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DESCRIPCION
Cuantificacion del ARNm de células individuales con RT-PCR en tiempo real
Sector técnico

La presente invencion da a conocer un método para la determinacién del ARNm en células de mamifero
individuales. Utilizando una PCR (“reaccion en cadena de la polimerasa”) cuantitativa, conjuntamente con
procedimientos optimizados para la recoleccion, lisis y transcripcion inversa de las células, el método permite el
estudio del nimero, distribucion, correlaciones e induccidn génica de transcritos a nivel de células individuales.

Técnica previa

Las células de una poblacién son en muchos aspectos singulares en sus caracteristicas, incluso en un cultivo o
tejido aparentemente homogéneo. Los niveles de expresion génica muestran grandes variaciones de una célula a
otra, debido a factores de origen externo (extrinsecos) e interno (intrinsecos) [1]. Igualmente, cuando se exponen a
estimulos idénticos, las células se comportan frecuentemente de forma estocastica [1-7]. Ello significa que no puede
asumirse que los datos obtenidos de una poblacion de células reflejan el comportamiento de las células individuales.
Se ha sugerido que las células pueden responder a estimulos mediante salvas de actividad transcripcional y que
funcionan como un conmutador binario [4-9]; es decir en forma de “todo o nada”.

Para determinar si dos transcritos se expresan en paralelo (expresién elevada al mismo tiempo) en anti-paralelo
(una es alta cuando la otra es baja), se requiere realizar un analisis de la transcripcién a nivel de células individuales.
Cuando se analizan grupos de células al mismo tiempo, se pierde informacién importante. Por ejemplo, no es
posible discriminar entre un pequefio cambio en la transcripcién génica, que se produce en todas las células y
grandes cambios en unas pocas células. Ademas, la heterogeneidad celular en los tejidos hace que el analisis de
tipos celulares especificos sea dificultoso. Estos problemas se resuelven realizando determinaciones a nivel de
células individuales.

Una célula eucariota tipica contiene aproximadamente 25 pg de ARN del cual menos del 2% es ARNm [10]. Ello
corresponde a unos pocos centenares de miles de transcritos de ~10.000 genes que se expresan en cada célula en
momento concreto. Las técnicas de imagen, tales como la hibridacién in-situ fluorescente mdltiplex (FISH), pueden
monitorizar la actividad de transcripcién génica dentro de una célula individual mediante el marcaje de ARNms
especificos [3-4] y puede aplicarse a células vivas para proporcionar atisbos temporales de la complejidad de la
magquinaria transcripcional. Se han determinado los niveles de proteinas en células individuales en bacterias [1, 7] y
levaduras [6] utilizando proteinas informadoras fluorescentes. Para realizar un andlisis completo del transcriptoma de
una célula individual, se utilizan micromatrices (chips), precedidas de una amplificacién no especifica del ADNc.

El método méas ampliamente utilizado para el analisis del ARNm de células individuales es la reaccion en cadena de
la polimerasa de transcripcion inversa RT-PCR (RT-PCR), y la RT-PCR en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR)
correspondiente. Esta técnica ofrece una sensibilidad, exactitud y rango dinamico superiores en comparacion con
métodos alternativos de determinacién del ARNm [12-13]. El nUmero de transcritos que puede analizarse facilmente
en las células individuales es pequefio, pero la amplificacion previa del ADNc incrementa de forma importante este
numero [13-14].

Sin embargo, los protocolos para el andlisis de células individuales existentes hasta el momento en la técnica
solamente son Utiles para la deteccion de dianas con un nivel elevado de expresion. Estos métodos no proporcionan
la sensibilidad necesaria para detectar ARNms diana, cuyo nivel de expresién es comparativamente bajo.

Descripcion breve

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion versa sobre un método para realizar una RT-PCR para
amplificar un ARN diana que comprende las etapas de:

a) lisis de una muestra biolégica formada solamente por unas pocas células que se supone que contiene
dicho ARN diana con un tampén de lisis que contiene entre 0,05 My 1 M de agente Caotrépico

b) diluir dicha muestra hasta un nivel tal que el agente Caotropico se halle durante la etapa c) a una
concentracién de aproximadamente 10 a 60 mM

c) sin ninguna etapa de purificacion intermedia realizar la transcripcion inversa de dicho ARN en
presencia de una mezcla de cebadores de sintesis de ADNc de la primera cadena, estando formada
dicha mezcla por cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A y/o cebadores aleatorios

d) someter dicha muestra a mdltiples ciclos de un protocolo de termociclado y monitorizar la amplificacion
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de dicha primera cadena de ADNc en tiempo real.

Este método es tipicamente aplicable si la muestra comprende solamente un nimero limitado de células, es decir no
mas de 100 células, y preferentemente menos de 10 células. En concreto, el método es aplicable incluso si la
muestra comprende solamente una sola célula.

Preferentemente, la etapa a) se realiza durante al menos 5 minutos a una temperatura entre aproximadamente 75 °C
y 85 °C.

También preferentemente, dicho agente caotrépico es el tiocianato de guanidina. Alternativamente, dicho agente
caotropico puede seleccionarse del grupo formado por clorhidrato de guanidina, cianato potasico y sulfato aménico.

En una realizacion importante, dicha muestra bioloégica esta formada por no mas de 100 células o preferentemente
no mas de 10 células. En una realizaciéon importante especifica, dicha muestra biol6égica es una sola célula.

Preferentemente, el tampon de lisis contiene entre aproximadamente 0,2 y 0,5 M de agente caotrdpico.

También preferentemente, durante la etapa c), es decir, durante la reaccién de la transcriptasa inversa, el agente
caotropico se halla presente en una concentracion de aproximadamente 10-60 mM, mas preferentemente entre 30 y
50 mM y de forma mas preferente aproximadamente 40 mM.

Opcionalmente, la reaccion de la transcriptasa inversa puede realizarse en presencia de 0,5 a 2% de NP 40.

La etapa de incubacién a) a una temperatura entre aproximadamente 75 °C y 80 °C puede realizarse en algunos
casos en presencia de proteinasa K a las concentraciones descritas mas adelante.

Opcionalmente, la muestra se congela a una temperatura entre aproximadamente -20 °C y -80 °C entre las etapas a)
y b).

Segun la presente invencion es altamente preferente, que dicha mezcla de cebadores de sintesis de ADNc
comprenda ambos: cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A asi como cebadores aleatorios.

El cebador aleatorio es habitualmente un cebador hexamero aleatorio. Los cebadores que se hibridan a una
secuencia poli-A son habitualmente cebadores oligo-dT u oligo-dU. En una realizacion preferente, dichos cebadores
que se hibridan a una secuencia poli-A y los cebadores aleatorios estan presentes en cantidades iguales. En otra
realizacién preferente, que es compatible con la anterior, dichos cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A y
los cebadores aleatorios estan ambos presentes a una concentracién entre 1 uMy 5 puM. Son altamente preferentes
concentraciones de aproximadamente 2,5 mM de ambos.

En una realizacion muy especifica, adecuada para el andlisis de muestras bioldgica multicelulares, el método segun
la presente invencion comprende las etapas de

a) lisis de una muestra bioldgica que se supone que contiene dicho ARN diana con un tampdn de lisis que
contiene una concentracién de tiocianato de guanidina entre 0,2 My 1 M mediante

- incubacién durante al menos 5 minutos a una temperatura entre aproximadamente 55 °C y 85
°C en presencia o ausencia de proteinasa K

- incubacion entre aproximadamente 2 y 10 minutos a 95 °C
- congelacion de dicha muestra a -25 °C

b) diluir dicha muestra hasta un nivel en el que el tiocianato de guanidina esté presente en una
concentracion de entre aproximadamente 20 y 60 mM

c) realizar una transcripcion inversa en presencia de una mezcla de cebadores de sintesis de ADNc de la
primera cadena, estando formada dicha mezcla por cebadores de secuencia aleatoria y cebadores que
se hibridan a una secuencia poli-A

d) someter dicha muestra a mdltiples ciclos de un protocolo de termociclado y monitorizar la amplificacion
de dicha primera cadena de ADNc en tiempo real.

En otra realizacién muy especifica adecuada para el andlisis de células individuales, el método segun la presente
invencion comprende las etapas de
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a) lisis de una célula individual que se supone que contiene dicho ARN diana con un tampoén de lisis
que contiene una concentracion de tiocianato de guanidina entre 0,2 My 1 M mediante

- incubacion durante al menos 10 minutos a una temperatura entre aproximadamente 75 °C y
85 °C en presencia o ausencia de proteinasa K

- congelacion de dicha muestra a una temperatura entre -75 °C y -80 °C

b) diluir dicha muestra hasta un nivel en el que el tiocianato de guanidina esté presente en una
concentracién de entre aproximadamente 30 y 50 mM

c) realizar una transcripcion inversa en presencia de una mezcla de cebadores de sintesis de ADNc de la
primera cadena, estando formada dicha mezcla por cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A
y cebadores aleatorios

d) someter dicha muestra a multiples ciclos de un protocolo de termociclado y monitorizar la amplificacion
de dicha primera cadena de ADNc en tiempo real.

Breve descripcion de las fiquras

Figura 1: Vision global de la obtencién del perfil de expresion génica de una célula individual utilizando la gRT-PCR.
Las alternativas y aspectos importantes de cada etapa del procedimiento, abordados en este estudio, se muestran
enmarcados por un cuadrado. Las etapas opcionales se muestran con flechas de puntos.

Figura 2: Evaluacion de tampones de lisis. (A) determinacion de la eficiencia de lisis. Cada barra indica el
rendimiento relativo de Ins2 utilizando un islote pancreético individual (-2.000 células) como material de partida.
Cada islote se tratdé con las concentraciones indicadas de o bien NP-40, con o sin tratamiento con proteinasa L (Prot
K), o tiocianato de guanidina (GTC). Solamente la lisis con GTC 0,5 M presenté un efecto significativo en
comparacién con las concentraciones control (p < 0,001, n = 3). (B) Efecto de los tampones de lisis sobre el
rendimiento de la reaccién de RT. Como material de partida se utilizaron cantidades iguales de ARN total del islote
purificado. Se analizaron los rendimientos relativos de cinco genes: Ins1, Geg, Sst, Gapdh y Rps29. Se afiadieron a
la reaccion de RT cantidades progresivamente mayores de tiocianato de guanidina. Se observa una diferencia
significativa en todos los genes entre el control y las concentraciones 40mM y 120 mM (p < 0,05) pero no para la
concentraciéon 80 mM. Los valores son la media + SEM (error estdndar de la media) de 3 experimentos
independientes.

Figura 3: Optimizacién de la reacciéon de RT. Se midieron cuatro genes: Ins1, Ins2, Rps29 y Hprt. (A) Determinacion
de la concentracion éptima de cebadores RT utilizando u oligo(dT) o hexameros aleatorios. (B) Comparacion de
estrategias de cebado de RT. Se muestran los rendimientos relativos de la reaccién de RT de varias combinaciones
de cebadores. Se utilizaron concentraciones 2 UM de u oligo(dT) o de hexameros aleatorios 0 de ambos. Los perfiles
de temperatura utilizados fueron isotérmico (barras negras), gradiente (barras blancas) y ciclado (barras grises). Los
valores son la media + SEM de 3 experimentos independientes.

Figura 4: Reproducibilidad técnica de la RT y la qPCR. (A) Se realizaron las reacciones de RT y qPCR por triplicado
de diluciones de ARN total de islote purificado equivalentes a la cantidad hallada en una célula individual. Se
muestra la desviacion estandar (SD) de las determinaciones de tres genes (Ins1, Ins2 y Gcg), con la contribucién de
la gPCR (cuadrados negros) y la RT (circulos rojos). Se muestran como referencia la SD de reacciones de gPCR por
triplicado basadas en cantidades predeterminadas de producto PCR purificado de Ins1, Ins2, Gecg, Rps29 y Hprt
(linea negra continua). La variabilidad entre estos cinco ensayos se muestra en forma de barras de error (SD). (B)
Se evaluaron células B individuales con reacciones de RT por triplicado y gPCR por duplicado para visualizar la
variabilidad de las determinaciones de ARNm en células individuales. EI nimero de copias Ins hace referencia al
nuamero de moléculas en la reaccién de RT. Se analiz6 en cada reaccion aproximadamente el 3% de la célula
original.

Figura 5: Transcritos Ins2 cuantificados en 126 células B de islotes de Langerhans. (A) Nivel de expresion de Ins2
de cada célula B, incubada en glucosa 3, 6, 10 0 mM, segun se indica. (B) El histograma muestra que los niveles de
expresion de Ins2 tiene una distribucion lognormal. Los niveles de transcritos estan centrados en la media para las
cuatro concentraciones de glucosa.

Descripcidn detallada

El método segun la presente invencion permite obtener el perfil de expresidén génica de s6lo unas pocas células e
incluso de una sola célula. Se cuantifican las especies de ARNm de células individuales o de pocas células se
cuantifican mediante gRT-PCR. A nivel de poblacion celular, los niveles de expresion génica habitualmente se
normalizan respecto a genes de referencia [15]. La naturaleza estocéstica de las células individuales invalida este
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enfoque, haciendo de la cuantificacion absoluta la mejor opcién para comparar niveles de transcritos dentro de una
célula y entre células. Por lo tanto, para mejorar los protocolos experimentales para optimizar la lisis celular y la
accesibilidad al ARNm, se analizaron de forma sistematica el rendimiento de ARNm de la reaccién de transcripcion
inversa y la calidad. El método se demostré en células individuales de islotes de Langerhans de raton, poniendo de
manifiesto los nimeros de copias, la regulacién coordinada de la expresion génica, y la distribucién de los niveles de
expresion de transcritos.

Se recogieron células dispersadas con un capilar de vidrio, se vaciaron en tamp6n de lisis y se analizaron mediante
gRT-PCR. La figura 1 describe el procedimiento experimental. Para evaluar la calidad, se gener6 una molécula de
ARN artificial basada en el gen de la ciclofilina E (Ppie) mediante transcripcion in vitro. Se afiadié una cantidad igual
de ARN Ppie junto con el tampédn de lisis a todos los tubos antes de depositar en los mismos las células individuales.
El ARN fue capaz de reducir la adsorciéon de la propia célula o de las ARNm de las células individuales a las
superficies. Las muestras con valores de ciclo umbral (Ct), anémalos para el Ppie-ARN afadido, pueden ser debidas
a la degradacion por ARNasas. Estas muestras se analizaron de nuevo y, si el problema persistia, se excluyeron de
los analisis ulteriores. La presencia de inhibidores puede reducir el rendimiento de ADNc.

El propésito del tampdn de lisis es hacer que el ARNm sea accesible al enzima de la RT. Para este cometido se
seleccionaron dos detergentes, uno débil, no caotrépico (Igepal CA-630, a.k.a. NP-40) y uno fuerte, caotropico
(tiocianato de guanidina GTC). Se evaluaron la eficiencia de la lisis y la influencia potencial sobre la consiguiente
reaccion de RT. Se evaluaron cinco condiciones de lisis diferentes en términos de su capacidad para lisar un islote
pancreatico (figura 2A). NP-40 no tuvo efecto alguno en comparacién con el control (agua) cuando se utilizé a
concentraciones del 0,5% y el 4%. La proteinasa K no tuvo efecto alguno cuando se afadié en presencia de NP-40
al 0,5%. El tampdn de lisis con GTC proporcioné una lisis eficiente del islote utilizando una concentracién de 0,5 M e
increment6 el rendimiento de ARN 600 veces; un efecto que disminuyé de forma importante a la concentracion 4 M.

A continuacion, se compararon los tampones de lisis respecto a su efecto sobre la reaccién de RT. Las
concentraciones bajas (0,1 %) de NP-40, independientemente de la adicién de proteinasa K, no tuvieron efecto
alguno en comparacién con las condiciones control. Sin embargo a una concentracién del 1%, NP-40 provoco una
mejoria pequefa pero significativa de la eficiencia de la RT. En la figura 2B, se analizaron tres concentraciones de
GTC (40 mM, 80 mM y 120 mM) sobre cinco genes. La eficiencia de la reaccién mejoré significativamente (2 a 6
veces) para todos los genes analizados utilizando GTC 40 mM. Por el contrario, GTC 80 mM no tuvo efecto alguno
mientras que la concentracion de GTC 120 mM fue de hecho inhibidora. La adicion de 2-mercaptoetanol a
concentraciones del 0,5, 1 y 5% no mejoraron el rendimiento de la reaccion de RT solo o conjuntamente con GTC
(datos no mostrados) La formacion de los productos de PCR correctos se confirméd mediante electroforesis en gel de
azarosa. De los detergentes analizados, se seleccion6 GTC debido a su mayor capacidad de lisis y su efecto
positivo sobre la reaccion de RT a una concentracién de 40 mM.

La cuantificacién adecuada de los transcritos raros requiere una generacion eficiente de ADNc mediante
transcripcion inversa (RT). En la figura 3, se analiz6 el cebado de la reaccion de RT mediante hexameros aleatorios
y nucleétidos oligo(dT) para cuatro genes: insulina 1 (Ins1), insulina 2 (Ins2), proteina ribosémica S29 (Rps29) e
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (Hprt). Se analiz6 el efecto de la concentracién de cebadores de RT
(figura 3A). La eficiencia de la RT generalmente aument6 con concentraciones crecientes de cebadores, aunque se
observaron algunas diferencias entre los genes estudiados. El cebado con 2,0 uM tanto de oligo(dT) como de
hexameros aleatorios dio lugar a un rendimiento elevado de ADNc. En la figura 3B, se analiz6 el efecto de la
combinacion de cebadores de RT y perfiles de temperatura. Se analizaron tres perfiles de temperatura diferentes
(isotérmico, gradiente y ciclado) en combinacién con estrategias de cebado con hexdmeros aleatorios y oligo(dT).
La combinaciéon de ambos métodos de cebado fue superior o igual en todos los casos al mejor método de cebado
individual utilizado. Puede realizarse la hip6tesis de que la iniciacion de la reaccion de RT, etapa en la cual el
cebador de RT se hibrida con su molécula de ARNm diana, es critico. Una temperatura gradualmente creciente
(gradiente) permitiria que los cebadores de RT de bajo punto de fusién se hibridaran a su diana, permitiendo a su
vez la desnaturalizacion de estructuras secundarias fuertes en las etapas finales de la incubacién. Se analizé
también un perfil de temperatura ciclado, que se ha notificado recientemente que incrementa el rendimiento de
ADNc para la cuantificacion de microARN [14]. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
rendimiento o reproducibilidad entre los perfiles de temperatura analizados. Se observd una diferencia de 2-5 veces
entre la peor y la mejor combinaciéon cebador/temperatura. Puede concluirse que una combinacién de 2,0 pM
oligo(dT) y 2,0 uM de hexameros aleatorios maximiza el rendimiento de la reaccion de RT.

Ademas del cebado con oligo(dT) y hexameros aleatorios, se evaluo el cebado de la RT con cebadores especificos
de gen (GSP). Para algunos genes se observd la formacion dependiente de la concentracion de productos no
especificos en la PCR subsiguiente. Este efecto fue mas pronunciado al utilizar una mezcla de diferentes GSPs.
Para determinar si era un efecto sobre la RT o sobre la PCR, los GSP se anadieron directamente a la PCR. Una
concentracion total de GSPs en la PCR superior a 0,4 pM, dio lugar a la formacion de productos de PCR erréneos.
Sin embargo, la dilucion del ADNc transcrito inversamente con GSP solamente eliminé parcialmente la formacion de
productos inespecificos. Por lo tanto, las concentraciones elevadas de GSPs afectan negativamente tanto las
reacciones de RT como de PCR.
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En la figura 4A se presenta la reproducibilidad técnica de la RT y la gPCR. Se muestra la reproducibilidad de las
reacciones de RT y gPCR, representadas por la desviacion estandar de los valores Ct (SDRT y SDgPCR
respectivamente), para una gama de nuimero de copias inicial diferentes. Ademas, se calcul6 la SDgPCR de la
dilucién del producto PCR purificado. No existen diferencias entre la SDgPCR del ADNc o del producto de la PCR,
indicando que la reproducibilidad técnica es intrinseca a la reaccién gPCR en si misma y no debida a la interferencia
de factores de reacciones anteriores. Todas las reacciones son altamente reproducibles valores no inferiores a
~1.000 copias (Ct aproximado 28-30), y aceptables para valores no inferiores a ~100 copias. Para valores <100
copias la variabilidad de las reacciones de RT y PCR es un obstaculo considerable para una cuantificacion precisa
del ARNm. La figura 4B muestra la variacion técnica en el contexto de las variaciones biolégicas de célula a célula.
Se recogieron células individuales de islotes de Langerhans de ratones y se analizaron mediante reacciones de RT
por triplicado y qPCR por duplicado. La variacion técnica esta a la par con la observada en la figura 4A. Aunque la
variacion de célula a célula de las células B recolectadas fue relativamente pequefia, la variacion técnica es adn
menor, y permite la cuantificacion absoluta con una precisién suficiente en la gama entre 100 y 200 moléculas.

Para analizar el perfil de expresion génica en células individuales del pancreas endocrino del ratén, se determinaron
Ins1, Ins2, glucagon (Geg), Rps29 y cromogranina B (Chgb) en 158 células obtenidas de cuatro incubaciones con
diferentes concentraciones de glucosa (3, 6, 10 y 20 mM). Los islotes de Langerhans del pancreas son
heterogéneos y contienen entre 1.000 y 3.000 células comprendiendo al menos cuatro tipos de células endocrinas,
siendo las mas abundantes las células 8 productoras de insulina y las células a productoras de glucagén [18]. En
base a la presencia de transcritos de insulina o glucagon, las células se clasificaron como células B (126 células,
83%), células a (25 células, 16%) o desconocido (1 célula, 0,7%). Seis muestras fueron negativas para todos los
genes y se clasificaron como errores técnicos (tasa de éxito 96%). Se confirmo la distribucion lognormal de todos los
genes y se calcularon las medias geométricas tal como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 1: Parametros estadisticos que describen la expresidn génica en células pancreaticas a y 8
individuales

'N es el nimero de células que expresan el gen analizado. Nyt = 158

2 Un valor Shapiro-Wilk elevado refleja un buen ajuste, en este caso la distribucion lognormal.

Gen N' Media geométrica | Media geométrica logio (SD | Valor p de Shapiro-Wilk?
Ins2 124 | 8.900 3,9 (0,5) 0,53
Ins1 100 | 3.100 3,5(0,5) 0,57
Gceg 25 | 19.000 4,3(0,3) 0,25
Rps29 | 102 | 230 2,4 (0,3) 0,98
Chgb |59 |82 1,9 (0,5) 0,67

Los datos permitieron correlacionar los niveles de expresion de las células individuales como se muestra en la tabla
siguiente. El factor de correlacion de Pearson para Ins1 e Ins2 fue de 0,59, lo que indica correlacién de las células
individuales.

Tabla 2: Coeficientes de correlacién de Pearson de los niveles de expresién en células individuales
Ins2 Ins1 Gceg Rps29 | Chgb
Ins2 1
Ins1 0,59 1
Gceg N.A. N.A. 1
Rps29 | 0,18 0,19 -0,25 1
Chgb 0,08 0,14 0,06 0,31 1

Todas las poblaciones celulares mostraron una gran heterogeneidad en los niveles de transcritos. Por ejemplo, de
las células B incubadas en glucosa 20 mM, las cuatro células con la expresion mas elevada explicaron el 50% del
total del ARNm de Ins2 (figura 5A). Tal como se mostrado en los estudios de células agrupadas, el incremento de la
concentracién de glucosa posee un efecto estimulador en Ins1, Ins2 y Chgb y un efecto ligeramente negativo sobre
Gcg. Se observé un efecto mas potente de la glucosa sobre insulina y glucagén en las células con niveles elevados
de expresién. De las 14 células con los niveles mas elevados de /ns2 (el 20%) mas elevado, 11 se incubaron en
glucosa 20 mM y tres se incubaron en glucosa 3 mM. Los cocientes correspondientes entre las incubaciones en
glucosa 20 mM y 3 mM fueron 12 a 1 para Ins1y 0 a 2 para Gcg. Los niveles de expresion presentaron una
distribucién lognormal para todos los genes en todas las concentraciones de glucosa.
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Como en cualquier investigacion de mecanismos pequenos y sensibles, obtener el perfil de transcripcion de células
individuales requiere de una cuidadosa preparacién y de condiciones optimizadas de reaccién para obtener un
resultado exitoso. Los resultados del estudio dado a conocer permiten la definicion de las condiciones 6ptimas que
permitiran al investigador evitar errores utilizando los reactivos adecuados y las concentraciones ideales.

Mientras que el efecto sobre la lisis es esperado e incuestionable, es decir, GTC es superior para lisar el islote, su
efecto sobre las reacciones de RT es mas complejo. Mientras que concentraciones elevadas (> 100 mM) alteran
gravemente la reaccion, concentraciones bajas (-40 mM) poseen un efecto favorable sobre el rendimiento de la RT.
El GTC es un detergente caotrdpico fuerte. El efecto positivo de GTC puede deberse a la reduccidon de estructuras
secundarias, permitiendo de este modo un mayor acceso de los cebadores y la transcriptasa inversa al ARNm.

De acuerdo con la presente invencién, es preferente utilizar una combinacién de hexdmeros aleatorios y oligo(dT) en
la reaccién de RT independientemente del perfil de temperatura utilizado, De acuerdo con hallazgos anteriores [16],
los resultados son altamente dependientes del gen y se requiere una optimizaciéon concienzuda para obtener una
eficiencia de la RT lo mayor posible. Ocasionalmente, se utiliza en la cuantificacion del ARNm el cebado de la RT
con cebadores especificos de gen (GSP). Existen dos explicaciones para la formacion de productos de PCR
inespecificos con cebado del ADNc con GSPs : En primer lugar, la concentracién total de cebadores en el ADNc
utilizado en la PCR puede alcanzar niveles cercanos a los de los cebadores de PCR. Ello podria interferir con la
amplificacion y generar productos inespecificos. En segundo lugar, los GSPs se unen en gran medida de forma
inespecifica al ARNm [16]. Por lo tanto el ADNc resultante sera similar al del cebado con hexameros aleatorios, pero
con el cebador GSP en el extremo 3'.

En cinco determinaciones en una célula con 100 copias de un transcrito concreto, los resultados abarcaran
aproximadamente entre 10 y 40 copias por reaccion (correspondientes a 50-200 copias por célula). Esta
diseminacion es basicamente debida a la variacion en la gPCR, y concuerda con la variacion biolégica entre células,
La realizacion de las reacciones de gPCR por duplicado o triplicado proporciona un incremento de la precision, y
permite la cuantificaciéon de niveles mas bajos.

Ademas, se compard la reproducibilidad de los resultados obtenidos con preparaciones de células individuales en
NP40 en agua miliQ con preparaciones en GTC 0,3 M mediante el calculo de las desviaciones estandar de 6
reacciones de RT-PCR de ambos supuestos.

Para este experimento, se dividié cada célula en tres replicados de RT y posteriormente se dividié cada uno de éstos
en duplicados de PCR. Por lo tanto, la desviacién estandar (SD) se basé en seis muestras. Los resultados mostraron
que la desviacion estandar era substancialmente mas naja (y por lo tanto la reproducibilidad mas alta) en las células
preparadas en GTC 0,3 M. En resumen, segun el método de la presente invencién, las células se depositan en el
detergente fuerte tiocianato de guanidina, opcionalmente, conjuntamente con una adicién de ARN para evaluar la
calidad. El tiocianato de guanidina a una concentraciéon entre 30 mM y 50 mM es un potenciador potente de la
reaccion de transcripcion inversa. Un cebado con una combinacion de hexameros aleatorios y oligo(dT) garantiza un
rendimiento elevado de ADNc.

Ejemplos

Ejemplo1: Preparacion y cultivo de las células

Se prepararon islotes pancredticos de ratones hembra sanos de una edad entre 3 y 4 meses del National Maritime
Research Institute (NMRI) (Bomholtgaard, Ry, Dinamarca) alimentados libremente con una dieta normal. Los
animales se sacrificaron mediante dislocacién cervical, y se aislaron los islotes pancreaticos mediante digestién con
colagenasa P (Roche, Basilea, Suiza) seguida de la recoleccion manual de los islotes. Todos los procedimientos
experimentales realizados con animales fueron aprobados por el comité de ética de la Universidad de Lund. Para
preparar células individuales dispersadas, se agitaron suavemente los islotes recolectados a cuna concentracién
extracelular de Ca®* baja para disolver la estructura del islote [21]. Las células dispersadas se sembraron en placas
de Petri de 35 mm (Nunc, Roskilde, Dinamarca) en medio RPMI 1640 (SVA, Uppsala, Suecia) suplementado con
FCS 10 %, penicilina 100 U ml™ y estreptomicina 10 ugml™ (todos los productos de Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.) en presencia de varias concentraciones de glucosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Se mantuvieron
las células en cultivo durante 18-24 horas para el experimento de estimulacién con glucosa y durante 2-6 horas para
los otros experimentos.

Las células MING se cultivaron en glucosa 5 mM tal como se ha descrito previamente [2].

Ejemplo 2: Recoleccidn de células individuales

Las células dispersadas y adheridas se lavaron dos veces con un tampoén que contenia NaCl 138 mM, KCI 5,6 mM,
MgCl> 1,2 mM, CaCl, 2,6 mM, HEPES 5mM (pH 7,4, con NaOH) y glucosa 3-20 mM (la misma concentracién de
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glucosa que en el cultivo) para eliminar las células muertas y los restos sueltos para permitir la recoleccion de
células con pipetas de pinzamiento de membrana. Se coloco la placa con las células adheridas y aproximadamente
1 mL de tamp6n en un microscopio de luz invertida estandar (Zeiss Axiovert 135, Oberkochen, Alemania). Capilares
de vidrio de borosilicato (Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Alemania) con un diametro externo de 1,6 mm y un grosor de
pared de 0,16 mm se estiraron has obtener pipetas utilizando un tirador de pipetas de pinzamiento de membrana
(Heka PIP5, Lambrecht, Alemania). El diametro de la punta fue de aproximadamente 10 um de media,
substancialmente mas amplio que el de las pipetas de pinzamiento de membrana estandar, y lo suficientemente
grande para permitir el transito de células intactas. La pipeta de vidrio se monté en el microscopio en un
micromanipulador hidraulico (Narishige, Toquio, Jap6n). Controlando la presién dentro de la pipeta fue posible
recolectar células intactas o casi intactas con un volumen minimo de solucion extracelular.

Ejemplo 3: Lisis y purificacion

Lisis de los islotes: Se colocaron islotes pancreaticos individuales de aproximadamente el mismo tamano en 10 pl de
varios tampones de lisis. Se utilizaron los detergentes Nonidet P-40 (NP-40, a.k.a. Igepal CA-630, Sigma-Aldrich) y
tiocianato de guanidina (GTC, Sigma-Aldrich). Las muestras se incubaron a 60 °C u 80 °C durante 15 minutos (60 °C
para las muestras que contenian proteinasa K (Invitrogen) 0,4 mg/mL), seguida de una incubacién de 5 minutos a 95
°C y congelacién a -25 °C para su andlisis posterior. Las muestras se diluyeron 1:20 antes de la transcripcién inversa
para minimizar los posibles efectos inhibidores.

Lisis de células individuales: En los experimentos de células individuales, se vaciaron las pipetas de vidrio en tubos
de plastico de 0,2 mL que contenian 2 pL de solucién de lisis. Para el vaciado fue necesario utilizar un dispositivo
hecho a la medida, formado por un soporte de tubos alineado con un micromanipulador burdo en el que se monto la
pipeta. La pipeta se limpi6é cuidadosamente con tampdn de lisis varias veces para garantizar que la célula entraba en
el tubo. En la mayoria de casos, se rompi6 la punta de la pipeta en el tubo con suavidad para facilitar el lavado de la
misma. A continuacion, se situaron inmediatamente los tubos en un blogue de calentamiento con la tapa calentada a
80 °C durante 5 minutos. Se evaluaron varias composiciones del tampén de lisis, que contenian o NP-40 o GTC, a
no ser que se indique lo contrario, los detergentes se diluyeron en agua purificada mQ, aunque ocasionalmente se
utiliz6 un tampén que contenia Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, Na Cl 140 mM, MgCl> 1,5 mM (todos los productos de
Sigma). Tras el tratamiento con calor, se congelaron inmediatamente las muestras con hielo seco (-78 °C) y se
almacenaron a -80 °C para su transcripcion inversa posterior.

Extraccion de ARN total: Se realizaron algunos experimentos de optimizacion con ARN total de poblaciones
celulares mas grandes. ElI ARN total se purifico con el kit GenElute Mammalian Total (Sigma-Aldrich) y se midieron
las concentraciones con un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE,
EE.UU.).

Ejemplo 4: Transcripcidn in vitro

Para generar un ARN control artificial se utilizo el sistema de transcripcién in vitro de la polimerasa ARN T7 (Takara,
Shiga, Japén). Para la transcripcién in vitro se utilizé como un ensayo de PCR de la ciclofilina E (Ppie). En primer
lugar, se gener6 el producto de PCR de Ppie utilizando los mismos parametros de los ensayos de PCR en tiempo
real, excepto que se excluyeron todo los fluoréforos. El producto de la PCR se purificéd utilizando el kit de purificacion
de PCR (Qiagen, Hilden, Alemania) y a continuacion se amplific6 de nuevo en una nueva reaccién de PCR con un
cebador de PCR directo extendido al que se afiadio la secuencia promotor de la polimerasa ARN T7. El producto de
PCR final se purifico tal como se ha descrito anteriormente y se utilizé en la reaccién de transcripcion in vitro, segun
las instrucciones del fabricante. La mezcla de 20 L contenia: Tris-HCI (pH 8,0) 40 mM, MgCl, 8 mM, espermidina 2
mM, ditiotreitol 5 mM (todos de Takara), NTP 2 mM (Invitrogen), 20 U de RNaseOut (Invitrogen) y ~40 ng de molde
de ADN. La reaccién se incubd a 42 °C durante 1 hora.

Ejemplo 5: Transcripcion inversa

En todo el estudio se utilizd la transcriptasa inversa SuperScript Ill (Invitrogen) [17]. Se incubaron a 65 °C durante 5
minutos 6,5 pL con ARN total o células individuales lisadas, dNTP 0,5 mM (Sigma-Aldrich), oligo(dT) 2,5 uM
(Invitrogen), hexameros aleatorios 2,5 uM (Invitrogen) y en los casos en los que se indica 0,5 uM de cebadores
especificos de cada gen (idénticos al cebador inverso de PCR, Invitrogen o MWGBIiotech, Ebersberg, Alemania). En
los resultados se describen varias combinaciones de cebadores de RT utilizadas en este trabajo y estrategias
alternativas. A continuacién, se anadié Tris-HCI (pH 8,3) 50 mM, KCI 75 mM, MgClz 3 mM, ditiotreitol 5 mM, 20 U de
RNaseOut y 100 U de SuperScript Il (todos los productos de Invitrogen) hasta un volumen final de 10 puL. Los
perfiles de temperatura utilizados fueron: isotérmico, 25 °C durante 5 minutos, 50°C durante 45 minutos; gradiente,
25-40 °C a 1 minuto/°C, 41-65 °C a 5 minutos/°C; ciclado, 50 ciclos de 25 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 30
segundos y 55 °C durante 5 segundos. Todas las reacciones se finalizaron a 70 °C durante 15 minutos. Para
calcular la desviacién estandar de la reaccién de RT-qPCR, se utilizaron reacciones de RT y qPCR por triplicado
sobre ARN total y purificado de islotes de ratén.
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Ejemplo 6: PCR cuantitativa en tiempo real

Las determinaciones de PCR en tiempo real se realizaron con el sistema ABI PRISM 7900HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) En reacciones de 10 o 20 uL. La mezcla de PCR contenia:
Tris (pH 8,3) 10 mM, KCI 50 mM, MgClz 3 mM, dNTP 0,3 mM, 1 U de polimerasa Taq JumpStart (todos de Sigma-
Aldrich), 0,5 x SYBR Green | (Invitrogen), 1 x Reference Dye (Sigma-Aldrich) y 400 nM de cada cebador (MWG-
Biotech). La formacion de los productos de PCR esperados se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa (2
%) en todos los ensayos, y mediante la curva de fusion de todas las muestras. El andlisis de los datos de la PCR en
tiempo real se realizé tal como se ha descrito, y las eficiencias de la PCR se calcularon a partir de la dilucion seriada
de productos de la PCR purificados (kit de purificacion QlAquick, Qiagen) [12, 19]. Los nimeros absolutos de copias
de los productos de la PCR se calcularon utilizando los siguientes valores de capacidad de absorcién molar (en
Moles"cm'1): dAMP, 15200; dTMP, 8400; dGMP, 12010; dCMP, 7050. La A260 se midié con el espectrofotometro
NanoDrop ND-1000.

Listado de abreviaturas utilizadas

Ct: ciclo umbral; GSP, cebador de RT especifico de gen; qRT-PCR, reacciéon en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa cuantitativa; RT, transcripcién inversa; SD, desviacion estandar
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REIVINDICACIONES
1. Método para realizar una RT-PCR para amplificar un ARN diana que comprende las etapas de

a) lisar una muestra biolégica que se supone que contiene dicho ARN diana con un tampoén de lisis que
contiene entre 0,05 My 1 M de tiocianato de guanidina

b) diluir dicha muestra hasta un nivel en el que la concentracion de tiocianato de guanidina presente en la
etapa c) sea aproximadamente entre 10 y 60 mM

c) sin ninguna etapa intermedia de purificacion, proceder a la transcripcién inversa de dicho ARN diana en
presencia de una mezcla de cebadores de sintesis de ADNc de la primera cadena, conteniendo dicha mezcla
cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A y/o cebadores aleatorios

d) someter dicha muestra a mdltiples ciclos de un protocolo de termociclado y monitorizar la amplificacion de
dicho ADNc de primera cadena en tiempo real,

en el que dicha muestra biolégica esta formada por no mas de 100 células, preferentemente no mas de 10 células y
de forma mas preferente por una célula individual.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho tampdn de lisis comprende entre aproximadamente 0,2 My 0,5
M de tiocianato de guanidina.

3. Método segun las reivindicaciones 1 a 2, en el que durante la etapa c) el tiocianato de guanidina esta presente en
una concentracién entre aproximadamente 30 y 50 mM, preferentemente aproximadamente 40 mM.

4. Método segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa c) se realiza en presencia de 0,5 % a 2 % de NP 40.

5. Método segun las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa a) se realiza durante al menos 5 minutos a una
temperatura entre aproximadamente 75 °C y 85 °C.

6. Método segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que la incubacién de la etapa a) a una temperatura entre
aproximadamente 75 °C y 85 °C se realiza en presencia de proteinasa K.

7. Método segun las reivindicaciones 1 a 6, en el que entre las etapas a) y b) la muestra se congela a temperaturas
entre aproximadamente -20 °C y -80 °C.

8. Método segln las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha mezcla de sintesis de ADNc comprende cebadores que
se hibridan a una secuencia poli-A y cebadores aleatorios.

9. Método segun la reivindicacion 8, en el que los cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A y los cebadores
aleatorios estan presente en cantidades molares esencialmente iguales.

10. Método segun las reivindicaciones 8 a 9, en el que dichos cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A y
dichos cebadores aleatorios se encuentran ambos presentes a una concentracion entre 1 uM y 5 uM.

11. Método segun la reivindicacion 9, en el que dichos cebadores que se hibridan a una secuencia poli-A y dichos
cebadores aleatorios se encuentran ambos presentes a una concentracion de aproximadamente 2,5 uM.
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