DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS EN LA TECNICA DE LA qRT-
PCR (quantitive Real Time-Polymerasa Chain Reaction).

El DOGMA central de la biologia molecular establece que la informacién fluye desde el DNA al mRNA
y de ahi a la proteina. El flujo de informacién desde DNA a RNA constituye lo que se denomina
expresion génica. Los cambios de expresiéon génica en la célula se dan constantemente y son un
mecanismo fino de regulacién en muchos procesos que se produce como respuesta a cambios en el
ambiente o a cambios internos.
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Figura 1: Dogma central de la biologia molecular

No solo el DNA, sino también el RNA puede ser portador de informacion genética, es decir, el propio
RNA puede actuar como plantilla para ser copiada y generar nuevas moléculas de acidos nucleicos.
El paso de informacion de RNA a DNA puede ser posible a la accién de un enzima particular
denominada transcriptasa inversa o retrotranscriptasa. La principal funcién de este enzima es
sintetizar DNA (al que se le denomina DNA complementario (cDNA)), a partir de una plantilla de RNA.
En la célula este proceso puede ser responsable, por ejemplo, de la insercién de retrotransposones
en el genoma.

La técnica de la gRT-PCR permite analizar la expresidn génica y compararla en distintas condiciones.

FUNDAMENTO METODOLOGICO

La qRT-PCR- implica varias etapas:

e 12 ETAPA: OBTENCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL mRNA contenido en la célula,
mediante extraccion con solventes orgdnicos (por ejemplo, derivados del fenol).

e 22 ETAPA: RETROTRANSCIPCION. EIl mRNA servird como plantilla para la accién de la
retrotranscriptasa, que sintetizara moléculas de cDNA.



e 32 ETAPA: AMPLIFICACION DEL cDNA: mediante la utilizacién de oligonucleétidos especificos
(PRIMERS FORWARD Y REVERSE) que actuaran como cebadores de la accidn de la polimerasa,
se amplificara el cDNA de aquellos genes cuya expresién nos interese analizar.

Esta amplificacion puede llevarse a cabo con fines cualitativos (PCR convencional) o con fines
cuantitativos (qRT-PCR).

La gRT-PCR se diferencia de la PCR convencional en varios puntos. El mds importante es que
mediante la amplificacion con PCR s6lo podemos observar el punto final. Es decir, podemos
observar si hay o no expresion del gen de interés (CUALITATIVA). La qRT-PCR nos permite
saber cuanto hay de cada gen estudiado (CUANTITATIVO).
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Supuesto experimental

El tratamiento con un determinado inmunosupresor en pacientes trasplantados de rifidn para evitar
el rechazo del érgano nuevo, se ha asociado a la aparicion de una diabetes reversible en un 10-12%
de estos pacientes. Se ha disefiado un experimento para tratar de ver la influencia sobre la expresién
de los genes de insulina de un tratamiento continuado con este farmaco en ratas de laboratorio.

12 ETAPA: OBTENCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL mRNA

A. Obtencidon del RNA

Para comenzar el experimento contamos con muestras de RNA purificado por TRIZOL (un derivado
comercial del fenol). La concentracion y la pureza del RNA se han obtenido midiendo la absorbancia
en un espectofotdmetro a 260y 280 nm.

Tenemos las siguientes muestras (islotes de Langerhans aislados):
e 6 individuos controles (Individuos c1 al c6))

e 6 individuos tratados durante 7 dias (individuos fk1 al fk6)),



Las medidas de concentracién y pureza del RNA obtenido estan relejadas en la tabla 1.

B. Eliminacion de DNA gendmico

Frecuentemente, durante el proceso de extraccion de RNA, también se extrae DNA gendmico (gDNA).
Esto supone un problema, porque el gDNA es susceptible de amplificarse durante la PCR posterior,
pudiendo falsear asi nuestros resultados. Por eso, es necesario llevar a cabo una eliminacién de
gDNA, previa a la retrotranscripciéon del mRNA. Para ello, se comercializan kits que se aprovechan de
la diferente composicidn en nucleétidos que tienen las moléculas de DNA y de RNA (Timina, en vez
de Uracilo).
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Figura 2: Estructuras DNA y RNA. Diferente composicion de bases nitrogenadas. (Adaptacidon de una
imagen de https://www.genome.gov/glossarys/index.cfm?id=140)

C. Protocolo. En el laboratorio

El protocolo para realizar este paso se detalla a continuacion:

Componente Volumen de reaccion

gDNA wipeout Buffer 7x 2 ul

Variable segln su concentracion.

Muestra de RNA ]
MAXIMO 1 pg de acidos nucleicos.

Variable en funcién del volumen de

Agua libre de RNAsas o .
muestra anadido en el paso anterior

Volumen total 14 pl



https://www.genome.gov/glossarys/index.cfm?id=140

ACTIVIDAD 1

a. Enuna hoja Excel calcular el volumen que hay que afadir de cada muestra para preceder
a la ELIMINACION DE gDNA, Teniendo en cuenta que hay que afadir 1 pg de &cidos
nucleicos.

b. En la siguiente tabla se resume el grado de pureza de RNA y su concentracidn en cada
muestra.

c. Hacer los calculos necesarios.
(IMPORTANTE: volumen final de reaccion: 14 pl, de los que 2ul se corresponden al
enzima gDNA Wipeout = Volumen restante: 12 pl)

Muestra | Azeo | Az2s0 m CONCENTR. ML muestra | pl agua
Azg0 ug/ml
cl 0,015 | 0,007 | 2,09 31
c2 0,038 | 0,019 | 2,03 78
c3 0,019 | 0,008 | 2,3 39
c4 0,078 | 0,040 | 1,96 160
c5 0,029 | 0,014 | 2,12 59
c6 0,109 | 0,059 | 1,85 221
Fk1 0,198 | 0,109 | 1,90 404
Fk2 0,284 | 0,174 | 1,64 580
Fk3 0,716 | 0,423 | 1,69 482
Fk4 0,199 | 0,111 | 1,79 406
Fk5 0,039 | 0,02 1,93 79
Fk6 0,112 | 0,059 | 1,90 150

Tabla 1. Medidas de concentracion y pureza de las muestras

d. Pipetear los volimenes correspondientes en tubos libres de RNAsas, siguiendo
estrictamente las normas para no contaminar las muestras

e. Incubar 3 minutos a 42°C

f. Pasar inmediatamente a hielo



22 ETAPA: RETROTRANSCIPCION

La retrotranscripcidon (reaccion RT) es un proceso por el que una hebra de RNA se
retrotranscribe en una cadena complementaria, que llamamos cDNA. Para ello se necesita un enzima
retrotranscriptasa, dNTPs (mezcla de nucledtidos), un buffer de trabajo y un cebador, un
oligonucleétido complementario a la secuencia de RNA, que se une a esta molécula y que sirve para
gue el enzima empiece su accién retrotranscriptora.

La eleccion de este cebador dependera de lo que queramos estudiar. Existen tres tipos de
primers para la reaccion RT y todos tienen sus pros y sus contras:

a

Figura

Primer oligo(dT): Este cebador se une a la cola de poliA caracteristica del mRNA, de

manera que la retrotranscripcion se inicia siempre por el extremo 3'del mRNA.

Primers especificos (SSPs, Sample Specific Primers): se unen de manera especifica al

mMRNA en aquella zona de su secuencia donde esté el gen que queremos estudiar.

Random primers: Es un cocktail de oligonucledtidos (generalmente, de 6 nt) de
secuencia variada que se unen de manera aleatoria a lo largo de la secuencia de RNA.
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LY CppplCAUCGCAUTRAUSCEARGGECUIUGCATIGAaaaaaaaaaaaaaaaa 37
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5 GpppeCRAUCGCAUNAUSCGRAGEGCUUUSCAUUIGAaaaaaaaaaaaaaasas 37
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5 GpppSCAUCGCAUNRAUSCGRAAGEECUUUGCATUIGAaaaaaaadaaaaaasas 37

3: Tres tipos de primers para la reaccion

(http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/cdnaproduction.html)

RT


http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/cdnaproduction.html

TIPO DE
PROS CONTRAS
PRIMER
reaccion muy especifica del mRNA reaccion muy especifica del mRNA
(no se puede usar 18S)
oLIGO(dT)
No siempre se alcanza el extremo 5’
en la retrotranscripcion
Alta especificidad para un Necesitamos una reaccion RT
determinado gen diferente para cada uno de los
SSPs genes en estudio
Se gasta mucha muestra
Se unen en cualquier punto de la Se pierde la especificidad por el
secuencia de RNA (mRNA, tRNA,...) mRNA.
Aumenta la probabilidad de que se No se producen fragmentos de
retrotranscriba toda la molécula de cDNA demasiado largos y puede
RANDOM mRNA que afecte a alguno de los genes
gque queremos estudiar
PRIMERS - Se puede usar el 18S como ref.
activa
- Al generarse fragmentos cortos de
cDNA se mejora la posterior gRT-
PCR.
PROTOCOLO

a. Se parte de, maximo, 1 pug de RNA. En el paso anterior partiamos de un 1 pg de dacidos
nucleicos. Asi que asumimos que la eliminacion de gDNA no ha afectado a esta cantidad. De
esta manera, estamos seguros de no sobrepasar la cantidad maxima en este paso.

b. Se afiaden, a cada muestra, las cantidades necesarias de enzima RT y de buffer RT (contiene
random primers, cofactores, dNTPs)

c. Preparamos uno de los controles necesarios para la qRT-PCR: control RT". Este control llevara
muestra y buffer RT, pero no llevara el enzima RT.
lo que queremos es comprobar que la digestién previa del gDNA ha funcionado. Si es asi, no
habrd ninguna molécula de DNA que pueda ser amplificada en la PCR. (La polimerasa no
replica RNA, que es lo Unico que deberia quedar en el control RT"). Es necesario hacer un
control RT para cada muestra

d. Incubar TODAS las muestras y sus controles 15 minutos a 422C (elongacion del cDNA)
e. Inactivar el enzima: 3 minutos a 952C

f. Guardar en hielo o almacenar a -202C hasta la realizacién de la qRT-PCR.



32 ETAPA: AMPLIFICACION DEL cDNA (qRT-PCR)

Una vez que tenemos el cDNA, queremos amplificar el gen objeto de estudio mediante una
PCR cuantitativa. El nimero de copias que se esta obteniendo en cada uno de los ciclos de la PCR
puede ser observado y detectado a tiempo real. Esto es gracias al uso de materiales fluorescentes
gue nos indican la cantidad de copias de DNA que tenemos.

Al igual que en una PCR convencional, hacen falta primers (Forward y Reverse), un buffer de
trabajo con los cofactores necesarios y dNTPs en exceso, una Taq DNA polimerasa y, generalmente,
una sonda especifica (TagMan-MGB) que es la que aporta el componente fluorescente.

Las sondas Tagman-MGB son pequefios oligonucledtidos complementarios a la secuencia
comprendida entre los dos primers (AMPLICON), y que llevan unidos dos moléculas quimicas. Cada
una, en uno de sus dos extremos. En el extremo 5’, se situa un fluordforo (Reporter, R) (FAM es uno
de los mas frecuentes) y en el extremo 3’de la misma sonda, un apagador de esa fluorescencia
(Quencher, Q). En la hebra intacta, la distancia entre estas dos moléculas es tal que el quencher apaga
la fluorescencia del reporter. Sin embargo, cuando esta sonda esta rota (cosa que ocurre por la accidn
5’-exonucleasa de la polimerasa), se separany el reporter emite fluorescencia.
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Figura 5: Sonda Tagman intacta y rota por la accion de la DNA polimerasa. Adaptacidon de una imagen de
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/dual-labeled-probes.html

Al igual que ocurre en la PCR convencional, esta qRT-PCR se puede dividir en distintas fases:
- Fase de desnaturalizacion del cDNA: se separan las dos hebras del cDNA
- Fase de annealing de los primers y de la sonda (que estd intacta y no emite florescencia)

- Fase de elongacidn: La Taq polimerasa se une al extremo 3’del primer unido a la hebra de cDNA
y empieza a elongar la nueva hebra complementaria, hasta que se encuentra con la sonda
TagMan también unida al cDNA molde. La Taq polimerasa ademas de replicar, también tiene la
funcién 5’exonucleasa, lo que le permite degradar la sonda, liberando el reporter y
produciéndose la emisidon fluorescente. El equipo de Real Time PCR tiene un sistema de
deteccion de fluorescencia que registra la emisién de luz en esta fase.



PCR and Detection of cDNA

a. Assay Components
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Figura 6: Fases de la qRT-PCR. Durante la elongacion, se produce la liberacion de la molécula fluorescente de la

sonda TagMan

DISENO DEL EXPERIMENTO

Cuando se estudia la expresion génica es fundamental un buen disefio del experimento. Y eso
incluye la introduccién de una serie de controles del complejo proceso que se lleva a cabo. Por eso

es importante introducir varios conceptos:

e REFERENCIA ACTIVA

Al tratarse de un proceso semicuantitativo, siempre trabajaremos con cuantificaciones
relativas. Por eso, es necesario tener un referente frente al que cuantificar. Este referente

debe ser un gen que se mantenga constante a pesar de las condiciones de nuestro

experimento y que nos servird para normalizar nuestro gen problema. Existen varias opciones
(GAPDH, B-actina, 18S, ...), pero siempre se debe consultar la bibliografia existente para elegir

el mas adecuado para nuestras condiciones experimentales.

e REFERENCIA PASIVA

Se trata de introducir un fluoréforo (ROX) que normalice las variaciones de fluorescencia que
NO se deben al experimento en si, sino que se deben a las condiciones particulares de cada
pipeteo de la muestra. De manera que es un fluoréforo que siempre esta presente a lo largo

del proceso de PCR, que siempre emite lo mismo y que no aporta informacion.




El equipo es capaz de medir estos dos fluoréforos de cada pocillo (ROXy FAM) y de calcular la
fluorescencia normalizada (Rn) (ver figura).
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Figura 7: Cébmo se calcula Rn. Para qué sirve la referencia pasiva

¢ CONTROL RT"
De cada muestra, es necesario tener su control RT". Aquel al que no se le ha afadido
retrotranscriptasa durante el proceso de retrotranscripcion. Me da informacion sobre la
presencia o no de gDNA.

¢ CONTROL NTC (Non-template control)
Es aquel control en el que se ponen todos los reactivos necesarios para la amplificacion por
PCR, MENOS el cDNA. Se pone agua en su lugar.
Nos da informacidn sobre contaminacién de los reactivos usados o sobre la inestabilidad de la
sonda empleada (a veces, no aguantan los 40 ciclos de subidas y bajadas de temperaturas)

e CALIBRADOR
En el disefo inicial de nuestro experimento siempre hay que tener en cuenta una situaciéon
basal frente a la que referiremos nuestros resultados (paciente sano, cultivo celular sin
farmaco, animal Wild Type, ...) (ver figura).
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Figura 8: Para qué sirve el calibrador. Esquema explicativo del planteamiento de un experimento. Calculo de la
expresion en numero de copias respecto a la situacion basal (t=0), con o sin referencia activa (GAPDH),
aplicando el método 224¢

ACTIVIDAD 2

Diseio de placa e inicio de la programacion

v

v

El soporte donde se lleva a cabo la reaccion es una placa de 96 pocillos.

En nuestro caso, nuestra referencia activa serd el gen que codifica el enzima gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Anadir los controles RT y NTC

v" Teniendo en cuenta que cada muestra y su control deben probarse por duplicado, disefiar las

placas que nos permita en analisis de los genes INS1, INS2 y GADPH.



v' Una vez disefiada la placa, en cada pocillo, se pipetearan los volimenes correspondientes
para obtener un volumen final de 20 ul, que incluya los siguientes componentes:

e Mix (DNA polimerasa, dNTPs, cofactores,) 210 pl

e Sonda TagMan especifica para cada uno de los tres genes junto a su pareja de primers
correspondiente (comercial) 2 1 pl

e H,O0->5ul
e Muestra de cDNA o su correspondiente control RT- o Agua (NTC): 4 ul.

» A continuacion, se ira realizando el disefio y ajuste de los parametros en el programa
correspondiente teniendo en cuenta que ha sido programado previamente

1. Seleccionar los genes que vamos a estudiar de la lista existente:
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ACTIVIDAD 3

A. Visualizacion de los resultados

Los resultados obtenidos tras la amplificacidon se reflejan como sigue en la siguiente figura:

Amplification Plot

20 25 a0 34 40

En ordenadas se refleja la intensidad de fluorescencia normalizada (ARn) de todos los pocillos y en
abscisas el numero de ciclo de la PCR



ARn =Rn .. -linea base
ciclo x
Rn =Fl / FIROX

reporter

Nos interesa la fase exponencial de la curva de amplificacion. Es en esa pequefia zona en la
gue el numero de copias generadas de nuestro cDNA molde ha unido el nimero de sondas suficiente
para que, cuando son hidrolizadas, liberen la cantidad de reporter minima para ser detectada por el
aparato. Nos interesa encontrar ese mismo punto en todas las muestras, con un criterio comun
(Threshold, umbral).

Pero para el analisis de esta fase, es mejor que sea representada de forma lineal. Pare ello, se
representa  ACt en escala logaritmica, generandose una nueva representacion:

a. Fase plato
Fase lineal

c. Fase
geomeétrica

l FhiaS et e. Linea base

B. Andlisis de los resultados

1. Eliminar los pocillos cuya medida se observe alterada

2. Ajustar el umbral de deteccién determinado automaticamente por el software, situandolo
en la zona lineal, en dos puntos diferentes y observar los cambios en los Ct (Cycle at
Threshold, ciclo en el umbral)

El umbral (Threshold) nos ayuda a que el andlisis de los datos sea uniforme para un
mismo gen, dentro de un grupo experimental. Es decir, es el parametro que establecemos
como punto de referencia para que el Ct que se asocia a cada muestra esté calculado bajo
los mismos parametros. Esto es lo que nos permite un andlisis posterior. Sin
“homogenizacion”, los resultados no serian comparables.

Cada gen debe ser analizado por separado y en conjunto para todas las muestras del
experimento que estamos llevando a cabo. Es decir, habra que establecer un umbral Gnico
para INS1 en TODAS las muestras (no para NTC ni para RT"). Otro distinto para INS2 y otro
distinto para GAPDH.
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ACTIVIDAD 4
A. Cuantificacién relativa. Método 224
Los datos que nos ofrece el programa son los Cts, es decir, el ciclo en el umbral.

» Enlaplantilla de Excel “hoja de analisis de resultados” calcular el incremento de Ct (ACt). Para
ello, se resta a la media de los Cts del gen a evaluar (INS1 e INS2) la media de los Cts del gen
control (GAPDH) en cada muestra.

> Representar las gréaficas de los valores de ACt por un lado, y de los valores de 2-25¢t

METODO DEL 2-34Ct

PASO |: normalizar vs ref. activa (gen endégeno)

PASO 3: Cilculo de los niveles de expresion

» Interpretar los resultados obtenidos.

> ¢En qué se diferencian las graficas de los Cts con respecto a las gréficas de los 2-22¢t?



