VoL. 53 No. 1 REVISTA - CUADERNOS

i, 2008

ARTICULOS ORIGINALES

UMSAgen, método para la extraccién simultdnea de
RNA y DNA para diagnéstico molecular

Ricardo Amaru*, Rosario Pefialoza*, Hortencia Miguez*, Gina Torres*, Heriberto Cuevas®.

RESUMEN

INTRODUCCION

EI RNAY el DNA son materiales genéticos de la célula cuya extraccion es util para la medicina moderna. Actualmente existen varios métodos
de extraccion de RNA y DNA por separado y a costos altos. En este trabajo se describe el método UMSAgen como alternativa para la
extraccion simultanea de RNA total y DNA gendmico para diagnésticos moleculares.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron veinte muestras de médula ésea de pacientes con leucemia mieloide crénica. Los leucocitos fueron separados de los glébulos
rojos con tampoén de lisis. Aproximadamente 3 x 106 de células fueron lisadas en guanidio y conservadas a -20 °C hasta el momento de
la extraccion del RNA 'y DNA. Se realizaron extracciones con 3 diferentes métodos: a) El método comercial Quiagen para el RNA total, b) el
método clasico fenol-cloroformo para el DNA gendmico y c) el método UMSAgen para extracciéon simultanea de RNA 'y DNA.

RESULTADOS

La pureza del RNA total y DNA gendmico extraidos por el método UMSAgen es similar a la extraida con el Kit Quiagen para el RNAy la
técnica clasica para el DNA. La evaluacion realizada por electroforesis en agarosa y la amplificacién del dafio molecular BCR-ABL y JAK-2
V617F, por RT-PCR y PCR respectivamente, fue exitosa.

CONCLUSION
El método UMSAgen es una alternativa facil y economica para la extraccion de RNA total y DNA gendmico en diagndstico e investigacion
molecular.

PALABRAS CLAVES: Rev. Cuadernos 2008, Vol. 53 No.1(Pags. 38 - 43). RNA, DNA, extraccion, PCR, RT-PCR y electroforesis en
agarosa.

ABSTRACT
INTRODUCTION

The RNA and the DNA are genetic materials of the cell. The RNA/DNA extraction is necessary in modern medicine. Several RNA/DNA
isolation methods exist but they are very expensive and therefore not applicable in our country. In this work, we describe the UMSAgen
method as an alternative for simultaneous total RNA and genomic DNA extraction for molecular diagnosis.

MATERIAL AND METHODS

Twenty bone marrow samples of chronic myeloid leukemia patients were obtained. The leukocytes were separated from the erythrocytes with
lyses solution; 3x106 cells were lysed in guanidio solution and conserved at -20°C until the extraction procedure.

The extraction of nucleotide acids was realized by 3 different methods: a) commercial method QuiagenTM for RNA extraction, b) classic
method (phenol/chloroform) for DNA extraction and c) UMSAgen method for simultaneous RNA/DNA extraction. The two first methods were
used as a control test for UMSAgen.

RESULTS
The quality and quantity of total RNA and genomic DNA obtained by the UMSAgen method were similar to that of the QuiagenTM Kit and the
classic method, respectively. The ABL-BCR and JAK-2V617F amplification by RT-PCR and PCR were successful.

CONCLUSIONS
The UMSAgen is an easy and inexpensive altrernative method for total RNA and genomic DNA extraction in diagnostic and biomolecular
research.

KEY WORDS :
Rev. Cuadernos 2008, Vol. 53 No.1(Pags. 38 - 43). RNA, DNA, extraction, PCR, RT- PCR and electrophoresis.
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INTRODUCCION
La extraccién y manipulacion del material genético de
las células eucaridticas representado por el RNA y el
DNA es rutina de la medicina moderna.
El RNA es producto de la transcripcion de genes’,
descubierto por Alexander Rich y David Davies en
19532, su rol en la sintesis de proteinas fue descrito en
19392 y posteriormente el mecanismo de su sintesis
fue descrito por Severo Ochoa*. EI RNA total esta
constituido por el 80% de RNA ribosomico (28S, 18S,
5 S y 5.8S), 5% de RNAmensajero y 15% de RNA
de transferencia® 8. EI RNA es muy labil, se degrada
facilmente por las RNasas presentes en la piel y por
temperaturas superiores a 4°C, lo que constituye el
problema principal de la extraccion del RNA, por ello
se utiliza inhibidores de la RNasa, guantes para su
manipulacién y temperaturas inferiores a 4°C "%, La
extraccion del RNA total o RNA mensajero de células 'y
tejidos es fundamental en la sintesis de cDNA para la
amplificacion de RNA anormales, como en la leucemia
mieloide crénica (LMC), cuyo diagnostico requiere la
demostracion de la traslocacién 9;22 (BCR-ABL) por el
método RT-PCR 78°. El RNA total puede ser extraido
por electroforesis en gel, ultracentrifugacion por
gradiente de densidad o cromatografia de intercambio
i6nico. Para la extraccion del RNA las células se lisan
en triton X-100 con el inhibidor complejo vanadil
ribonucledsido, que deja intacto el nucleo y permite
la extraccion del RNA citoplasmatico, o en guanidio
isotiocianato que ademas tiene actividad inhibidora de
RNAsa's.
La doble hélice de DNA fue descrito por primera vez
por Watson JD y Crick FHC', posteriormente se
describieron otros tipos de DNA'"'2, El DNA para su
extracciéon requiere ser separado de los componentes
de membrana, proteinas residuales y polisacaridos.
Para evitar la degradacion del DNA es necesario utilizar
material libre de DNAsas y manipulacién cuidadosa®s.
El método clasico para la protedlisis utiliza proteinasa
Ky el fenol cloroformo para separacién del DNA de
las proteinas, lipidos e hidratos de carbono’. Las
enfermedades con dafios moleculares requieren DNA
de buena calidad para la amplificacion del DNA por
PCR, como la trombocitosis esencial que presenta la
mutacién de JAK-2 V617F 314,
Los métodos clasicos y los kits comerciales para la
extraccion del RNA'y DNA son costosos y requieren de
equipos sofisticados. Por ello, en el presente trabajo
presentamos un método estandarizado en nuestro
laboratorio, que se caracteriza por ser facil y econémico,
que permite obtener simultdneamente RNA y DNA de
buena calidad, util para el diagnéstico molecular. Este
método ha sido denominado UMSAgen.
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MATERIALY METODOS

Muestras

Se obtuvieron veinte muestras de médula 6sea de
pacientes con leucemia mieloide crénica en tubos
Venoject con EDTA y procesadas inmediatamente para
la separacion de leucocitos de los globulos rojos con
tampon de lisis. Aproximadamente 3 millones de células
fueron lisadas en 300 ul de guanidio y conservadas a
-20 °C hasta el momento de la extraccion del RNA y
DNA.

EXTRACCION DE RNA TOTAL Y DNA GENOMICO
POR EL METODO UMSAGEN.

Fundamento

El método que proponemos se basa en la separacion
de proteinas, RNA y DNA aprovechando las diferentes
caracteristicas de solubilidad en fase organica y
acuosa.

Reactivos

e Agua DEPC 0.1%

Dietil Pirocarbonato 1ml
Agua c.s.p 1000 mi
* Tiocianato de guanidina 4M

Guanidina Tiocianto 23.64 g
N-Lauril Sarcosil 250 mg
Citrato de Sodio. 2 H20 367 mg
Beta-Mercapto Etanol 14,3 M 350 ul
Agua DEPC c.s.p. 50 ml

¢ Cloroformo- alcohol Isoamilico

Cloroformo 49 ml
Alcohol Isoamilico 1 ml

¢ Acetato de sodio 3M
Acetato de sodio 13,608 g
Agua c.s.p. 50 ml

* Solucioén de lisis para glébulos rojos 10X
Cloruro de amonio
Bicarbonato de potasio
Etilen diamino tetra acético sal disédica

e Fenol acido

Procedimiento
e Trabajar a 4°C.
e Descongelar la muestra y agitar en vortex y
agregar:
30 wl Acetato de Sodio
330 ul Fenol Acido
100 pl Cloroformo alcohol Isoamilico 49:1
e Mezclar enérgicamente en vortex y dejar 10 min
a -20°C.
e Centrifugar a 13000 rpm 15 min a 4°C.
e Recuperar cuidadosamente la fase acuosa
(sobrenadante) en otro tubo eppendorf.
e Agregar 500 pul de Isopropanol y mezclar
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suavemente por inversion.

o Extraccion de DNA

« Sacar el DNA precipitado con la punta de una
micropipeta en un tubo eppendorf que
contenga 500 pl de etanol frio al 70%.

« Centrifugar a 13000 rpm 5 min, desechar
el sobrenadante y secar el sedimento a
temperatura ambiente.

« Agregar 200 ul de agua destilada estéril y dejar
a temperatura ambiente hasta que se disuelva
el DNAy conservar a 4°C.

e Extraccion de RNA

« Dejar a - 20 °C por 60 min el tubo que
contienen RNA.

« Centrifugar a 13000 rpm 15 min a4°Cy
decantar el sobrenadante.

« Agregar 500 pl de Etanol frio al 70 %,
mezclando suavemente por inversion.

« Centrifugara 13000 rpm 5 mina4°Cy
decantar totalmente el sobrenadante.

» Resuspender el sedimento con

* 50 ul de agua DEPC fria

* 5ul de Acetato de Sodio

* 100 pl de Etanol absoluto frio
Mezclar bien por inversién y dejar a - 20 °C por una
noche.

« Centrifugar a 13000 rpm 15 mina4°Cy
decantar totalmente el sobrenadante.

« Secar el sedimento a temperatura
ambiente hasta eliminacion total del
sobrenadante.

« Resuspender el sedimento con 30 pl de
agua DEPC y conservar el RNA extraido
a -20°C.

EXTRACCION DEL RNA TOTAL POR
EL METODO KIT QIAGEN.

Fundamento

El método QIAGEN representa una nueva tecnologia
para extraer RNA total, que combina las propiedades
selectivas de union de una membrana de Silicagel
colocada en una columna, con la velocidad vy la
tecnologia microspin.

Reactivos

Tampon de lisis de eritrocitos ( Tampon El)
Tampon de lisis  (Tampdn RLT)

Tampdn RPE

Tampon de lavado (Tampéon RW1)

Agua libre de RNasa
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Procedimiento
La extraccion del RNA total se realizé de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

EXTRACCION DEL DNA GENOMICO
CON EL METODO CLASICO.

Fundamento
Se basa en la digestion de proteinas mediante la
proteinasa Ky la diferencia de polaridad de los acidos
nucleicos, proteinas, lipoproteinas y polisacaridos;
ademas de la solubilidad de los acidos nucleicos en
solucién acuosa.
Reactivos

e SDS 10%
TNE 1X
Proteinasa k
Fenol — cloroformo/alcohol isoamilico (1:1)
Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
Acetato de sodio 3M

e FEtanol Absoluto.
Procedimiento
La extraccion del DNA genoémico se realiz6 de acuerdo
al método descrito por Maniatis T (5).

Analisis cuantitativo.

La concentracion de RNA y DNA se determind por
espectrofotometria (Biophotomether - Eppendorf,
Hamburgo - Germany) realizando lecturas a 260 nm.

Analisis cualitativo.

La presencia del RNAribosémico y DNA genémico se
verifico mediante la separacion electroforética a 100 V
por 45 minutos en gel de agarosa al 1 % con bromuro
de etidio y observados en el transiluminador con luz
UV. La pureza del RNA y DNA se evalu6 mediante el
cociente entre absorbancia a 260 y 280 nm obtenidas
por espectrofotometria (Biophotomether - Eppendorf,
Hamburgo - Germany).

Amplificacion de RNA (RT-PCR)

La amplificacion del RNA mensajero se realizd
mediante la técnica del RT-PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa) utilizando primers oligonucleétidos
para la sintesis de cDNA y primers especificos para
dafio molecular BCR-ABL p210 (6). Los productos
amplificados fueron separados por electroforesis en gel
de agarosa al 2% con bromuro de etidio y observados
en el transiluminador con luz UV.

Amplificacion de DNA (DNA-PCR)

La amplificacion del DNA se realizdé mediante la técnica
del PCR utilizando primers para la deteccion del exon
12 del gen JAK-2 (30,31). Los productos amplificados



fueron separados por electroforesis en gel de agarosa
al 2% con bromuro de etidio y observados en el
transiluminador con luz UV.

RESULTADOS

Se analizaron 20 muestras de médula 6sea de
pacientes con leucemia mieloide crénica. A partir
de cada muestra se realizaron tres extracciones:
Primero con el método UMSAgen para extraer
simultaneamente RNA total y DNA genémico, segundo
con el método comercial Kit Quiagen para extraer RNA
total y tercero con el método clésico para la extraccion
de DNA gendmico. Los métodos de extraccion de
RNA total Quiagen y del DNA por el método clasico se
consideraron como metodos “Gold Standard” para el
presente estudio.

La concentracion de RNA total encontrada por el
método UMSAgen fue de 0.11 ug/ul +/- 0.14 yla pureza
1.8 +/- 0.23; mientras que, con el método Quiagen la
concentraciéon fue de 0.075 ug/ul+/- 0.013 vy la pureza
fue de 1.9 +/- 0.1 (Cuadro 1)

Cuadro 1. Extraccion de RNA total por el método UMSAgen

e
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Se realiz6 la amplificacion del gen quimérico BCR-
ABL por RT-PCR, a partir de los RNA extraidos por el
método UMSAgen, el dafio molecular esta presente en
todas las muestras analizadas. (Figura 2).

Fig. 2
Control - Paciente Control +
521 bp p190 e1a2
417 bp p210 b3a2
342 bp p210 b2a2

Fotografia de corrida electroforética de la amplificacion del
BCR-ABL. La primera columna corresponde a control negativo;
la segunda columna corresponde al paciente con Leucemia
mieloide cronica BCR-ABL p210b3a2 positivo; la tercera
columna es el control positivo representado por las diferentes
combinaciones del gen quimérico BCR-ABL p210 realizado por
un mix de RNA total de 3 pacientes. Los RNA fueron extraidos
con el método UMSAgen

La concentracion y la pureza de DNA gendémico
obtenida por el método UMSAgen y el método clasico
se observan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Extraccion de DNA genémico por el método UMSAgen

y KIT QIAGEN
UMSAgen KIT QIAGEN
No 20 20
uglul 0.1 +1.14 0.08 + 0.01
260/280 1.8 +0.23 1.9+0.16

La separacion electroforética del RNAtotal se observa
en la figura 1.

Fig. 1
UMSAgen QUIAGEN

DNA

28s

RNA

18s

Fotografia de corrida electroforética de RNA total. Se observan

3 bandas de acidos nucleicos, la primera corresponde al DNA

remanente, la segunda al RNA ribosémico 28S y la tercera al
RNA ribosémico 188S.

y Clasico
UMSAgen CLASICO
No 20 20
ug/ul 1.76 + 1.7 0.29 + 0.07
260/280 1.7+0.2 1.8+0.1

La separacion electroforética del DNA gendmico
obtenido por dos métodos diferentes se observa en
la figura 3.

Fig. 3
MIl Clasico UMSAgen

23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

Fotografia de corrida electroforética de DNA genémico. El DNA
gendémico extraido tanto con el método clasico y el método
UMSAgen presentan peso molecular superior a 23.000bp.
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Con los DNA extraidos por el método UMSAgen se
realizd la amplificacion del exén 12 del gen JAK-2
(Figura 4), gen presente en leucocitos.

Fig. 4
Control + Paciente
364 bp o p—— No mutado
203 bp Mutado

Fotografia de corrida electroforética para amplificacion de la
mutacion JAK-2 V617F a partir de DNA. La primera columna
corresponde a un paciente con trombocitosis esencial JAK-2
V617F positivo que presenta dos banda la superior es el alelo
no mutado y el inferior el alelo mutado; la segunda columna
corresponde a un paciente con Leucemia mieloide crénica BCR-
ABL p210 b3a2 positivo, que presenta ambos alelos no mutado.
Ambos DNA fueron extraidos por el método UMSAgen.

En el mercado internacional existen diferentes técnicas
para la obtencién del DNAy RNA a costos elevados. El
kit UMSAgen se constituye en una técnica alternativa
para la extraccion del RNA y DNA simultaneamente,
de manera simple, rapida y a bajo costo.

Se ha realizado la comparacién de precios con kits de
diferentes industrias (cuadro 3)

. . L. Precio Kit Precio
Kit (50 test) Aplicacién $US KIT Bs*
Obtencién
UMSAgen DNAy RNA 141.5 1000
DNeasy mini ”
kit ® Obtencion DNA 316
RN — 5630
easy mini -
kit ® Obtencion RNA 477
AquaPure
Genomic DNA | Obtencion DNA 225
Isolation ®
3266
AquaPure
Genomic RNA | Obtencion RNA 235
Isolation ®

* Precio aproximado, dependiente de cambio de moneda extranjera
y costos de aduana y currier
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DISCUSION

Los métodos de extraccion de RNA total y del DNA
gendémico han sido constantemente modificados vy
se han disefiado diversos métodos. En los ultimos
afios se hicieron populares los Kits patentados que
simplifican la extraccion de RNA y DNA con costos
cada vez mayores.

Con el método de extraccion UMSAgen se obtiene
un RNA total de buena calidad (DO260/280 1.8 +/-
0.23) y concentracion aceptable (0.11+/- 0,14 ug/ul),
estos resultados son similares con los obtenidos con
el método Kit Qiagen, concentracion de 0,08 +/- 0.01
pg/wl y pureza de 1.9 +/- 0.16. Ademas el método
UMSAgen permite simultdneamente la extraccion del
DNA genomico de alta calidad (DO260/280 1.7 +/- 0.2)
y concentracion de 1.76 ug/ul, cuyos resultados son
similares a los DNA extraido con el método clasico
concentracion 0.29+/- 0,07 ug/ul y pureza de 1.8+/-
0,1 ug/ul .

La electroforesis del RNA extraido con el método
UMSAgen presenta poca cantidad de DNAcon respecto
al Kit Qiagen, debido a que con el UMSAgen se extrae
simultaneamente el RNA y DNA. La intensidad de las
bandas que corresponden a los RNA ribosémico 28S y
18S es similar con ambas técnicas. La electroforesis
del DNA extraido con el método UMSAgen presenta
banda de alto peso molecular (> 23.000 bp), similar al
DNA extraido por el método clasico.

A partir del RNA extraido con el método UMSA gen,
de los pacientes con leucemia mieloide crdnica, se
ha sintetizado cDNA seguido de amplificacion del
dafo molecular BCR-ABL; todas muestras dieron
positivo para este dafio molecular. Por otra parte, a
partir del DNA extraido con el método UMSAgen se ha
amplificado para la mutacién del gen JAK-2, como era
de esperar, los resultados fueron negativos; porque la
mutacion JAK-2 esta presente solo en enfermedades
mieloproliferativas.

En conclusion, el método de extraccion simultanea de
RNA total y DNA gendmico por el método UMSAgen
es util para estudios moleculares, y su ventaja se
encuentra en la facilidad de extraccion y bajo costo.
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