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ESQUEMA GENERAL DE LA EXPRESION
DE UN GEN

Para comprender bien los fundamentos de los mé-
todos de estudio de la expresion génica, como son el
Northern blot, el ensayo de proteccion de RNAsasy
la estrategia RT-PCR, creemos necesario recordar el
proceso de la expresion génica (fig. 1). Pueden en-
contrarse revisiones bien detalladas sobre esto en
ofras fuentes especializadas -2,

La actividad de un gen comienza con la transcrip-
cién, proceso que consiste en la sintesis de una mo-
Iécula de RNA mediante el copiado de una porcidon
de una de las hebras del DNA (una unidad de frans-
cripcién) que se extiende desde una secuencia géni-
ca denominada promotor hasta el terminador. La re-
accién es catalirada por una RNA polimerasa y
comprende eventos complejos, adn no bien conoci-
dos, de desenrollamiento del DNA, reconocimiento
de secuencias consenso del promotor, presencia de
factores proteicos de transcripcion 3, etc. El primer
producto de la transcripcién es un transcrito prima-
rio, una molécula que rdpidamente comienza a ser
procesada por las ribonucleasas (RNAsas) nucleares.

Uno de los primeros eventos del procesamiento
ocurre en la regién 3' del transcrito y consiste en un
corte especifico realizado por una endoRNAsa vy la
adicién en ese lugar de una secuencia de poli-ade-
nosina (extremo poli-A) catdlizada por la pali-A-pali-
merasa utilizando ATP como sustrato. Aungque no to-
das, la mayoria de las moléculas de RNA que dardn
lugar a una proteina llevan en su extremo 3' esa cola
poli-A, cuya longitud oscila entre 50 y 200 nucledti-
dos. Al parecer, su funcién primordial es aumentar la
estabilidad del RNA en el citoplasma 28 ;pero, al
margen de su funcidn bioldgica, la presencia de este
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Fig. 1.-Flujo de informacion de DNA a RNA y proteina para un
hipotético gen con .3 exones.

segmento poli-A es crucial para la clonacion de ge-
nes® yserd también de gran utilidad para el procedi-
miento RT-PCR.

La secuencia de bases de un gen y los aminodci-
dos del producto génico no son colineales, sino que
los genes poseen secuencias intfermedias de DNA no
traducibles a proteina, los intrones, que representan
como promedio el 75 % de la longitud del gen. Asi
pues, el transcrito primario es procesado de un modo
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extraordinariamente preciso mediante cortes y em-
palmes que eliminan las secuencias correspondientes
a los intrones: proceso de «splicing» # La reaccién es
catalizada por endoRNAsas que localizan secuencias
especificas, y el resultado es el RNA mensajero
(mRNA) maduro, que unicamente contiene los exo-
nes. Como veremos, para el estudio de la expresion
mediante el procedimiento RT-PCR es importante co-
nocer, si es posible, la secuencia nucleotidica com-
pleta del gen, o por lo menos disponer de una infor-
macion minima en lo que se refiere a la localizacion
y tamanos aproximados de exones e intrones.

El mMRNA maduro es sustancialmente mas largo de
lo necesario para codificar solamente su proteina. Un
mRNA de tamafio medio tiene aproximadamente
1.000 - 2.000 bases de largo y existen en él dos ftra-
mos no traducibles a proteina o UTR («untranslated
regiony):

a) 5 UTR o region «leader», generalmente corta
(< 100 bases).

b) 3 UTR o region «trailer», por lo general bastan-
te larga (incluso de 1.000-2.000 bases en algunos
mensajeros de gran tamano).

Este ultimo tramo no traducible es digno de tener
en cuenta en el método RT-PCR y conviene conocer
su tamafio, y a ser posible su secuencia, en el gen
cuya expresion queremos estudiar. Finalmente, una
vez que el mMRNA maduro pasa al citoplasma tiene
lugar la sintesis proteica, un proceso muy complejo,
con multitud de eventos, en el que participan los tres
tipos de RNA celulares (tRNA, rRNA, mRNA), varias
proteinas estructurales (ribosémicas) y factores pro-
teicos de traduccién .

Es obvio que la expresidon génica no es necesaria-
mente un proceso automatico una vez se ha iniciado,
sino que existen unos niveles de control intermedios
que van desde la activacion de la estructura del gen
(p. €j., por la respuesta generada por una accién hor-
monal) hasta los procesos postraduccionales (como
la eliminacion de secuencias peptidicas pre y pro por
accién de proteasas, o la regulacion de la glicosila-
cién en las proteinas que lo requieren) %> No en todos
los genes se controla su expresion mediante cada
uno de los niveles potenciales de control, sino que
para cada gen existe un conjunto particular de even-
tos que controlan la expresion.

ESTUDIO DE LA EXPRESION CENICA

Estrictamente, el término expresion génica abarca
desde la activacion del gen hasta que la proteina ma-
dura se ha localizado en el lugar adecuado y realiza
su funcion, de tal manera que dicha proteina contri-
buye a la expresion del fenotipo celular. Este hecho
puede ser abordado por técnicas de analisis de pro-
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teinas («binding» molecular, RIA, ELISA, western
blot, inmunohistoquimica). Ademas, si la proteina es
un enzima se puede estudiar su grado de expresion
titulando su actividad enzimatica.

Sin embargo, es un hecho generalmente aceptado
que la abundancia de un mRNA y el nimero de mo-
léculas por célula de ese transcrito se correlaciona
con el nivel de sintesis de la proteina correspondien-
te. Por esta razén, en la practica, el grado de expre-
sion de un gen puede ser estudiado con gran aproxi-
maciéon mediante deteccion y/o cuantificacion de los
mANAs funcionales del citoplasma, y los métodos de
estudio utilizados (Northern blot, proteccion de
RNAsa, RT-PCR e hibridacién in situ) se basan en su
capacidad para detectar mRNAs especificos y no
productos proteicos.

Como ya se ha dicho, existen diferentes niveles de
control de la expresién. Al parecer, la expresion géni-
ca especifica de tejido y la expresion regulada duran-
te el desarrollo estan sometidas en gran parte a con-
trol transcripcional 3 pero existen muchos genes,
sobre todo los que codifican productos que son utili-
zados y degradados muy rapidamente, en los que pre-
dominan los procesos postranscripcionales de control
8 por ejemplo, alteracion de la vida media de los
mRNAs por un cambio en su tasa de degradacion. Es
decir, la concentracion de mRNAs funcionales dispo-
nibles para traducciéon a proteina depende no solo de
la tasa de sintesis de mMRNA, sino también de la esta-
bilidad relativa del mRNA una vez en el citoplasma.
Cuando se detecta un incremento o reduccién del ni-
vel de un mRNA en el estado estacionario en respues-
ta a un estimulo particular, se puede precisar si esto
ocurre por mecanismos transcripcionales. Este estudio
se hace habitualmente mediante el ensayo de «run-
olf» nuclear, en el que, aislando primero los nucleos y
suministrando nucleétidos radiactivos como precurso-
res del RNA recién transcrito, se detectan y cuantifi-
can los mRNAs de interés sintetizados durante un pe-
riodo de tiempo controlado °. Esto da un indice
directo de la tasa de transcripcion del gen, y si el en-
sayo no muestra cambios en la transcripciéon del men-
saje, la variacién en su nivel se atribuye usualmente a
cambios en la estabilidad del mRNA.

Finalmente, la hibridacion in situ es otra poderosa
herramienta para detectar transcritos que, a diferen-
cia del Northern blot, permite localizar el mMRNA en
areas de tejido y determinar también la cantidad rela-
tiva del mensajero in situ.

EXTRACCION DEL RNA CELULAR

La posibilidad de aislar RNA lo mas intacto posible
es esencial tanto para el clonado de genes como para



el andlisis de la expresidn génica. El éxito de cual-
quier extraccién de RNA es totalmente dependiente
de la eliminacién de toda posible contaminacion de
ribonucleasas (RNAsas) que degradan el RNA duran-
te y después de la extraccién, provocando bajos ren-
dimientos de RNA de longitud completa.

Las ribonucleasas son enzimas muy resistentes y
de gran actividad catalitica '°: a) son marcadamente
resistentes al calor, manteniendo incluso una consi-
derable actividad fras un ligero calentamiento; b) son
activas dentro de un amplio rango de pH; c) usual-
mente no requieren cofactores para su actividad;
¢) algunas, como las RNAsas pancredticas, se renatu-
raliran facilmente después de un fratamiento con
agentfes desnaturalizantes (p. €j., ureq).

El contenido de RNAsas enddgenas varia con el te-
jido que se estudia: pancreas y bazo son tejidos con
muy altos contenidos de RNasas, mientras que rifidn,
higado e intestino fienen niveles menores, aunque no
despreciables. Un problema adicional es que el con-
tenido de MRNA en cualquier tejido es muy bajo:
una célula tipica de mamifero contiene aproximada-
mente 10-° ug de RNA total, del que tan sélo 1-5%
corresponde a mMRNA !, De ese mRNA, aproximada-
mente el 50 % lo constituyen clases de mensajeros
presentes en un nUmero de copias < 10 por célula .
Por esta razén, una pequeina contaminacién de
RNasas, tanto enddgena (del propio tejido) como
exdgena (del material utilizado, soluciones, manos,
polvo, efc.), puede suponer un problema serio, por lo
cual se deben tomar algunas precauciones.

Precauciones y metodologia general

A diferencia del DNA, el RNA es muy inestable
una vez obtenido el tejido, por la presencia de las
RNasas celulares. Por ello resulta critica la congelo-
cién del tejido o su répida homogeneizacién en la
solucién desnaturalizante. Una fuente potencialmen-
te grande de contaminacién con RNasas son las ma-
nos del investigador por las células epidérmicas que
se liberan continuamente. Es por ello obligado el uso
de guantes tanto al redlizar la extraccién como al
preparar las soluciones. De fundamental importancia
para una extraccién de RNA intacto con éxito es la
ejecuciéon de todas las fases tan rdpidamente como
sea posible, ya que esto elimina riesgos de contami-
naciéon. Los recipientes a utilizar deben ser de pldsti-
co y estériles, y si se quiere trabajar con recipientes
de cristal es necesario calentarlos a 250° C durante
24 horas o mds (ni siquiera el autoclavado nos garan-
tiza la inactivacion de ribonucleasas) 1017,

Hay que trabajar, ademds, con soluciones libres de
RNasas contaminantes, y esto se consigue tratdndolas

ANALISIS DEL RNA

previamente con DEPC. El DEPC (diefil pirocarbona-

to) es un agente alquilante que reacciona covalente-

mente y de modo inespecifico con las proteinas, pero
es muy reactivo con los sitios activos de las RNasas,
inactivindolas muy eficaz, aungue no absolutamen-
te. El DEPC sobrante puede reaccionar con el RNA y
es preciso eliminarlo autoclavando las soluciones an-
tes de utilizarlas; asi, el DEPC se descompone en eta-
nol y CO2 que son voldtiles.

Una via para eliminar la degradacién de RNA du-
rante la extraccién es desnaturalizar todas las protei-
nas celulares, incluyendo las RNasas. Se utilizan po-
tentes agentes caotropicos, como las sales de
guanidio. Desde hace tiempo '?>se sabe que las
proteinas se desnaturalizan y, por tanto, pierden su
actividad a concentraciones 4M de cloruro de guani-
dio, en contraste con la estructura secundaria de los
acidos nucleicos, que casi no se ve afectada. La efi-
cacia del tiocianato de guanidio (GTC) es aun mayor
y su uso es practicamente universal en todos los mé-
todos de extraccion de RNA 0111314 Como ejemplo
de su efectividad baste decir que la vida media de la
RNasa A pancredtica es de 3 minutos en 8M urea y
de sélo unos 5 segundos en tiocianato de guanidio
4M™®. La solucion en que el tejido debe ser homoge-
neizado debe tener 4M GTC, ademas de detergentes
(como el SDS o el sarcosil) que ayudan a romper
membranas celulares y desnaturalizar proteinas, y
agentes reductores (como el 2-mercapto-etanol) que
contribuyen también a la desnaturalizacion proteica
mediante la rotura de puentes disulfuro (tipicos de las
RNasas).

Tras el homogeneizado del tejido y la desproteini-
zacion del RNA con agentes desnaturalizantes hay
que aislar fisicamente el RNA del resto de compo-
nentes celulares. Existen dos procedimientos fundo-
mentales para realizar esta separacion:

1. Ultracentrifugacion en gradiente de densidad:
basada en la mayor densidad del RNA respecto al
resto de los componentes celulares.

2. Extraccion fendlica: basada en la propiedad de
los acidos nucleicos de ser mas solubles en solucio-
nes acuosas que en solventes organicos.

Separacion del RNA mediante ultracentrifugacion

En este método las células son lisadas mediante un
triturador de aspas o de émbolo en una solucién que
contiene 4M CTC. El RNA es entonces sedimentado
centrifugando a alta velocidad en un gradiente de
cloruro de cesio (CICs). La densidad del RNA (> 1,8
g/ml) es mayor que la del resto de componentes celu-
lares y mayor también que la del CICs 5,7 M (1 ,1-1,2
g/ml). El resultado es que durante la sedimentacion
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Fig. 2.-Separacion fisica del RNA del resto de los componentes
celulares: A) Resultado de la ultracentrifugacion del homogenei-
zado en un colchoén de CICs. B) Resultado de la fenolizacion del
homogeneizado en el método de extraccion fendlica.

los distintos componentes celulares van quedando a
distintas alfuras en el tubo, mienfras que el RNA for-
ma un pellet en el fondo (fig. 2A). El fluido sobrena-
dante es luego cuidadosamente retirado con una pi-
peta Pasteur y el RNA es purificado posteriormente
mediante precipitacién con etanol y centrifugacion.

Es importante en este método homogeneizar bien
el tejido porque esto rompe el DNA nuclear y evita
la formacién de una red impenetrable de DNA en el
colchén de CICs que podria bloguear la sedimenta-
cion del RNA hacia el fondo del tubo de centrifuga.
Con este fin también se suele utilizar una jeringa con
una aguja fina para hacer pasar el homogeneizado.

En la tabla | se muestra una variante del conocido
método de Chirgwin y cols. ¥ pero otras variantes
son iguaimente vdlidas 7',

Tabla I. Protocolo resumido del método de
extraccidn de RNA por ultracentrifugacion
en gradiente de CICs (modificado de 9).

1. Homogeneizar el tejido en CTC, Tris-CIH, 2-ME.

2. Anadir sarcosil y centrifugar a 5.000 g, 10 min.

3. Hacer pasar el sobrenadante por una jeringa.

4. Colocarlo en un colchén de CICs y centrifugar a 30.000 g, 15 h.

5. Lavar el pellet con etanol y resuspender en Tris-EDTA.

6. Precipitar con etanol y centrifugar.

7. Lavar de nuevo con etanol y resuspender en agua tratada con
DEPC.
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Este método de extracciéon de RNA presenta varias
ventagjas:

a) Requiere muy pocas manipulaciones, lo cual
elimina el riesgo de contaminaciones esporddicas
con RNasas y requiere poco tiempo.

b) Proporciona RNAs muy poco degradados a par-
tir de muchas fuentes y es el método de eleccién pa-
ra tejidos con altos niveles de RNasa enddgena
(o. €j.: pdncreas).

c) El rendimiento es bueno (unos 200 ug RNA a
partir de 108 células), y la pureza en MRNA es bas-
tante alta porque pequenos RNAs (tRNA 'y rRNA 5S)
tienen menor densidad y no sedimentan con él.
También la contaminaciéon con DNA es minima.

Sin embargo, el hecho de que se requiera una cen-
trifuga a alta velocidad limita el nUmero de muestras
que pueden prepararse al mismo tiempo. Este méto-
do es preferido para elaboracién de genotecas de
cDNA en las que se requiere RNA de alta pureza e
integridad.

Separacion del RNA mediante extraccion fendlica

Probablemente los métodos mds comunes para ex-
traccién de dcidos nucleicos son los que utilizan fe-
nol 10, El principio bdsico de la extracciéon fendlica es
la desproteinizacion del homogeneizado celular (so-
lucidn acuosa que contiene los dcidos nucleicos) y la
eliminacion de los componentes no hidrosolubles
mediante una separacién de fases con distinta solubi-
lidad.

En primer lugar, se efectla la homogeneizacion
del tejdo mediante el procedimiento mds convenien-
te (con triturador de aspas, de émbolo o, si el volu-
men de tejido es pequeno, mediante ultrasonidos). Se
anade un volumen de fenol y, fras una intensa agita-
cién, se centrifuga la mezcla, dando como resultado
la separacion de dos fases (fig. 2B): a) una fase infe-
rior orgénica (fendlica) que contiene lipidos, protei-
nas y fragmentos subcelulares varios, y b) una fase
superior acuosa (menos densa) que confiene polisa-
cdridos, dcidos nucleicos y ofras pequeias moléculas
hidrosolubles, quedando la mayor parte de las protei-
nas en la inferfase debido a su contenido en amino-
dcidos hidrofébicos e hidrofilicos. En esta separa-
cion, el fenol suele usarse en combinacién con
cloroformo para aumentar la eficiencia de la extrac-
cion: la alta densidad del cloroformo y su capacidad
para disolver lipidos y proteinas proporciona fases
acuosas menos contaminadas. También es importan-
te acidificar ligeramente el buffer de homogeneizado:
a un pH 5-6, el DNA es selectivamente retenido en
la fase orgdnica vy la interfase, dejando el RNA en la
fase acuosa. Transferida la fase acuosa a un tubo
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nuevo, las etapas siguientes estdn destinadas a purifi-
car cada vez mds el RNA mediante precipitaciones a
baja temperatura con alcoholes (como etanol e iso-
propanol) y centrifugaciones secuenciales, produ-
ciendo un «pellety cada vez mds libre de contami-
nantes (polisacdridos, sales, etc).

Varios son los métodos de extracciéon fendlica de
RNA desarrollados desde los anos 60, pero en la ac-
tualidad el método de fenol caliente de Feramisco 'y
el de fenol-cloroformo de Chomczynski '# (tabla )
son quizds los mds extendidos. Ambos métodos tie-
nen rendimiento y pureza de RNA similares (aunque
menores que en el método con ultracentrifuga). Con
ambos pueden manipularse muchas muestras simul-
tdneamente; sin embargo, el método de Chomc-
zynski tiene la ventaja de ser mds rdpido que el de
fenol caliente y, al tener menos etapas de manipula-
cién, la posibilidad de degradacién es menor, por lo
que suele considerarse como el método de eleccion.

Tabla Il. Protocolo resumido del método de
extraccion de RNA con fenolcloroformo
(modificado de 14).

1. Homogeneizar el tejido en soluciéon D (GTC, citrato, sarcosil y
2-ME).

2. Anadir acetato sodico, fenol y cloroformo. Agitar.

3. Centrifugar y recoger la fase acuosa.

4. «Pelletear» con isopropanol 2 veces.

5. Lavar con etanol.

6. Resuspender el RNA en agua tratada con DEPC.

ANALISIS DEL RNA

Ademds, ha probado ser particularmente Util para
aislar RNA de muestras tan pequenas como suspen-
siones de 10¢ células o 3 mg de tejido.

Una vez extraido el RNA del tejido, células aisla-
das o en cultivo, pasamos a describir los distintos
métodos de deteccidn de los mMRNAs especificos.

NORTHERN BLOT

El «northern bloty es el método mds usado para el
estudio de la expresion génica. Para realizar un
northern blot, una vez exiraido el RNA, debe ser
fraccionado en funcién de sus tamaios en gel desna-
turalizante de agarosa, transferido a un filiro de ni-
frocelulosa y sondado.

El gel de agarosa/formaldehido

El gel de agarosa/formaldehido es un sistema sen-
cillo de electroforesis desnaturalizante que permite,
con buena resolucion, la separacion por tamanos del
RNA de cadena simple. Para proteger las muestras de
las RNasas debemos mantener el material para su
realizacién en agua con DEPC al 1 % durante unas
horas; esto incluye el aparato de electroforesis hori-
zontal, peines y material auxiliar. Dada la toxicidad
del DEPC vy del formaldehido, es conveniente realizar
el proceso en campana de seguridad de gases.

Se cargan enfre 5 y 20 microgramos de RNA por
pocillo, a los que previamente se les ha anadido el
tampdn de carga con formamida, formaldehido, bro-
muro de etidio, colorante para seguir la electrofore-
sis y glicerol o sacarosa que aumente la viscosidad
de la muestra y evite su difusién en el tampdn de
electroforesis. Antes de cargar la muestra debe ser
calentada (hervida un minuto, por ejemplo) para se-
parar las distintas hebras de RNA que aleatoriamente
pudieran haber hibridado parcialmente entre si. El
gel se «corren a bajo voltaje (unos 40-50 voltios) du-
rante las horas que sea necesario y que, obviamente,
dependen del tamano del gel. Un procedimiento al-
ternativo usa concentraciones mds bajas de formal-
dehido vy la electroforesis se lleva a cabo en menos
de dos horas.

Transferencia del RNA al filtro de nitrocelulosa

Una vez obtenido el gel, se enjuaga con solucion
salina SSC 10X, para eliminar el formaldehido, y a
continuacién se coloca el sistema de transferencia
como aparece en la figura 3, empapando previaomen-
te papel Whatman 3MM en la solucidon anteriormen-
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Fig. 3.-Montaje para la transferencia de RNA (Northern blotj
mediante capilaridad.

fe dicha ufilizado y humedeciendo con agua la nifro-
celulosa. El dispositivo de la figura 3 debe dejarse
montado durante 12 horas a temperatura ambiente.
La fransferencia se lleva a cabo por capilaridad.
Transcurrido este periodo, desmontamos el sistema,
lavamos el filtro y, para fijar el RNA a éste, lo coloca-
mos entre varias hojas de papel Whatman 3MM, lo
envolvemos en papel de aluminio y lo secamos en
hormo a 80° C durante 2 horas.

Cuando miramos la nitrocelulosa con luz UV vere-
mos en las carreras de RNA dos manchas mds gran-
des; son los rRNA de 18 y 28s, que debemos marcar
en el filtro para tener como referencias del tamano
de los mensajes. El rRNA 18s tiene 2,0 kb y el rRNA
28s 51 kb. Una vez que hemos tratado el filiro con
alguna solucién de prehibridacion o hibridacion, es-
tas manchas desaparecen; por ello es importante
marcar estas referencias en este momento.

Hibridacion con la sonda, lavados del blot
y autorradiografia

Una vez tratado el filtro con la solucién de prehibri-
dacion, se incuba con la sonda marcada radiactiva-
mente por cualquiera de los métodos conocidos 15
no habiendo diferencias esenciales enfre los procedi-
mientos de hibridacién de northern y southern.

Los lavados del filtro después de la hibridacion se
realizan en SSCPE y 0,1 % SDS, variando la fempero-
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tura y fuerza iénica (SSCPE) segun el grado de homo-
logia de la sonda con el RNA de la muestra. Como
referencia, cuando el DNA de |la sonda es de la mis-
ma especie (sonda humana, RNA humano), podemos
lavar 2 horas a 65° C, 0,1X SSCPE, O,1 % SDS, vy
cuando son de especies diferentes (rata y humana,
por ejemplo) 55° C y entre 0,2 y 0,5X SSCPE pueden
considerarse como variaciones correctas.

Una vez lavado el filiro, se deja secar entre papel
Whatman y se coloca para la autorradiografia. La ex-
posicién varia de horas a dias, dependiendo de la ca-
lidad de la sonda y cantfidad del mensaje buscado.

Interpretacion de un northern blot

Con el northern blot podemos saber si un gen se ex-
presa o no, cudntos mensajes tiene (especies de
MRNA), qué tamano tiene cada especie y con qué in-
fensidad se expresa (abundancia de mRNA). Estas res-
puestas se obtienen para cada tejido del que hemos
colocado RNA, que puede ser a su vez muestra de di-
versas etapas del desarrollo (fig. 4). En el caso de la
(Na,K)-ATPasa, la diversidad en la expresion de las
isoformas en los distintos tejidos y distintas etapas del
desarrollo nos sugiere que la subunidad alfa de esta
proteina pudiera tener diversas formas de actuacion y
estar sometida a distintos sistemas de regulacién segun
las necesidades durante el desarrollo o de acuerdo con
la fisiologia particular de un determinado érgano.

ENSAYO DE PROTECCION DE RNASA (RPA)

Entre los métodos de andlisis de RNA existen dos
técnicas basadas en reacciones de hibridacién en so-
lucién: el ensayo de la nucleasa S1y el ensayo de
proteccién de RNasa (RPA). Dado que los fundamen-
tos de ambos procedimientos fienen muchos puntos
en comun, describiremos la técnica mdas usada, el
RPA, y finalmente se hard un comentario breve acer-
ca del ensayo con nucleasa S1

El RPA se basa en dos principios (fig. 5): 1) la ob-
tencion de sondas de RNA complementario (CRNA,
anti-sense), mediante reacciones de transcripcién in
vitro; 2) las ribonucleasas A y Tl digieren RNA mo-
nocadena, pero no duplexes de RNA. Por tanto, si
una sonda de cRNA es hibridada en solucién con el
MRNA a analizar y posteriormente se digiere la mez-
cla con RNasas A y/o T, las moléculas de la sonda
que hayan formado hibridos quedardn «protegidasy
de la digestién con RNascs. Si la hibridacién se llevd
a cabo en exceso molar de sonda, el nimero de mo-
léculas de cRNA protegidas serd un fiel reflejo del
numero de moléculas de MRNA, por lo que el RPA
es un test cuantitativo de andlisis de RNA.
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Fig. 4.-Northern blot de las isoformas alfa-l, alfa-2 y alfa-3 de esta
subunidad de la (Na,K)-A TPasa de rata en cerebro, corazon, rinon
e higado yen tres etapas de desarrollo: fetal, neonatal y adulta £n
la parte superior de la figura observamos la lectura de los tejidos y
etapas del desarrollo; en el margen izquierdo, los marcadores 28s
y 18s, que nos servirdn de referencia para el tamaiio, yen el mar-
gen derecho, la isoforma a que correponden los datos obtenidos

(alfa-l, alfa-2 y alfa-3). La isoforma alfa-1 presenta una Unica espe-
cie de mensaje, de 4,5 kb, la alfa-2 tiene dos mensajes, uno de
4,3 kb y ofro de 6 kb y la alfa-3 uno de 4,5 kb. El cerebro del feto

parece que sélo expresa la alfa-1, el neonato y el adulto expresan
las tres isoformas, aunque con mayor intensidad, la predominante,
es la alfa-2. En el corazén fetal se expresa la dlfa-l y, ligeramente,

la alfa-2; el del neonato, sélo la alfa-l, y el adulto, alfa-ly alfa-i.

El rifdn del feto expresa las isoformas 1y 2 de la subunidad alfa-
de la (Na,K)-ATPasa, el del recién nacido la 1y la 3 y el del adul-
to, las tres isoformas, aunque la forma predominantemente renal

es la alfa-l. Los niveles de expresion hepaticos so” muy bajos; so-

lo el higado del neonato expresa las tres isoformas; el del adulto
solo la alfa-3.

Un elemento clave en la redlizacién del RPA con-
siste en generar sondas de cRNA marcadas a alta ac-
tividad especifica. Para ello, el cDNA de interés ha
de ser clonado en un vector de expresion (PGEM,
pBluescript, pPET, etc.) en orientacién anti-sense con
respecto al promotor de la RNA polimerasa. Este
pldsmido es posteriormente linearizado mediante di-
gestiébn con enzima de restriccién cuya diana se lo-
calice a unas 100-500 bp desde el promotor (cortan-
do bien dentro del cDNA o distal a él, en el vector).
De este modo aseguramos que las moléculas de RNA
generadas mediante tfranscripcién in vitro usando el
pldsmido linearizado como molde tengan una longi-
tud homogénea. Las condiciones para la transcrip-

fig. 5.-Esquema de RPA. las muestras son hibridadas en solucién
con la sonda de cRNA (marcada -*-, con cola de pldsmido-), de
modo que es protegida en la porcién complementaria al mMRNA
por aquella muestras que contengan el franscrito de interés. Tras
digestién con RNasa, la electroforesis en acrilamida revela una
banda de tamaiio algo inferior al cRNA sin tratar con RNasa sélo
si existe mMRNA especifico en la muestra. Las calles reflejan, de
izquierda a derecha: 1) control con cRNA pero sin RNasa; 2)
muesfra con mRNA complementario ala sonda; 3) control con
IRNA en lugar de mRNA; 4) control sin muestra.

cion in vitro fueron optimiradas por el grupo de
Maniatis '¢ haciendo uso de RNA polimerasa de bac-
teriéfago previamente purificada por otros 7. En la
actualidad disponemos comercialmente de RNA po-
limerasas de distintos bacteridfagos (SP6, 17 y T3)
que presentan una alta especificidad por sus respecti-
vas secuencias promotoras. Este hecho facilita el que
a partir de un mismo pldsmido, en el que el cDNA
esté clonado entre los promotores de SP6 y 17 (figu-
ra 6), por ejemplo, sea posible generar in vitro tanto
cRNA (sonda complementaria al mRNA) como
MRNA en si, dependiendo de que utilicemos la RNA
polimerasa, cuyo promotor estd «anti-sensey o «sen-
sen, respectivamente, en relaciéon al cDNA.

Una vez preparada la sonda de cRNA, de longitud
homogénea, se procede a hibridarla en fase liquida,
con soluciones del RNA fisular somefido a estudio
(tabla 1l). Como control negativo se suele utilizar
tRNA de levadura. El fundamento de la técnica RPA
reside en que las RNasas A y Tl digieren solamente
RNA monocadena, mientras que en los hibridos
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Fig. 6.-Esquema de la sintesis de cRNA mediante transcripcion in vitro (izquierda). Dependiendo del promotor usado en la transcripcion,
se puede sintetizar bien cRNA (anti-sense) o mRNA (sense); en el ejemplo ilustrado a la derecha, el promotor T7 genera RNA anti-sense,

mientras que el SP6 genera RNA sense

MRNA-cRNA la sonda de cRNA queda protegida de
la digestién enrimdtica. Generalmente, las sondas de

Tabla Ill. Protocolo de RPA (modificado de 9).

1. Preparar sonda de cRNA marcada con & mediante transcrip-
cién in vitro, ver «analisis del DNA 1»).

2. Digerir el cDNA, usado como molde en la transcripcion in vi-
ro, con DNasa libre de RNasa.

3. Extraccion fendlica y precipitacion con etanol en presencia de
acetato amonico. Resuspender pellet en pequefio volumen de
H-0 (50 pl, tratado con DEPC) y repetir la precipitacion.
Resuspender en 50 ply contar 1ul en contador de centelleo.

4. Precipitar 10 ug RNA motivo de estudio. En un tubo control,
precipitar una cantidad similar de tRNA.

5. Resuspender pellets de RNA en 30 ul solucién de hibridacion
(80 % Formamida, 40 mM PIPES pH 6,4,400 mM NaCl,
1 mM EDTA) que contenga un total de 0,5 10 cpm de sonda.

6. Desnaturalizara 85 °C durante 5 minutos.

7. Hibridar a 45 °C durante toda la noche. La temperatura de hi-
bridacién 6ptima puede variar segun temperatura de la sonda.

8. Afadir 350 pl de mezcla con RNasa (10 mM Tris HCI, pH 7,5,
300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 40 pg/ml RNasa A, 2 ug/mi
RNasa T:-opcional-) e incubara 70 °C durante 30-60 minutos.

9. Anadir 20 ul de 10 % SDS y 5 pl de 10 mg/ml proteinasa K.

Incubara 37 °C durante 15 minutos.
. Extraccion fendlica y precipitacién con etanol en presencia de
10 ug detRNA (carrier).

. Resuspender pellets en solucién de carga de RNA (con 80 %

formamida) y someter a electroforesis en gel de acrilamida-

urea.

Autorradiografia y cuantificacion (densitometria o contaje de

bandas).

* Alternativamente a la elertroforesis se puede resuspender el pellet (punto
11} en HOYy colocar alicuotas en filtros GF/c, que se someten a contaje
previo lavado con soluciones de tricloroacético, para eliminar los nucle6-
tidos no incorporados y productos de digestiéon de la sonda.

12.
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CcRNA producidas in vitro incluyen una pequena cola
de secuencia que no es propia del inserto (CDNA de
interés) sino del vector de expresion (distancia entre
el inicio de transcripcion y la diana de restriccion
donde el cDNA fue clonado). Este hecho anade un
ventajoso conftrol. interno al ensayo: si la digestiéon
con RNasas procedid normalmente, la sonda de
CcRNA debe disminuir ligeramente de tfamano, ya que
sélo las secuencias complementarias a MRNA son
protegidas. En el control hibridado con tRNA de le-
vadura, la sonda es degradada por las RNasas com-
plefamente.

Uno de los problemas mds frecuentes con el RPA
es que la digestion con RNasas sea parcial, lo que re-
sulta en un alto fondo inespecifico, con sefal incluso
en el control con tRNA. La causa mds frecuente de
este problema no es que la RNasa esté fracasando
(aunqgue seria una posibilidad a investigar) debido a
que se trata de un enzima muy estable. Es mds fre-
cuente que altos fondos inespecificos se deban a
que, durante le preparacién de la sonda de cRNA, la
digestion del pldsmido después de la transcripcion in
vitro, sea incompleta. Como consecuencia, este
cDNA co-purifica con la sonda y la protege de la di-
gestion con RNasas sin necesidad de que exista
MRNA especifico en el medio. Este problema se sue-
le solucionar con el uso de DNasa 1 en buen estado,
prolongando la incubacién durante varias horas.
Ofras veces es preciso purificar la sonda de cRNA
mediante electroforesis en gel de acrilamida para li-
brarnos del cDNA.

Ofro problema encontrado con relativa frecuencia
en el RPA es que la sonda de cRNA tenga un famano



variable, lo que da lugar a que se observen multiples
bandas protegidas en la autorradiografia. La causa de
estas sondas incompletas puede deberse a contarni-
nacién con RNasas o a paradas de la RNA polimera-
sa antes de llegar al final. Hay que tener presente que
en esta técnica trabajamos con RNA o RNasas en dis-
tintas fases de la misma y es fundamental que no
contaminemos con RNasas las muestras, las sondas,
la solucién de hibridacién, etc. Los parones de la
RNA polimerasa durante la transcripcién in vitro se
asocian a determinadas secuencias en el cDNA vy se
ven favorecidos por la baja concentracién de nucled-
tido-trifosfato marcado. La mejor manera de evitarlos
es disefiando sondas cortas, de menos de 500 bp
(cDNAs de 100-300 bp dan transcritos de tamafio
muy homogéneo).

El analisis con nucleasa S1 comparte el esquema
fundamental con el RPA, pero en este caso la sonda
utilizada es de DNA monocadena, y el enzima que
se utiliza para digerir la sonda que no haya sido pro-
tegida por mRNA es la nucleasa S1, una endonuclea-
sa que corta DNA monocadena (no-apareado). El
analisis con nucleasa S1 goza de multiples aplicacio-
nes en el estudio de la organizacion exoén-intron de
genes y en la definicion de regiones promotoras y del
punto de inicio de transcripcion. También se puede
utilizar para cuantificar un mRNA de interés, pero en
este sentido el RPA es preferible porque la sonda es
mas facil de preparar y se consiguen marcados mas
homogéneos y de mayor actividad especifica.
Ademas, la digestion de sonda no protegida con
RNasas en el RPA es mas eficaz y segura que la di-
gestion con nucleasa S1, que es mas sensible a cam-
bios de temperatura, concentraciones enzimaticas y
dependiente de pH bajo.

METODO RT-PCR

La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) es
un método para amplificar de un modo eficiente y
rapido fragmentos de DNA mediante Taqg DNA poli-
merasa. Puesto que la PCR produce una amplifica-
cion, para detectar un mRNA celular bastaria con so-
meterlo a este proceso y, por poco abundante que
fuera, podria al final visualizarse con un método de
tincion adecuado. Sin embargo, la Taq polimerasa
sblo es capaz de sintetizar DNA a partir de un molde
de DNA, y es necesario entonces generar primero
una cadena de DNA complementario (cDNA) a partir
del mMRNA mediante una DNA polimerasa depen-
diente de RNA, enzima conocida como transcriptasa
inversa o RT (Reverse Transcriptase).

En conjunto (fig. 7), el método RT-PCR (llamado
asi por el paso de transcripcion inversa previo a la
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Fig. 7.-Etapas implicadas en la deteccion de mRNA por RJ-PCR.
Nodtese que en la etapa de PCR sélo se amplifica un cDNA especi-
fico mediante una adecuada pareja de primers

PCR), o RNA-PCR, consiste primero en una extrac-
cion de RNA a partir del tejido en el que se quiere
estudiar la expresion de un mensajero. Teniendo en
cuenta que existira al final una etapa de amplifica-
cion especifica, no es necesario que el RNA tenga un
alto grado de pureza ni que la cantidad de RNA sea
grande, de modo que los métodos de extraccion fe-
ndlica son bastante adecuados y permiten estudiar
gran cantidad de muestras simultaneamente. El si-
guiente paso es la sintesis de una cadena de cDNA a
partir del mRNA mediante una RT. Para ello se apro-
vecha la presencia de la cola polifA) de los mensaje-
ros y se utiliza como cebador un oligonucleétido sin-
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tético de polideoxitimidina (oligo[dT]) que se une a
las colas de poli(A) Puesto que esta cola es una ca-
racteristica casi universal en los distintos tipos de
mRNAs, tendremos entonces una muestra de molé-
culas de cDNA representativa de los tipos de mensa-
jeros expresados en ese tejido. Seguidamente se toma
de esa solucion una alicuota y se somete a una reac-
cion de PCR utilizando una pareja de cebadores o
«primers» especifica del mRNA de interés, y si la
eleccion de los primers y de las temperaturas del pro-
ceso han sido adecuadas, tendremos en torno a 10°
moléculas de DNA idénticas correspondientes a un
fragmento del mRNA especifico que queremos detec-
tar. La deteccion de este producto amplificado se
realiza mediante electroforesis en gel.

Hay que destacar el hecho de que tras la transcrip-
cion inversa disponemos de una mezcla de cDNAs
representativos de las distintas especies de mRNA'S
celulares y que podemos tomar de ahi alicuotas para
estudiar por PCR diferentes transcritos simultanea-
mente (siempre que elijamos para cada mensajero
una pareja especifica de primers).

Sintesis de cDNA

Tras la extraccion de RNA es necesario fabricar
cDNA que pueda servir de sustrato para la PCR. Esto
se consigue mediante una enzima extraida originaria-
mente de ciertos retrovirus, la transcriptasa inversa
(RT), que utiliza como molde una molécula de RNA a
la que se ha unido un pequefio fragmento de DNA
que actia como cebador (en nuestro caso, oligo-dT
de unos 15 nucledtidos de longitud). La enzima co-
piara solo los mRNA (que son los Unicos que poseen
extremo poli[A]) y lo hara en sentido 3’-5’ del mRNA.
Dependiendo de lo o6ptimas que sean las condiciones
de la reaccion, el cDNA sera de longitud mas o me-
nos completa (segun acabe mas o menos cerca del
extremo 5 del mRNA) (fig. 8A). Sin embargo, para el
método RT-PCR /a calidad de la sintesis de cDNA no
necesita ser tan alta como la requerida para la cons-
truccion de genotecas de cDNA. Aunque haya muy
poca abundancia de cadenas de cDNA de longiud
completa («full length cDNA»), éste es un hecho irre-
levante, ya que bastara conque la sintesis progrese
hasta la regién a la que luego se uniran los dos pri-
mers durante la PCR, y las cadenas de cDNA que no
lleguen a esa zona se perderan durante la amplifica-
cion. Tampoco es necesario generar mediante la RT
una segunda cadena de cDNA complementaria a la
primera, como ocurre para la construccién de genote-
cas de cDNA, ya que esa cadena sera generada por la
Taq polimerasa durante el primer ciclo de la PCR.

Existen dos tipos de transcriptasas inversas disponi-
bles comercialmente: a) la de MMLV(Moloney Muri-
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Fig. 8.-A) Para poder detectar un mensajero por PCR basta con
que la sintesis de su cDNA progrese hasta el lugar de unién a los
primers; el resto se perderdn. 6) Formas de cebar la reaccién de
sintesis de cDNA.

ne Leukemia Virus), y b) la de AMV (Avian
Myeloblastosis Virus). Ambas funcionan in vitro bajo
condiciones similares y tienen aproximadamente la
misma eficiencia, de modo que la eleccién de la en-
zima no parece ser crucial para el éxito del método
RT-PCR '® Aunque la calidad de estas enzimas es ge-
neralmente buena, la cantidad de RNasa contami-
nante varia con el proveedor y es necesario incluir
en la reaccion potentes inhibidores de RNasas como
vanadyl-ribunucleésidos o RNasin, que por su alta
especificidad por las RNasas no afectan a la RT (10,
p. 24). Para mas detalles sobre los requerimientos de
la reaccién se pueden consultar otros textos %', En
la tabla IV se muestra un protocolo tipico de trans-
cripcion inversa para RT-PCR.

Una especial atencion merece el cebador (primer)
utilizado para la transcripcion inversa. Existen al me-
nos tres formas de cebar la reaccion (fig. 8B): con
«random primers» (hexanucledtidos con secuencias
al azar), con oligo (dT) o con un oligonucledtido es-
pecifico. El uso de un cebador especifico de un
mRNA se evita casi siempre, ya que el cDNA resul-
tante no puede ser usado como molde para estudiar
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por PCR otros mRNAs del tejido. La utilizacion de
oligo (dT) tiene la tedrica desventaja de producir
cDNAs menos completos en la region 5 del mRNA,
ya que usualmente la transcripcion no progresa hasta
el final, pero su gran ventaja es que sélo produce
cDNA a partir de mRNAs poli (A)+ (que son los de
interés), con lo cual se evitan amplificaciones inespe-
tificas durante la PCR. El uso de random primers per-
mite sintesis representativas tanto de regiones 5 co-
mo 3, pero generalmente es preciso purificar mRNA
a partir de RNA total mediante cromatografia de afi-
nidad (oligodT). De lo contrario, la transcripcién in-
versa de RNA total con random primers rinde poco
cDNA, ya que el mMRNA es una fraccidon pequefia del
RNA total.

Amplificacion del cDNA por PCR

La PCR ha hecho posible la amplificacion in vitro
de segmentos especificos de DNA mediante la ac-
ciéon de una DNA polimerasa termorresistente que
copia repetidamente un fragmento diana flanqueado
por dos oligonucledtidos que actian como cebado-
res o «primers». Asi podemos amplificar un cDNA
(especifico del mRNA en estudio) para obtener una
sefial apreciable incluso cuando partimos de cantida-
des de RNA insuficientes para el analisis tipo

Fig. 9.-A) Mecanismo basico de amplificacion de cDNA por PCR.
6) Perfil tipico de temperaturas en cada ciclo del proceso.

Northern. El proceso consiste en una serie repetitiva
de ciclos que incluyen tres etapas (fig. 9A):

1. Desnaturalizacion de la doble hebra de DNA
molde.

2. Unién o «annealing» de los primers a regiones
especificas del molde.

3. Sintesis de DNA o extensién a continuacion de
esos primers por la accién de la Tag DNA polimerasa.

Dado que las hebras sintetizadas en un ciclo sirven
de molde en el siguiente, el numero de copias del
DNA diana se duplica aproximadamente en cada ci-
clo, y todo ello s6lo con someter a los componentes
(DNA molde, primers, Taq polimerasa, dNTPs y buf-
fer) a un continuo cambio de temperatura en el tubo
donde la reacciéon se lleva a cabo (fig. 9B) ®

Deteccion y cuantificacion de la sefal

Para detectar el fragmento de cDNA amplificado
por PCR se somete el producto de esta reaccion a
una electroforesis en gel de agarosa o de poliacrila-
mida, para separar los posibles fragmentos de DNA
de distinto tamafio. A continuacién se tifie el gel en
una solucion con bromuro de etidio y mediante una
lampara de luz UV se visualizan las bandas de DNA.
Si hemos elegido las condiciones adecuadas (numero
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de ciclos, temperaturas del proceso, etc.) y si no hay
«splicing» alternativo, aparecerd una Uunica banda
correspondiente al cDNA amplificado, procedente
del mMRNA en estudio. En cambio, si no aparece tal
banda, la conclusién es que en ese tejido no se ex-
presa ese mensajero, o al menos no con la intensidad
que nuestras condiciones experimentales son capa-
ces de detectar.

Para comprobar la especificidad del producto am-
plificado se utilizan varios métodos:

1. Puesto que conocemos el tamafio esperado del
producto amplificado, podemos comparar su migra-
cion en la electroforesis con DNA estandar de tama-
fio molecular.

2. Si disponemos de un oligonucleétido sintético
complementario de la porcién central del fragmento
amplificado, podemos usarlo como sonda 2425,

3. Si existe en el fragmento esperado una diana de
restriccion, su digestion con el enzima correspon-
diente dara lugar a dos fragmentos de tamafos cono-
cidos.

4. Podemos también secuenciar directamente el
fragmento amplificado y comprobar que su secuen-
cia es la esperada.

La posibilidad de detectar con gran sensibilidad un
mRNA mediante la estrategia RT-PCR representa la
mayor aportacion de esta técnica al estudio de la ex-
presion génica. No existe casi limite para su poder de
deteccion: Rappolee, Wang y cols. 2° han demostrado
que es posible detectar un mMRNA especifico en can-
tidades muy limitadas de muestra (< 0,1 ng de RNA
total), incluso aunque se trate de mensajeros con ba-
jos niveles de transcripcion.
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Es obvio que el estudio de la expresion génica abar-
ca mas aspectos que la simple deteccion de un mensa-
jero. De enorme interés en biologia celular y fisiologia
es la posibilidad de cuantificar un mRNA. Esto es posi-
ble hacerlo de un modo relativamente preciso median-
te RT-PCR. Existen fundamentalmente dos métodos
para medir la cantidad de un producto de PCR que ha
sido separado por electroforesis en gel:

1. Al observar mediante luz UV un gel tefiido con
bromuro de etidio (BrEt), la intensidad de la fluores-
cencia emitida por cada banda es proporcional a su
contenido en DNA. Esta intensidad se puede medir
con un sistema densitométrico de analisis de imagen.

2. Un método alternativo consiste en afiadir a la
mezcla de PCR una cierta proporcién de uno de los
nucleétidos marcado radiactivamente (p. ej., 2P}
dCTP). Cuando se revele el gel con BrEt y se observe
la banda de interés, se corta la porcién del gel que
contiene esta banda y se mide su radiactividad en un
contador B de centelleo liquido, siendo proporcional
la sefial a la cantidad de producto amplificado.

En general es preferible utilizar el segundo método,
ya que da estimaciones mas exactas, aunque el pri-
mero es quiza el mas extendido. En ambos casos, los
datos son susceptibles de un tratamiento estadistico.

Pero ¢cual es la utilidad de la cuantificacion del
producto de RT-PCR? La ecuacion ideal que describe
la generacion de fragmentos en una reaccion de PCR
es exponencial, similar a la ecuacion que describe el
crecimiento bacteriano 2"

N = No (1 + ef

donde: No es la cantidad inicial de cDNA molde, n
es el numero de ciclos y efes la eficiencia de la reac-
cién, que depende del grado de homologia de los
primers con el molde, de la [Mg?], de la cantidad de
enzima, del tamafio del molde, etc. '® (0-1 de efes
equivalente a 0-100 % de eficiencia).

Sin embargo, en la realidad solo se observa un cre-
cimiento exponencial durante los primeros 10-25 ci-
clos de la PCR. Por encima de 30 ciclos se observa a
menudo solo un 10 % de eficiencia, y por encima de
60’ciclos el nimero de copias deja de crecer 20, Esto
depende mucho de la cantidad de molde inicial, pe-
ro siempre se aprecia un plateau tras un cierto nume-
ro de ciclos. Por otro lado, dado que la PCR implica
una amplificacion exponencial, pequefios cambios
en la eficiencia durante los primeros ciclos pueden
causar grandes cambios durante la amplificacién 8.
Estos hechos explican que los datos empiricos no se
ajusten fielmente a la ecuacion tedrica, por lo que re-
sulta imposible deducir la cantidad inicial de cDNA,
No (0 del mMRNA de partida) midiendo la concentra-
cion del producto amplificado, N. A esto se une la
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Fig. 10.-A) Estandar y molécula diana que se pretenden amplificar. B) Coamplificacion de ambas moléculas. C) Concentraciones
variables del molde cRNA (estandar interno) y RNA celular se representan frente a la radiactividad de sus productos de PCR y la
extrapolacién determina la cantidad de mRNA especifico del estudio: por ejemplo, en este caso se observa que 1 ng de RNA de
macrétagos contiene 1 x 10* moléculas de mRNA de IL 1 (tomado de 21).

falta de reproducibilidad de la sintesis de cDNA. Sin Wang y cols. han desarrollado una ingeniosa estra-
embargo, si se puede estimar la cantidad inicial de tegia para cuantificar de un modo absoluto trdnscri-
un mRNA con gran exactitud utilizando un estandar  tos especificos por RT-PCR, basada en la utilizacion
interno, como veremos a continuacion. de un control interno de RNA sintético de concentra-
cion conocida 2'. El primer paso consiste en sintetizar

moléculas de cRNA poli(A)+ utilizando un vector

RT-PCR cuantitativa con el promotor del bacteriofago T7 y una secuencia
poliadenilada (fig. 10). Este cRNA contiene en sus ex-

Es obvia la importancia que tiene en biologia celu- tremos las secuencias para los primers que se van a
lar basica conocer el numero de copias de un mRNA  usar en la amplificacion del mRNA en estudio
que existe en una célula o el porcentaje que repre- (mRNA diana), pero separadas una distancia distinta
senta un determinado mRNA respecto al resto de de la existente en este ultimo (fig. 10A). Tras una sin-
mensajeros celulares, ya que ayudaria a comprender tesis de cDNA con oligo(dT) a partir del RNA extrai-
la importancia de este mensajero y de su producto  do del tejido de interés, conjuntamente con cRNA de

proteico en la vida celular. concentraciéon conocida, se realiza una PCR donde
B
P — —{TTTTT}
T7 RNA ARRA
polimerada
e AAAAA ARRAA
s DDA N
AAAAA RNA del tejido
cRNA poli (A)
Sintesis
de ¢cDNA

PCR

l Electroforesis

«— fragmento L.
< fragmento L:

Fig. 10B.
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Fig. 10¢C Fig. 11- Distincién entre los productos de PCR derivados del

amplifican ambas clases de cDNA (control y diana)
utilizando la misma pareja de primers. Dado que los
dos productos amplificados tienen tamafios diferen-
tes, pueden ser separados por electroforesis y cuanti-
ficados independientemente (fig. 10B). Si hacemos
diluciones seriadas de la mezcla de cDNAs podemos
representar las concentraciones variables de molde
cRNA (conocidas) y las cantidades de RNA total del
tejido (determinadas por espectrofotometria a 260
nm) frente a la radiactividad de sus correspondientes
productos de PCR (fig. 10 C), y la cantidad de mRNA
diana puede ser determinada por extrapolacion con-
tra la curva estandar de cRNA.

Este procedimiento tiene la ventaja de controlar in-
ternamente errores producidos por diferencias en la
preparacion de la muestra, en las condiciones de la
transcripcion reversa o en la PCR, ya que estas varia-
ciones afectaran por igual a los productos de PCR
procedentes del mRNA diana y del cRNA estandar.
El hecho de utilizar la misma pareja de primers tam-
bién descarta diferencias en la eficiencia de amplifi-
cacion. El unico inconveniente que se puede atribuir
al método es que las diferencias en secuencia y lon-
gitud de ambas moléculas pueden influir en la efi-
ciencia de la reacciéon de PCR. Aunque éste es un
problema menor, se ha propuesto una solucion? utili-
zando un cRNA estandar con una secuencia idéntica
a la del mensajero en estudio excepto en una muta-
cion puntual que genera una diana de restriccion que
no posee el mMRNA natural. De este modo, tras la
conversion a cDNA y la PCR, el producto amplifica-
do es digerido con la apropiada enzima de restric-
cién para discriminar en el gel el producto derivado
del mRNA diana del derivado de cRNA estandar y
cuantificarlos independientemente (fig. 11). Ahora el

cRNA estandar y del mRNA diana mediante corte con un enzima
de restriccion (tomado de 24).

riesgo es que una digestion incompleta contribuye
con moléculas del control a la banda del transcrito
de interés.

Gracias a estas estrategias se ha puesto de mani-
fiesto la enorme sensibilidad de la técnica RT-PCR,
llegandose a detectar, por ejemplo, mRNA de R-acti-
na de un solo macrofago. Se ha establecido la capa-
cidad maxima de deteccién en una muestra que con-
tenia tan sélo 100 copias de un cRNA; una
sensibilidad 1.000 veces mayor que otras técnicas
como el Northern blot o el dot blot 20.27,

Se puede ademas determinar con gran exactitud
qué porcentaje representa un mRNA especifico den-
tro del RNA celular, un dato muy interesante en bio-
logia celular que puede contribuir al entendimiento
de una gran variedad de fendmenos genéticos.
Teniendo en cuenta que es posible hacer también
por PCR un andlisis cuantitativo para medir el nume-
ro de copias de un DNA gendmico en una muestra
(utilizando, p. ej., el gen HLA-DQ como diana), se
podria estimar el numero de moléculas de un mensa-
jero especifico por genoma (por célula).

Tabla IV. Procedimiento para una reaccién de
sintesis de cDNA a partir de 5 ug de RNA
total para RT-PCR

A la solucion de RNA, afadir secuencialmente:
0,5 uloligo y calentar a 68 °C, 15 minutos.
2 ul buffer de RT.
0,75 pl de dNTPs.
0,25 pl RNasin.
0,5 uyl AMV-RT.

Incubar 2 h a 42 °C.

Diluir el cDNA con 30 pl de Tris-EDTA.




Tabla V. Procedimiento general de una reaccién de
PCR tipica para RT-PCR.

Mezclar secuencialmente:

40 pl agua destilada.

5].1| buffer para Taq polimerasa.

2 ul dNTPs.

1 wiprimers especificos.

1 wlcDNA molde.

1 ul tag DNA polimerasa.
Someter a un perfil de 94 °C (1 min.), 55 °C (1 min.), 72 °C (1
min.), durante 30 ciclos.

RT-PCR semicuantitativa

Con frecuencia, el objetivo del andlisis no es deter-
minar de una forma absoluta el numero de moléculas
de un transcrito en una muestra, sino poder detectar
diferencias cuantitativas en la expresién de un gen en
distintas situaciones. Esta cuantificacion relativa es el
proposito de la mayoria de los experimentos de estu-
dio de la expresidon génica y también es ésta una de
las principales aportaciones de la RT-PCR. Por tanto,
midiendo la diferencia de densidad oéptica (o de emi-
sion radiactiva) de los productos de PCR procedentes
de los dos grupos estudiados se puede determinar la
diferencia en la expresiéon de un determinado mRNA.
Sin embargo, es obvia la necesidad de eliminar la va-
riacion debida al «efecto tubo» (diferencias produci-
das por degradacion parcial de RNA en alguna mues-
tra, distinta eficiencia en la transcripciéon inversa,
errores de pipeteo, etc.). Como control interno para
la normalizacion se puede elegir un mRNA abundan-
te en la célula y relativamente invariable, como es el
de la B-actina 3?5280 la B2-microglobulina ?72%Para
ello se suele hacer una coamolificacion del cDNA
diana y del estandar en el mismo tubo, utilizando
dos parejas de primers simultdneamente.

Algunos autores 27 han observado que cuando se
amplifican simultaneamente los mRNAs control y
diana, los niveles de los productos de PCR son mas
bajos que cuando se amplifican separadamente. El
resultado es una prematura atenuacion de la fase ex-
ponencial de la PCR para el mRNA diana. Ademas,
esta competicién con el estandar interno es mayor a
cantidades iniciales menores de mRNA, producién-
dose asi un error estadistico unidireccional que tergi-
versa la normalizacion. Este fendmeno no ha sido
observado por otros autores 25

De las tres etapas del procedimiento, la reaccion
de PCR es la mas determinante para conseguir una
verdadera estimacion cuantitativa. Por ejemplo,
cuando se elige arbitrariamente un numero elevado
de ciclos, la técnica tiende a subestimar las diferen-
cias reales, ya que se ha permitido que la reaccién
alcance el plateau (saturacién). Por esta razéon es
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aconsejable elegir un numero de ciclos que no llegue
a saturar el proceso. Usualmente, un numero de 25-
30 ciclos suele ser adecuado, aunque esto depende
de la concentracién del cDNA molde. A menudo su-
cede que el estandar (p. ej. B.-microglobulina) alcan-
za el plateau mucho antes de que el mMRNA de inte-
rés sea incluso detectable 27 en cuyo caso hay que
utilizar para amplificar el standard una alicuota dilui-
da de la solucion de cDNA. Asi pues, la determina-
cion del rango exponencial de la reaccion es un pro-
ceso previo en algunos casos muy laborioso, pero
totalmente necesario: de hecho, una de las principa-
les fuentes de fracaso de la cuantificacion relativa
por RT-PCR es que el andlisis se realiza después de
que el plateau ha sido alcanzado. Variando el factor
de dilucién de cDNA en combinaciéon con la elec-
cion del numero de ciclos de amplificacion es posi-
ble estudiar por RT-PCR un rango muy amplio en la
expresion de los distintos genes celulares 2%

La capacidad de resolucion de un método de
cuantificacion relativa es una cuestion determinante.
Rappolee y cols. 2° han encontrado que el limite ma-
ximo de poder resolutivo es de algo menos de 3 ve-
ces. Esto quiere decir que diferencias entre dos mues-
tras menores de 2,5 veces posiblemente no puedan
ser detectadas, lo cual es una limitacién respecto a
otros métodos.

Aunque se requieren mas estudios para determinar
el mejor método de normalizar los resultados, la RT-
PCR semicuantitativa parece ser bastante reproduci-
ble, relativamente resolutiva y, desde luego, enorme-

mente sensible y especifica.

Criterios de seleccion de los primers

Uno de los aspectos mas importantes del éxito de
la técnica RT-PCR es la fabricacién de los primers
adecuados. Para ello existen criterios generales vali-
dos para cualquier reaccién de PCR y unos criterios
aplicables especificamente a la técnica de PCR para
estudio de RNA.

Criterios generales:

1. Para cualquier reaccion de PCR se ha de cum-
plir que no exista complementariedad de los piimers
entre si, especialmente en los extremos 3’, ya que es-
to iria consumiéndolos durante la reaccién por la for-
macién de los llamados dimeros de primer.

2. El tamafio adecuado es de unos 19-23 nucledti-
dos, suficientemente grandes como para favorecer la
union con alta especificidad a la region de interésy
no a otras regiones del genoma.

3. El porcentaje de (G+C) debe rondar el 50 % en
ambos primers, lo cual da una temperatura media de
hibridacién de unos 60-65 °C para ambos.
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Fig. 12.-Criterios de eleccion de primers para RT-PCR. A) Primers
3 y 4 situados en exones diferentes. B) Primers situados a ambos
lados del codén de parada. C) Los primers 1 y 2 tienen mayores
probabilidades de éxito que los 3 y 4 por estar mds alejados dei
extremo 3. D) Los primers situados en la region trailer del mRNA
(3 y 4) suelen dar mayores problemas cuando se utilizan en otras
especies.

4. Es recomendable ademds, acceder a un banco
de secuencias gendmicas para comprobar que no
existe otra regién en el genoma capaz de unirse con
un 100 % de especificidad a alguno de los primers.
Para mayor informacién se pueden consultar otras
fuentes 1817,

Criterios especificos

1. Cualquier método de extraccién de RNA lleva
implicita una contaminacién de DNA gendmico, que
porta las mismas secuencias que posee el mMRNA. La
coamplificacién de DNA gendmico se sumaria a la
senal del franscrito que queremos estudiar y esto pro-
duciria una alteracién de los resultados, tanto si son
cuantitativos como si no. Esta coamplificacién de
DNA gendmico se evita disehando dos primers situa-
dos en dos exones diferentes (fig. 1 2A): la amplifico-
cién de un segmento tan grande de DNA es general-
mente nula, pero aunque existiera tal producto su
tamano lo hace distinguible del cDNA fras la electro-
foresis.

2. Es muy frecuente que se disponga de la secuen-
cia del mRNA que se quiere estudiar pero se desco-
nozca la estructura del gen. En estos casos se suelen
disenar primers separados mas de 300-400 bases en
el MRNA: los exones mayores de este tamano son
poco frecuentes en vertebrados ', y de este modo la
posibilidad de que exista un infron por medio es bas-
tante alta.
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Fig. 12B.

3. Por ofro lado, también es relativamente fre-
cuente que antes o después del coddn de parada de
la traduccién (Stop) exista un intrén en el gen 3! de
manera que primers situados a ambos lados del co-
dén Stop pueden ser también adecuados para evitar
coamplificacién gendmica (fig. 12B).

4. Las condiciones necesarias para obtener una
sintesis completa de cDNA primando con oligodT
son dificiles de alcanzar, especialmente para los
trdnscritos largos. Puesto que en la mayoria de los
MRNAs la reaccidon no progresa hasta el extremo 5’
del mismo, disefando la pareja de primers proxima
al extremo 3’ las probabilidades de éxito en la ampli-
ficacién del cDNA son mayores (fig. 12C).

5. Puede ocurrir que tengamos una informacion
parcial de la secuencia del cDNA que sdlo nos per-
mita construir un primer. En este caso se podria pre-

C
3 4 mRNA
o ARRAAARA
- = TITTTI
n ” cDNA
Fig. 12C.
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parar la PCR con oligo(dT) como segundo primer 32
el cual serd complementario al segmento poli(A) Sin
embargo, como la cola poli(A) es una caracteristica
de casi fodos los mMRNAs, el riesgo de amplificacio-
nes no especificas aumenta considerablemente.

6. En algunos casos ni siquiera disponemos de un
minimo de informacién acerca de la secuencia del
cDNA que nos inferesa. Un recurso que en ocasiones
resulta exitoso es utilizar una pareja de primers espe-
cifica del cDNA de otra especie animal con la que
puede existir cierta homologia génica. Se recomien-
da entonces no disenar los primers a partir de la re-
gién trailer del mRNA, ya que ésta se encuentra suje-
ta a mayor variabilidad interespecifica (fig. 12D).

Finalmente, si el gen en estudio no tiene infrones,
estamos estudiando la expresion de mRNAs de retro-
virus o investigamos la transcripcion de provirus inte-
grados en el genoma, es necesario tratar el RNA ex-
traido con DNasa antes de la etapa de sintesis de
cDNA: de esta manera nos aseguramos de que ho
existe coamplificaciéon de DNA gendmico. Esto no es
un problema trivial si tenemos en cuenta que minUs-
culas cantidades de DNA gendmico contaminante
pueden dar falsos positivos. No obstante, se debe
evitar este tratfamiento con DNasa siempre que no
sea estrictamente necesario, especialmente en los cao-
sos en que las muestras son pequenas, ya que hay
que eliminar luego este enzima mediante una extrac-
cion fendlica y esto reduce la cantidad de RNA final
gue va a ser sustrato de la RT.

Ventajas e inconvenientes del procedimiento
RT-PCR

En las fablas VI y VIl se mencionan algunas de las
ventajas y desventajas del método. De entre las ven-
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Tabla VI. Principales ventajas del método RT-PCR

Rapido: resultados en 1-2 dias.

2. Sensible: < 100 moléculas de mRNA detectadas.

3. Bajo numero de células: se puede analizar RNA de 1 célula a
varios miles.

4. Fenotipaje por mRNA: posibilidad de estudiar mas de 10 espe-

cies de mRNA diferentes en la misma muestra.

Deteccién de transcritos con bajo nivel de expresion.

Resolucién: diferencias de < 3 veces se pueden detectar.

. Seguridad: el andlisis no requiere

Facilidad: muchas muestras pueden ser analizadas al mismo

tiempo.

©N® o

Tabla VII. Principales inconvenientes del método

RT-PCR

. No da directamente tamafios de mRNA.

. Sensible a la estructura secundaria del mRNA.

. No da informaciéon tridimensional acerca de la distribucion del
transcrito en células y tejidos.

La cuantificacion requiere esfuerzo.

. Poca resolucién (3:1) respecto a otros métodos.

. Se necesita informacién sobre la secuencia del transcrito.

. El error cometido por la Tag DNA polimerasa es alto (1/5.000).

w N

~No o s

tajos hay que destacar la enorme sensibilidad y la po-
sibilidad de realizar un fenotipaje para mRNAs, ya
que pueden ser estudiados varios mensajeros de la
misma muestra.

De entre las desventajas, tal vez la mds importante
sed la necesidad de conocer, al menos parcialmente,
la secuencia del gen, aunque esto se puede solventar
en muchos casos si disponemos de secuencias de
cDNA especificas de otras especies, con las que los
primers suelen trabagjar bien.

En resumen, debido a su sensibilidad, rapidez y
exactitud, el método de RT-PCR puede ser usado pa-
ra estudiar la expresion génica de un modo mds ex-
tensivo que las técnicas convencionales, permitiendo
medidas cuantitativas de la expresion génica en un
nuUmero muy pequefo de células y en pequeinas
muestras de tejidos. Ademds, la posibilidad de cuan-
tificacion relativa proporciona informacion sobre
cambios en los niveles de expresion de moléculas de
RNA especificas, que puede ser valiosa en el diag-
néstico y andlisis de enfermedades infecciosas, gené-
ticas, metabdlicas, neopldsicas, inmunes, etc.
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