA
H HE
L L
.u" w' 1w 1w? et -1::!“ w!' 1w w? !

DHR 123 [Resting)

DHR 123 [Stimulated])

DHR/ DHE

a Host microbicidal factors

H*

l Cytoplasm
V- ATPese —

i Phagosome

1 pH -4.0-5.0

H*

NAD"H oxidase /

’(,.// (. o, 22 H,0, RISLT.
| '
HO\ Bacterium
wo| ™ A

/]n[ac( Oxidized

DNA ROS and
and —> damaged

NOC —» ONOO —»NO,* | protein DNA and

\ ( \ protein
.,\ \
S :
: \ Defensins
b
Citruline Arglmne Tﬁ G G

Proteases

HOCI

Metal transporters ‘
Fe*



Inmunofluorescencia

E R N _J
LR ]
-
Perilesional skin: bullous
dermatosis

Intercellilar Epiluminescence E :J[__ _ﬁj
b 3

fluorescence/BMZ Microscopy [ g[ g ]

FiGure 1: Direct immunofluorescence [ — J

Normal epidermis (human

Serum to be tested “TWW—F human
prepuce, monkey esophagus) e

s -1 5 man

Intercellular fluorescence/BMZ Epiluminescence microscopy

FiGURE 7: Indirect immunofluorescence




Figura 12.3: Patronss ds inmunofluorescancia en I3
datarminacidn de anticuarpos antinuciearas. (A) patrdn difuso;
[B) patrdn parifarico; (C) patrdn ruclsclar; (D) patrdn motsado.

Inmunofluorescencia

v’ Anticuerpos Antinucleares (IFl Hep-2)
v Anticuerpos Anti DNA

v Anticuerpos Antimitocondria

v’ Anticuerpos Antimusculo Liso

v Anticuerpos contra Polimgga‘ﬁuclear
Neutrofilo [ANCAS) _ i

v Anti-FTA

- -




Microscopia confocal

s Photomuttiplier

, F Pinhole

Laser

z-Control




Microscopia confocal

Aplicaciones!!! Confocal endomicroscopy
Kerry Dunbar and Marcia Canto

Current Opinion in Gastroenteroclogy 200
24:631-6837

Table 2 Comparison of reported performance characteristics in endomicroscopy studies

Sensitivity (%) Specificity (%) Accuracy (%)

CLE pattern classification for colorectal pathology [5] 97.4 98.4 99.2
Gl neoplasia-miniprobe GLE [4*] 93.1 92.1 92.4
Chremoendoscopy-guided CLE in UG [7**] 04.7 88.3 97.8
Chromoendoscopy-guided CLE in UG [8%] 94 92 -
CLE for DALM and ALM [9°*°] 100 96.6 a7
Chromoendoscopy-guided CLE for polyps [10] 97.4 98.3 99,1
CLE for distinguishing adenoma vs. hyperplastic polyps [11] 83 100 89
Confocal Barrett's esophagus classification [12] 92.3 98.4 97.4
CLE-guided EMR [13] 94 50 -
Esophageal squamous cell carcinoma [14*] 100 87 g5
Gastric pit pattern

Neoplasia Q0 99.4 97.1

Atrophy B83.6 90.6 97.5

Gastritis [15%°] 81.9 99.3 95.8
Confocal celiac eriteria [16] 70 95 80
Auorescent peptide for colon dysplasia—confocal miniprobe [17°°] 81 82

ALM, adenome-like masses; CLE, confocal laser endomicroscopy; DALM, dysplasia-associated lesional masses; EMR, endoscopic mucosal resection;
Gl, gastrointestinal; UC, ulcerative caolitis,

v Violeta de Cresilo

v' Acriflavina HCL






Inmunohistoquimica

Montaje de la muestra

v' Fijado e inclusion en parafina
v’ Cortado ultrafino
v' Montaje en laminas

Blogue

de \

Parafina

Inclusién
&n

Farafina
- - |
|
-

Cuchilla

Muestra —
& =
4 b
- “ *
Eloque listo ~ N
para cortar DESBASTADO Piramide truncada
- Portabloques
Blogque E
g2
1]
=]
[=]
Cuchilla-# a
m
v
=]
=%
n
Portaohjetos

Estufa
a 40 #C

Y o

Portaobjetos con cortes
estirados tras
evaporarse el agua




[ P 4 ®
lnmunOhISthtllIﬂICﬂ Immunohistochemical approaches to the diagnosis of
AP“‘GC‘OIIQS!'! undifferentiated malignant tumors
®
Annals of Diagnostic Pathology 12 (2008) 72 -84

? LeiomyosarcomadMTIFibramalosis/AFK I

Desmin/Muscle-specific actin/Alpha-Actin

Sarcomatoid carcinoma

Keratin &
Epithelial membrane
antigen (EMA)

Malignant PH5ST
ar neuraid
malignant melanoma

CD56/CD57

Technically
Inadaguate lImen

©

Malignant PNST .

D2-40/CD31/CD34/Thrombomodulin/FLI-1

Fibrosarcomal/AFXBFHIMT + Vascular sarcoma (or DFSFIGIST [CD34s oniy])

IMMUNOHISTOCHEMICAL DIAGNOSIS OF SPINDLE CELL
TUMORS OF THE SKIN & SOFT TISSUES

v 4
> :141




Inmunohistoquimica

Aplicaciones!!! Current Progress of Immunostains in Mohs Micrographic
Surgery: A Review
Lesion visible e
Epidermis d =
Detmis:{\/\/\/\ et P
\/\/‘\"\ AN
1.
Extraccion de la primera
e capa delgada de piel
R 7
\‘\-"'/’W N :\_-,W N ‘j,w
2. 3. 4, ’
Extraccion de otra capa Extraccion de otra capa Extraccion de la capa
delgada de piel delgada de piel

final con cancer




llllﬂl.lﬂOhiStoquimica Current Progress of Immunostains in Mohs Micrographic

Aplicaciones!!! Surgery: A Review
Dermatol Surg 2008:34:1621-1636

TABLE 1. Tumor Types Treated with Mohs Micrographic Surgery and Immunohistochemistry

Tumor Immunostain

Melanoma, lentigo maligna, lentigo Mel-5, human melanoma black-45, Melan-A/melanoma antigen
maligna melanoma recognized by T-cells, S100

Desmoplastic melanoma, spindle S100
cell melanoma

Basal cell carcinoma (+ ) stains =cytokeratins (AE1/AE3), Ki67, Ber-EP4, proliferating

cell nuclear antigen
(—) stains =desmogleins, CD34

Sguamous cell carcinoma (+ ) stains =cytokeratins (AE1/AE3)
(—) stains =desmogleins
Microcystic adnexal carcinoma (+ ) stains =CK1, AE1/AE3, CK18, EMA, CEA
(—) stain =CK20
Dermatofibrosarcoma protuberans (+ ) stain=CD34
(—) stains =factor Xllla, tenascin (negative at DEJ only), HMGAT,
HMGAZ, CD163
Mucinous carcinoma'™® Low molecular weight cytokeratin (Cam 5.2)
Extramammary Paget's disease CK7
Atypical fibroxanthoma (+ ) stain=CD10
(—) stain=S100, CD34
Malignant nodular (+ ) stains =estrogen receptor, cytokeratin, EMA, CEA
hidradenoma''”-"'¢ {—) stain = progesterone receptor
Sebaceous carcinoma (+ ) stains =AE1/AE3, Cam 5.2, p53, Ki67, EMA, BRST-1
(—) stains =p21, bel-2
Merkel cell carcinoma (+ ) stains =CK20, synaptophysin
(—) stains =thyroid transcription factor 1
Atypical cellular neurothekeoma''® {+ ) stains =nonspecific esterase, vimentin
(—) stain=S100
Syringomatous carcinoma’?® (+ ) stains =high- and low-molecular-weight cytokeratins, CEA
(—) stain =patchy S100
Trichilemmal carcinoma'’ (+ ) stains =CK 17, c-erb-B2
(—) stain=CK15
Embryonal rhabdomyosarcoma’?? Vimentin, S100, MyoD1
Granular cell tumor™3='2% S100
Infantile digital fibroma'?® Actin

EMA= epithelisl membrane entigen; CEA= carcinoembryonic antigen; HMG = high mobility group; DEJ =dermo-epidermel junction.

A



RCR (RPelymeraye Chain Reaction))

DNA blanco
;qu-u‘.h:‘*:‘-:‘-:"‘:‘:":A‘:‘*
desnaturalizacion por calor
" h;ylﬁ__\“,‘-_

_ En_friérr_\iento
Primers hibridizan al blanco

- - -~ - -
| \

\‘—" - |

-

M T
J! LA AU o

REPETICION Extension del primer
DELCICLO por la DNA pollil)'nerasa
TThTI. T r N r
T RN -
| 1| J Al [~ TN u“'"'" .;__p
Dos nuevos hibridos
DNA formados

-

Desarrollada en 1986 por Kary Mullis

Obtener un gran numero de copias de
un fragmento de ADN particular,
partiendo de una cantidad muy
pequena

Amplificar un fragmento de ADN o
ARN (RT-PCR)

Identificacion de:
v'Microorganismos
v'Personas (cadaveres)

Investigacion




PCR

¢Queé se necesita?

*Los 4 desoxirribonucleosidos-
trifosfatos [dNTP). 8 ® g E R TR |
* Dos cebadores o iniciadores E o M W g ' n N g ©
(primers), oligonucleotidos, cada uno es 9' m gadmg ®
complementario a una de las dos hebras
del ADN.

*lones: cloruro de magnesio (MgCi2),
manganeso (Mn2+), potasio.

* Una solucion tampoén (buffer) que
mantiene el pH adecuado para el
funcionamiento de el ADN polimerasa.

* ADN polimerasa o mezcla de distintas
polimerasas con temperatura optima
alrededor de 70 °C (Taq polimerasa)

« ADN molde, que contiene la region de
ADN que se va a amplificar.

 Termociclador



Pasos de la PCR

“+El proceso de PCR por lo
general consiste en una serie
de 20 a 35 cambios repetidos
de temperatura llamados
ciclos

s»Cada ciclo constade 3
pasos:
e Desnaturalizacion
* Alineacion
e Extension

Cycle 1

2
molecules

Cycle 2
yields

molecules

Cycle3
yiolds 8
molecules;

2 molecules
(in white boxes)
match target
sequence

ields
’ <

-~

<

S

-
Genomic DNA

) Denaturation:
Heat briefly
to separate DNA
strands

@ Annealing:
Cool to allow
primers to form
hydrogen bond
with ends of
target sequence

€) Extension:
DNA polymerase
adds nucleotides to
the 3" end of each
primer

2

Target
sequence




PCR

“*Visualizacion de la reaccion
 Electroforesis en geles de
agarosa

+Tipos de PCR:

* PCR anidada

* PCR in situ

* PCR multiplex

* PCR con transcripcion
inversa (RT-PCR)
*PCR en tiempo real o
cuantitativo (qPCR)




RPCR en tiempo Real

3 ﬂLa amplificacion y deteccion se
s producen de manera simultanea
=B »La deteccion por fluorescencia
- permite medir durante Ia
amplificacion la cantidad de ADN
sintetizado en cada momento.
»Los termocicladores para llevar a
cabo la PCR a tiempo real
incorporan un lector de
fluorescencia y estan disenados
para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida
en cada uno de los viales donde se

realice la amplificacion. /




PCR en tiempo Readal

TAQGMAN® PROBE-BASED ASSAY CHEMISTRY

1. Polymerization: & fluorescent reporter IR} dye and 2 quancher
[} are attached to the &' and 3° ends of a TagMan® probe,
respactively.

. FORWERD FRIMER Q PRUEE Q,.

3 5
5 3
g
REVEREEFAIMER
2. Strand displacement: When the probe is intact, the reporter

dye emission is quanched.
. o,
Ey &
¥ 3
g

3. Cleawage: During 2ach extension cycle, the DMA polymerazs
cleaves the reporter dye from the probe.

Ay | &
. .o,
3 g
- El

4, Polymerization completed: Once ssparated from the quencher,

the reporter dye emits its characteristic fluorescence.

)

5
kY L
g EL

H

SYBR* GREEN | DYE ASSAY CHEMISTRY

1. Reaction setup: The SYBA* Green | Dys flucresces when bound
0 double-strarded DMNA.

I sl sl

- 9 9 9 9

2. Denaturation: When the DNA is denatured, the SYER® Gresn |
Ciye is released and the flusrescence is drastically reduced.

2. Polymerization: During extension, primers anneal and PCA
product is generated.

I
_._
—_—

4. Polymerization completed: When polymerization is complats,
SYBR" Green | Dye birds to the double-stranded product,
resulting in 8 netincrease in fluorescence detected by the
TR00OHT systam.
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PCR en tiempo real

Ventajas

/ ‘*Mayor precision, exactitud y
sensibilidad

*Permite hacer detecciones multiples
*No requiere procesamiento post-PCR.
“»Evita la contaminacion

“*Mayor rapidez en la obtencion de
los resultados

<*Cuantificacion del contenido del
material genético (ADN, ARN) /

A/
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PCR en tiempo real

Utilidad

/*toldentificacién de
microorganismos

+*Cuantificacion

+*Monitoreo de resistencia a
tto.

+Expresion de genes

/

y 4



*Un chip de ADN (DNA
microarray) es una superficie
solida a la cual se une una
coleccion de fragmentos de ADN
*Los chips de ADN se usan para
analizar la expresion diferencial
de genes.

*Se mide el nivel

de hibridacion entre la sonda
especifica (probe), y la molécula
diana (farget), indicandose
generalmente

mediante fluorescencia y
analizandose por analisis de
imagen, lo cual nos indicara el
nivel de expresion del gen

V4

Control Cell Experimental Cell

Microarray e e 3 e 7 ™~ mRNA
preparation 0 y i D— extracted
- from cell

Reverse transcription,
fluorescently labeled
with Cy3 (Green)
and Cy5 (Red)

\ ) 4

Combine equal amount and
hybridize onto microarray
i i 2 2
| ; 2

¢DNA microarray

—

http://www.columbia;édu/~b08/undergraduate_research/projects/sahiI_mehta_project/work.htm
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v'"Monitorizacion de la
expresion génica

(6210%) 19d [ewaoN

v'Diagnostico molecular y
prognosis de
enfermedades

v'Deteccion de
mutaciones y
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polimorfismos | 4

v'Deteccion de agentes
infecciosos

v’ Farmacogenoémica.
Boal Medicina personalizada

Stem cell+
Myeloid/Plt

NK cell

k Other
Isotype control

v'Toxicologia de farmacos

Mabthera

Analytica Chimica Acta. 2007, 601: 26

http://www.cecalc.ula.ve/bioinformatica/BIOTUTOR/Microarrays.pdf



