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@ Resumen:

Determinacién de la expresién génica por captura
especifica de ARN y su cuantificacién directa por
electroforesis capilar en zona libre. Método de de-
terminacién de la expresion génica por deteccidn
directa de transcritos mediante electroforesis capi-
lar en zona libre para muestras biolégicas. Mues-
tras de ARN purifFi)cadas o semipurificadas se hibri-
dan con un oligonucleétido o sonda especifica pre-
viamente seleccionada, marcada con biotina y per-
teneciente a una secuencia codificante de un gen.
A la solucién de hibridacién conteniendo el hibrido
especifico se le afaden esferas magnéticas cargadas
con estreptavidina. Se aplica seguidamente un sis-
tema magnético que selecciona en la pared del tubo
el complejo estreptavidinabiotina-oligonucleétido-o-
sonda ARN especifico, se lava el complejo con solu-
ciones astringentes y a continuacién se eluye el ARN
especifico. E%ARN obtenido se inyecta en un sistema
de electroforesis capilar en zona libre y la sefial obte-
nida por el detector permite la cuantificacidn directa
de la muestra.
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DESCRIPCION

Estado de la técnica.

En la actualidad la cuantificacién de la ex-
presion génica se realiza mediante un primer paso
de purificacién de ARN total o de poli(A) ARNm.

Existen varias alternativas para la cuantifi-
cacién del ARN purificado:

Northern Blotting, donde el ARN purificado
se separa mediante una electroforesis en gel, se-
guidamente es transferido a una membrana que
se ubica en un medio de hibridacién al que se
anade la sonda especifica del gen a cuantificar
marcada radiactivamente. Después de sucesivos
lavados se coloca la membrana contra un pelicula
fotografica que una vez revelada ofrece una senal
de intensidad variable dependiente de la cantidad
de sonda unida. La senal de la banda obtenida se
podra cuantificar mediante la medida de la den-
sidad o6ptica.

Ensayo de protecciéon con la Sl-nucleasa, en
este caso se realiza una hibridacién en solucién
(sin membrana), la muestra de ARNM se intro-
duce en la mezcla de hibridacién junto con la
sonda especifica y se digieren las hebras unicas
con la enzima SI-nucleasa. La muestra digerida se
separa mediante electroforesis de acrilamida, una
vez finalizada, el gel obtenido se coloca contra una
pelicula fotografica. La senal del hibrido ARN-
ADN correspondiente a la cantidad de sonda mar-
cada unida se puede cuantificar mediante medida
de la densidad éptica o de la radiactividad recor-
tando la banda del gel.

Una tercera alternativa para la cuantificacién
es la RTPCR, se basa en la amplificaciéon de “las
hebras del ADNc obtenidas por la retrotranscrip-
cién de los mensajeros”. El ADNc presenta varias
modalidades de construccién, dependiendo de los
distintos cebadores empleados para la retrotrans-
cripcién (hexdmeros randomizados, poli(A) o el
cebador especifico). En la actualidad es el ADNC
el factor limitante y determinante de la cuantifi-
cacién de la concentracién inicial de mensajeros
que se calcula utilizando ajustes matematicos.

Otros métodos menos exactos en la cuantifi-
cacién pero también usados, son las distintas va-
riedades de la técnica de hibridacién “in situ”.

Respecto a la electroforesis capilar existen dos
modalidades para la determinacién de acidos nu-
cléicos, la de capilares rellenos en la que estos se
cargan con geles de agarosa o acrilamida, sélidos
o semisélidos, y la modalidad de electroforesis ca-
pilar en solucién libre en la que las muestras son
separadas en un tampén. Los trabajos préacticos
realizados hasta la fecha se refieren sobre todo a
la electroforesis capilar en geles para el andlisis
de fragmentos de restriccién y para la cuantifi-
cacion de nucledtidos. La electroforesis capilar
en solucién libre se encuentra en periodo de de-
sarrollo técnico debido a su escasa capacidad de
discriminaciéon de moléculas por su tamano. En
la actualidad no existen referencias que indiquen
el uso de este tipo de electroforesis en la determi-
nacién directa o cuantitativa de ARNm.

Breve descripcion.

El método que se propone para este gen per-
mite su uso en el estudio de cualquier otro gen
debido a que estd basado en las caracteristicas
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fisico-quimicas generales de los acidos nucléicos.

No existe en la actualidad ningtiin método que
permita la cuantificacién directa del ARNM es-
pecifico de un gen. Los métodos utilizados hasta
la fecha requieren multiples pasos para la cuan-
tificacién y esta se realiza de forma indirecta
por medida de la densidad 6ptica o radiométrica
tras complicados procesos de electroforesis. Este
método no requiere del manejo de isétopos ra-
diactivos ni la fijacién del ARN a membranas o a
otros soportes. La originalidad de este sistema de
cuantificacién consiste en aunar la caza especifica
del mensajero mediante un oligonucledtido bio-
tinilado seleccionado de la secuencia del gen en
estudio, con la optimizacién de un método cuan-
titativo de medida por electroforesis capilar. Se
aporta un sistema original de deteccién, la elec-
troforesis capilar, cuya versatilidad tanto en vo-
ldmenes de inyeccién como por la larga vida del
capilar, permite un alto rendimiento en cuanto al
numero de pruebas a realizar para la optimizacién
de cualquier medida.

El hecho de que la electroforesis capilar se
realizo en flujo libre, nos conduce a una técnica
menos separativa pero mas practica y versatil
cuando se intenta cuantificar purificados de ana-
litos especificos.

1) Purificacién de ARN total

2) Hibridacién en solucién con el oligonu-
cle6tido especifico biotinilado

3) Captura del hibrido mediante esferas
magnéticas cargadas con estreptavidina

4) Elucién del ARNm especifico del hibrido

5) Concentracién del ARNM especifico

6) Cuantificacién directa mediante electrofo-
resis capilar
Descripcion completa.

El siguiente método se utilizé para la purifi-
cacién y medida del ARNM especifico del gen del
receptor de la angiotensina II.

1) Se extrajo ARN total de sangre mediante el
método de Chirgwin.

2) De 20 a 200 pg de este ARN se utilizé para
la purificacién especifica. Para esta purificacién
se seleccioné un oligonucledtido especifico biotini-
lado del gen a purificar de un tamano de 40 bases.
En el caso del gen del receptor de la angiotesina
II, 5-GGCGGGACTTCATTGGGTGAACAA-
TAGCCAGGTATCGATC-3’.

3) Se emplearon cantidades constantes del oligo-
nucleétido especifico biotinilado (50 pmoles) y de
esferas magnéticas (100 pmoles)(Dynal, Norway).
4) El ARN total se calent6 a 65°C en un bafo de
agua durante 10 minutos. Se le afiadié el oligonu-
cledtido especifico biotinilado y 20X SSC (Clo-
ruro sédico 3 M, citrato sédico 0.3 M, pH 7.0) en
una concentracion final de 0.5X SSC. Se incubé a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

5) Las esferas se lavaron tres veces con 0.5X SSC
y se le afiadi6 el ARN total. Se incubé durante 10
minutos a temperatura ambiente, las esferas fue-
ron capturadas mediante una gradilla magnética
y se lavaron cinco veces con 0.IX SSC.

6) Se eluy6 el ARNM especifico con 50 ul de agua
libre de RNasas.

7) Las muestras se concentraron anadiendo ace-
tato K (0.1 vol), Glucégeno (0.02 vol) y etanol al
95% (2 volumes). Los precipitados se resuspen-
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den en 5 ul de agua libre de RNasas.

8) Se desarroll6 la electroforesis capilar en so-
lucién libre con un detector UV (Prime Vision,
system IV, Europhor, Franco) usando un capilar
de 100 pm, de 60 cm de longitud (45 cm al detec-
tor) y un tampén TBE (89 mM Tris, 89 mM 4cido
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bérico, 2 mM EDTA, pH 8.5). Las muestras fue-
ron introducidas en el capilar usando alto vacio
durante 0.5 segundos (2,7 nl). La separacién en

el capilar fue realizada bajo un voltaje constante
de 400 V/cm.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de determinacion directa de
ARNM especifico por electroforesis capilar, ca-
racterizado por realizarse una purificacién de
ARN total, y una hibridacién en solucién con el

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

oligonucledtico especifico biotinilado. Luego se
captura el hibrido mediante esferas magnéticas
cargadas con estreptavidina y se hace una elucién
del ARNM especifico del hibrido que se concen-
tra y se cuantifica directamente por electroforesis
capilar.
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