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Titulo: Control de calidad del RNA de las muestras del Biobanco del IVO.

Resumen: La extraccion y obtencién de RNA de alta calidad a partir de muestras bioldgicas es
de gran importancia para poder llevar a cabo los analisis posteriores necesarios, sobre todo en
los estudios relacionados con el campo de la investigacion biomédica, evitando asi la
obtencidn de resultados y conclusiones erréneas.

Sin embargo, el RNA es una molécula poco estable y que se puede degradar facilmente debido
a ciertos factores, como el procesamiento inadecuado de la muestra, condiciones de
almacenamiento no dptimas, errdnea extraccién y otros aspectos en su manipulacion a tener
en cuenta.

El presente proyecto tiene como objetivo elaborar un protocolo de control de calidad del RNA
de muestras almacenadas en el Biobanco de la Fundacidn Instituto Valenciano de Oncologia
(IVO) evaluando ciertos parametros criticos, como son la concentracién, la pureza, la
integridad y la funcionalidad del RNA. De esta forma, se podra comparar la calidad de las
muestras procedentes de los pacientes oncoldgicos almacenadas en el Biobanco del IVO,
permitiendo una estandarizacion de los procesos necesarios a la hora de determinar la calidad
de una muestra patoldgica.

Para cumplir con este objetivo, se analizd un total de 100 muestras, 50 de tejido en fresco
congelado y 50 de tejido fijado e incluido en parafina (FFPE), de diferentes afios (1999, 2005,
2013, 2014 y 2015). A partir de estas muestras, se extrajo el RNA y se procedié a la
determinacion de su calidad. En primer lugar se cuantificd la cantidad de estos acidos
nucleicos, y posteriormente se estudiaron los pardmetros que permiten evaluar la calidad de
los mismos: pureza, integridad y funcionalidad.

Tras los estudios realizados y los resultados obtenidos, se pudo demostrar que el diferente
método de conservacion influye en gran medida en la calidad del RNA, pues las muestras de
tejido en fresco congelado obtuvieron mejores resultados; quedd reflejado de este modo que
la fijacidn e inclusion en parafina es responsable de la degradacion del material genético, por
lo que se tienen que tener en consideracion diversos factores (como los medios fijativos
empleados y el tiempo de fijacidn) para evitar comprometer la calidad de la muestra en lo que
a RNA se refiere. Por otro lado, quedd constancia de que la antigiiedad de una muestra juega
también un papel importante a la hora de conservar este RNA, pues el extraido a partir de
tejido de una mayor antigliedad contaba con una menor calidad.
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Title: RNA quality control of the IVO’s Biobank samples.

Abstract: The extraction of good quality RNA from biological samples is very important to carry
out further analysis, especially in studies related to the biomedical research, and avoid getting
erroneous results and conclusions.

However, RNA is an unstable molecule that can easily be degraded due to certain factors,
including inadequate sample processing, non-optimal storage conditions, erroneous extraction
and many others factors to consider.

This project aims to develop a quality control protocol evaluating certain critical parameters,
such as concentration, purity, integrity and functionality of the RNA. In this way, it will be
possible to compare the quality of samples from cancer patients stored at the IVO’s Biobank,
allowing the standardization of the processes needed to determine the quality of a
pathological sample.

In order to reach this objective, a total of 100 samples, 50 fresh frozen tissue and 50 formalin-
fixed, paraffin-embedded (FFPE) of different years (1999, 2005, 2013, 2014 and 2015) was
analyzed. From these samples, the RNA was extracted and the determination of its quality was
performed. At first, the amount of this type of nucleic acid was quantified, and then, the
parameters for assessing the quality were studied: purity, integrity and functionality.

After the performed studies and the obtained results, it could be demonstrated that the
different conservation method influences the quality of RNA, because fresh frozen samples
obtained better results; thus, it was confirmed that the fixation and paraffin embedding is
responsible of degradation of genetic material, so must take into consideration some factors
(such as the fixative used and the fixation time) to avoid compromising the quality. Besides
this, the age of a sample also plays an important role in preserving this RNA, because this one
extracted from tissue stored during more years had a lower quality.

Key words: Biobank, oncology, biological samples, quality, RNA, FFPE
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AP: Anatomia Patoldgica
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BOE: Boletin Oficial del Estado
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1. INTRODUCCION



1.1. El cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En 2012, se diagnosticaron
un total de 14 millones de casos nuevos, y se produjeron 8.2 millones de muertes relacionadas
con esta patologia, de las cuales un 65% se dieron en regiones subdesarrolladas (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, NCI, 2012). El envejecimiento, ademas, es un factor fundamental en la
aparicion del cancer debido a que se acumulan determinados factores que promueven que
aumente el riesgo de desarrollo de esta patologia. Por ello, el aumento progresivo de la
esperanza de vida en la sociedad actual ird ligado al aumento de la incidencia del cancer,
concretamente un 70% en los proximos 20 afios (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON
CANCER, IARC, 2013).

Por esta razdn, el cancer constituye un problema de Salud Publica de primera magnitud, de
ahi que la investigacion del cancer desde diferentes aproximaciones (prevencion, diagndstico
precoz, medicina personalizada, etc.) represente una prioridad en cualquier estrategia
cientifica y sanitaria.

Uno de los aspectos fundamentales en el abordaje de una enfermedad tan compleja como el
cancer lo constituye el conocimiento de las bases moleculares de la patogénesis y progresion
de los tumores. El conocimiento de estos mecanismos bioquimicos y las alteraciones genéticas
asociadas a este conjunto de enfermedades ha derivado en la necesidad de identificar nuevos
targets terapéuticos. Es por ello que la investigacién oncolégica centra sus esfuerzos tanto en
la identificacién de nuevos biomarcadores que permiten una medicina personalizada, tratando
de conseguir un prondstico y tratamiento que se adecuen a las caracteristicas fisiopatoldgicas
de la enfermedad del paciente, como en el desarrollo de nuevos farmacos que interfieran con
los mecanismos patoldgicos propios del mismo.

Los estudios de expresion génica son fundamentales a la hora de determinar la posible
existencia de estos nuevos marcadores, y poder comparar asi entre distintos subgrupos de
pacientes (con tumores mas o menos agresivos), o bien estudiar las diferencias que se pueden
dar, a nivel de expresion, entre casos y controles, permitiendo descubrir qué hace a un
individuo mas propenso a sufrir una determinada patologia. Analizar el perfil de expresion
génica y la secuencia del DNA se convierte, por tanto, en una tarea esencial para reflejar los
verdaderos cambios gendmicos que pueden producir la enfermedad, requisito imprescindible
en la medicina genémica (Groelz et al., 2013).

Es por ello que, principalmente en este nuevo enfoque, sea primordial contar con una éptima
preservacion de los componentes celulares, como las proteinas, y en especial con un
material genético de alta calidad.

1.2. Importancia de la calidad de las muestras

En este nuevo punto de vista molecular de la medicina, el estudio y analisis de las muestras
clinicas tumorales adquiere gran importancia, puesto que de ellos derivan los resultados
experimentales y las conclusiones terapéuticas. Por tanto, es de vital necesidad contar con




muestras de alta calidad que sean representativas del tejido para poder asi llevar a cabo los
correspondientes estudios posteriores y evitar comprometer los resultados. Manipular
muestras que no cuenten con una calidad minima puede dar lugar a falsos negativos y a
conclusiones que no se corresponden con el estado patoldgico del tejido inicial (Imbeaud et
al., 2005).

Esto adquiere gran importancia en el dmbito de la investigacién, pues se trata de un proceso
desarrollado a lo largo de varios anos, abarcando incluso hasta décadas, por lo que las
muestras deben ser almacenadas y manipuladas de tal forma que a partir de ellas se pueda
obtener suficiente material de buena calidad sobre el cual trabajar. Un material preservado en
buenas condiciones y asociado a la pertinente informacion clinica constituye una base sdlida a
partir de la cual construir hipétesis de trabajo que deriven en conclusiones firmes e
inequivocas.

1.3. Almacenamiento de muestras

Uno de los recursos mds importantes para el desarrollo de los estudios genéticos vy
moleculares de las enfermedades humanas es la disponibilidad de muestras de tejidos
patoldgicos procedentes de pacientes. Estos recursos bioldgicos constituyen la fuente de las
actividades de I+D y respaldan asi cualquier investigacion oncoldgica, dando lugar a muchos de
los descubrimientos que permiten el desarrollo de la biotecnologia en nuestra sociedad.

Para el éxito de estos estudios de investigacion, se necesita disponer de una amplia coleccidn
de muestras de alta calidad y preservadas en excelentes condiciones, y fomentar también la
estrecha colaboracién actual entre diferentes laboratorios situados dentro y fuera de los
distintos paises.

Surge, por tanto, la necesidad de crear repositorios de facil acceso que faciliten la
demostracién experimental de una hipétesis sobre la fisiopatologia de la enfermedad mucho
tiempo después de la obtencién de la muestra (Dom & Purri, 2016), en paralelo a la evolucién
del conocimiento cientifico y de las técnicas analiticas.

1.3.1. Centros de Recursos Bioldgicos

Segun la resolucion de 2011 de la OCDE, los Centros de Recursos Biologicos (CRB) se
consideran una parte esencial de la infraestructura sobre la que descansa la biotecnologia y la
investigacion biomédica, proveyendo servicios y repositorios de distintos formatos de material
bioldgico que incluyen células vivas, genomas de organismos e informacidn relacionada con la
herencia y funciones de los sistemas bioldgicos. Los CRB deben cumplir con los altos
estandares de calidad exigidos por la comunidad internacional de cientificos para la entrega de
informacidn y materiales biolégicos, y deben proporcionar el acceso a los recursos bioldgicos
de los cuales dependen los estudios de investigacién (ORGANIZACION PARA LA COOPERACION
Y EL DESARROLLO ECONOMICOS, 2011).




1.3.2. Biobancos

En la actualidad, los Biobancos de muestras humanas constituirian un CRB si bien se han
definido de un modo mas amplio. En el Real Decreto 1716/2011, de 18 de Noviembre, por el
gue se establecen los requisitos basicos de autorizacién y funcionamiento de los Biobancos
con fines de investigacién biomédica y del tratamiento de las muestras biolégicas de origen
humano, y se regula el funcionamiento y organizacidn del Registro Nacional de Biobancos para
investigacion Biomédica, se define ‘Biobanco con fines de investigacion biomédica’ como un
establecimiento publico o privado, sin dnimo de lucro, que acoge una o varias colecciones de
muestras bioldgicas de origen humano con fines de investigacion biomédica, organizadas como
una unidad técnica con criterios de calidad, orden y destino, con independencia de que
albergue muestras con otras finalidades (BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO, BOE, 2011).

En Espafia, los Biobancos generalmente estan adscritos a centros médicos o a universidades.
Segun una encuesta realizada por el Instituto Roche (2006), mdas del 80% de los Biobancos
espafioles de muestras humanas se ubican en hospitales. Nace de esa forma el concepto de
Biobancos hospitalarios orientados a enfermedades.

Este tipo de Biobancos estd integrado por colecciones retrospectivas y/o prospectivas de
muestras de DNA, tejido, suero, etc. asociadas a datos clinicos y en ocasiones también a
ensayos clinicos, y constituyen la base de estudios de biomarcadores de enfermedad. Mas en
concreto, los Biobancos de tumores representan una fuente para el diagndstico y la
investigacion en oncologia (Botti et al., 2012), permitiendo tratar el cancer desde un nuevo
enfoque terapéutico.

El Biobanco del IVO (BioFIVO) se constituye como un Biobanco de caracter hospitalario
orientado a la patologia oncoldgica que da soporte a las distintas necesidades en materia de
manejo de muestras biolégicas con fines de investigacion clinica y translacional, incluidas las
que se utilicen en el marco de un ensayo clinico.

Consiste en un repositorio de muestras patoldgicas, tanto tumorales como peritumorales, de
diversos tipos de tumores. Cuenta en la actualidad con mas de 200.000 muestras bioldgicas
que se han ido almacenando en condiciones de calidad para su uso en investigaciéon desde
1998. Estas consisten en muestras de tejido excedentes de procesos diagndsticos o
terapéuticos, y los tipos son los siguientes: tejido congelado (normal y tumoral), tejido fijado e
incluido en parafina (normal y tumoral), muestras sanguineas (suero, plasma y sedimentos de
linfocitos), orina (Figura 1), liquido ascitico, DNA y RNA.

El BioFIVO se encuentra adscrito a la Red Valenciana de Biobancos (RVB) y a la Red Europea de
Bancos de Tumores (OECI-TuBaFrost), y a su vez es nodo de la Plataforma Nacional de
Biobancos regentada por el Instituto de Salud Carlos Ill. (INSTITUTO VALENCIANO DE
ONCOLOGIA, IVO, 2016).
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Figura 1. Muestras de orina almacenadas en el Biobanco del IVO.

1.4. Métodos de almacenamiento

Las muestras tumorales destinadas al almacenamiento conllevan un procesamiento largo en el
gue se deben tener en cuenta diversos factores para evitar la degradacién de la muestra,
como el tiempo de congelacion o fijacion de la misma, las condiciones de almacenamiento, asi
como un procesado correcto en los analisis a realizar.

El proceso comienza en el quiréfano con la extraccion del tejido del paciente. Tras esto, la
muestra debe ser inmediatamente enviada a la unidad de Anatomia Patoldgica en un
recipiente estéril cerrado sin sobrepasar un rango de tiempo de 30 minutos. Aqui, un patdlogo
se encarga de evaluar la muestra y determinar sus caracteristicas: contenido de tejido tumoral,
presencia de isquemia, necrosis, etc. Estas piezas quirldrgicas deben ser representativas del
tumor para evitar comprometer el diagndstico o los estudios de investigacién que se realicen
en un futuro sobre las mismas (Figura 2).

1.4.1. Congelacion

Las muestras de tejido en fresco congelado son de gran valor a la hora de realizar estudios de
investigacion, mds en concreto estudios gendmicos o protedmicos. La congelacién se
considera un buen método de preservacién de caracteristicas moleculares, ya que en el
proceso no se emplea ninguna sustancia quimica que pueda alterar las estructuras. Su objetivo
es detener reversiblemente el metabolismo celular mediante el descenso de la temperatura
preservando la integridad del tejido.

A lo largo de los afios, los métodos de congelacién han variado intentando mejorar la
preservacion tisular, y poder asi mermar los posibles inconvenientes que presenta llevar el
tejido a temperaturas tan bajas (hasta -196°C).

Existen, pues, diversos modos de congelar la muestra:




1.4.1.1. Nitrégeno liquido

La congelacidon mediante inmersidn directa en nitrégeno liquido es un método de congelacion
rapida donde la muestra se sumerge directamente en un recipiente que contiene el nitrégeno,
y es posteriormente almacenada en ultracongeladores a -80°C.

Esta congelacidn instantdnea ralentiza la accidon de proteasas y nucleasas responsables de la
degradacion de las proteinas y de los acidos nucleicos; sin embargo, existe el riesgo de que se
formen cristales en el proceso, lo que dafiaria la estructura tisular, sobre todo si no se emplea
ningun agente crioprotector.

1.4.1.2. Isopentano
Recientemente se ha comenzado a emplear el isopentano frio como medio de congelacién.

El isopentano viene siendo estudiado desde 1936, cuando Hoerr propuso enfriar los tejidos
introduciéndolos en isopentano enfriado previamente con nitrégeno liquido. La temperatura
gue alcanza este compuesto enfriado es de -100/-110°C, por lo que una inmersién previa al
nitrégeno liquido permite que la bajada de temperatura sea menos brusca, protegiendo el
tejido de la formacién de cristales.

1.4.1.3.0.c.T.™

El compuesto O.C.T.™ (Optimal Cutting Temperature) es una solucidn cuya funcidn es cubrir y
proteger la muestra de tejido en el proceso de congelacién, y permitir el corte de tejido en frio
en el criostato. Su composicidn es la siguiente: <11% de polivinil alcohol, <5% de polietilen
glicol, y >85% de ingredientes no reactivos (resinas).

Las muestras de tejido sélido que van a congelarse se colocan en criomoldes de plastico en un
medio criosolidificante, OCT (Optimal Cutting Temperature), y se realiza una congelacion
rapida como se detalla a continuacién. Se deposita sobre el criomolde un lecho de OCT;
posteriormente se coloca el tejido a criopreservar y finalmente se cubre la totalidad del
criomolde con OCT; la congelacion se realiza mediante inmersidn del criomolde que contiene
el tejido en un recipiente metalico con isopentano previamente enfriado a -110°C,
almacendndose finalmente las muestras en congeladores de -80°C durante un tiempo
indefinido.

1.4.2. Fijacién en formalina e inclusion en parafina

La fijacion en formalina y la inclusidn en parafina es el método mas usado para el
procesamiento y almacenamiento a largo plazo de muestras de tejido.

El principal objetivo de la fijacidon es conservar la estructura de los acidos nucleicos y de las
proteinas, es decir, la morfologia del tejido. La formalina es una solucién acuosa de
formaldehido cuyo mecanismo de accidn no esta todavia bien definido, aunque se sabe que
actua modificando quimicamente las biomoléculas y formando entrecruzamientos entre las
proteinas y los acidos nucleicos (Masuda et al., 1999). Tras la fijacidon en formalina, se procede
a la deshidrataciéon del tejido con lavados con alcohol y la inclusion en parafina,
almacendandose el correspondiente bloque a temperatura ambiente.




El proceso de fijacién ayuda a preservar las proteinas celulares y mantener la estructura
tisular, pero reduce la recuperaciéon y la calidad de los acidos nucleicos, pues es responsable de
su fragmentacion.

En este proceso, existen diversos factores preanaliticos que pueden tener una influencia en los
resultados posteriores, como el tiempo de fijacién de la muestra, el tipo de fijativo, el tamafio
de la muestra y las condiciones de almacenamiento (Zhou et al., 2016).
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Depdsito de la misma en un recipiente estéril en hielo.
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Transporte de la muestra al Servicio de AP en menos de 30 min.

Figura 2. Diagrama de flujo sobre la recogida de muestras tisulares de un Biobanco. AP: Anatomia
Patoldgica. TB: Técnico de Laboratorio. (Figura adaptada de (Morente et al., 2006)).




1.5. Particular importancia de la calidad del RNA

El RNA juega un papel crucial en la transmisién de la informacién genética, lo que se conoce
como dogma central de la biologia molecular (Figura 3). Este dogma postula que el DNA se
transcribe a RNA, que sera exportado al citoplasma como mRNA y traducido a proteinas que
en definitiva definen el fenotipo de los organismos.

' :
< )
DNA RNA Protein

Figura 3. Dogma Central de la Biologia Molecular. (Fuente: Community Science Series: The Central
Dogma of Biology.)

El auge de la biologia molecular, incluyendo el desarrollo de tecnologias basadas en la
determinacién de la expresién de genes individuales, hace necesaria la disponibilidad de un
material genético de alta calidad, puesto que la calidad de los resultados serda siempre
directamente proporcional a la del material del que se parte. La precision en la evaluacidn de
la expresion génica depende, en un alto grado, del RNA de partida.

Sin embargo, la degradacién de estos acidos nucleicos es un proceso que puede ocurrir debido
a un procesamiento inadecuado de la muestra en cuestidn, un almacenamiento prolongado de
la misma, condiciones de almacenamiento no déptimas, presencia de inhibidores, errénea
extraccidn, y otros tantos factores a tener en cuenta. La presencia de enzimas RNasas también
influye fuertemente en la estabilidad de esta molécula; para vencer a este tipo de enzimas se
debe trabajar con material libre de RNasas, con guantes en todo momento, y en frio, pues el
RNA se considera una molécula muy labil a los cambios de temperatura.

Por ende, un método standard mediante el cual definir la calidad del RNA previamente a la
realizacion de estudios cobra importancia.

1.5.1. Extracciéon del RNA

La calidad del RNA es variable y, después de la extraccidn tras un largo tiempo de
almacenamiento, inestable; debido a este hecho, para evitar la degradacién, el proceso de
extraccién del RNA debe seguir los siguientes criterios:

- Libre de proteinas

- Libre de DNA gendmico

- Libre de inhibidores enzimaticos para la reaccién de PCR
- Libre de nucleasas

La extraccién, por tanto, se convierte en un paso critico a realizar para que el RNA que se
consiga recuperar sea de la mayor calidad posible. Esto es esencial en el campo del diagndstico
y el pronéstico, asi como también en las conclusiones que derivan de los proyectos de
investigacion (Vermeulen et al., 2011).
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En 1986, Chomczynski y Sacchi desarrollaron el método ‘single-step’ para la extraccion de RNA.
Consiste en el aislamiento de esta molécula a partir de una sola extraccién empleando una
solucién acida compuesta de tiocianato de guanidinio, fenol y cloroformo. Este novedoso
método permitia una rdpida extraccion (menos de 4 h), obteniendo una gran cantidad y
calidad de RNA y siendo posible el procesamiento simultdneo de una gran cantidad de
muestras. Cabe destacar, también, que la extraccién de RNA se podia realizar con cantidades
minimas de tejido, siendo este hecho de gran importancia cuando sélo se disponia de material
bioldgico limitado (Chomczynski & Sacchi, 1987). El tiocianato de guanidinio es uno de los
compuestos desnaturalizantes de proteinas mas efectivos (se considera un agente caotropico)
y ademads evita que actuen las enzimas RNasas y DNasas durante el proceso de extraccion.

Este método ‘single-step’ consiste en afadir en primer lugar el tiocianato de guanidinio para
homogeneizar el tejido, y posteriormente afiadir el fenol y el cloroformo. Tras centrifugar, se
obtiene una fase acuosa, donde se encuentra el RNA, y una interfase y una fase organica, en
las que residen el DNA vy las proteinas. Se recoge la fase acuosa y se precipita el RNA con
isopropanol, quedando asi disponible para su uso en diversas aplicaciones. Debido al uso del
tiocianato, durante todo el proceso de extraccién las ribonucleasas estan inhibidas,
manteniendo asi protegido al RNA de la posible degradacién.

Veinte afios mas tarde, en el 2006, ambos cientificos reeditaron el protocolo original. Antes, el
RNA obtenido era usado en andlisis de Northern Blot. Sin embargo, con el paso de los afios,
han ido apareciendo nuevas aplicaciones como la RT-PCR cuantitativa y los estudios de
expresion. Para este nuevo tipo de aplicaciones, se requiere la eliminacion de las pequeias
trazas de DNA que estén presentes en las muestras, lo que se consigue con la incorporacién al
protocolo del tratamiento con DNAsa. (Chomczynski & Sacchi, 2006).

Tejido en fresco

Actualmente, y mds en concreto para la extraccién de tejido en fresco congelado, se emplea el
Trizol®.

Este es un reactivo disefiado para aislar RNA de alta calidad a partir de células y muestras de
tejido, ya sean de origen humano o de origen animal, vegetal o bacterioldgico. Se trata de una
solucién monofdsica que auna el isocianato de guanidinio, el fenol y otros componentes que
facilitan el aislamiento de una gran variedad de moléculas de RNA. Este reactivo mantiene la
integridad del RNA debido a la inhibicion altamente efectiva de la actividad RNasa mientras se
lisan las células y se disuelven los componentes celulares durante la homogeneizacion de la
muestra. (Lan et al., 2009).

Tejido fijado e incluido en parafina

En cuanto al tejido fijado e incluido en parafina se refiere, no existe en la actualidad un
método estandarizado en cuanto al analisis y manipulacidon de este tipo de muestras para
futuros estudios. Con el objetivo de estandarizar los procedimientos de extraccién de acidos
nucleicos, se realizd un estudio en el que se aislé RNA a partir de muestras FFPE de diferentes
tejidos con los métodos propios de 13 laboratorios europeos. Los protocolos de extraccién se
dividieron en 3 grupos vy, tras aplicarlos, se mesurd la cantidad de RNA que se habia
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conseguido extraer, y se determind la calidad del mismo mediante medidas de absorbancia
usando espectrofotometria (A,g0/A250) Y métodos de amplificacidon por PCR.

Seguln los resultados obtenidos, la mayor cantidad de RNA se obtuvo con kits comerciales
basados en la purificacion por columnas de silice y, junto con un tiempo prolongado de
digestion por parte de la proteasa-K, se obtuvo el mejor rendimiento en relacién a la calidad
de RNA (Bonin et al., 2010).

Debido a los estudios realizados, la extraccion de material genético a partir de este tipo de
tejidos se centra en la actualidad en el uso de columnas de purificacidn y un tiempo
prolongado de la muestra con la proteasa.

1.5.2. Determinacion de la calidad

1.5.2.1. Pureza

Para evaluar si una muestra de RNA es pura o bien estd contaminada, se emplea la
espectrofotometria.

La espectrofotometria es un método sencillo, accesible y util que se basa en la relacion
existente entre la absorcion de luz de un determinado compuesto y su concentracién.

El fundamento es el siguiente: las moléculas tienen la capacidad de absorber radiaciones,
entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las longitudes de onda de las
radiaciones que una molécula puede absorber dependen de la estructura atdmica,
permitiendo asi el estudio a nivel bioquimico de cualquier molécula. Por tanto, como la
absorbancia (cantidad de luz absorbida) es una funcién lineal de la concentracién, se puede
calcular también facilmente la cantidad de la molécula existente en la muestra.

Una sustancia absorbe una cantidad de radiacidn distinta a la que absorbe otro compuesto,
por lo que cada molécula tiene un espectro de absorcidén caracteristico, que consiste en una
curva que muestra la cantidad de energia absorbida (absorbancia) en cada longitud de onda
del espectro electromagnético.

Los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta debido a la presencia de bases aromaticas
nitrogenadas, concretamente tienen un maximo de absorcién a una longitud de onda de 260
nm (Figura 4). Cuentan, por tanto, con un espectro de absorcidn caracteristico.
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Figura 4. Espectro de absorcidn tipico de los acidos nucleicos.

La determinacidn de la pureza se realiza mediante el uso de un espectrofotometro como el
NanoDrop® (Thermo Scientific®), en el que se hace pasar una luz por la solucién permitiendo
medir la absorbancia de la misma. A una longitud de onda de 260 nm absorben los acidos
nucleicos, y a 280 nm absorben las proteinas, principalmente por los residuos de triptéfano. A
partir de estas dos medidas se obtiene el ratio A,s0/A.s, que informa de una posible
contaminacion de la muestra con proteinas.

En el caso del RNA, se establece que una relacidn A,q/A,50 con un valor de 1,8 o superior se
corresponde con un RNA puro, sin ningln tipo de contaminacion por parte de proteinas o de
cualquier otro tipo de molécula, como los fenoles; valores menores a 1,8 se corresponderan
con una muestra contaminada con proteinas. También se puede medir el ratio Ays/Az30: €N
este caso, a la longitud de onda de 230 nm absorben las sales caotrépicas y los hidratos de
carbono, indicando pureza éptima un ratio de entre 2 y 2,2. No obstante, este ratio no se suele
utilizar, ya que en el caso de que se trabaje con muestras diluidas con algun tampén, el ratio
Ass0/Asg0 NO cambia, porque el contenido en proteinas es el mismo, pero si lo hace el ratio
Ass0/As30 por la mayor presencia de sales, por lo que no es un excelente indicador de la pureza.

El uso de este espectrofotometro presenta diversas ventajas, entre ellas el empleo de una
pequefia cantidad de muestra (1,5 ul), la sencillez del método, y que permite confirmar que se
cuenta con suficiente cantidad y calidad de material de partida para los ensayos posteriores a
realizar, como una PCR cuantitativa o una secuenciacidon masiva.

1.5.2.2. Concentracion

Para determinar la concentracion de RNA se ha recurrido a lo largo de los afios a la
cuantificacion por espectrofotometria.

La cuantificacidon de acidos nucleicos por espectrofotometria ha sido ampliamente utilizada,
pues permite mediciones en un amplio rango de concentracién, evitando la necesidad de
realizar diluciones. Sin embargo, no es un método completamente especifico, pues puede
medir nucleétidos que se encuentren dispersos o incluso hebras de DNA, ya que no se debe
olvidar que las medidas espectrofotométricas no diferencian entre DNA y RNA,
sobreestimando de esta forma la cantidad de RNA presente en la muestra.

Por su parte, la fluorometria se basa en la deteccidn y medicidn por fluorescencia del RNA que
ha sido previamente marcado con un agente fluorescente. Este reactivo se une de manera
especifica a la simple hebra de RNA y, tras un periodo corto de incubacién, es capaz de
otorgar una sefial de fluorescencia que serd captada por el equipo. De esta forma, la doble
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hebra de DNA no puede interferir en la cuantificacién final, a diferencia del método
espectrofotométrico, por lo que se considera un ensayo mas preciso y eficiente.

En base a lo anteriormente expuesto, si se requiere obtener concentraciones muy exactas, la
cuantificacidon espectrofotométrica debe suponer sélo una medida de referencia, pero no el
Unico método de determinacién de la concentracion, siendo necesario recurrir a métodos
fluorométricos.

En diversos estudios se ha podido demostrar que las mismas muestras cuantificadas usando
diferentes métodos muestran, efectivamente, resultados desiguales. Es por ello que,
cualquiera que sea el método de cuantificacidon elegido, es de critica importancia usar el
mismo sistema para todas las muestras incluidas en un estudio (Nolan & Bustin, 2008).

1.5.2.3. Integridad

El método mas empleado para evaluar la integridad del RNA ha sido, por excelencia, la
electroforesis en gel de agarosa, que permite evaluar la proporcién de las bandas ribosomales
(Figura 5).

El RNA se puede catalogar como integro si se observan dos bandas correspondientes a los RNA
ribosomales 28S y 18S en la parte baja del gel, y si la proporcién 28:18S es de 2. Sin embargo,
este de alta calidad es dificil de conseguir, esencialmente en RNA derivado de muestras
clinicas, y estd sujeto a la interpretacién del investigador, no siendo lo suficientemente preciso
(Copois et al., 2007). Ademads, con este método se consume una gran cantidad de muestra (0,5
— 2 ug), lo que supone un inconveniente cuando se dispone de muy poco material de partida.

285 -

185—

Figura 5. Ejemplo de bandas ribosomales en gel de agarosa. (Fuente: Chomczynski & Sacchi, 1987).

Debido a que este método convencional no resulta lo suficientemente sensible, ha surgido la
necesidad de desarrollar un sistema automatizado que permita estandarizar la evaluacion de la
integridad del RNA otorgando unos valores numéricos, permitiendo de esta forma una
comparaciéon mas acertada entre experimentos.

Actualmente, la electroforesis microfluidica capilar ha supuesto toda una revolucion en cuanto
a la evaluacion de la integridad del RNA se refiere.

La tecnologia microfluidica es un sistema automatizado en el que las muestras de RNA son
separadas dependiendo de su peso molecular, y detectadas via laser. Este tipo de
electroforesis genera un electroferograma propio de cada molécula de RNA (Figura 6) en el
cual se visualizan diversas caracteristicas propias de la misma.
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Figura 6. Cromatrograma realizado con electroforesis microcapilar.

En la figura 6 se pueden observar diferentes regiones en el propio electroferograma: la regién
A representa RNA de bajo peso molecular; el pico B es el RNA ribosomal 18S, cuyo peso varia
segun el nivel de degradacion del RNA; la region C representa la regién entre el pico de 18S vy el
de 28S (pico D), cuya longitud incrementa en el caso de que el RNA esté degradado. El pico E
representa el precursor nuclear del RNA, y por ultimo, la regidén F se corresponde con el RNA
de alto peso molecular.

El electroferograma, por tanto, es capaz de otorgar mucha mas informacién del estado de
degradacion de la molécula de RNA que simplemente el ratio 28S5:185 que se consigue
visualizando el gel de agarosa. Este nuevo método ha desplazado a la electroforesis en gel,
pues cuenta con mas ventajas, como el empleo de una cantidad minima de RNA (esencial en
muestras patoldgicas valiosas), la capacidad de poder analizar un gran nimero de muestras a
la vez (hasta 96), y la posibilidad de proporcionar lo que se conoce como RIN (RNA Integrity
Number).

El RIN constituye una nueva herramienta para determinar la integridad del RNA, y consiste en
un valor que permite clasificar las muestras en un sistema numérico del 1 al 10: 1 para las
muestras completamente degradadas y 10 para el RNA intacto. Este nimero se determina a
partir de la forma del electroferograma (Figura 7) por lo que se tienen en cuenta muchas mas
caracteristicas de la molécula que pueden dar una mejor idea acerca de la integridad de la

misma.
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Figura 7. Cromatogramas de electroforesis microcapilar de muestras con diferentes RIN, por tanto,
diferentes niveles de degradacion. (Fuente: Mueller & Schroeder, 2004).
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La degradacion del RNA se puede observar en el electroferograma como un incremento de
fragmentos pequefios, visible en la primera parte de la grafica, asi como en una disminucidn de
la intensidad de sefial de los RNA ribosomales (Schroeder et al., 2006).

Gracias a la creacidon del algoritmo RIN ha sido posible el desarrollo de un sistema
automatizado y fiable, por lo que la comparacion de muestras se torna mucho mas sencilla que
con el antiguo método ya que la interpretacion visual del investigador queda relegada a un
software. De este modo, la estandarizacion en cuanto a la evaluacién de la integridad de estos
acidos nucleicos facilita el intercambio de informacidn entre la comunidad cientifica.

1.5.2.4. Funcionalidad

Tradicionalmente, para evaluar la funcionalidad del RNA, se estudiaba la expresion del mRNA
de los genes en cuestion a partir de una PCR cuantitativa a tiempo real de transcripcion
reversa (RTg-PCR).

Sin embargo, se podian producir errores en la cuantificaciéon de estos trascritos que
dependian, por ejemplo, del material de partida (si éste estaba degradado o no contaba con la
suficiente calidad, los resultados podrian no ser totalmente representativos). Debido a ello, la
cuantificacidn de la actividad de cada gen se pasd a normalizar con unos genes de referencia
(de Cremoux et al., 2004). Esta cuantificacion relativa permite corregir los resultados obtenidos
introduciendo un control endégeno cuya funcionalidad es ya conocida.

Es por ello que la calidad del material de partida resulta crucial a la hora de efectuar una PCR.
Concretamente, el efecto del RIN de una muestra en la gPCR fue investigado en un estudio en
el que se relacionaban los valores del RIN con los Ct (Cycle Treshold) o Cp (Crossing Points) de
la PCR (Fleige & Pfaffl, 2006). La importancia de emplear un RNA de alta calidad se demuestra
con los resultados reflejados en la figura 8:
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Figura 8. Influencia del RIN en el Crossing Point o Cycle Treshold. (Fuente: Fleige & Pfaffl, 2006).
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Un incremento en el RIN de la muestra se corresponde con un Ct menor, lo que se traduce en
una mejor eficiencia de la PCR. Que se consiga alcanzar el umbral de fluorescencia en menor
tiempo es sindnimo de mayor integridad del RNA, pues sobre un RNA fragmentado no podra
trabajar la polimerasa ni los diferentes componentes que participan en la reacciéon. Ademas, se
trata de un RNA funcional, pues el Ct se alcanza antes, sindnimo de que la reaccion se esta
llevando a cabo a una velocidad mayor.

No obstante, un RNA intacto no puede garantizar buenos resultados en la PCR, pues se puede
dar una situacion en la que la muestra contenga inhibidores que reduzcan la eficiencia de esta
reaccion.

Estos inhibidores resultan en una reduccion significante de la sensibilidad y la cinética de la
PCR. Pueden tratarse de reactivos usados durante la extraccidon de los acidos nucleicos, o
componentes de la propia muestra bioldgica, como pueden ser sales, urea, heparina o IgG.

La metodologia empleada para la deteccion de tales inhibidores consiste en amplificar un gen
de referencia en paralelo al gen en estudio y relacionar sus cuantificaciones. Sin embargo, este
enfoque asume que ambos genes estan inhibidos al mismo nivel, por lo que se desarrollé una
nueva técnica para valorar la presencia de tales inhibidores, conocida como técnica SPUD
(Gene-Quantification.info, 2016), (Gallup et al., 2012). Este ensayo se basa en identificar
inhibidores de la transcripciéon inversa en la PCR mediante la realizacién de curvas de
amplificacion y la medicién del término Ct (Cycle Threshold).

Para comprobar si existen inhibidores que dificulten la obtencién de resultados precisos se
realiza una PCR de un amplicén conocido, concretamente del genoma de la patata de 101
pares de bases, con sus dos primers especificos. Se escogié el gen phyB del organismo Solanum
tuberosum porque codifica un fotorreceptor involucrado en la coloraciéon de la raiz de la
patata, por lo que es especifico de esta especie y no puede dar lugar a una amplificacién en el
genoma humano, evitando asi posibles errores. A partir de esta amplificacidn se realiza una
curva en la cual se representa el nimero de ciclos frente a la fluorescencia emitida,
obteniendo también el valor del Ct. Tras esto, se procede a realizar la PCR de la muestra del
tejido en cuestion junto con el amplicdn anteriormente utilizado. Si no existen inhibidores, las
dos curvas de amplificacion del amplicon (la obtenida en la primera PCR y la obtenida en la
segunda realizada junto al target de interés) deben ser iguales y presentar el mismo Ct. Si se
observa una diferencia en este valor, significara que existen inhibidores en la muestra de tejido
gue se esta analizando, puesto que a la sefial fluorescente del amplicon de la patata le costard
mas ciclos alcanzar el Ct.

El ensayo SPUD constituye pues una buena herramienta para la identificacién de inhibidores, y
el sistema puede ser empleado para identificar también falsos negativos en cuanto a la PCR
para diagndstico se refiere (Nolan et al., 2006).
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2. OBJETIVOS



Los objetivos a cumplir en el trabajo son los siguientes:

e Valorar la calidad de las muestras del Biobanco del IVO.

e Comparar si el modo de almacenamiento y la antigiiedad de la muestra se traduce en
una diferencia en la calidad de las muestras.

e Comprobar qué método de almacenamiento (congelado o incluido en parafina) es, por
tanto, el mas indicado.

e Elaborar un procedimiento normalizado de trabajo para la evaluacion de la calidad del
RNA de las muestras almacenadas en el BioFIVO para implementarlo en el Sistema de
Gestion de Calidad del Biobanco.
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3. MATERIALES Y METODOS



3.1. Muestras

Para el estudio se analizaron un total de 100 muestras de diversos afios. Se han estudiado 50
casos, y de cada uno de ellos se ha obtenido una muestra de tejido congelado y una muestra
de tejido fijado e incluido en parafina. Los datos relativos a la procedencia de las muestras se
indican en la tabla 1:

Tabla 1. Muestras empleadas para el estudio.

N2 de muestras
1999 2005 2013 2014 2015

Vejiga 3 3
Colon 1 2
Utero 5 5 5
Rifndn 6 5 5 5 5

Los 50 casos se agruparon en grupos de 10 en funcién del afio al que pertenecian. Ademas, el
método de congelacién ha ido variando a lo largo del tiempo. Esta informacién se recoge en la
siguiente tabla:

Tabla 2. Nimero de casos y métodos de congelacion por afios.

Casos Ano Método de congelacion

1-10 1999 Inmersién en N, liquido
11-20 2005 Inmersién en N, liquido
21-30 2013 Isopentano + N, liquido
31-40 2014 Isopentano + N, liquido
41-50 2015 o.cT™

Estas muestras se obtuvieron del Biobanco del IVO con previa aprobacién del Comité de Etica
adscrito al mismo.

3.2. Extraccion de RNA

3.2.1. Tejido en fresco

Para proceder a la extraccion del RNA a partir de tejido en fresco, se empled el kit comercial
PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen®).

En primer lugar se procedié a la homogeneizacion del tejido. Para ello, se descongelaron las
muestras y se colocaron en una placa Petri, cortdndolas en pequefios trozos. Se les aifadio el
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Trizol, que aisla el RNA manteniendo su integridad, y se metié la mezcla al homogeneizador de

tejidos. Tras esto, se procedio a la extraccion de RNA afiadiendo cloroformo, centrifugando, y

obteniendo la fase superior acuosa. Posteriormente se afadié etanol y se llevé a cabo la

purificacién por columnas, lavando con los buffers y resuspendiendo el RNA final en agua miliQ

para su uso en las aplicaciones posteriores. El protocolo a seguir, con mas detalle, es el

siguiente:
1. Descongelar muestra.
2. Adadir 1 ml de Trizol.
3. Meter la muestray el Trizol al homogeneizador de tejidos.
4. Incubar el lisado 5 minutos a temperatura ambiente.
5. Afadir 200 ul de cloroformo por cada ml de Trizol afiadido.
6. Agitar los tubos vigorosamente a mano durante 15 segundos (no vortear).
7. Incubar 20 minutos a temperatura ambiente.
8. Centrifugar 20 minutos a 12000xg a 4°C.
9. El homogeneizado se separa en una fase acuosa en la parte superior que contiene el

10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.

18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

RNA, una interfase, y una fase orgdnica en la parte inferior del tubo, conteniente el
DNA vy las proteinas. Transferir la fase acuosa transparente superior (600 pl aprox.) a
un tubo limpio.

Afadir un volumen de etanol al 70% (600 pl) y vortear. Dispersar cualquier precipitado
visible tras afiadir el etanol.

Transferir 700 pl de la muestra a una columna, centrifugar a 12000xg 30 segundos a
temperatura ambiente. Descartar el liquido que queda en el fondo del tubo.

Repetir el paso 11 hasta pasar todo el contenido de la columna.

Anadir 700 pl de Wash Buffer | a la columna.

Centrifugar a 12000xg 15 segundos a temperatura ambiente. Descartar el tubo
colector.

Poner la columna en un tubo de lavado de RNA (incluido en el kit).

Anadir 500 pl de Wash Buffer Il a la columna.

Centrifugar a 12000xg 15 segundos a temperatura ambiente. Descartar el liquido que
queda en el fondo del tubo.

Centrifugar la columna vacia a 12000xg 1 minuto a temperatura ambiente para
eliminar el buffer remanente.

Repetir los pasos 16-18. Descartar el tubo de lavado.

Poner la columna en un RNA Recovery Tube (incluido en el kit).

Anadir 35 pl de Agua libre de RNasas al centro de la columna.

Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar la columna 3 minutos a méxima velocidad.

Repetir los pasos 21-23.

Recoger el eluido final.
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3.2.2. Tejido fijado e incluido en parafina

Para la extraccidn del RNA procedente de las muestras FFPE se empled el kit comercial
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Ambion®).

En este procedimiento se realiza inicialmente una desparafinacién inicial mediante lavados con
xilol y etanol, para de este modo eliminar la parafina del tejido y evitar que interfiera durante
el proceso de extraccidn y posteriores. Tras ello, se realiza una digestién con proteinasa K, una
segunda digestion con DNasa y una serie de lavados con un eluido final en agua. Durante el
proceso de purificacion del RNA, éste permanece retenido en un filtro de fibra de vidrio
incluido en una columna. A continuacion se detalla paso por paso el protocolo empleado:

Se colocan 3 cortes de 10 um en un tubo Eppendorf estéril.
Se afiaden 1000 pl de xilol. Se vortea vigorosamente e incuba 3 min. a 50°C.

won e

Se centrifuga a maxima velocidad (13.400 rpm) durante 2 min. a temperatura
ambiente.

El sobrenadante se descarta con pipeta sin tocar el pellet.

Se repiten los pasos 2-4.

Se afaden 1000 pl de etanol 100% para eliminar el xilol. Se vortea la muestra.

Se centrifuga a maxima velocidad durante 2 min. a temperatura ambiente.

Se desecha la pipeta con el etanol.

N

Se repiten los pasos 6-8.

10. Una vez desechado el etanol, se coloca el tubo Eppendorf en una estufa a 37°C con la
tapa abierta a fin de conseguir la completa evaporacidn del etanol.

11. Tras esto, el pellet se resuspende en 400 ul de Tampdn Proteasa (Digestion Buffer).

12. Se anaden 4 ul de Proteasa (almacenada a -20°C), se vortea y se incuba a 50°C durante
3 h., vorteando ocasionalmente.

13. A continuacidn, se afiaden 480 pl de Isolation Additive y se vortea.

14. Se aifladen 1000 ul de etanol 100% y se mezcla bien con la pipeta.

15. Se monta la columna de extraccidn en un tubo de recogida presente en el kit y se
pasan 700 pl de la mezcla y se centrifuga durante 1 min. a 10.000 rpm, desechando el
liquido que queda en el tubo.

16. Se repite el paso 15 hasta haber pasado toda la solucion.

17. El filtro de la columna se lava con 700 pl de la solucién Wash 1 y centrifugando a
10.000 rpm durante 1 min.

18. Tras la centrifugacién se descarta el liquido.

19. Se lava con 500 pl de la solucion Wash 2/3 y se centrifuga a 10.000 rpm durante 1
min., desechando el liquido que queda en el tubo.

20. Se efectla un spin de 30 seg., para acabar de secar la columna.

21. Se prepara el Mix para la digestion enzimatica con DNasa:

4 pl de DNasa
6 ul de 10x DNasa buffer
50 ul de agua libre de DNasas

22. Se ainaden los 60 pl del Mix a la columna y se incuba 30 min. a temperatura ambiente.

23. Se lava con 700 ul con el Wash 1y se incuba durante 1 min. a temperatura ambiente.

24. Se centrifuga 1 min. a 10.000 rpm y se desecha el liquido.
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25. A continuacion se lava con 500 pl de Wash 2/3 y se centrifuga 1 min. a 10.000 rpm,
desechando el liquido.

26. Se repite el paso 25.

27. La columna se pasa a un tubo colector limpio y se afiaden 35 ul de agua libre de
RNasas.

28. Se incuba 10 min. a temperatura ambiente.

29. Tras la incubacidn, se centrifuga a maxima velocidad durante 1 min.

30. Se repite la elucién con otros 35 pl (que harian un volumen total de elucién de 70 pl).

3.3. Determinacién de la calidad

3.3.1. Ratios de absorbancia

El ratio Ays/Ass0 que indica la contaminaciéon de una muestra de RNA se obtuvo con el
espectrofotometro NanoDrop®.

En primer lugar se colocaron 1,5 pl de agua miliQ en el espectrofotémetro para realizar el
blanco. A continuacién, se afiadieron 1,5 ul de cada muestra para, con la ayuda del programa
informatico que tiene asociado el NanoDrop®, obtener los datos de pureza. Para finalizar, tras
la dltima muestra, se realizd la medicién de otro blanco para asegurar que no quedan acidos
nucleicos en el aparato.

3.3.2. Cuantificaciéon

Para cuantificar el contenido de RNA total de la muestra por métodos espectrofotométricos de
la muestra se empled el espectrofotémetro NanoDrop 1000°.

Por otra parte, la cuantificacion por métodos fluorométricos se realizé con el fluorémetro
Qubit® 2.0 (Invitrogen™) empleando el kit RNA HS Assay (Molecular Probes®), que incluye el
reactivo que se une al RNA y que emite fluorescencia, un buffer de dilucién, y unos standards
de RNA para poder realizar una recta de calibracion.

Teniendo en cuenta que el kit es preciso cuanto trabaja con una concentracidn de la muestra
de unos 100 ng/ul, dependiendo de las concentraciones obtenidas usando el
espectrofotdmetro se realizaron diluciones para conseguir esta concentracion final.

Se realizé primeramente la dilucidn del reactivo fluorescente con el buffer (1:200) teniendo en
cuenta el nimero de muestras a analizar y los dos standards. Tras ello, se realizé un vértex
para que el reactivo fluorescente estuviera presente en toda la soluciéon. Para los standards, se
afiadieron 190 pul de la dilucién y 10 pl de cada standard (la concentracion del standard 1 es de
0 ng/ul, y la del standard 2, de 10 ng/ul), y para las muestras, 199 pl de reactivo y 1 pl de la
dilucién realizada. Se dejaron todos los tubos incubando durante 2 minutos, y se procedié a la
cuantificacion.
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3.3.3. RT-gPCR

Para determinar la funcionalidad del RNA, en primer lugar se realizé una RT-PCR para
retrotranscribir el RNA a cDNA, v, tras ello, una PCR cuantitativa (QPCR) con el cDNA como
molde.

PCR de transcripcién inversa

En el caso de la PCR de transcripcion inversa, se empled el kit High-Capacity cDNA
(Invitrogen™). Es un proceso en el que, empleando una polimerasa de origen retroviral, la
denominada transcriptasa inversa, se sintetiza cDNA a partir de un molde de RNA. Este kit
cuenta con hexameros que se unen al mMRNA molde en distintos sitios y que actuan como
primers para producir una libreria de cDNA.

La reaccién de RT se realizé siguiendo el siguiente protocolo:

1. Los reactivos necesarios para la reaccion son los detallados en la Tabla 3:

Tabla 3. Composicidn de la mezcla de reaccion de la RT.

Componentes reaccion Volumen por reaccién (ul)
RT Buffer 10x 5
RT Random Primers 10x 5
dNTP mix (100mM) 2
Inhibidor de la RNasa (20 U/pl) 2,5
Retrotranscriptasa (50 U/pl) 2,5
H,0 -

RNA (12 ng/pl) -

Volumen final de reaccion 50

2. La mezcla de reaccién se prepard multiplicando el volumen de una unidad de reaccion
por el nimero de casos con los que se procedia a realizar la PCR y se afiadié un 10%
adicional para compensar posibles errores al pipetear.

3. Tras la preparacion de la mezcla de reaccidn, se vorted el tubo para que los
componentes se homogeneizaran.

Se dispensé el volumen final correspondiente a cada tubo de reaccion.

5. En dltimo lugar, se afiadié el volumen correspondiente de RNA (equivalente a 600 ng
de RNA total) a cada tubo de reaccidn, salvo al blanco, al que se afiadié un volumen
equivalente de agua.

6. Los tubos de reaccién se colocaron en el termociclador (GeneAmp PCR System 9700,
Applied Biosystems™), y se ejecutd el programa recogido en la Tabla 4:
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Tabla 4. Programa de temperaturas para la retrotranscripcion.

Temperatura (°C) Tiempo (min)
25 10
37 120
85 5
4 oo

PCR cuantitativa a tiempo real

El segundo paso es emplear el cDNA molde obtenido en la retrotranscripcion para realizar una
PCR cuantitativa. Se empled el kit TagMan® Fast Universal Master Mix (Applied Biosystems™).

Este método se caracteriza por realizar una cuantificacion a tiempo real de la amplificacion de
un gen en concreto (en este caso, microglobulina y GAPDH). En la reaccion se afiaden unas
sondas (sondas TagMan®) y una Taq polimerasa con actividad 5’-3’ exonucleasa. Las sondas
TagMan® consisten en un oligonucledtido de 18 a 22 pares de bases disefiado para hibridar en
el centro de la secuencia amplificada (Figura 9). Este estd marcado con una molécula
fluordfora (reporter) en el extremo 5’ y una molécula atenuadora (quencher) en el extremo 3’.
Ambas actuan por transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET), de forma
que, cuando estdn muy proximas, la sonda no emite fluorescencia, pues el inhibidor de
fluorescencia (quencher) absorbe la fluorescencia emitida por el reporter; no obstante, cuando
la polimerasa llega al punto en que se encuentra con la sonda, activa su funciéon 5’-3’
exonucleasa, degradandola. En este punto, la molécula reporter y la quencher se separan, lo
que resulta en la emision de fluorescencia por parte del fluoréforo reporter.

) ) Forward TagMan®
1. Polymerization  pjjmer Q_Probe_@®
5 _g

Reverse
Primer

Forward
Primer '(g 9
2. Displacement 5

Reverse

x;}- Primer

koS
o.Cleavage bt ot
5 g

*- . a -p
-
4. Polymerization %*3
Completed f_g
< 5

Figura 9. Mecanismo de accidn de las sondas TagMan® en la gPCR. (Fuente: Johnson et al., 2015).
El procedimiento a seguir es el siguiente:

1. Losreactivos utilizados se detallan en la tabla 5:
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Tabla 5. Composicién de la mezcla de reaccion de la gPCR.

Componentes reaccion Volumen por reaccién (ul)
TagMan® Universal Master Mix 5
Assay 1
H,O 2
cDNA 2
Volumen final de reaccion 10

La mezcla de reaccion se prepard multiplicando el volumen de unidad de reaccién por
el nimero de casos a realizar, y teniendo en cuenta que cada reaccion se realiza por
triplicado. Ademads, se tuvo en cuenta las 3 reacciones correspondientes al blanco (sin
cDNA).

Tras la preparacion de la mezcla, se vorted el tubo.

A continuacidn, se prepara la placa de PCR MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction
Plate (Applied Biosystems™), afadiendo a cada pocillo 8 pl del mix y 2 ul del cDNA a
estudio obtenido en la RT-PCR anterior, a excepcion del blanco, en el cual se afiadieron
2 ul de H,0.

Por ultimo, se centrifuga la placa y se introduce en el termociclador ABI 7500 Fast
(Applied Biosystems™), siguiendo el programa detallado en la tabla 6.

Para cada assay en cada muestra se obtiene el valor de Ct (cycle treshold), que
corresponde al ciclo de amplificacion en el que se detecta un aumento de la
fluorescencia por encima del valor establecido como umbral.

Tabla 6. Programa de temperaturas para la qPCR.

Temperatura (°C) Tiempo (s.) Ne de ciclos
95°C 20
95°C 3 40
60°C 30

Los assays utilizados fueron el gen que codifica para la microglobulina (Ref. Hs99999907_m1)y
para la GAPDH (Ref: Hs00266705_g1), ambos del kit TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems™), realizandose las placas de ambos assays por separado.

3.3.4. Microelectroforesis capilar

Para llevar a cabo la microelectroforesis capilar, se empled el Bioanalizador QlAxcel® y el kit

RNA QC v2.0 (Qiagen®). Este equipo utiliza la electroforesis capilar en gel para permitir la

rapida separacion de los acidos nucleicos en base a su tamafio. Esta separacion, a diferencia de

la tradicional electroforesis en gel, se da en un capilar (individual para cada muestra) en el

cual, tras la aplicacidon de un voltaje, se produce la migracidon del RNA cargado negativamente
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hacia el extremo positivo. Un detector colocado en el instrumento detecta los acidos nucleicos,
y los datos son convertidos en un electroferograma.

El protocolo a seguir es el siguiente:

Pipetear 1 ul de la muestra de RNAy 1 ul de QX RNA Size Marker en tubos de 0,2 ml.
Afadir 1 volumen de QX RNA Denaturation Buffer.

Incubar los tubos a 70°C durante 2 min.

A continuacion, incubarlos en hielo durante 1 min.

Centrifugar para recoger cualquier condensacion.

Afadir QX RNA Dilution Buffer hasta aficanzar los 10 ul de solucion.

Introducir las muestras en el Bioanalizador y analizar los resultados.

No vk wbheE

3.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se llevd a cabo utilizando el programa IBM SPSS
Statistics (version 23).

Para poder comparar la calidad entre las muestras congeladas y las incluidas en parafina, asi
como entre los diferentes afios, se calcularon los estadisticos descriptivos de todos los datos
obtenidos, y posteriormente se representaron graficamente mediante un diagrama de box-
and-whisker.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Extraccién y cuantificacién

En cuanto a la cuantificaciéon del RNA con el uso de NanoDrop® y de Qubit®, los resultados de
estas cuantificaciones se recogen en la Tabla 7:

Tabla 7. Cuantificaciones (en ng/ul) de los 50 casos tanto por método espectrofotométrico (NanoDrop®)
como por método fluorométrico (Qubit®).

NanoDrop Qubit NanoDrop Qubit
CASOS  FRESCO  PARAFINA  FRESCO  PARAFINA  CASOS  FRESCO  PARAFINA  FRESCO  PARAFINA

1 148,6 79,4 140,58 89,6 26 242,05 54,7 33,16 60

2 291,7 28,7 355,87 19,1 27 498,72 301,7 434,69 248,6
3 1030,1 218,7 1133,11 122,47 28 87,69 73,9 51,8 68,28
4 692 424,8 927,28 240,69 29 593,59 262,2 427,38 201,37
5 247,14 23 162,12 15 30 529,59 289,2 380,25 286,31
6 194,31 96,9 92,88 92,6 31 523,8 287,5 743,8 310,5
7 153,11 37,5 101,05 25,4 32 767,4 191,6 1089,71 191,6
8 35,47 36,3 52 33,6 33 517,35 212,4 327,49 170,77
9 239,29 103,6 140,22 85,99 34 880,77 48,4 836,73 29,6
10 75,2 126,4 58,4 117,8 35 497,68 225,6 346,39 217,93
11 339,8 122,6 448,54 93,18 36 1500,31 173,2 1530,32 140,64
12 1321,8 238,6 1453,98 164,63 37 417,46 140,9 342,42 102,57
13 121,9 358,6 121,66 285,45 38 30,94 103,5 43,3 110
14 567,3 138,6 692,11 107,56 39 172,74 56,7 190 27,3
15 1834,7 333,3 3559,32 205,31 40 1176,11 113,5 1154,94 77,41
16 12,4 102,8 2,48 98,48 41 30,3 19 23,10 19,8
17 25,9 235,3 18,60 193,42 42 96,3 91,1 102 55,6
18 71,5 309,4 81,20 284,65 43 33,2 46,9 34,70 48,4
19 119,5 171,2 112,81 152,37 44 12,7 42,6 2,68 78
20 17,75 113,7 4,44 105,06 45 70,8 412,1 114 398,91
21 1737,4 130 2571,35 104,78 46 10,2 10,4 1,29 2,05
22 651,9 272,8 649,29 191,51 47 36,1 85 28,70 102
23 885,5 290,5 991,76 282,95 48 8,7 50,9 1,43 46
24 6,3 89,6 3,02 101,56 49 9,1 171,5 0,82 136,86
25 756,3 265,6 968,06 167,33 50 13,6 122,3 2,68 108,85

Tras obtener todos los datos, se realizd un estudio estadistico calculando ciertos pardmetros
(media, desviacidn estandar, mediana, valor maximo, valor minimo y p-value de los valores de
cada afo) y asi poder comparar mejor entre muestras de tejido en fresco por un lado y fijadas
e incluidas en parafina por otro (tablas 8 y 9). Para interpretar las diferencias de manera visual,
se procedid a realizar un diagrama box-and-whisker (figura 10) en el que quedaban
representadas las cuantificaciones de ambos tipos de tejido en el conjunto de afos estudiado.

Tabla 8. Valores de cuantificacién con NanoDrop® en muestras de tejido en fresco.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 310,69 10 310,61 216,80 35,47 1030,10

2005 443,26 10 634,32 120,70 12,40 1834,70

2013 598,91 10 489,97 561,59 6,30 1737,40 0,019
2014 648,47 10 445,80 520,57 30,94 1500,31 !
2015 32,1 10 29,65 21,95 8,70 96,30

Total 406,68 50 471,85 216,80 6,30 1834,70
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Tabla 9. Valores de cuantificacion con Nanodrop® en muestras de tejido fijado e incluido en parafina.

Aiio Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p- value
1999 117,53 10 123,21266 88,15 23,00 424,80

2005 212,41 10 96,36324 203,25 102,80 358,60

2013 203,02 10 102,18288 263,90 54,70 301,70 0.090
2014 155,33 10 76,81496 157,05 48,40 287,50 !
2015 105,18 10 118,39959 67,95 10,40 412,10

Total 158,69 50 109,51150 124,50 10,40 424,80

En la tabla 8 queda reflejado como a medida que pasan los afos, el valor de la media va
aumentando a excepcidn del afio 2015. Es decir, el rendimiento aumenta con el paso de los
afios; por tanto, nos encontramos ante un p-value menor que 0,05, lo que significa que el paso
del tiempo si que influye significativamente en la cantidad obtenida de RNA. No obstante, en el
afio 2015 bajan significativamente los valores, por lo que si no se tuviera en cuenta los datos
obtenidos con estas muestras, la linearidad seria sin duda indiscutible. En la tabla 9, el p-value
es mayor que 0,05, por lo que no existen diferencias significativas en las cuantificaciones de los
diferentes afios.
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Figura 10. Representacion de las diferentes concentraciones (mesuradas con NanoDrop®) de RNA que
se consiguieron obtener tanto en tejido fresco congelado como en tejido fijado e incluido en parafina a
lo largo de los diferentes afios.

Los datos estadisticos correspondientes a la cuantificacién por Qubit® se recogen en las tablas
10y 1lyen lafigura11:

Tabla 10. Valores de cuantificaciéon con Qubit® en muestras de tejido en fresco.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo P value
1999 316,35 10 388,77443 140,40 52,00 113,11

2005 649,5140 10 1119,46561 117,2350 2,48 3559,32

2013 651,0860 10 762,67684 431,0350 3,02 2571,35 0149
2014 660,51 10 487,20479 545,0950 43,30 1530,32 !
2015 31,14 10 42,53514 12,8900 0,82 114,00

Total 461,7202 50 688,06993 140,40 0,82 3559,32

Tabla 11. Valores de cuantificacién con Qubit® en muestras de tejido fijado e incluido en parafina.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo P value
1999 84,2250 10 68,49983 87,7950 15,00 240,69

2005 169,0110 10 72,82465 158,5000 93,18 285,45

2013 171,2690 10 85,17048 179,4200 60,00 286,31 0.100
2014 137,8320 10 88,97450 125,3200 27,30 310,50 !
2015 99,6470 10 112,96366 66,8000 2,05 398,91

Total 132,3968 50 90,64967 106,3100 2,05 298,91
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De las tablas 10 y 11 se puede obtener la misma informacién que las que contienen los valores
de cuantificacién por NanoDrop®: en el caso del tejido en fresco, la media va aumentando a
excepcion del afio 2015; en el caso de tejido incluido en parafina, no se observan grandes
diferencias en cuanto a los afios se refiere.
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Figura 11. Representacion de las diferentes concentraciones (mesuradas con Qubit®) de RNA que se
consiguieron obtener tanto en tejido fresco congelado como en tejido incluido en parafina a lo largo de
los diferentes afos.

Como se puede observar en ambas figuras, se consiguié extraer mucha mas cantidad de RNA a
partir del tejido en fresco. En el caso del afio 1999 y 2005, la cantidad es algo menor que en el
resto de afios; esto se puede deber al método de congelacion empleado, ya que la muestra se
introducia en el nitrégeno liquido, por lo que la bajada de temperatura era muy brusca, lo que
se traduce en la presencia de cristales que dafan el tejido y mas concretamente el material
genético. Es por esta razén que la cantidad de RNA puede ser menor.

A partir de las muestras de los afios 2013 y 2014, se consiguidé extraer mas cantidad de
muestra, lo que se puede deber al cambio de método de congelacién (ya que previamente al
nitrégeno liquido se introducian en isopentano, lo que permitia un descenso de la temperatura
mas suave) o porque llevan mucho menos tiempo almacenadas.

El caso del afio 2015 es un tanto particular, pues a partir de las muestras de tejido en fresco
congelado almacenado en O.C.T.™ se consiguié muy poco RNA. El material inicial con el que se
partio fueron 3 cortes de 10 um, por lo que no se partia con la misma cantidad de material que
el resto de aios. Si se desea obtener mas cantidad de RNA para posteriores estudios, se deben
realizar mas cortes en el microtomo.

La cantidad de RNA extraida a partir del tejido incluido en parafina es mucho menor que en el
caso del tejido en fresco congelado: en este método de fijacion se utilizan sustancias quimicas
que pueden dafar este material genético, y el proceso de extraccién cuenta con mds pasos
(como la desparafinacion), por ende, el material genético, ya de por si degradado, tiene mas
posibilidades de perderse en el proceso. Ademas, la cantidad de material de partida era de 3
cortes de 10 um, cantidad menor que en el caso del tejido en fresco, de donde se partia con
varios trocitos mas grandes.
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Otra informacidn obtenida a partir de los graficos es la diferencia de concentraciones obtenida
por método espectrofotométrico (NanoDrop®) o con método fluorométrico (Qubit®). Este
ultimo es altamente selectivo para el RNA (monocatenario), es decir, no reconoce el DNA de
doble cadena, por lo que el resultado de la cuantificacién es mas preciso que la cuantificacién
por NanoDrop®. De este modo, las concentraciones medidas con Qubit® son menores, pues no
tienen en cuenta moléculas de DNA o nucledtidos sueltos presentes en la muestra (en la
cuantificacion de algunas muestras, el valor obtenido con Qubit® es mayor; este hecho debe
ser estudiado mas en profundidad). En consecuencia, se deberia emplear el método
fluorométrico si se desea obtener una cuantificacién precisa de RNA y no comprometer
analisis posteriores.

4.1.2. Determinacion de la calidad

Los parametros estudiados para definir la calidad de una muestra fueron la pureza, obtenida a
partir de los ratios de absorbancia, la integridad, definida por el valor RIS, y la funcionalidad,
medida en base a los resultados de la RT-qPCR.

4.1.2.1. Pureza

Se obtuvieron los ratios de absorbancia A,s0/Azs0 Y Aseo/Asze para determinar la presencia de
contaminantes, y se recogieron en la tabla 12:

Tabla 12. Ratios de absorbancia del total de muestras a estudio.

AZGO/AZSO AZGO/A230 AZGO/AZSO A260/A230
CASOS FRESCO  PARAFINA  FRESCO  PARAFINA  CASOS  FRESCO  PARAFINA  FRESCO  PARAFINA
1 2,07 0,76 2,16 0,35 26 2,02 1,99 1,82 0,43
2 2,03 1,2 2,18 0,94 27 2,01 2,02 1,67 1,86
3 2,08 1,87 2,31 1,53 28 1,94 1,98 0,65 0,58
4 2,07 1,9 2,3 1,71 29 2,16 1,98 1,42 1,13
5 2,03 1,8 1,15 1,37 30 2,16 2,02 1,41 1,6
6 2,01 1,91 0,86 1,45 31 2,08 2,04 2,19 1,32
7 1,99 1,74 1,2 0,67 32 2,11 2,02 2,29 1,12
8 1,78 1,88 0,21 0,61 33 2,22 1,99 2 1,61
9 2,02 1,24 1,67 0,83 34 2,15 1,75 1,91 1,06
10 1,67 2,03 0,24 2,01 35 2,2 2 2,18 1,83
11 2,06 1,92 1,94 1,39 36 2,12 1,97 2,23 1,53
12 2,11 1,93 2,22 1,62 37 2,02 1,89 1,67 1,35
13 2,04 1,98 1,60 1,78 38 1,6 1,87 0,66 0,5
14 2,06 1,94 2,17 1,42 39 1,93 1,64 1,01 0,61
15 2,07 1,86 2,27 1,37 40 2,11 1,88 1,96 1,46
16 1,49 1,9 0,65 1,5 41 1,83 1,33 0,60 0,3
17 1,73 1,99 0,70 1,56 42 1,93 1,97 1,57 0,58
18 1,81 2,02 0,87 1,98 43 1,85 1,78 1,06 0,15
19 2,11 2 1,86 1,05 44 1,26 1,97 0,54 0,12
20 1,54 1,89 0,15 0,8 45 1,96 2,03 1,32 1,83
21 2,09 1,95 2,13 1 46 1,42 1,04 0,67 0,11
22 2,08 1,97 2,32 1,27 47 1,78 1,97 1,08 0,33
23 2,07 2,03 2,28 1,13 48 1,35 1,84 0,66 1,02
24 2,27 2 0,86 0,79 49 1,76 1,95 0,22 1,22
25 2,06 2,02 2,28 1,6 50 1,50 1,96 0,56 1,14

Las tablas 13 y 14 recogen los valores estadisticos correspondientes al ratio A,g/A,50 de ambos
tipos de muestras:
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Tabla 13. Valores del ratio A,s0/A,30 de muestras de tejido en fresco.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 1,98 10 0,14 2,03 1,67 2,08

2005 1,90 10 0,24 2,05 1,49 2,11

2013 2,09 10 0,09 2,08 1,94 2,27 0.000
2014 2,05 10 0,18 2,11 1,60 2,22 ’
2015 1,66 10 0,26 1,77 1,26 1,96

Total 1,94 50 0,24 2,03 1,26 2,27

Tabla 14. Valores del ratio A,g0/A,3 de muestras de tejido fijado e incluido en parafina.

Afio Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 1,6330 10 0,41716 1,8350 0,76 2,03
2005 1,9430 10 0,05272 1,9350 1,86 2,02
2013 1,9960 10 0,02633 11,9950 1,95 2,03 0015
2014 1,9050 10 0,12834 1,9300 1,64 2,04 ’
2015 1,7840 10 0,33093 1,9550 1,04 2,03
Total 1,8522 50 0,27013 1,9500 0,76 2,04
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Figura 12. Representacién de los ratios de pureza (A,g0/A2g0) de ambos tipos de tejido en los diferentes
afos.

Tanto en la figura 12 como en las tablas 13 y 14 se puede observar que el RNA obtenido a
partir de tejido en fresco es mucho mads puro, pues, a excepcion del afo 2005, la media se
encuentra entre los valores 1,98 y 2,05, lo que se consideraria un RNA de alta calidad (el p-
value es menor a 0,05: diferencia significativa). En el caso del afio 2015, la pureza del material
baja, ya que esta incluido en el compuesto O.C.T.™: al obtenerse una menor concentracion de
RNA en el mismo volumen, cualquier componente del compuesto O.C.T.™ arrastrado durante
el proceso de extraccidn, aunque esté en muy baja concentracion, hace que el ratio descienda
de manera significativa. En general, la disminucién de este ratio se corresponde con la
presencia del fenol (que absorbe a 280 nm) presente en el reactivo Trizol empleado para la
extraccién en este tipo de tejido.

En cuanto al tejido en parafina, los ratios obtenidos son menores que en el caso del tejido en
fresco, pues este tipo de tejido ha sufrido un procesamiento mucho mas largo y con la
utilizacion de mas sustancias; de este modo, esto se traduce en una contaminacién de la
muestra con alcoholes empleados durante la fijacion y la desparafinacién, asi como con
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proteinas debido al entrecruzamiento que se produce entre estas y los acidos nucleicos con el

uso del formaldehido.

Por ultimo, en ambos tipos de tejido se puede observar una tendencia a lo largo de los afios a

aumentar el ratio de pureza, sefial de que muestras mas recientes acumulan menos
contaminacion.

Para el ratio A,s0/A,3 también se calcularon los datos estadisticos y se representaron en un

diagrama:

Tabla 15. Valores del ratio A,g0/A,30 de muestras de tejido en fresco.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 1,4280 10 0,81955 1,4350 0,21 2,31

2005 1,4430 10 0,77766 1,7300 0,15 2,27

2013 1,6840 10 0,59865 1,7450 0,65 2,32 0.017
2014 1,8100 10 0,55164 1,9800 0,66 2,29 !
2015 0,8280 10 0,41360 0,6650 0,22 1,57

Total 1,4386 50 0,71003 1,5850 0,15 2,32

Tabla 16. Valores del ratio A,g0/A,30 de muestras fijadas e incluidas en parafina.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p--value
1999 1,1470 10 0,54205 1,1550 0,35 2,01
2005 1,4470 10 0,33774 1,4600 0,80 1,98
2013 1,1390 10 0,46170 1,1300 0,43 1,86 0016
2014 1,2390 10 0,42522 1,3350 0,50 1,83 !
2015 0,6800 10 0,59044 0,4550 0,11 1,83
Total 1,1304 50 0,52502 1,1800 0,11 2,01
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Figura 13. Representacion de los ratios A,gy/A,30 de los dos tipos de muestra a lo largo de los afios.

En el caso del ratio As0/A230, que hace referencia a la contaminacién por sales caotrdpicas y

otros elementos, los resultados obtenidos también ponen de manifiesto que el tejido en fresco

congelado es mas puro (a excepcidén del afio 2015 debido al uso del compuesto 0.C.T™); sin

embargo, este ratio no se considera relevante a la hora de estudiar la pureza de una muestra

de RNA.
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4.1.2.2. Integridad

La integridad de las muestras se ha estudiado obteniendo el RIS (RNA Integrity Score) a partir
de la electroforesis capilar.

Tabla 17. Valores del RIS.

Casos Tejido Aio RIS Casos Tejido Aio RIS
4 Parafina 1999 nd 26 Congelado 2013 4,7
4 Congelado 1999 3,9 29 Congelado 2013 5,6
11 Congelado 2005 3,6 30 Congelado 2013 5,2
12 Congelado 2005 3,7 31 Congelado 2014 3,1
14 Parafina 2005 nd 32 Congelado 2014 6,1
14 Congelado 2005 3,6 34 Congelado 2014 2,8
15 Congelado 2005 3 36 Congelado 2014 49
22 Congelado 2013 5,6 40 Congelado 2014 4,8

En la tabla 17 se muestran los valores RIS de algunos casos en concreto; con el resto de casos
no fue posible estudiar la integridad, pues el RNA estaba muy poco concentrado y el programa
del equipo QlAxcel® no posibilitaba trabajar con tan poca concentracién. Una solucién para
tratar de concentrar el RNA consistiria en su precipitacion con el uso de acetato sddico y
etanol: en primer lugar se afiade el acetato y el etanol al 100% de pureza; esta solucion se
incuba overnight a -20°C, y posteriormente se centrifuga, quedando un pellet en el fondo del
tubo compuesto enteramente por el RNA. Tras esto, se procede a realizar lavados con etanol, y
por ultimo, se centrifuga, se elimina el etanol y se resuspende en el tampdn deseado (Walker
& Lorsch, 2013).

Como bien se puede observar, muestras mas recientes cuentan con un RIS mayor, seial de
que el RNA estd mas integro. En el caso del tejido incluido en parafina, se puede llegar a la
conclusién de que el RNA sufre un grado mucho mas alto de degradacion que en el tejido en
fresco, pues del mismo caso se ha conseguido obtener un valor de RIS para tejido congelado
pero no para su correspondiente muestra en parafina.

Muestras con valores de RIS entre 7 y 10 se considerarian integras, mientras que valores por
debajo del 3 reflejan un RNA muy degradado.

En el caso del ratio ribosomal 28S:18S, el programa también da la posibilidad de calcular este
ratio. El valor ideal de este es 2, pero es muy dificil de obtener en muestras clinicas, y ademas,
por estudios realizados recientemente, parece no estar totalmente relacionado con la
integridad del RNA total, ya que se puede contar con un ratio bajo pero obtener un buen
resultado de la gPCR. De hecho, no fue posible obtener ningln ratio 28S:18S en el total de
casos a estudio.

Los electroferogramas generados con este tipo de electroforesis reflejan el grado de
degradacion de la muestra.
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Figura 14. Electroferogramas donde se representa el tamafo de molécula frente a la intensidad de
fluorescencia. A) Electroferograma del caso 14 (afio 2005). B) Electroferograma del caso 32 (afio 2014).

En la figura 14 se puede observar el grado de degradacién del RNA en base a los picos del
electroferograma. En el caso del afio 2005, la presencia de muchos fragmentos pequenos de
RNA informa sobre el estado de degradacion del mismo; en el caso del afio 2014, la integridad
mejora, pues aparecen los dos picos correspondientes al 28S y al 18S, y la cantidad de
fragmentos pequeiios disminuye.

En conclusién, una muestra reciente cuenta con un material genético menos degradado, y éste
es mejor si proviene de tejido en fresco.

4.1.2.3. Funcionalidad

La funcionalidad del RNA extraido se estudid valorando el Ct de la PCR cuantitativa a tiempo
real de los dos genes assay, obteniendo los siguientes valores:

Tabla 18. Valores del Cycle Treshold de las reacciones en cadena de la polimerasa.

Ct (microglobulina) Ct (GAPDH) Ct (microglobulina) Ct (GAPDH)
CASOS  FRESCO PARAFINA  FRESCO  PARAFINA  CASOS  FRESCO  PARAFINA  FRESCO  PARAFINA
1 19,51 27,05 19,55 26,06 26 18,33 22,29 20,67 25,94
2 23,27 27,12 22,69 27,57 27 19,57 23,12 20,68 24,92
3 17,82 27,07 19,33 28,63 28 19,07 22,42 20,33 24,55
4 22,08 26,81 22,17 28,89 29 20,54 20,66 22,49 24,6
5 24,73 28,86 24,43 30,59 30 23,53 23,37 23,59 25,74
6 24,59 27,55 25,04 28,09 31 24,26 20,95 24,93 23,4
7 26,65 27,9 25,35 28,75 32 21,51 20,91 21,22 22,58
8 23,54 27,5 23,82 27,7 33 16,66 20,36 19,09 23,51
9 27,73 25,23 26,83 27,68 34 22,07 25,37 22,3 27,38
10 20,69 26,51 20,67 26,68 35 19,66 21,05 22,6 23,77
11 23,09 24,94 23,49 27,16 36 19,17 23,26 20,34 23,63
12 24,90 28,37 22,76 27,33 37 26,48 21,87 27,18 22,33
13 19,35 24,37 20,88 26,34 38 21,66 22,89 22,05 23,11
14 22,93 26,88 22,03 30,14 39 21,95 25,31 22,86 26,16
15 20,87 28,19 20,6 28,23 40 24,29 22,71 22,42 25,29
16 22,44 25,64 22,92 26,91 41 19,56 26,72 21,45 29,03
17 19,83 22,98 21,62 24,63 42 20,44 22,72 19,44 23,75
18 19,62 24,44 19,19 25,17 43 20,02 22,44 21,66 24,98
19 16,79 22,84 19,86 26,12 44 21,12 21,35 22,71 23,79
20 29,81 25,07 27,12 26,94 45 20,67 23,82 20,26 23,91
21 18,74 23,27 19,23 26,3 46 23,22 36,76 23,77 38,66
22 18,81 24,09 17,87 24,53 47 21,41 22,78 21,46 23,88
23 29,59 23,4 25,53 23,75 48 23,85 20,73 26,16 23,84
24 26,08 22,53 27,02 25,13 49 25,05 18,62 26,76 20,98
25 26,37 20,52 25,56 23,56 50 23,75 20,47 23,87 22,03
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Tabla 19. Valores del Ct (gen assay: microglobulina) de muestras de tejido en fresco.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 23,0610 10 3,10445 23,4050 17,82 27,73

2005 21,9630 10 3,61257 21,6550 16,79 29,81

2013 22,3410 10 3,53635 22,3550 18,33 29,59 0.850
2014 22,4680 10 1,79215 22,2900 20,36 25,37 !
2015 23,6410 10 5,09510 22,5800 18,62 36,76

Total 22,6948 50 3,48966 22,4400 16,79 36,76

Tabla 20. Valores del Ct de microglobulina de muestras fijadas e incluidas en parafina.

Aiio Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 27,1600 10 0,94263 27,0950 25,23 28,86

2005 25,3720 10 1,93098 25,0050 22,84 28,37

2013 22,5670 10 1,17307 22,8250 20,52 24,09 0001
2014 22,4680 10 1,79215 22,2900 20,36 25,37 !
2015 23,6410 10 5,09510 22,5800 18,62 36,76

Total 24,2416 50 3,12182 23,3850 18,62 36,76

Con los valores de las tablas 19 y 20 se puede concluir que las diferencias de Ct a lo largo de los
afios en tejido en fresco no son significativas; en cambio, las muestras fijadas e incluidas en
parafina si que muestran una tendencia a disminuir el valor del Ct, considerdndose este hecho
estadisticamente significativo. Se puede observar mejor con el diagrama box-and-whisker:
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Figura 15. Representacion del Ct (microglobulina) de las muestras de los diferentes afios.

Como se puede observar en la figura 15, el Ct de amplificacién de tejido en fresco es mucho
menor que el de parafina. Un Ct menor implica una mayor funcionalidad, pues se alcanza antes
el umbral de fluorescencia establecido, lo que se traduce en una mayor rapidez de reaccion. La
polimerasa, por ende, estd trabajando mejor sobre ese material.

Con el paso de los afios existe una tendencia en ambos tipos de tejidos a reducir el Ct, por lo
que el paso de los afios influye en la funcionalidad de los genes a estudio.

Lo mismo ocurre si se estudian los parametros obtenidos a partir de la qPCR del gen GAPDH:
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Tabla 21. Valores del Ct (gen assay: GAPDH) de muestras de tejido en fresco.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 22,9880 10 2,55287 23,2550 1%) 25 26,83

2005 22,0470 10 2,25270 21,8250 19,19 27,12

2013 22,2970 10 3,04140 21,5850 17,87 27,02 0928
2014 22,4990 10 2,26392 22,3600 19,09 27,18 !
2015 22,7540 10 2,39682 22,1850 19,44 26,76

Total 22,5170 50 2,43647 22,3600 17,87 27,18

Tabla 22. Valores del Ct del gen GAPDH de muestras fijadas e incluidas en parafina.

Ao Media N Desviacion Estandar Mediana Minimo Maximo p-value
1999 28,0640 10 1,26095 27,8950 26,06 30,59
2005 26,8970 10 1,54878 26,9250 24,63 30,14
2013 24,9020 10 0,89864 24,7600 23,56 26,30 0010
2014 24,1160 10 1,63323 23,5700 22,33 27,38 !
2015 25,4850 10 5,08025 23,8600 20,98 38,66
Total 25,8928 50 2,85618 25,5150 20,98 38,66
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Figura 16. Representacion del Ct (GAPDH) de las muestras de los diferentes afios.

En la figura 16 queda demostrada la tendencia de las muestras fijadas e incluidas en parafina a
disminuir el Ct en funcidén de su antigliedad, sefial de que el tiempo de almacenamiento de
este tipo de muestras influye notablemente en la funcionalidad de los acidos nucleicos. Los
mejores resultados se consiguen de nuevo con el tejido en fresco congelado, demostrando la
teoria de que éste es un mejor método de conservacidn; en este tipo de muestras, el paso de
los afios no es estadisticamente significativo, pues el tejido almacenado de tal forma conserva
bien su calidad con el tiempo, pero en el caso del tejido fijado e incluido en parafina, el p-value
obtenido es de 0,010, por lo que el tiempo en este tipo de muestras si que influye, de modo
gue muestras almacenadas mas recientemente cuentan con una mejor calidad del material
genético.

De cada reaccion de PCR se obtuvo, ademas del Ct, el grafico de amplificacion donde quedan
representados los ciclos frente a la fluorescencia emitida por las sondas TagMan® (Figura 17).
Esta fluorescencia va aumentando conforme aumenta el producto de amplificacidn, pues se
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van creando mas hebras de DNA que sirven como molde para la hibridacién de la sonda. El
treshold o umbral de fluorescencia se establecié en0,2.
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Figura 17. Ejemplo de Amplification Plot. Ciclos de amplificacion frente a fluorescencia emitida de un
conjunto de muestras.

4.2. Discusién

La medicina translacional y personalizada se esta abriendo camino en el ambito de la
investigacion biomédica. Esta disciplina se basa en el estudio de las bases moleculares
patoldgicas del cancer, y aplica este conocimiento con el fin de investigar y descubrir nuevos
targets terapéuticos y biomarcadores que permitan un mejor abordaje tanto del diagndstico
como del prondstico.

Para el desarrollo 6ptimo de este nuevo enfoque molecular se debe partir de un material de
gran calidad, apto para poder realizar los analisis necesarios y obtener de este modo
conclusiones que se correspondan con el estado real del tejido. En diversos estudios se ha
comprobado la importancia de un buen almacenamiento y posterior procesamiento de las
muestras a analizar, pues existen diversos factores que, si no se tienen en cuenta, pueden
modificar la estructura tisular y mds concretamente el material genético; esto se considera
esencial en los proyectos de investigacion, pues se trata de un proceso que abarca varios afios
y, por ende, las muestras deben ser almacenadas y procesadas de tal forma que se obtenga
material de calidad sobre el cual trabajar.

En estos estudios se demostrdo que la degradacion de los acidos nucleicos y por tanto la
disminucién de su calidad comienza desde la manipulacién quirdrgica (cuando se le extirpa el
tejido al paciente), asi como en el lento procesamiento de la muestra hasta que es
almacenada, las condiciones no oOptimas de este almacenamiento, y la duracién y la
temperatura del mismo (Zhou et al., 2015).
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Para estudiar la calidad de las muestras del Biobanco, se extrajo y se determind la calidad del
RNA de 100 muestras en total, 50 de tejido en fresco congelado y 50 de tejido incluido en
parafina, desde una antigliedad de 17 afos hasta la actualidad.

Los diferentes parametros analizados fueron la pureza, la integridad y la funcionalidad. A partir
de su estudio, se pudo observar que el RNA de tejido en fresco congelado conserva mucho
mejor el material genético, pues cuenta con menos contaminantes y menor grado de
degradacion. El proceso de congelacién ha ido mejorando con el tiempo en paralelo a la
calidad obtenida, pero con el actual método de conservacién en O.C.T.™ no se obtuvieron los
resultados esperados, sefial de que se debe investigar en mas profundidad el modo de accidn
de este compuesto e intentar eliminarlo previamente a la realizacidn de estudios.

En cuanto al material incluido en parafina, se demostré cientificamente que este método de
almacenamiento degrada mucho mas el material genético, por lo que, aunque sea el material
mas usado actualmente, aln queda recorrido en cuanto a la mejora de las condiciones de
fijacién y los medios fijativos utilizados.

El ultimo parametro analizado, la integridad, se determiné mediante electroforesis capilar. Los
resultados obtenidos no fueron los esperados, pues en el caso de muchas muestras no se pudo
determinar el RIS (RNA Integrity Score), y sin embargo, estas mismas contaban con una buena
funcionalidad, por lo que el RNA no deberia estar tan fragmentado como para que ni siquiera
lo detectara el equipo QlAxcel. Esto se puede deber a que, antes de estudiar este pardmetro,
el RNA sufrié varios ciclos de congelacion y descongelacion, por lo que seria ideal, antes de
comenzar con el proceso de determinacidn de la calidad, establecer varias alicuotas para cada
uno de los parametros. De este modo, el material de partida sufrird menos y no llegara
degradado al final del proceso.

Tras la determinacion de la calidad de las muestras, hay que tener en cuenta para qué va a ser
destinada cada una de ellas, es decir, en qué tipo de estudio va a ser empleada. Si el RNA de
una muestra en concreto va a ser empleado para realizar una RT-qPCR, se debera estudiar la
posibilidad o no de realizar ese estudio segun el Ct que haya obtenido; no obstante, se puede
dar que esa muestra no tenga una pureza dptima, pero si es funcional, el estudio podra ser
llevado a cabo. Es por ello que se deben analizar todas las variables implicadas en la calidad,
pero, tras ello, es posible que sélo se necesite tener en cuenta un solo pardmetro en funcién
de lo que trate la investigacion a realizar.
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5. CONCLUSIONES



En este trabajo se ha estudiado la calidad del RNA procedente de las muestras del Biobanco
del IVO, obteniéndose las siguientes conclusiones:

e El método de almacenamiento influye en la calidad de las muestras, siendo de mayor
calidad el RNA obtenido a partir de tejido en fresco congelado.

e El tiempo de almacenamiento de la muestra es también un factor influyente, puesto
gue a mayor tiempo de almacenaje, mayor degradacion.

e Es esencial la determinacidn de la calidad del RNA previamente a la realizacién de
estuidos.

e Es necesario estandarizar los procedimientos de trabajo en lo que a almacenamiento y
procesamiento de la muestra se refiere, para asi conseguir una reproducibilidad de los
resultados.
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7. ANEXO



PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO (PNT) DEL IVO

Para elaborar un Procedimiento Normalizado de Trabajo (PNT), que tiene como objetivo
evaluar la calidad del RNA de las muestras almacenadas en el BioFIVO, e implementarlo
posteriormente en el Sistema de Gestion de Calidad del Biobanco, se procedié a establecer
una escala de valores teniendo en cuenta los diferentes pardmetros estudiados: pureza,
cuantificacion, integridad y funcionalidad.

El RNA de las muestras se dividié en dos grupos: de alto rendimiento, que se corresponde con
el extraido de muestras en fresco congeladas, y de bajo rendimiento, perteneciente al tejido
fijado e incluido en parafina. A partir del gran nimero de casos estudiados, se ha podido
determinar un método mediante el cual otorgar al RNA un valor en funcidn de los resultados
obtenidos en el estudio de su calidad. Se elaboré de este modo una tabla con las
puntuaciones a otorgar segun unos valores de referencia establecidos.

Tabla 23. Valores de puntuacion para el RNA de alto rendimiento.

CARACTERISTICA ENSAYO VALORES DE REFERENCIA PUNTUACION
NanoDrop® 1000: Rati 222
Pureza ano r:p e atio 1,8-2 1
260, 280 < 1,8
Qubit® >60% NanoDrop® 1
Cuantificacion NanoDrop® y Qubit®
Qubit® < 60% Nanodrop® 0
Microelectroforesis capil 710 2
it icroelectroforesis capilar 310 1
(RIS)
1-3 0
. i <25 1
Funcionalidad RT-qPCR (Ct)
>25 0
Tabla 2. Valores de puntuacién para el RNA de bajo rendimiento.
CARACTERISTICA ENSAYO VALORES DE REFERENCIA PUNTUACION
NanoDrop® 1000: Rati 22,2 2
Pureza ano r:p o atio 1,8-2 1
260/ M280 < 1,8 0
Qubit® >60% NanoDrop® 1
Cuantificacion NanoDrop® y Qubit®
Qubit® < 60% Nanodrop® 0
Microelectroforesis capil 710 2
Integridad icroelectroforesis capilar 310 1
(RIS)
1-3 0
. . <30 1
Funcionalidad RT-qPCR (Ct)
>30 0




A partir de los valores de referencia establecidos, se procede a puntuar la muestra de RNA
para cada parametro estudiado en funcién de los resultados que se han obtenido.

Tabla 3. Puntuaciones obtenidas del RNA de alto rendimiento de los casos a estudio.

PUNTUACION
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Tabla 4. Puntuaciones obtenidas del RNA de bajo rendimiento de los casos a estudio.

PUNTUACION
OBTENIDA

FUNCIONALIDAD

INTEGRIDAD

CASOS | PUREZA | CUANTIFICACION

10
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50




El rango de puntuacion de calidad que puede adquirir una muestra oscila entre 0 (puntuacion
minima en todos los pardmetros estudiados) y 6 (puntuacién maxima en todos ellos). Un valor
de 6 implica que en todas las caracteristicas estudiadas se ha obtenido la maxima puntuacion
posible, por lo que se tratard de un RNA de excelente calidad. La asignacion de la calidad en
funcién del valor obtenido se recoge en la tabla 4:

Tabla 4. Calidad del RNA en funcién de la puntuacién obtenida.

Puntuacion Calidad
0-2 Mala
2-4 Buena
4-6 Excelente

Tabla 5. N2 de muestras segln la puntuacién final de calidad obtenida.

N2 de muestras
Calidad RNA de alto rendimiento = RNA de bajo rendimiento

0 2 1
1 7 4
2 14 10
3 7 25
4 16 10
5 4 0
6 0 0

A continuacién, se realiza un diagrama para comparar la calidad tanto del RNA de alto
rendimiento como el de bajo rendimiento:

30
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@©
s 20
3
g 15 B RNA de alto
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5 4 rendimiento
O -

Calidad

Figura 1. N2 de muestras distribuidas en funcién del valor de calidad obtenido.



