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RESUMEN

El carcinoma hepatocelular es la neoplasia mas frecuente en el higado y
su incidencia se ha duplicado en los ultimos 40 anos, situandola como el
quinto tumor mas frecuente en el mundo. A pesar del uso de distintos
métodos de diagndstico y tratamiento de esta enfermedad, hasta la fecha,
ninguno ha resultado completamente efectivo y son aplicables
Unicamente si se diagnostica la enfermedad en sus fases iniciales. El
conocimiento de los niveles de expresion de los genes involucrados en el
desarrollo de este cancer podria traer nuevas alternativas para la
prevencion, diagnéstico y tratamiento de esta enfermedad, razén por la
cual el objetivo de este estudio fue determinar los niveles de expresion de
los genes clAP y cMET en tejidos de higado con y sin neoplasia del
organismo Rattus norvegicus. Mediante el uso de la técnica de Reaccidn
en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR), se obtuvo que la
expresion, tanto del gen clAP como del gen cMET disminuy6é en las
muestras neoplasicas con relacion a las muestras no afectadas. También
se analizé la expresion de estos genes en muestras con formaciones
neoplasicas pero tratadas con un agente antitumoral. Estas ultimas
presentaron un aumento en la expresién del gen cMET contrariamente al
gen clAP, el cual disminuyd su expresion. Debido a que la cantidad de
muestras utilizadas fue reducida, no fue posible realizar andlisis
estadisticos. Sin embargo, dichos resultados no coinciden con los
esperados teéricamente.

Palabras claves: neoplasia; gqPCR; niveles de expresion génicos; cancer.



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma is the most common malignancy in the liver and
its incidence has doubled in the last 40 years, placing it as the fifth most
common tumor in the world. Despite the use of different methods of
diagnosis and treatment of this disease, none has proven completely
effective and are applicable only if the disease is diagnosed in its early
stages. Knowledge of the expression levels of genes involved in the
development of this cancer could bring new alternatives for prevention,
diagnosis and treatment of this disease, which is why the aim of this study
was to determine expression level of cMET and clAP genes, in Rattus
norvegicus liver tissue with and without neoplasm. Using the technique of
reaction Polymerase Chain in real time (gqPCR), we found that the
expression of both genes c/AP and cMET decreased in neoplastic
samples compared to samples not affected. We also analyzed the
expression of these genes in samples with neoplastic formations but
treated with an anti-tumor agent. The latter showed an increase in gene
expression cMET unlike the clAP gene, which decreased its expression.
Because the number of samples used was small, no statistical analysis
was possible. However, these results do not coincide with those expected
theoretically.

Key words: neoplasm; gPCR; gene expression levels; Cancer.
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1. INTRODUCCION

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la principal neoplasia maligna del
higado, cuya alta incidencia la ubica como el quinto tumor mas frecuente
en el mundo (Linares et al, 2004). Anualmente, cerca de un millon de
muertes son generadas por este carcinoma, presentandose
principalmente en personas portadoras de enfermedades hepéaticas
cronicas o con factores de riesgo como las infecciones cronicas por
hepatitis B y C, la hemocromatosis hereditaria y el consumo elevado de
alcohol (Quifionez, 2009). En Costa Rica, el CHC representa el cuarto tipo
de cancer mas frecuente en la poblacién, generando el 10% del total de
muertes por cancer, con una mayor incidencia en los hombres (Moya,
2005).

A pesar de los avances en diferentes técnicas de diagndstico utilizadas
para el CHC, la baja efectividad de las mismas no contribuyen a que la
incidencia de esta enfermedad disminuya y los tratamientos existentes
unicamente son aplicables si el carcinoma es detectado en etapas
tempranas. La patogénesis molecular de esta enfermedad se caracteriza
por multiples cambios genéticos y epigenéticos, por lo que la aplicacion
de las técnicas de biologia molecular en su estudio podrian contribuir
considerablemente en una mayor comprension de la enfermedad y al
desarrollo de mejores métodos diagndsticos y tratamientos (Buset et al,
2007).

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real, ha surgido como
una técnica confiable y de amplia utilidad para la investigacion biologica,
al permitir la identificacién y cuantificaciéon de &cidos nucleicos de manera
exacta. Su importancia radica en la posibilidad de determinar rapidamente
y de forma exacta cambios en la expresién génica, como respuesta a
condiciones fisiologicas o patolégicas. Esto, permite a su vez, una
correlacion con los eventos moleculares y un mejor entendimiento de los

procesos biolégicos (Lejona et al, 2006).
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En diversos estudios, se ha demostrado como cambios en la expresion
génica se encuentran asociados con el desarrollo de distintos tipos de
cancer (Porras, 2005). Por esta razén, el estudio de los niveles de
expresidbn de los genes involucrados en el desarrollo del cancer
hepatocelular podria tener un impacto positivo en el diagndstico,
pronostico y tratamiento de esta enfermedad (Porras, 2005; Soca et al.,
2007).

En el presente trabajo de investigacion, se estudiaron los niveles de
expresion de los genes c/AP y cMET utilizando muestras con formaciones
neoplasicas inducidas, muestras expuestas a un agente cancerigeno y
posteriormente tratadas con un agente inhibidor de la carcinogénesis y
muestras no afectadas, provenientes de tejido hepatico del organismo
Rattus norvegicus.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1El cancer como una enfermedad genética

El cancer se define como el conjunto de enfermedades genéticas que
gradualmente conllevan a las células afectadas a la formacién de
neoplasmas, debido a un crecimiento celular descontrolado, de manera
autosuficiente y resistente a los mecanismos de regulacion celular
(Zimonjic et al., 2001). El término cancer es aplicado a aquellas
formaciones neoplasmaticas o tumores considerados malignos, los cuales
debido a la proliferacién celular sin control, invaden tejidos préximos a los
que dieron origen y a su vez tienen la capacidad de diseminarse hacia
otros drganos, mediante el proceso denominado metastasis (Fidler,
2002).

Estas alteraciones genéticas estan relacionadas con tres clases de genes.
La primera incluye a los oncogenes que corresponden a proto-oncogenes
mutados, siendo estos ultimos reguladores del ciclo y proliferacion celular.
Los genes supresores de tumores son una clase de genes involucrados
en el crecimiento celular e iniciacion de la apoptosis. Por ultimo los genes
reparadores del ADN que garantizan la integridad gendmica (Soca et al.,
2007). Se han identificado al menos 30 genes supresores de tumores y
mas de 100 oncogenes (Soto & Sonnenschei, 2004).

Los oncogenes codifican proteinas con expresion alterada, favoreciendo
el crecimiento celular y propiciando la invasividad tumoral. Este tipo de
genes son de caracter dominante, por lo que una mutacion en cualquiera
de los dos alelos, es suficiente para la expresion de un fenotipo aberrante
(Osborne et al., 2004; Carlo & Croce, 2008). Los genes supresores de
tumores, en cambio, expresan fenotipos anémalos cuando sus dos alelos
se encuentran alterados, razon por la cual son considerados de caracter
recesivo (Osborne et al., 2004)
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Los genes reparadores de ADN codifican proteinas cuya funcién es
reparar errores en la fase S del ciclo celular y permitir que se lleve a cabo
posteriormente la mitosis. Las mutaciones en este tipo de genes, pueden
originar que la reparacion de ADN se realice de manera defectuosa o que
no se realice por completo, lo cual conlleva a que mutaciones
subsecuentes se acumulen (Soto & Sonnenschei, 2004).

La participacion de oncogenes y genes supresores de tumores en la
patogénesis del cancer, ha sido demostrada mediante la evaluacion de
sus efectos en diferentes estudios empleando modelos animales y
cultivos celulares (Zimonjic et al., 2001).

2.2Cancer de higado y carcinoma hepatocelular (CHC)

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la neoplasia mas frecuente en el
higado y su incidencia se ha duplicado en los ultimos 40 afios (Bustios et
al., 2009). Anualmente, se registran alrededor de un millén de personas
fallecidas por este cancer en todo el mundo, siendo la tercer neoplasia de
mayor incidencia, que afecta principalmente el Sur de Africa y el Este
Asiatico donde se registran mas del 80% de los casos (Bustios et al.,
2009). El desarrollo de este carcinoma se ha asociado al consumo de
bebidas alcohdlicas, obesidad, diabetes, consumo de aflatoxinas,
trastornos metabdlicos y congénitos, Hepatitis B y Hepatitis C (Botero et
al., 2007).

En Costa Rica, el carcinoma hepatocelular representa el cuarto tipo de
cancer mas frecuente en mujeres y el sexto en hombres. EI mismo
presenta un indice de mortalidad del 10% del total de neoplasias (Moya,
2005).
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2.3 Diagnostico y terapia del cancer de higado

Distintos métodos de diagnéstico y tratamiento del cancer de higado han
sido propuestos, sin embargo, hasta la fecha ninguno ha resultado
completamente efectivo. Las terapias existentes, como las cirugias,
extirpacion y trasplantes de higado, Unicamente son aplicables si el
cancer es diagnosticado en fases iniciales, donde todavia no hay una
sintomatologia asociada (Forner et al, 2008). Los tratamientos
tradicionales de quimioterapia y radioterapia no son capaces de eliminar
todas las células malignas y pueden generar en el organismo efectos
adversos (Vega et al,, 2005; Soca et al., 2007). Por esta razén se ha
incursionado en el desarrollado de nuevas terapias como la terapia
genética, inhibicion de las proteinas promotoras del crecimiento e
inhibicién de las quinasas dependientes de las ciclinas o cdk (Soca et al.,
2007).

La comprension de la genética molecular involucrada en el cancer podria
tener efectos favorables sobre su diagnéstico, tratamiento y prondstico
(Soca et al., 2007). Los analisis de expresidn génicos son de fundamental
importancia en la investigacion bioldgica, ya que permiten la deteccién de
diferencias en la forma que un gen o grupo de genes son expresados
entre diferentes tejidos o estadios de una enfermedad. Estas diferencias
en la expresién, pueden ser utilizadas para nuevos enfoques terapéuticos,
y el desarrollo de nuevos tratamientos que minimicen los efectos de dicha
enfermedad (Barber et al., 2005; Hernandez et al., 2006).
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2.4 Genes en estudio y su relacion con el cancer

Se estima que, de los aproximadamente 35.000 genes que contiene el
genoma humano, al menos 291 tienen alguna implicacién en el desarrollo
del cancer (Van Lancker, 2006). En el caso del carcinoma hepatocelular,
se han realizado diferentes estudios que sugieren la presencia de
numerosas alteraciones gendémicas en las células hepaticas que originan
un fenotipo neoplédsico y que a su vez, perpetian y difunden esta
neoplasia. (Tovar et al., 2007)

2.5 Proto-oncogén cMET

El gen cMET es un proto-oncogén cuyo producto es una glicoproteina
transmembrana con funcién tirosin-quinasa, la cual funciona como
receptor de la superficie celular mediante el ligando la HGFR (receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos) (Anglada et al., 2009; Giordano et
al., 2000). Este receptor esta involucrado principalmente en la inhibicion
de la apoptosis, regeneracién celular, promocién del crecimiento y la
regulacion de la disociacién celular (Giordano et al., 2000).

La sobre-expresion de este gen se encuentra asociada a diferentes
neoplasias principalmente en carcinomas renales, los cuales se generan
también por genes analogos como c-kit y RET (Lépez et al., 2008). Dicha
sobre-expresion se da cuando cMET se encuentra mutado, ocasionando
que el dominio tirosin-kinasa del ligando HGFR se encuentre activo de
manera anormal y constante en la membrana celular, lo cual provoca un
descontrol de la proliferacion celular y a su vez invasion de tejidos o
metastasis (Pulido et al., 2007; Giordano et al., 2000).
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2.6 Proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP’s)

Las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP’s) son el resultado de un
grupo de genes que se han conservado evolutivamente, encontrandose
en diferentes especies de vertebrados e invertebrados (Tamm et al.,
2000). La expresion de estos genes inhibidores le permite a las células
contar con mecanismos de proteccién ante la diversidad de estimulos que
inducen la muerte celular (Hamanaka et al., 2009). Aunque esta clase de
genes ha sido estudiada principalmente en baculovirus, se han
identificado diferentes genes inhibidores en mamiferos, tales como nAlIP,
Survivina, Bruce, mLIAP, xIAP, clAP1y clAP2 (Sanna et al., 2002).

El funcionamiento de los genes clAP1y clAP2, se ha relacionado con la
regulacion de la actividad de las capasas 3, 7 y 9, las cuales poseen
actividad apoptética. .Ademas, estos genes estan asociados a diversas
neoplasias en humanos incluyendo los carcinomas de ovario, higado,
pulmén y esoéfago, asi como el carcinoma hepatocelular en ratones
(Tamm et al., 2000; Srinivasula & Ashwell, J. 2008; Hamanaka et al.,
2009). Sin embargo en estudios de sobre-expresion, se ha demostrado
que los niveles de la proteina clAP1 incrementan considerablemente en
tejidos que presentan dicha condicién tumoral, promoviendo a su vez la
ubiquitinacion de la proteina clAP2 y su posterior degradacion; Esto
sugiriere que son los niveles de clAP1 en las células, los que promueven
el desarrollo de tumores, al perder su capacidad reguladora en la
apoptosis (Srinivasula & Ashwell, J. 2008).
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2.7 Técnicas de biologia molecular

Actualmente, las técnicas de la biologia molecular proporcionan las
herramientas necesarias para el estudio del desarrollo tumoral y tratar de
determinar las razones, tanto genéticas como epigenéticas, involucradas
en el cancer (Bernard & Wittwer, 2002). La biologia molecular ha
permitido, en el estudio del cancer, optimizar tratamientos, minimizar los
efectos secundarios y prevenir su desarrollo a partir del estudio de los
procesos biolégicos que subyacen en la enfermedad (Bernard & Wittwer,
2002).

2.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) es
una técnica de la biologia molecular de gran sensibilidad y especificidad,
con capacidad de amplificar una secuencia especifica de ADN
exponencialmente, detectando concentraciones de ADN hasta de 1ng/ul
(Moran et al., 2000). La técnica consiste en la duplicacién de secuencias
de &cidos nucleicos mediante sintesis enzimética por la enzima Taq
polimerasa, utilizando imprimadores especificos que delimitan la region de
interés (Soto et al., 1998).

Los productos obtenidos de la PCR pueden ser observados mediante el
método de electroforesis, el cual consiste en la separacion de
biomoléculas de acuerdo a su tamano a través de un soporte de agarosa
o acrilamida, en presencia de un campo eléctrico, generando un patron de
bandas donde las moléculas de mayor tamano se desplazaran mas
lentamente que las moléculas pequefias. Dado que el ADN tiene carga
negativa neta, la migracion de este tipo de moléculas se realiza desde el
catodo hacia el anodo, tomando en cuenta ademas de su carga eléctrica,
el peso molecular y la estructura tridimensional (Garcia, 2000).
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2.9 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qPCR).

Una de las variantes de la PCR convencional es la Reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (QPCR), la cual ha sido ampliamente
utilizada para analisis de expresion génica. Esto debido a su alta
sensibilidad, especificidad, bajo riesgo de contaminacion, facilidad de
ejecucion, rapidez, cuantificacién con alto rendimiento y obtencion de
perfiles de expresidn con una alta precision (Espy et al., 2006; Gubern et
al., 2009).

Este método combina las variables de la PCR convencional con una
prueba de deteccion de fluorescencia, la cual es emitida por un
fluorocromo o sonda molecular que permanece unido a los productos
amplificados, donde el aumento o disminucion en la intensidad de la
fluorescencia emitida es proporcional a la concentracién de ADN obtenida
en la reaccion (Espy et al., 2006). Uno de los fluorocromos utilizados es
el SYBR Green el cual se intercala dentro de cualquier molécula de ADN
doble banda, por lo que no es especifico a los productos de interés.

Debido a que los ensayos con SYBR Green no son especificos, es
necesario elaborar una curva de disociacion con el fin de detectar la
presencia de diferentes productos inespecificos de amplificacion. La
deteccion de dichos productos esta determinada por el porcentaje de
Citocina-Guanina y la longitud de dichos productos (Costa, 2004; Espy et
al., 2006).
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El desarrollo de una reaccién de gPCR se puede visualizar en un grafico
de amplificacion, el cual muestra como variables la fluorescencia obtenida
por el termociclador en el eje Y y el numero de ciclos de la PCR en el gje
X. La curva de amplificacién consta de una primera fase donde la
produccion de fluorescencia estd por debajo del nivel de deteccidén del
termociclador, una segunda fase exponencial, en la que se incrementa la
fluorescencia y se determina un valor umbral de deteccion para el ADN
producto, y una tercera fase donde la reaccion finaliza y la fluorescencia
se estabiliza. El punto de interseccién de una curva de amplificacion con
el umbral se denomina Ct. Este valor indica el ciclo en el que la
fluorescencia alcanza el valor umbral (Vinueza, 2009).

Existen dentro de esta técnica dos métodos para cuantificacion de niveles
de expresion génica. La cuantificacion absoluta, que permite determinar
el nimero de copias de un transcrito por comparacién de la senal emitida
por los productos de PCR respecto a una curva estandar y la
cuantificacion relativa que describe el cambio relativo en la expresiéon de
un gen de interés, respecto a un grupo de referencia o un gen definido
como control enddégeno. (Livak & Schmittgen, 2001).

El método de 274

o de CT comparativos es utilizado para la
cuantificacion de los cambios relativos en los niveles de expresion en
experimentos de qPCR. Este método determina un valor de cuantificacion
relativa RQ (por siglas en ingles) por normalizacion de los valores de los
CT obtenidos entre los genes de interés y una muestra de referencia, y la
posterior comparacién de dichos valores respecto un control endégeno

(Livak & Schmittgen, 2001).
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2.10 Controles endogenos

Los datos que se obtienen de los andlisis de cuantificacién relativa por
medio de qPCR son normalizados mediante un control interno definido
como control endoégeno. Este control endégeno corresponde a un gen,
por lo general del tipo “housekeeping”, cuyo ARNm deberia expresarse de
igual forma en todas las muestras bajo investigacion, indistintamente del
tipo de tejido, estadio de una enfermedad, tratamiento y condiciones
experimentales (Gubern et al., 2009).

Sin embargo, no ha sido descubierto un gen que funcione como control
enddégeno de manera ideal, debido a que la expresion génica es variable
en cualquier condicién celular que se estudie (Vandesompele et al, 2002).
A pesar de que existen estudios sobre la viabilidad de diferentes genes
candidatos a ser utilizados como referencia de acuerdo al tipo de lesidén o
condiciones experimentales, ningun gen ha presentado una expresion
constante sin importar las condiciones experimentales (Gubern et al.,
2009).

Si el gen de referencia escogido presenta diferencias en su expresion
muy marcadas o se ve afectado por las condiciones experimentales o
enfermedad en estudio, se induce a errores en la interpretacion de los
resultados y la imposibilidad de detectar cambios de expresién muy
pequenos por la variabilidad que generan. La escogencia del mejor gen
de referencia debe realizase de acuerdo a cada tejido y caracteristicas del
experimento (Gubern et al., 2009; Stamova et al., 2009).
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En una amplia variedad de experimentos se ha utilizado el gen de (-
actina como gen de referencia (Dheda et al., 2005). La B-actina es una
proteina citoplasmatica que se encuentra expresada en la mayoria de las
células eucaribticas, cuyas funciones estan relacionadas con motilidad de
las células, respuestas a sefales extracelulares, control de la interaccion
célula-célula, transporte intracelular y cambios de forma de la célula
durante el ciclo celular. La abundancia celular de B-actina es considera
constante y por esta razén ha sido utilizada como control endégeno
(Guirado et al., 2002; Su et al., 2007).

2.11 Utilizacion de animales en estudios de enfermedades

humanas

Los modelos animales han sido utilizados ampliamente en la investigacion
para estudiar diferentes enfermedades genéticas humanas. Asimismo,
han sido utilizados para la produccion de drogas o vacunas, la obtencion
de anticuerpos, células y o6rganos, procedimientos terapéuticos y de
diagnéstico, asi como la validacion de nuevos dispositivos (Rodriguez,
2007).

El proceso de la carcinogénesis es un fenédmeno complejo por lo que la
utilizacion de modelos animales ha permitido avances significativos en la
identificacién de similitudes morfolégicas y patolégicas, entre tejidos de
cancer hepético de estos modelos animales y tejidos provenientes de
biopsias humanas (Bannasch, et al 2003). En la actualidad, para la
mayoria de Organos o sistemas del cuerpo humano que puedan
desarrollar procesos carcinogénicos, existe un modelo animal asociado
(Suggitt & Bibby, 2005).
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El organismo Rattus norvegicus ha sido utilizado ampliamente como un
modelo animal dada su fisiologia, nutricion, inmunologia, conducta,
toxicologia y desarrollo neoplasico (Dwinell et al, 2008).
Aproximadamente el 90% de los genes de este organismo son ortdlogos a
los del ser humano, razén por la cual se ha utilizado principalmente en la

investigacién en areas relacionadas a la salud humana (Hancock, 2004).

22



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar los niveles de expresion de los genes c/AP y cMET en tejidos

de higado de Rattus norvegicus con y sin neoplasia.

3.2 Objetivos especificos

1. Extraer y retrotranscribir ARN total de tejido hepatico de Rattus
norvegicus sin neoplasia, con neoplasia sin tratar y con neoplasia
tratada con &cido retinoico.

2. Determinar la temperatura de alineamiento de los imprimadores de
los genes clAP y cMET utilizando gradientes térmicos por medio de

la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

3. Cuantificar, mediante PCR en tiempo real, los niveles de expresion
de los genes clAP y cMET en tejido hepatico de Rattus norvegicus
sin neoplasia, con neoplasia sin tratar y con neoplasia tratada con

acido retinoico.
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4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el laboratorio de biologia molecular de la Escuela
de Ciencias y Letras, en el Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Sede San
Carlos, Alajuela, Costa Rica.

4.1 Muestras utilizadas

Se analizaron 6 muestras de higados de Rattus norvegicus de las cuales
2 provenian de organismos sin neoplasia que no fueron sometidos a
ningun modelo de hepatocarcinogénesis denominados individuos “sanos”.
Dos de las muestras provenian de higados de organismos sometidos a
tratamientos con 2-AAF (2-acetilaminoflurorano) como inductor de la
carcinogénesis considerados como “afectados”. Los restantes dos
higados eran de organismos sometidos a tratamientos con ATRA (acido
retinoico todo trans) como potencial inhibidor de la carcinogénesis vy
posteriormente a tratamientos con 2-AAF como inductor de la

carcinogénesis, llamados como individuos “tratados”.

Dichas muestras fueron proporcionadas por el Instituto Clodomiro Picado
de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica. Las

muestras fueron conservadas en nitrogeno liquido a -196 °C.

4.2 Extraccion y retrotranscripcion de ARN

Se utilizaron aproximadamente 100 mg de cada una de las muestras y
estas fueron maceradas en presencia de nitrégeno liquido.
Posteriormente a dichas muestras se les realizé una extraccion de ARN
total mediante el kit NucleoSpin®L (Macherey-Nagel) utilizando el

protocolo proporcionado por el fabricante (Anexo 1).
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Para evaluar la calidad de la extraccién, se realiz6 una cuantificacion de
acidos nucleicos mediante espectrofotometria utilizando el equipo
Lambda 25 de PerkinElmer ® y el software UV WinLab versién 2.85. Para
ello se realizé una dilucion de 12 ul de la muestra de ARN en 288 ul de
agua destilada. La concentracion final de ARN presente en la dilucion fue
calculada mediante la formula1: [ARN] ng/ul = (Absorbancia a 260 nm) x
(Factor de dilucién) x 40. De acuerdo a la concentracion obtenida, se
calcul6 la cantidad de microlitros de muestra a utilizar en la
retrotranscripcion de las mismas, con el fin de homogenizar la

concentracion a 17 ng/pl.

La retrotranscripcion de acidos nucleicos se realiz6 utilizando el kit
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas) siguiendo

los parametros establecidos por el fabricante (Anexo 2).

4.3 Reaccion en cadena de la Polimerasa y Visualizacion de los
productos de PCR mediante electroforesis.

La determinacién de la mejor temperatura de alineamiento para los
imprimadores utilizados, se realizé mediante PCR en un gradiente térmico
fijado a partir de los valores tedricos calculados. El célculo de las
temperaturas de alineamiento tedricos se realizaron mediante las
formulas (2(A+T) + 4(G+C))-5 cuando la cantidad de nucleétidos es
menor o igual a 20 y (62,3+(0,41/%G+C)-(500/PB))-5 si la cantidad de
nucleétidos es mayor a 20. Las variables A, T, G y C corresponden a la
cantidad de nucleétidos de adenina, timina, guanina y citosina
respectivamente y el valor de PB a la cantidad de nucleétidos del

imprimador.

25



Para esto fueron consideradas las secuencias reportadas por el Instituto
Clodomiro Picado de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de
Costa Rica (tabla 1). Dichas secuencias fueron comparadas con el
genoma de Rattus norvegicus utilizando el programa BLAST (Altschul et
al., 1990), con el fin de determinar el tamafo de los productos de PCR
esperados.

Tabla 1. Imprimadores utilizados en las reacciones de PCR para evaluar los
distintos genes marcadores.

Tamaio
Nombre Secuencia -I.:m Prc:’detljcto

(pb)*
P-actin-F ~ 5-TGTCACCAACTGGGACGATA-3'" 55
R-actin-R  5-TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG-3'" 57 391
clAP-F  5-CCAGCCTGCCCTCAAACCCTCT-3® 60,6
clAP-R  5-GGGTCATCTCCGGGTTCCCAAC-3® 60,6 501
cMet -F 5-GAAAGCCAATGTGTCAGGAG-3® 55 301

cMet -R 5-GAGTTTATCGTATTCCCAC-3'® 49

Fuente: “Van der Hoeven et al, 2003 'Batusic et al, 2004 °Daveau et al, 2004
*Tamanos obtenidos de acuerdo al programa BLAST, disponible
en www.ncbi.nim.nih.gov

Para cada par de imprimadores se realiz6 un gradiente térmico donde el
valor intermedio correspondia a la temperatura de alineamiento tedrico
calculado.Los imprimadores de clAP fueron evaluados a las temperaturas
de 53.7, 56.2, 59.1, 61.5 y 63.4 °C. Las temperaturas utilizadas para los
imprimadores de cMET fueron 48.1, 50.2, 53.0 y 56.2 °C, asi como las
temperaturas de 53.0, 56.2 y 58.9 °C para los imprimadores de Actina.

Para la reaccion de PCR se utilizé6 una mezcla de los siguientes reactivos:
5 ul de ADN (17 ng/ul); 2,5 pl de Buffer Tagq 10x (NH4)2SOy4; 1,5 pl de
MgCl, (25 mM), 2,5 pl de dNTP's (2mM); 2,5 pl de cada imprimador, 0,4 pl
de Taq Polimerasa (5u/ul) y 9,1 pl de HzO libre de nucleasas. La mezcla
de reaccion utilizada fue la misma para cada par de imprimadores y la
muestra utilizada en la evaluacién del gradiente provenia de un individuo
sano
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El programa de PCR utilizado const6 de un primer ciclo de
desnaturalizacion de tres minutos treinta segundos a 94°C; cuarenta
ciclos de: 30 s de desnaturalizacion a 94°C, 30 s de alineamiento segun
el gradiente calculado a partir de la tm de cada imprimador (Tabla 1), 2
min y 30 s de extension a 72°C; y un ultimo ciclo de 5 min a 72°C. La
amplificacién se efectu6é usando el termociclador modelo PTC-200 (Peltier

Termal Cycler) de MJ Research, Inc.

Los productos de PCR obtenidos de la evaluacién de las distintas
temperaturas de alineamiento fueron visualizados mediante Geles de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X (Tris 40mM, Acido acético 11.4% (v/v), y
EDTA 1 mM) tenidos con 1,2 ul de Bromuro de Etidio (10 mg/ml),
utilizando camaras de electroforesis BIO-RAD con capacidad para 20
pozos. A cada uno de los tubos de reaccién que contenian los productos
amplificados se les adicion6 5 pl de solucién de carga 6X (loading dye),

cargando 25 pl en cada uno de los pozos del gel.

La electroforesis se realizé por 90 minutos a 75 Voltios, 400 miliamperios,
usando buffer TAE 1X y MassRuler™ Low Range (Fermentas) como
marcador de peso molecular para el marcador de clAP. Para los
marcadores de Actina'y cMET se utiliz6 el marcador de peso molecular
Lambda DNA/EcoRI + Hindlll Marker (Fermentas). Como fuente de poder
se utilizd el equipo PowerPac Basic™ de BIO-RAD. La visualizacion del
patron de bandas obtenidos se llevd a cabo por transiluminacién
ultravioleta utilizando el equipo EDAS 290 de Kodak y el software Kodak
1D Image Analysis Software versién 3.5.
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4.4 Cuantificacion de los niveles de expresion de los genes

marcadores

Los niveles de expresion de los genes cMET y clAP fueron evaluados
mediante PCR en tiempo real, en los distintos tratamientos. Para cada
gen marcador, se realizé un duplicado de cada una de las muestras y de

los controles negativos.

La técnica de PCR en tiempo real se realizd mediante el equipo
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA)
y el software StepOne™Software versién 2.0. Como disefio experimental
se utilizdé la cuantificacion relativa por el método de Ct Comparativos
(AACY), utilizando una de las muestras “sanas” como referencia y el
marcador de Actina como control endégeno. Para detectar las secuencias
amplificadas se utilizé SYBR® Green (Fermentas). La distribucién de las
muestras y los marcadores en la placa de reaccion, para la cuantificacion

de los niveles de expresion, se aprecia en el anexo 4.

La mezcla de reaccion utilizada fue la misma para los distintos
marcadores, variando Unicamente los imprimadores utilizados en dicha
mezcla. Dicha mezcla estuvo compuesta por 9 ul de ADN (9 ng/ul); 12,5
pul Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), 2,5 ul de cada
imprimador, y 5,5 pl de H2O libre de nucleasas.

El programa de PCR utlizado const6 de un primer ciclo de
desnaturalizacion de 3 min y 30 s a 94°C; cuarenta ciclos de: 30 s de
desnaturalizacion a 94°C, 30 s de alineamiento a 60°C ¢) 2 miny 30 s a
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72°C; y un ultimo ciclo correspondiente a la curva de disociacion

determinada por el software del equipo (Anexo 3).
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5. RESULTADOS

5.1 Extraccion y retrotranscripcion de ARN

Los acidos nucleicos obtenidos a partir de la extraccion del tejido
hepatico, fueron cuantificados mediante espectrofotometria y llevados a la
misma concentracién descrita en materiales y métodos, para ser
utilizados en la reaccién de retrotranscripcion. La concentracion obtenida

de cada una de las muestras se encuentra tabulada en la tabla 2.

Tabla 2. Concentracién de ARN determinada por espectrofotometria.

Concentracion

Muestra de ARN (ng/jl)

Sano 1 67.4

Sano 2 52
Afectado 1 17
Afectado 2 17.9
Tratado 1 26.1
Tratado 2 86.3

5.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa y visualizacion de los
productos de PCR mediante electroforesis.

De la evaluacion de los distintos imprimadores para los genes en estudio,
se obtuvieron distintos gradientes térmicos definidos a partir de las
temperaturas de alineamiento teéricas. La figura 1 muestra los productos
de PCR obtenidos a partir del gradiente evaluado para los imprimadores
de clAP. Se observé un producto de aproximadamente 500 pb de
acuerdo al marcador de peso molecular (Anexo 5). Se seleccioné la
temperatura de 59.1 °C como temperatura a utilizar en las pruebas

posteriores.
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MPM 53.7 56.2 59.1 615 634

500 pb —

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para los productos de PCR obtenidos
utilizando los imprimadores del gen c/AP mediante un gradiente térmico, en grados
centigrados.

Los productos de PCR obtenidos utilizando los imprimadores de los genes
cMET vy Actina, en los distintos gradientes, se visualizaron en un mismo
gel (figura 2) utilizando como marcador de peso molecular Lambda. Para
los imprimadores del gen cMET se selecciondé como temperatura para las
pruebas 56.2 °C, mientras que para el marcador de Actina la temperatura
de 58.9 °C. El tamano de los productos obtenidos fue inferior a los 564 pb
para ambos marcadores, de acuerdo al marcador de peso molecular
utilizado (Anexo 6).

481 50.2 53.0 56.2 CN 53.0 56.2 589 CN MPM

— 831 pb

— 564 pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para los productos de PCR obtenidos
utilizando los imprimadores de los genes cMET y Actina mediante un gradiente térmico,
en grados centigrados.
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5.3 Cuantificacion de los niveles de expresion de los genes

marcadores
A partir de los andlisis de PCR en tiempo real para la cuantificacién de los
niveles de expresion génicos, se obtuvieron los valores de RQ
correspondientes a cada uno de los genes en estudio. En las muestras
denominadas “afectadas”, la expresion relativa tanto del gen ¢lAP como
del gen cMET, fue menor a la expresion obtenida en las muestras
“sanas”. Para el gen de c/AP el valor de RQ en las muestras “afectadas”

fue de 0.042 mientras que para el marcador de cMET fue de 0.046

Los valores de RQ obtenidos para el gen de cMET en las muestras
consideradas tratadas, presentdé un aumento en relacién con la expresion
de este gen en las muestras sanas, con un valor de cuantificacién de
3.096. De manera distinta, el marcador de c/AP presenté una disminucion
de su expresion en las muestras tratadas con un valor de RQ de 0.491 en
relacion con las muestras sanas. Los valores de cuantificacion relativa

obtenidos, se encuentran graficados en la figura 3.
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Figura 3. Valores de RQ en escala lineal, para los genes de IAP y MET en las distintas
muestras utilizadas, obtenidos de las pruebas de cuantificacién de expresién génica
mediante PCR en tiempo real.
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6. DISCUSION
6.1 Extraccion y retrotranscripcion de ARN

El método de extraccibn de ARN empleado, mediante columnas de
celulosa, permiti6 obtener una concentracion de ARN suficiente para su
posterior retrotranscripcion. Esto considerando que de acuerdo al
protocolo utilizado para la reaccion de retrotranscripcion, se requerian al
menos 10 ng de ARN totales para llevar a cabo dicha reaccion, siendo
mayor la cantidad de ARN obtenida por microlitro, en todas las muestras
en estudio. Esto garantiza ademas, que una vez que se obtengan los
retrotranscritos, puedan ser utilizados en las reacciones de amplificacion y
de cuantificacion. El éxito de las reacciones de PCR dependen en gran
medida de la cantidad y calidad de la muestra analizadas, por lo que es
fundamental la eficacia en los procesos de extraccién de acidos nucleicos
(Cankar et al., 2006)

6.2 Reaccioén en cadena de la Polimerasa y visualizacion de los
productos de PCR mediante electroforesis.

Los productos obtenidos de la reaccion de PCR de los distintos genes
marcadores, mediante un gradiente térmico, fueron los esperados. Para el
marcador del gen c/AP se observé una banda de aproximadamente 500
pb de acuerdo al marcador de peso molecular (figura 1). Este es
semejante al tamano de 501 pb obtenido al realizar el alineamiento de las
secuencias de los imprimadores de este gen con la secuencia del
cromosoma 8 de Rattus norvegicus, por lo que se evidencia que el
fragmento obtenido es el esperado. Ademas, este resultado es
comparable con los valores descritos por Deveraux y Reed (1999) para el
tamano del gen clAP, con un tamarno de 604 pb.
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Con respecto a la evaluacién del gradiente térmico para los imprimadores
de clAP, no se observaron diferencias entre las bandas obtenidas en las
cinco temperaturas utilizadas, por lo que se infiere que las temperaturas
del ambito entre los 53.7 y los 63.4 °C podrian utilizarse para la reaccion
de PCR. Sin embargo, es recomendable utilizar unicamente el gradiente
entre las temperaturas de 59.1 y 63.4 °C, y en especifico la temperatura
de 59.1 °C, considerando que la Tm calculada de los imprimadores es de
60.6 °C. Esto con el fin de reducir al minimo las uniones inespecificas,
obtener una mayor cantidad de producto de PCR vy evitar la formacién de
dimeros (Gonzélez, 2007).

Por su parte, la valoracién del gradiente para el gen de Actina no mostré
diferencias en las tres temperaturas evaluadas, ya que los productos de
PCR obtenidos, al ser visualizados en el gel de agarosa, presentaron una
intensidad semejante. No obstante, se recomienda utilizar una
temperatura de alineamiento igual o mayor a 56.2°C, con el fin de
obtener una mayor especificidad en la reaccién, al ser esta la temperatura

mas cercana a la tm calculada para ambos imprimadores.

En el caso de los productos obtenidos mediante los imprimadores de
cMET (figura 2), la banda observada en la temperaturas de 56.2°C fue la
mas intensa. Para este marcador, las temperaturas de alineamiento de los
imprimadores utilizados fueron de 55°C para el imprimador “forward” y
49°C para el imprimador “reverse”. Considerando dichas temperaturas, se
esperaba que la banda de mayor intensidad se observara a una
temperatura cercana a los 49 °C temperatura a la cual se garantiza la
union de los dos cebadores. Sin embargo, la banda de mayor intensidad
se obtuvo 7 °C por encima de la temperatura esperada.
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Berg y colaboradores (2008), consideran que si la diferencia entre las
temperaturas de hibridacion entre los imprimadores es mayor o igual a
5°C se podria generar una replicacién diferente en cada una de las
bandas del ADN de interés, debido a una mala hibridacién de alguno de
los imprimadores. Esto podria explicar las diferencias en la intensidad de
las bandas obtenidas, y a su vez el por qué dichos imprimadores, aunque
se hayan evaluado a una temperatura cercana a los 49°C,
correspondiente al imprimador con la menor Tm, no produjeron una mayor
cantidad de producto de PCR (Dieffenbach & Dveksler, 2003).

Para ambos marcadores, Actina y cMET, no fue posible determinar el
tamano de los fragmentos obtenidos de la reaccién de PCR, debido a que
las bandas obtenidas al visualizar los productos de PCR mediante
electroforesis, fueron inferiores a la ultima banda del marcador de peso
molecular utilizado. Sin embargo, considerando que el tamafo
aproximado de los segmentos amplificados se estim6 previamente
mediante el alineamiento de los imprimadores, no se descarta que los

productos obtenidos sean los esperados.

Las secuencias de los imprimadores de Actina utilizados, fueron
obtenidas de la metodologia descrita por Batusic y colaboradores (2004),
los cuales describen un producto de PCR de 391 pb. Esto coincide con el
tamano obtenido del alineamiento realizado con las secuencia gendémica
de Rattus norvegicus. Los imprimadores empleados en la amplificacion
del marcador de cMET, fueron obtenidos de la metodologia de Daveau y
colaboradores (2004) los cuales mencionan un producto de reaccién de
301 pb, lo cual concuerda con el tamano del fragmento obtenido del
alineamiento realizado de dichos imprimadores con la secuencia de

interés.
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La banda obtenida de la amplificacion de cMET (figura 2), al ser
observada mediante electroforesis, se desplazé una mayor distancia que
la banda generada por el gen de Actina. Esto demuestra que el tamarno
del producto de cMET es menor que el obtenido para Actina y este a su
vez es menor que la ultima banda visible del marcador de peso molecular
de aproximadamente 564 pb, sugiriendo a su vez que los productos

observados son los esperados (Garcia, 2000).

6.3 Cuantificacion de los niveles de expresion de los genes

marcadores

La menor expresion obtenida para el gen clAP en muestras “afectadas”
con respecto a la “sana” no coincide con lo descrito por diversos autores.
Yan y colaboradores (2004), Lu y colaboradores (2005) y Augello y
colaboradores (2009) mencionan una elevada sobreexpresion de este gen
en tejidos que presentan hepatocarcinoma celular y carcinomas renales,
respecto a tejidos que no presentaban dichas enfermedades. Ademas, se
ha descrito que la sobreexpresion de las proteinas clAP son las
responsables del desarrollo de carcinomas (Srinivasula & Ashwell, J.
2008), por lo que los resultados obtenidos no reflejan esta condicion.

Vinueza (2009) suguiere que esto puede ser ocasionado por la carga de
una menor cantidad de muestra en los pozos de este gen y el uso de
concentraciones muy bajas de los imprimadores de c/AP por un error en
el célculo de su concentracion o al momento de preparar alicuotas.
Ademas, se considera una posible degradacion de la muestra o una baja
concentracion de la mezcla de reaccion utilizada (Vinueza, 2009).
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Para este mismo gen, la expresién obtenida en muestras “tratadas” con
respecto a la muestra “sana” y la muestra “afectada” no coinciden con lo
esperado tedricamente. A pesar de que tanto las muestras denominadas
afectadas como las tratadas fueran sometidas a un proceso de induccion
de carcinogénesis mediante 2-acetilaminofluoreno, como inductor celular
para formar hepatocitos alterados o nddulos pretumorales (Fragoso et al.,
2002), posteriormente las muestras tratadas fueron sometidas a un
tratamiento utilizando &cido retinoico. Moreno y colaboradores (2007)
describen que el acido retinoico promueve una inactivacion de los
procesos de carcinogénesis en las etapas de promocién y desarrollo, al
reducir el area afectada. Considerando esto, se deduce que los valores
esperados deberian reflejar una menor expresibn en las muestras
provenientes de individuos sanos respecto a los tratados y estos a su vez

una expresion menor que las muestras denominadas afectadas.

La cuantificacion realizada para el gen cMET presentd una disminucion de
su expresién respecto a la condicion de tejido sano. Sin embargo, en
tejidos que presentan el desarrollo de carcinomas, se ha demostrado que
este gen se encuentra sobreexpresado, en contradiccidn con los
resultados obtenidos (Lopez et al., 2008). Esto pudo haberse originado
por los mismos factores citados para el gen cl/AP.

Fujita y Sugano (1997), describen que la sobreexpresiéon del gen cMET
esta asociado al desarrollo del cancer colorrectal y su posterior metastasis
al higado, donde en ambos 6rganos su expresidn es progresivamente
mayor segun el desarrollo del cancer. De igual manera se ha demostrado
dicha condicién de sobreexpresién para el gen cMET en el desarrollo del
cancer gastrico (Amemiya et al., 2002).
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El incremento en la expresion del gen cMET en las muestras tratadas
mostré un valor de expresién relativa de 3.096, lo que demuestra un
incremento en la expresion de dicho gen en relacién con la muestra
“sana”. Sin embargo, este valor también excede el valor de RQ obtenido
para la expresion de este mismo en la condicion de tejido afectado. Este
resultado no era el esperado, debido a que la sobreexpresién de cMET se
encuentra asociado al desarrollo neoplasico, por tanto se esperaba un
valor de expresion relativa mayor en la muestras denominadas afectadas
en relacidén con las muestras tratadas, considerando ademas, que a estas
ultimas se les aplico un tratamiento con acido retinoico, con el fin de
atenuar el proceso carcinogénico (Lépez et al., 2008; Moreno et al.,
2007)

Estas diferencias en los valores obtenidos de la cuantificacién de los
niveles de expresion, tanto del gen c/AP como de cMET, pueden deberse
al uso de Actina como control endégeno. Autores como Guirado y
colaboradores (2002), asi como Su y colaboradores (2007) validan el uso
del gen de pB-actina considerando que su expresion se mantiene
constante, indistintamente del tejido en el que se encuentre. Sin embargo,
en otros estudios se ha demostrado que su uso puede ser inapropiado, ya
que no presenta una expresion homogénea entre las diferentes muestras,
siendo estas de un mismo tejido, por lo que la normalizacién de los
valores respecto a dicho control endégeno y su posterior comparacion con
la muestra de referencia se realiza de manera errénea (Dheda et al.,
2005).

Chang y colaboradores consideran inadecuado el uso del gen de B-Actina
como control enddgeno en estudios de carcinoma hepatocelular, debido a

que este gen y sus isoformas, disminuyen su expresion para dar lugar a
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un grupo denominado K-Actina en tejidos que presentan esta

enfermedad.

Debido a la cantidad de muestras utilizadas, no fue posible el analisis
estadistico de los datos que permitieran determinar si los valores
obtenidos y las diferencias entre estos presentan diferencias
significativas. Por esta razén se recomienda aumentar el niumero de
muestras empleadas en las distintas condiciones, asi como el numero de
repeticiones utilizadas para cada gen marcador y una determinada
muestra. La cantidad de muestras utilizadas fue reducida debido a que la
cantidad de reactivos disponibles, para las pruebas de cuantificacion de

los niveles de expresién, eran considerablemente limitados.
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. CONCLUSIONES

El método de extraccion de ARN totales mediante columnas de
celulosa, permitié la obtenciéon de una cantidad suficiente de ARN
para su posterior retrotranscripcion y analisis mediante PCR y PCR

en tiempo real.

Los tamarnos de los productos obtenidos mediante PCR para los
distintos genes marcadores, fueron los esperados.

Los genes clAP y cMET presentaron una expresion menor en las
muestras denominadas afectadas respecto a las muestras

consideradas sanas y tratadas.

La cantidad de muestras y de repeticiones que fueron utilizadas no

son las suficientes para realizar andlisis estadisticos.
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RECOMENDACIONES

Redisenar al menos uno de los imprimadores de cMET, debido a la
diferencia en las temperaturas de hibridacion del imprimador

“forward” respecto al imprimador “reverse”.

Aumentar el numero de muestras, asi como el numero de
repeticiones utilizadas en los pruebas de cuantificacion de niveles

de expresién génicos.

Establecer un modelo estadistico acorde al disefio experimental,
con el fin de poder analizar posteriormente los datos obtenidos.

Considerar realizar la cuantificacion de los niveles de expresién de
manera absoluta y no de manera relativa, mediante el método de

curva estandar, en sustitucion del método de CT comparativos.

Realizar pruebas con distintos genes de referencia y las muestras
en estudio, con el fin de determinar si alguno de ellos puede ser un

mejor control enddgeno que la Actina.
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10.

ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ARN totales provisto en el Kit de extraccion
NucleoSpin®L (Macherey-Nagel)

MuchsoSpin® RNA L

5.6 Total RNA purification from cultured celis and tissue

with NucleoSpin® RNA L

Before starting the preparation:
= Check if Wash Buffer RA3 and rDNase were prepared according to section 3.

Homogenize sample

Disrupt up to 100 mg of tissue (for homogenization
methods see section 2.3).

Up to 4 x 107 sukaryofic cultured cells are collecied
by centrifugation and lysed by addifion of Buffer RA1
diracthy.

To choose an approprizie amount of siaming maiena see
saclion 232

Lyse cells

Add 1.8 ml Buffer RA1 and 18 pl B-mercaptosthanaol
[B-ME] to the disrupted material in a 15 mi cenirifuge tube
(not supplied) and vortex vigorowshy.

For gopropriate sample and lysis bulfer amourts see section
22
Noie: As altemative io 3-ME the reducing agent OTT or TCEP

may be used. Use 2 final concentradion of 10-20 mM OTT or
TCEP within the Lysis Buffer B4 1.

Filtrate ly=sate

Apply the lysate o 8 MucleoSpin® Fitker L placed in
a Collection Tubs and centrifuge sample for 10 min at
4,500 x g. This step will homogenize the sample by re-
moval of residual insoluble material and smultanscus
reduction of ysate viscosity.

In case of visible pelet formation (depending on sampls
amount and naiure) fransfer supematant without any formed
peiiatio a new 15 mi cenimiuge tube (not sugplied).

Ifworking with small amounts of cufwed calls (8. g. <1 x 107
Hala calls) siep 3 may be substivied by wigorous muiving of

the sampia

<

Disrupt
sample

+1.8 ml RA{

+18 pl B-ME

MACHEREY-MAGEL — 0652009, Rev. 10
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MucleoSpin® RNA L

Adjust RNA binding conditions

Discard the MucleoSpin® Filier L and add 1.8 ml ethanol
{T0%:) to the kysats in the Collection Tube and mix by vor-
texing 2 x5 & (use 3.6 ml of TO%: sthanol i working with
large sample amountz, sa8 step 2).

Afer addiion of ethanol a sftringy precpiate may become
visibie wihich will nof afect the funther procedure. Aesuspend
precipigtes thoroughly before loading onio the NuceoSpin®
R4 L Cofumn.

Bind DMNA

Load the lysate-sthanol mixture (maximal 3.8 mi) onto
a NucleoSpin® BNA L Column. Centrifuge for 3 min at
4,500 x g.

¥ working with large sample amounis, aoply e rest of the
ly=mate-sthanol mivure (max. 5.8 mf] onio the column and
caniiuge again.

I the lysale has not passed through the column, cenimfugs
agan at 4,500 x g for 10 min.

In caze of column-overoading ncomplate fow-through of the
sampie mighi be ahssned, 8.g. the membrane is il wei
or some fysaie has not passed through. Aemove the ly=ais,
witich has not passed through the column, and contine with
the next profocod siep. Use less stariing maienal and care-
fuily remove insoluble maienal n siep 3 next fime.

Desalt silica membrane

Add 2.2 ml MDEB (Membranse Desalting Buffer) to the
MNucleoSpin® AMNA L Column. Centrifuge for 3 min =t
4,500 x g. Discard flow-through.

¥ the silica membrane is noi compisiely diy afier ceninfuga-
fian, centniuge agaim at 4,500 x g for 10 min. This step will
credie opimal readtion condiions ior the rNase

+1.8ml
T0% ethanol

Load max.
3.8 mi lysate

4500 x g
3 min

+ 2.2 ml MDB

MACHEREY-MAGEL — 06/2009, Raw. 10
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MNucleoSpin®™ RNA L

T Digest DNA
Prepare DMass reaction mixture: in a sterile microcen- + 250 pl
trifuge tubs mix 2:.]5 pl Reaction Buffer fur rDMase rDMass
and 25 pl reconstituted rDNase (s=e secton 3} per reaction
MucleoSpin®™ AMA L Column. Mix thoroughly but genthy. S
Digest with rDNasze AT
Apply 250 pl DNase reaction mixture directly onfo the 15 min
center of the silica membrane. Incubate &t room tem-
persture for 15 min.
8 Wash and dry silica membrane
+2.6mi RA2
Add 2.6 ml Buffer RA2 tothe NucleoSpin® ANAL Column. A500% g
Incubate at room tempersture for 2 min. Centrifuge for % min
3 min =t 4,500 x g. Discard flow-through and placs the
column back info the Collection Tube.
Buffer BAZ will inactivae the il ase.
i —— i +26miRA3
Add 26 ml Buffer RA3 to the MNucleoSpin® ANAL = 4500
Column. Centrifuge for 3 min at 4,500 x g. ﬂm:‘?
The flow-through fhas not io be discarded in this siep. Leave @'
the NudeoSom® ANA L Column in the Colecton Tube.
Add 26 ml Buffer RA3 to the NucleoSpin® RNAL + 26 ml RAZ
Column. Centrifuge for 5 min at 4,500 x g fo dry the
membrang completely. Flace the column into a fresh 4500x g
Collection Tube (15 ml, supplied). & min
8  Elute DMA highl e RNA
ignly pu +500 pl
Fipstie 500 ui RMase-free H,0 (suppliad) dirscfly onto ANase-fres
the center of the silica membrane. Incubate at room H.O
temperature for 2 min and cenfrifuge for 3 min at
4500xg. AT
2 min
Reduction of siution wolume will generaly nof resulf i an
increased concentmtion of eluted nuoleic acid with the 4500x g
NuclsoSpir® ANA Lki (see section 2.4 for alemative elbition 3 mi
proceduras). o
30 MACHEREY-MAGEL — 0672000, Rev. 10
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Anexo 2. Protocolo de retrotranscripcion provisto en el kit RevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesis (Fermentas)

PROTOCOLS
Please read the Motes section of the manual (p.3-5) before starting.
RT-PCR
. First Strand cDMA Synthesis

After thawing, mix and briefly centrifuge the compaonents of the kit. Store on ice.
@ Add the following reagents into a sterile, nuclease-fres tube on ice in the indicated order:

fotal RNA 10ng -5 pg
Template RMA or poly(A) mRRA 1ng-0.5pg
or specific ANA 0.01pg-05pg
oligo {dT),,, primer 1ul
Primer or random hexamer primer Tl
or gene-specific primer 15-20 pmaol
DEPC-treated water to12
Total volume | 12l

8 Optional. If the BNA template is GC-rich or contains secondary structures, mix gently, centrifuge
briefty and incubate at 65°C for 5 min. Chill om ice, spin down and place the vial back on ice.

8 Add the following components in the indicated order;

5X reaction buffer 4yl
RiboLock™ Rase Inhibitor (20 wil) Tul
10 mM dNTP mix 2l

RevertAid™ H Minus M-Mul Reverse Transcriptase (200 /i) 1yl
Total volume | 20 pl

@ Mix gently and centrifuge.

© For oligo(dT),, or gene-specific primed cOMA synihesis, incubate for 60 min at 42°C.
For random hexamer primed synthesis, incubate for 5 min at 25°C followed by 60 min at 42°C.
Note. For GC-rich RNA templates, the reaction temperatura can be increasad up to 45°C.

© Terminate the reaction by heating at 70°C for & min.

The reverse transcription reaction product can be directly used in PCR applications or stored at -20°C
for less than one week. For longer starage, -70°C is recommended.

Il. PCR Ampiification of First Strand cDNA

The product of the first strand cDMA synthesis can be used directly in PCR or gPCR. The wolume

of first strand cONA synthesis reaction mixture should not comprise more than 1710 of the total
PCR reaction volume. Normally, 2 i of the first sirand cDMA synthesis reaction mixture is used as
tempilate for subsequent PCR in 50 pl fotal volume. Tag DNA polymerase, PCR Master Mix (2¥) or
PyroStart™ Fast PCR Master Mix (2 can be used to amgplify fragments less than 3 kb. DreamTag™
DMNA polymerase s suitable for amplification of longer fragments up to & kb. The Long PCR Enzyme
Mix and High Fidelity PCR Enzyme Mix are recommended to generate amplicons up to 20 kb. See
refated products on p.17 for ordering information.

Revertaid™ H Minus Arst Sirand cONA Synthasis Ki VW Termiantas com
3 Revised 072008 -



CONTROL REACTIONS

Positive and negative control reactions should be used to verify the results of the first strand cDNA
synthesis steps.
Reverse transcriptase minus (RT-) negative control is important in AT-FCR or gRT-PCR
reactions to assess for genomic DMA contamination of the RNA sample. The conirol RT- reaction
contains every reagent for the reverse transcription reaction except for the RT enzyma.

No template negative control (NTG) is imporiant to assess for reagent contamination.

The NTC reaction contains every reagent for the reverse franscription reaction except for ENA

template.

Positive control RNA template and gene-specific pimers are supplied with the kit. The human
GAPDH control RMA (1.3 ko) was produced by /i vitro transcription. The GAPDH-specific confrol
PCR primers are designed o be complementary to human, mouse and rat GAPDH genes and
generate 496 bp RT-PCR product. The protocol for the positive control RT-PCR is provided bedow.

. Positive control first strand cDNA synthesis reaction

Mix and briefly centrifuge all components after thawing, keep on ice.
© Add the following reagents into a sterile, nuclease-fres tube on ice in the indicated order:

Control GAPDH RMA (50 ng/ul) 2
Oliga (EIT,'IW primer
ar
Random hexamer primer 1w
or
Raversa GAPDH primer
5X reaction buffer 4l
HiboLock™ Riase Inhibitor (20w T
10 mM dNTP mix 2
Revertdid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 wil) | 1
DEPC-treated water aul
Total volume | 20

& Mix gently and centrifuge.

®& For oligo(dT),, ar gene-specific primed cONA synthess, incubate for G0 min at £2°C.
For random hexamer primed synthesis, incubate for 5 min at 25°C followed by 60 min at 42°C.

@ Terminate the reaction by heating at 70°C for & min.

RevertAin ™ H MInUS First Strand cONA Synthosts KR
5 Reviznd 072008 a
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Anexo 3. Curva de disociacion determinada por el programa StepOne™ Software
en las pruebas de PCR en tiempo real.

Melt Curve Stage

95,0 °C 95,0 °C

00:15

Step 1 Step 2 Step 3
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Anexo 4. Distribucion de las muestras y marcadores en la placa de reaccion en las
pruebas de cuantificacion de niveles de expresion por PCR en tiempo real.
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Anexo 5. Distribucion de bandas y pesos moleculares de acuerdo al marcador de

peso molecular MassRuler™ Low Range (Fermentas)

— 1031 200

— a0 180
o — 800 160
a L |DD 1110
= — 600 120
= _ 500 200
= — 400 80
= 5

— 300 60
=
= — 200 40
% — 100 20
B — 80 16
]
-

10pkane, Bom length gel,
1X TBE, &Wicm, 1.5h

Range

11 fragments (in bp): 1031, 900. 800. 700. 600. 500, 400. 300, 200, 100, 50.

150
135
120
106
150

(i1]

45

14

100
an
&0
70
60

100
40
30
20

10

bp._ng/20pl ng/ 15 ng/A0pl ng/Spl
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45
40
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20
16

10
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Anexo 6. Distribucion de bandas y pesos moleculares de acuerdo al marcador de
peso molecular Lambda DNA/EcoRI + Hindlll Marker, 3 (Fermentas)

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3
b 0.5 pg %

— 21296+ 2188 43.8
5148 531 106
/ 4973 5.3 103
4988 M0 88
— 3/0* 364 7.3

o4 ae 1.2

3
=t
2 o027 209 42
% — fo04 795 39
g _ 1584 163 33
3 — 1375 142 28
=
= _o47 98 185
L — 831 86 .7
=y
=

0.5 pofkne, 8 em length gel,

1XTAE, 7 Wiem, 45 min

Range

13 fragments (n bk 21226%, 5148, 4073, 4268
2530%, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125

(it mevranrioae 17 3 |
[l COmpnses Lo,
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