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DESCRIPCION

Procedimiento para el aislamiento de ARN a partir de especimenes de tejido fijados con formalina e incluidos en
parafina

Apoyo gubernamental

El gobierno tiene ciertos derechos en la presente invencion en virtud el nimero de asignacion RO1 CA 71716 del
Instituto Nacional del Cancer de los Institutos Nacionales de Salud.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la purificacion de ARN, ADN y proteinas de muestras de tejido
biolégico.

Antecedentes

La determinacion de los niveles de expresion génica en los tejidos es de gran importancia para el diagnéstico exacto
de enfermedades en seres humanos y se utiliza cada vez mas para determinar el curso del tratamiento de un
paciente. Los procedimientos farmacogenémicos pueden identificar pacientes propensos a responder a un farmaco
en particular y pueden abrir el camino a nuevos enfoques terapéuticos.

Por ejemplo, la timidilato sintasa (TS) es una enzima integral en la biosintesis de ADN en la que cataliza la
metilacién reductiva de monofosfato de desoxiuridina (dUMP) a monofosfato de desoxitimidina (dTMP) y proporciona
la Gnica via para la sintesis de novo de nucle6tidos de pirimidina en la célula (Johnston et al., 1995). La timidilato
sintasa es una diana para los farmacos quimioterapéuticos, mas cominmente el agente antifolato 5-fluorouracilo (5-
FU). Como el agente mas efectivo para el tratamiento de los canceres de colon, cabeza y cuello y mama, la accion
primaria del 5-FU es inhibir la actividad de TS, lo que resulta en una disminucion de los niveles intracelulares de
timina y en consecuencia provoca la muerte celular.

Se ha informado una variacion considerable en la expresion de TS entre especimenes clinicos tumorales de tumores
primarios (Johnston et al. 1995; Lenz et al. 1995) y metastasis (Farrugia et al. 1997; Leichmann et al. 1997). En el
cancer colorrectal, por ejemplo, la tasa de expresién de TS en el tejido tumoral con respecto al tejido de la mucosa
gastrointestinal normal ha abarcado de 2 a 10 (Ardalan y Zang, 1996).

La timidilato sintasa también es conocida por tener importancia clinica en el desarrollo de resistencia tumoral, como
se ha demostrado mediante estudios que han mostrado induccion aguda de la proteina de TS y aumento en los
niveles de enzimas TS en células neoplasicas después de la exposicion a 5-FU (Spears et al., 1982, Swain y col
1989). La capacidad de un tumor de sobreexpresar TS en forma aguda en respuesta a agentes citotoxicos como 5-
FU puede desempefar un rol en el desarrollo de resistencia a fluorouracilo. Estudios anteriores han mostrado que
los niveles de proteina TS se correlacionan directamente con la efectividad de la terapia con 5-FU, que existe una
correlacion directa entre la proteina y la expresion de ARN (Jackman et al., 1985) y que la expresion de TS es un
marcador prondéstico potente en el cancer colorrectal y de mama (Jackman et al. 1985; Horikoshi et al. 1992).

En la enfermedad metastasica avanzada, se ha demostrado que el ARNm de TS elevado, cuantificado por RT-PCR,
y la expresion de proteina de TS elevada predicen mala respuesta a la terapia basada en fluoropirimidinas para los
canceres colorrectal (Johnston et al., 1995, Farrugia et al., 1997, Leichman et al., 1997), gastrico (Lenz et al., 1995,
Alexander et al., 1995), y de cabeza y cuello (Johnston et al., 1997). Estuvo presente a menudo una considerable
superposicion entre respondedores y no respondedores en la categoria de TS baja, pero los pacientes con niveles
de TS por encima de la mediana fueron en su mayoria no respondedores. El valor predictivo de la sobreexpresion de
TS puede ser aun mayor si se combina con otras caracteristicas moleculares como niveles de dihidropirimidina
deshidrogenasa (DPD) y expresion de timidina fosforilasa (TP), estado de error de replicacién positivo (RER+)
(Kitchens y Berger, 1997), y estado de p53 (Lenz et al., 1997). Los estudios realizados hasta la fecha que han
evaluado la expresién de TS en tumores humanos sugieren que la capacidad para predecir la respuesta y el
resultado basado en la expresion de TS en tumores humanos pueden brindar la oportunidad en el futuro de
seleccionar a los pacientes mas susceptibles de beneficiarse de la terapia dirigida a TS.

Hasta ahora, los estudios de expresién génica tisular cuantitativa que incluyen los de expresién de TS se han
limitado a la amplificacion de ARN por transcriptasa reversa reaccion en cadena de polimerasa (RT-PCR) a partir de
tejido congelado. Sin embargo, la mayoria de las muestras patolégicas no estan preparadas como tejidos
congelados, sino que habitualmente son fijadas con formalina e incluidas en parafina (FFPE) para permitir el analisis
histolégico y el almacenamiento para archivo. Los niveles de expresion génica pueden ser monitoreados semi-
cuantitativamente e indirectamente en estas muestras fijadas e incluidas mediante el uso de tincién
inmunohistoquimica para monitorear los niveles de expresion de proteinas. Debido a que las muestras incluidas en
parafina estan ampliamente disponibles, son necesarios procedimientos rapidos y confiables para el aislamiento de
acidos nucleicos, en especial de ARN, a partir de dichas muestras.
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Existen un nimero de técnicas para la purificacién de ARN de muestras biol6gicas, pero ninguna es fiable para el
aislamiento de ARN de muestras FFPE. Por ejemplo, Chomczynski (Patente de EE.UU. NUm. 5.346.994) describe
un procedimiento para la purificaciéon de ARN de tejidos basado en una separacién en fase liquida usando fenol e
isotiocianato de guanidina. Una muestra biolégica se homogeneiza en una solucién acuosa de fenol e isotiocianato
de guanidina y el homogeneizado de esta se mezcla con cloroformo. Después de la centrifugacion, el
homogeneizado se separa en una fase organica, una interfase y una fase acuosa. Las proteinas son secuestradas
en la fase organica, el ADN en la interfase, y el ARN en la fase acuosa. EI ARN puede ser precipitado de la fase
acuosa. Este procedimiento no permite el aislamiento fiable de ARN de muestras de tejido fijadas con formalina e
incluidas en parafina.

Otras técnicas conocidas para el aislamiento de ARN suelen utilizar sales de guanidina o extraccién con fenol, como
se describe por ejemplo en Sambrook, J. et al., (1989) en las pag. 7.3-7.24, y en Ausubel, F. M. et al., (1994) en las
pag. 4.0.3-4.4.7. Sin embargo, ninguno de los procedimientos conocidos proporciona resultados cuantitativos
reproducibles en el aislamiento de ARN a partir de muestras de tejido incluidas en parafina.

Las técnicas para el aislamiento de ARN a partir de tejidos incluidos en parafina son particularmente necesarias para
el estudio de la expresion génica en tejidos tumorales. Los niveles de expresion de ciertos receptores o enzimas
pueden indicar la probabilidad de éxito de un tratamiento en particular.

Los estudios de expresién génica de TS verdaderamente cuantitativos se han limitado a RT-PCR a partir de tejido
congelado, mientras que el monitoreo semi-cuantitativo de control de la expresién de proteina de TS en material
patolégico de archivo fijado en portaobjetos de vidrio ha estado disponible a través de la tinciéon inmunohistoquimica.
Debido a las limitaciones en el aislamiento de ARN a partir de material patolégico de archivo, no se dispone hasta el
momento de técnicas cuantitativas para medir los niveles de expresion génica de estas muestras.

Sumario

Un aspecto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento fiable para el aislamiento de ARN, ADN o
proteinas de muestras de tejidos bioldgicos. La invencién también proporciona procedimientos simples, eficientes y
reproducibles para el aislamiento de ARN, ADN o proteinas de tejidos que han sido incluidos en parafina.

La invencion proporciona procedimientos de purificacién de ARN a partir de una muestra de tejido biolégico
mediante el calentamiento de la muestra durante aproximadamente 5 a aproximadamente 120 minutos a una
temperatura de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100°C en una solucion de una concentracion efectiva
de un agente caotropico. En una realizacién, el agente caotrépico es un compuesto de guanidinio. El ARN se
recupera a partir de dicha solucién. Por ejemplo, la recuperacion de ARN puede realizarse por extraccion con
cloroformo.

En un procedimiento de la invencion, el ARN es aislado de una muestra patoldgica de archivo. En una realizacién,
una muestra incluida en parafina es primero desparafinada. Un procedimiento de desparafinizacion ejemplar
comprende lavar la muestra parafinada con un disolvente organico, preferentemente xileno. Las muestras
desparafinadas pueden ser rehidratadas con una solucién acuosa de un alcohol inferior. Los alcoholes inferiores
adecuados incluyen metanol, etanol, propanoles y butanoles. En una realizacién, las muestras desparafinadas se
rehidratan con lavados sucesivos con soluciones de concentracién de alcohol decreciente. En otra realizacion, la
muestra es desparafinada y rehidratada simultaneamente.

Las muestras desparafinadas pueden homogeneizarse utilizando medios mecanicos, sénicos u otros tipos de
homogeneizacién. En una realizacion, las muestras rehidratadas se homogeneizan en una solucién que comprende
un agente caotropico, como tiocianato de guanidinio (también comercializado como isotiocianato de guanidinio).

Las muestras homogeneizadas se calientan a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100 T en una solucién caotrépica, que comprende una cantidad efectiva de un agente
caotropico. En una realizacion, el agente caotropico es un compuesto de guanidinio. Un agente caotropico preferido
es tiocianato de guanidinio.

El ARN se recupera a continuacion de la solucion, por ejemplo, mediante extraccion con fenol cloroformo,
cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia de exclusion por tamafio.

El ARN puede entonces ser purificado utilizando técnicas de extraccion, electroforesis, cromatografia, precipitacion u
otras técnicas adecuadas.

El ARN aislado por los procedimientos de la invencion es adecuado para un nimero de aplicaciones en biologia
molecular que incluyen transcripcion reversa con cebadores aleatorios para proporcionar bibliotecas de ADNCc.

Puede utilizarse ARN purificado para determinar el nivel de expresién génica en una muestra de tejido fijada con
formalina e incluida en parafina mediante amplificacion por transcripcién reversa, reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Utilizando los cebadores de PCR apropiados, puede determinarse el nivel de expresion de
cualquier ARN mensajero por los procedimientos de la invencién. La técnica cuantitativa de RT-PCR permite la
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comparacion de los niveles de expresion de proteina (mediante inmunohistoquimica) con los niveles de expresién
génica (mediante RT-PCR) en la misma muestra incluida en parafina.

Los procedimientos de la invencién son aplicables a una amplia gama de tipos de tejidos y tumores y genes diana y
por lo tanto pueden ser utilizados para la evaluacién del tratamiento y como herramienta de diagndstico en una
gama de céanceres que incluyen de mama, cabeza y cuello, eséfago, colorrectal, y otros. Un gen preferido
particularmente por los procedimientos de la invencién es el gen de timidilato sintasa. Los procedimientos de la
invencion lograron la cuantificacion reproducible de la expresién génica de TS en tejidos FFPE, comparable a la
derivada de tejido congelado.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra el nivel de B-actina y expresion de TS a diversos tiempos de calentamiento. Estos datos
muestran que sin la etapa de calentamiento, hay un rendimiento minimo de ARN extraido de la parafina.

La Figura 2 muestra el nivel de expresion de B-actina en tejido normal (N) o tumoral (T) de pacientes con cancer
colorrectal segun lo determinado por PCR cuantitativa a partir de ARN extraido a 95 T durante cero a 40 minutos.
Estos datos sugieren 30 minutos como el tiempo de calentamiento 6ptimo.

La Figura 3 muestra el efecto de la temperatura y el tiempo en la produccion de ARN de B-actina y en el aislamiento
de ADN. Estos datos muestran que a tiempos de calentamiento mayores (entre 60 y 120 minutos), el ARN sufre
degradacién mientras que hay un aumento en la contaminacién de ADN capaz de generar una sefial de ADN en la
PCR. Las barras representan valores de experimentos por triplicado realizados en los distintos tiempos y
temperaturas indicados.

La Figura 4 muestra el efecto de diferentes soluciones de calentamiento en el rendimiento del ARN aislado. Estos
datos muestran que el caotropo en la solucién, en este caso isotiocianato de guanidinio (GITC), es el componente
esencial de la solucion de extraccion de ARN, sin el cual el rendimiento del ARN extraido es al menos 10 veces
menor.

La Figura 5 muestra una comparacién de la expresion génica relativa de TS a partir de pellets celulares incluidos en
parafina (barras de color blanco) y congelados (barras de color negro) de seis lineas celulares. Estos datos
muestran que el andlisis de ARN extraido de parafina refleja de forma fiable valores de expresién génica en tejido
fresco-congelado.

La Figura 6 muestra una comparacion de los niveles de expresion génica de TS en tejidos de colon normal o tumoral
y tumoral de eséfago que estaban fijados con formalina e incluidos en parafina o congelados.

La Figura 7 muestra proporciones de TS/B-actina determinadas en secciones en parafina de pacientes cuya
respuesta a 5-FU/LV se vincul6 previamente a la expresion génica de TS.

La Figura 8 muestra los niveles de expresion de cuatro genes marcadores de malignidad (TS; timidina fosforilasa
(TP); ciclooxigenasa-2 (COX-2); y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)) en muestras de FFPE de un
cancer de colon primario y una metastasis hepatica que recurrieron un afio mas tarde en el mismo paciente. Estos
datos muestran que, como era de esperar, tres de los cuatro marcadores de malignidad se encuentran elevados en
el tejido tumoral metastasico.

Descripcion detallada

Los procedimientos de la presente invencion incluyen la purificacion del ARN de muestras bioldgicas. En una
realizacién, las muestras son muestras de tejido incluidas en parafina y el procedimiento comprende la
desparafinacion de las muestras incluidas, la homogeneizacion del tejido desparafinado y el calentamiento del tejido
homogeneizado a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 € durante un
periodo de tiempo de entre aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 120 minutos en una solucién caotropica
que contiene una cantidad efectiva de un compuesto de guanidinio. Esta etapa de calentamiento aumenta la
cantidad de ADNc que es amplificado a partir de la muestra en hasta 1000 veces mas que los especimenes que no
son calentados.

Si bien el tejido tumoral congelado no esta ampliamente disponible, los blogues de parafina se preparan de forma
rutinaria a partir de cada tipo tumoral después de la cirugia, lo que permite realizar investigaciones retrospectivas a
gran escala de la expresion de TS y la respuesta a la quimioterapia.

Por otra parte, la técnica puede aplicarse a cualquiera de una amplia gama de tipos de tumores y a una gama
ilimitada de genes diana. Esto tiene consecuencias para la preparacion futura de “perfiles de expresion génica” de
tumores individuales, en los que podrian determinarse los niveles de expresiébn en muestras de pacientes
individuales para una gama de genes que se sabe que influyen en el resultado clinico y la respuesta a diversos
agentes quimioterapicos. La PCR automatizada en tiempo real de una muestra FFPE permite dirigir el tratamiento a
tumores individuales.
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Muestras de tejidos

El ARN puede ser aislado de cualquier muestra biolégica usando los procedimientos de la invencion. Las muestras
biolégicas suelen fijarse con un fijador. Comunmente se utilizan fijadores de aldehidos como formalina
(formaldehido) y glutaraldehido. Las muestras de tejido fijadas utilizando otras técnicas de fijacion como inmersion
en alcohol (Battifora y Kopinski, J. Histochem. Cytochem. (1986) 34:1095) también son adecuadas. Las muestras
utilizadas son también incluidas en parafina. Puede aislarse ARN de cualquier muestra de tejido bioldgico incluida en
parafina mediante los procedimientos de la invencion. En una realizacion, las muestras son fijadas con formalina e
incluidas en parafina.

Desparafinacion de las muestras

La desparafinacion elimina la mayor parte de la parafina de las muestras incluidas en parafina. Se conoce un
namero de técnicas para la desparafinacion y cualquier técnica adecuada puede utilizarse con la presente invencion.
El procedimiento preferido de la invencion utiliza un lavado con un disolvente organico para disolver la parafina.
Estos disolventes son capaces de eliminar la parafina efectivamente de la muestra de tejido sin afectar en forma
adversa el aislamiento del ARN. Los disolventes adecuados pueden elegirse de disolventes como benceno, tolueno,
etilbenceno, xilenos y mezclas de los mismos. Un xileno es el disolvente preferido para su uso en los procedimientos
de la invencién. Los disolventes solos o en combinacién en los procedimientos de la invencién son preferentemente
de alta pureza, por lo general superior al 99%.

La parafina normalmente se elimina mediante el lavado con un disolvente organico, con mezclado enérgico seguido
por centrifugacion. Las muestras se centrifugan a una velocidad suficiente para hacer que el tejido forme un pellet en
el tubo, usualmente a aproximadamente 10.000 a 20.000 x g. Después de la centrifugacion, se descarta el
sobrenadante de disolvente organico. Un experto en la técnica de la histologia reconocera que el volumen de
disolvente orgéanico utilizado y el nimero de lavados necesarios dependera del tamafio de la muestra y la cantidad
de parafina a eliminar. Cuanta méas parafina haya que eliminar, serdn necesarios mas lavados. Por lo general, una
muestra sera lavada entre 1 y 10 veces y preferentemente entre aproximadamente dos y aproximadamente cuatro
veces. Un volumen comun de disolvente organico es de aproximadamente 500 pl para un espécimen de tejido de 10
pm.

Pueden utilizarse también otros procedimientos para desparafinacién conocidos para el experto en la técnica en el
procedimiento de la invencion. Estos procedimientos incluyen la fusion directa (Banerjee et al., 1995).

Las muestras son preferentemente rehidratadas después de la desparafinacion. El procedimiento preferido para la
rehidratacion es un lavado gradual con soluciones acuosas de alcoholes inferiores de concentracion decreciente. El
etanol es el alcohol inferior preferido para la rehidratacion. Otros alcoholes también pueden ser adecuados para su
uso con la invencién, incluyendo metanol, isopropanol y otros alcoholes similares en el intervalo de C1-C5. La
muestra se mezcla enérgicamente en forma alternativa con soluciones alcohdlicas y se centrifuga. En una modalidad
preferida, el intervalo de concentracion del alcohol se disminuye gradualmente de aproximadamente 100% a
aproximadamente 70% en agua durante aproximadamente tres a cinco pasos incrementales, en los que el cambio
en la concentracion de la solucién en cada paso es usualmente menor que aproximadamente 10% (es decir, la
secuencia: 100%, 95%, 90%, 80%, 70%). En otra realizacién, la desparafinacion y la rehidratacion se llevan a cabo
simultaneamente utilizando un reactivo como EZ-DEWAX (BioGenex, San Ramon, CA)

Homogeneizacion

Las muestras desparafinadas, rehidratadas pueden homogeneizarse mediante cualquier técnica estandar mecanica,
sénica u otra adecuada. La homogeneizacion del tejido se lleva a cabo preferentemente con un homogeneizador de
tejidos mecéanico de acuerdo con procedimientos estandar. Un ndmero de homogeneizadores disponibles
comercialmente son adecuados para su uso con la invencion incluyendo: homogeneizador Ultra-Turrax (IKAWorks,
Inc., Wilmington, NC); Tissumizer (Tekmar-Dohrmann, Cincinnati, OH); y Polytron (Brinkmann, Westbury, NY).

En una realizacion, la muestra se homogeniza en presencia de un agente caotropico. Los agentes caotropicos se
eligen de manera que el ARN en una concentracion efectiva es purificado a partir de una muestra incluida en
parafina en una cantidad mayor que aproximadamente 10 veces la aislada en ausencia de un agente caotropico. Los
agentes caotrépicos incluyen: compuestos de guanidinio, urea, formamida, ioduro de potasio, tiocianato de potasio y
compuestos similares. El agente caotropico preferido para los procedimientos de la invencion es un compuesto de
guanidinio, como isotiocianato de guanidinio (también comercializado como tiocianato de guanidinio) y clorhidrato de
guanidinio. Numerosos contraiones anionicos son Utiles, y un experto en la materia puede preparar muchas sales de
guanidinio con estos aniones apropiados. La solucién de guanidinio utilizada en la invencién por lo general tiene una
concentracién en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 5M, con un valor preferido de
aproximadamente 4M. Si el ARN ya esta en solucion, la solucién de guanidinio puede ser de mayor concentracion
de modo que la concentracion final alcanzada en la muestra esté en el intervalo de 1 a 5M. La solucion de guanidinio
también estd preferentemente tamponada a un pH de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, mas
preferentemente aproximadamente 4, con un tampon bioguimico adecuado como Tris-Cl. La solucién caotrépica
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también puede contener agentes reductores, como ditiotreitol (DTT) y B-mercaptoetanol (BME). La solucion
caotrépica también puede contener inhibidores de ARNasa.

Calentamiento

Las muestras se calientan en la solucién caotrépica a una temperatura de aproximadamente 60 T a
aproximadamente 100 € durante aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 2 horas. Como alternativa, las
muestras se calientan en la solucion caotrépica a una temperatura de aproximadamente 50 C a aproximad amente
100 T durante aproximadamente 5 minutos a aproxima damente 2 horas. Los tiempos de calentamiento suelen ser
elegidos de modo que la cantidad de ARN purificado es de al menos aproximadamente 100 veces mayor que para
las muestras sin calentar, y mas preferentemente aproximadamente 1000 veces mayor. En una realizacion preferida,
la muestra se calienta durante aproximadamente 20 minutos a una temperatura de aproximadamente 75 a
aproximadamente 100 C. Mas preferentemente, la mue stra se calienta durante 30 a 60 minutos a aproximadamente
95 .

Recuperacién de ARN

El ARN puede ser recuperado de la solucién caotrépica después del calentamiento mediante cualquier técnica
adecuada que da como resultado el aislamiento del ARN a partir de al menos un componente de la solucién
caotrépica. EI ARN puede ser recuperado de la solucion caotropica por extraccién con un disolvente organico,
extraccién con cloroformo, extraccién con fenol-cloroformo, precipitacion con etanol, isopropanol o cualquier otro
alcohol inferior, mediante cromatografia incluyendo cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de exclusién
por tamafio, cromatografia en gel de silice y cromatografia de fase reversa, o por procedimientos electroforéticos,
incluyendo electroforesis en gel de poliacrilamida y electroforesis en gel de agarosa, como sera evidente para un
experto en la técnica. El ARN se recupera preferentemente de la solucion caotrépica mediante extraccion con fenol
cloroformo.

Después de la recuperacion del ARN, este puede opcionalmente ser purificado ain mas. La purificacién adicional
resulta en ARN que esta sustancialmente libre de contaminacién por ADN o proteinas. La purificacion adicional
puede ser realizada por cualquiera de las técnicas mencionadas anteriormente para la recuperacion de ARN. El
ARN es purificado preferentemente por precipitacion utilizando un alcohol inferior, especialmente con etanol o con
isopropanol. La precipitacion se lleva a cabo preferentemente en presencia de un vehiculo como glucégeno que
facilita la precipitacion.

Recuperacion de ADN vy proteinas

Los procedimientos de la invenciéon también pueden utilizarse para purificar ADN o proteinas de la muestra de tejido.
Después de mezclar una muestra con un disolvente organico, como cloroformo, y después de la centrifugacion, la
solucion tiene tres fases, una fase organica inferior, una interfase y una fase acuosa superior. Con un agente
caotrépico apropiado, en particular con un compuesto de guanidinio, los componentes bioldgicos de la muestra se
segregaran en las tres fases. La fase acuosa superior contendra ARN, mientras que la interfase contendra ADN y la
fase organica contendra proteinas. Un experto en la técnica reconocera que los procedimientos de la invencién son
adecuados para la recuperacion de las fases de ADN y proteina, asi como de la que contiene ARN. La recuperacion
del ADN es potenciada por los procedimientos de la invencion.

ARN purificado

El ARN purificado por los procedimientos de la invencién es adecuado para una variedad de propdsitos y
procedimientos de biologia molecular, que incluyen entre otros: transcripcion reversa a ADNc; produccion de ADNc
marcado con radioactividad; fluorescencia o de alguna otra manera para el analisis de chips de genes, microarreglos
de oligonucledtidos y similares; electroforesis mediante gel de acrilamida o agarosa; purificacién por cromatografia
(por ejemplo, intercambio iénico, gel de silice, fase reversa, o cromatografia de exclusién por tamafio); hibridacion
con sondas de &cidos nucleicos; y fragmentacion mediante medios mecanicos, sénicos u otros.

Ejemplos
Materiales y procedimientos
Estos materiales y procedimientos son comunes a los siguientes ejemplos.

Preparacion de la muestra. Las caracteristicas de las lineas celulares humanas SK1, H157, A431, HT29, HCC298 y
HH30 se han descrito previamente. Las células fueron retiradas de sus monocapas por tripsinizacién y se agruparon
en pellets por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos. Los pellets celulares fueron congelados -70 T o fijados
con formalina durante 24 horas, a continuacion incluidos en parafina.

Se obtuvieron secciones representativas de tejido tumoral en el momento de la cirugia, se fijaron con formalina e
incluyeron en parafina mediante procedimientos comunes a la mayoria de los laboratorios de patologia clinica. Se
cortaron secciones transversales de tejido (5 ym) utilizando un microtomo.
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Aislamiento de ARN. Se aislé el ARN de los tejidos incluidos en parafina de la siguiente manera. Se coloc6 una
seccion individual de tejido parafinado de 5 yum en un tubo Eppendorf y se desparafin6 mediante dos lavados de 15
minutos con xileno. El tejido fue rehidratado mediante lavados sucesivos de 15 minutos con alcoholes graduados
(100%, 95%, 80% y 70%). El pellet resultante se suspendié en isotiocianato de guanidina 4M con sarcosina 0,5% y
ditiotreitol (DTT) 20 mM. La suspension se homogeneizd y después se calent6é a partir de aproximadamente 50 a
aproximadamente 95 T durante 0-60 minutos; se incluy6 un punto de tiempo de calentamiento de cero como un
control para cada muestra. Se afiadi6é acetato de sodio (pH 4,0) a 0,2 My la solucién se extrajo con fenol/cloroformo
y se precipitd con isopropanol y 10 mg de glucégeno. Después de la centrifugacion (13000 rpm, 4 €, 15 min) el
ARN precipitado se lavo dos veces con 1 ml de etanol 75% y a continuacién se resuspendié en agua libre de
ARNasa.

Transcripcion reversa (RT). Después de calentar, el ARN total fue convertido a ADNc utilizando hexameros al azar.
Las condiciones de RT fueron como las que han sido descritas previamente para tejido congelado (Horikoshi et al.,
1992). Se prepararon controles omitiendo la transcriptasa reversa (No RT) para cada muestra.

Cuantificacion por PCR en tiempo real de la expresién génica de TS y B-actina utilizando la Maquina de PCR Perkin
Elmer Cetus 7700 (Tagman). La cuantificacién de los niveles de ARNm se llevé a cabo utilizando una PCR en
tiempo real basada en un procedimiento de deteccion de fluorescencia como se describié previamente (Heid et al.
1996; Eads et al. 1999). El ADNc fue preparado como se describié anteriormente. El ADNc de interés y el ADNc de
referencia fueron amplificados por separado utilizando una sonda con un colorante reportero fluorescente 5’ (6FAM)
y un colorante inactivador 3' (TAMRA). La actividad de 5-exonucleasa de la TAQ polimerasa escinde la sonda y
libera la molécula reportera, cuya fluorescencia es detectada por el Sistema de Detecciéon de Secuencias ABI Prism
(Tagman). Después de cruzar un umbral de deteccion de fluorescencia, la amplificacion por PCR da como resultado
una sefial fluorescente proporcional a la cantidad de producto generado por PCR. La concentracion inicial de la
plantilla se determind a partir del nimero de ciclo en el cual la sefial fluorescente cruzé un umbral en la fase
exponencial de la reaccién de PCR. La expresion génica relativa se determind sobre la base de los ciclos de umbral
del gen de interés y el gen de referencia. El uso de un gen de referencia evita la necesidad de cuantificar el ARN
directamente, lo que podria ser una importante fuente de error.

Las secuencias del cebador y de la sonda fueron las siguientes: TS: Secuencia Nim. 1 GGC CTC GGT GTG CCT
TT; Secuencia Nim. 2 AAC ATC GCC AGC TAC GCC CTG C; Secuencia Num. 3 GAT GTG CGC AAT CAT GTA
CGT. B-actina: Secuencia Nim. 4 TGA GCG CGG CTA CAG CTT,; Secuencia Nim. 5 ACC ACC ACG GCC GAG
CGG; Secuencia Nim. 6 TCC TTA ATG TCA CGC ACG ATT T. Para los experimentos de PCR en tiempo real,
como se mencioné anteriormente, los oligonucleétidos reporteros (Secuencias Num. 2 y 5) fueron marcados en 5’
con 6FAM y marcados en 3’ con TAMRA.

Para cada PCR, se incluy6 un control “Sin Transcriptasa Reversa” (NRT o No RT). El propdsito de esta reaccion fue
corregir cualquier amplificacion de fondo derivada de contaminacion por ADN gendmico residual. Por lo tanto, cada
valor global de TS y B-actina se calcula como el valor de RT menos el valor de NRT (RT-NRT).

Analisis estadistico. Se realizaron comparaciones no paramétricas de medias de prueba para determinar si las
diferencias en los niveles de TS entre el tejido congelado y las muestras FFPE del mismo tumor eran significativas o
no significativas.

Ejemplo 1

Procedimiento general de aislamiento de ARN

Se extrajo el ARN de tejido incluido en parafina mediante el siguiente procedimiento general.
A. Desparafinacién e hidratacion de las secciones:

(1) Se coloca una porcion de una seccion de aproximadamente 10 um en un tubo de centrifuga de plastico de 1,5
ml.

(2) Se afiaden 600 pl de xileno y la mezcla se agita enérgicamente durante aproximadamente 10 minutos a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 a 25 ).

(3) La muestra se centrifuga durante aproximadamente 7 minutos a temperatura ambiente a la maxima velocidad de
la centrifuga de laboratorio (aproximadamente 10-20.000 x g).

(4) Los pasos 2 y 3 se repiten hasta que la mayoria de la parafina se ha disuelto. Normalmente se requieren dos o
mas veces dependiendo de la cantidad de parafina incluida en la porcién de la muestra original.

(5) La solucién de xileno se elimina agitando enérgicamente con un alcohol inferior, preferentemente con etanol
100% (aproximadamente 600 ul) durante aproximadamente 3 minutos.

(6) El tubo se centrifuga durante aproximadamente 7 minutos como en el paso (3). El sobrenadante se decanta y se
desecha. El pellet se torna de color blanco.
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(7) Los pasos 5 y 6 se repiten con soluciones de etanol sucesivamente mas diluidas: en primer lugar con etanol
aproximadamente 95%, a continuacion, con aproximadamente 80% vy, finalmente, con etanol aproximadamente
70%.

(8) La muestra se centrifuga durante 7 minutos a temperatura ambiente como en el paso (3). El sobrenadante se
desecha y se deja secar el pellet a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 minutos.

B. Aislamiento del ARN con fenol-cloroformo
(1) Se afiaden 400 pl de solucidn de isotiocianato de guanidina que incluye sarcosina 0,5% y 8 ul de ditiotreitol 1M.

(2) La muestra se homogeniza a continuacion con un homogenizador de tejidos (Ultra-Turrax, IKA-Works, Inc.,
Wilmington, NC) durante aproximadamente 2 a 3 minutos, mientras se aumenta gradualmente la velocidad de baja
velocidad (velocidad 1) a alta velocidad (velocidad 5).

(3) La muestra se calienta a continuacion a aproximadamente 95 T durante aproximadamente 50-20 minutos. Es
preferente perforar la tapa del tubo que contiene la muestra con una aguja de calibre fino antes de calentar. Como
alternativa, la tapa puede ser fijada con una abrazadera de plastico o con una pelicula para laboratorio.

(4) La muestra se extrae a continuacion con 50 pl de acetato de sodio 2M a pH 4,0 y 600 pl de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (10:1,93:0,036), recién preparada mezclando 18 ml de fenol con 3,6 ml de una
solucion 1:49 de alcohol isoamilico:cloroformo. La solucién se agita enérgicamente durante aproximadamente 10
segundos y después se enfria en hielo durante aproximadamente 15 minutos.

(5) La solucion se centrifuga durante aproximadamente 7 minutos a velocidad maxima. La fase superior (acuosa) se
transfiere a un tubo nuevo.

(6) El ARN se precipita con aproximadamente 10 ul de glucégeno y con 400 pl de isopropanol durante 30 minutos a -
20 .

(7) El ARN se retne en un pellet por centrifugacion durante aproximadamente 7 minutos en una centrifuga de
laboratorio a velocidad méaxima; el sobrenadante se decanta y se desecha; y el precipitado se lava con
aproximadamente 500 ul de etanol 70 a 75%.

(8) La muestra se centrifuga nuevamente durante 7 minutos a velocidad maxima. El sobrenadante se decanta y el
pellet se seca al aire. El pellet se disuelve a continuacién en un tampdn apropiado para experimentos adicionales
(por ejemplo, 50 pl de Tris cloruro 5 mM Tris, pH 8,0).

Ejemplo 2
Tiempo de calentamiento
Este ejemplo ilustra el efecto del tiempo de calentamiento en el rendimiento del ARN.

Como se ilustra en la Figura 1, el calentamiento de la solucién caotrépica a 95 T antes de la precipitacion y la
transcripcidn reversa aumenté significativamente la eficiencia de la detecciéon de las dianas TS y B-actina. Cuando
no se incluyé una etapa de calentamiento no pudieron detectarse TS ni $-actina (puntos de tiempo 0 min.). Después
de 20 minutos a 95 € ambos transcriptos fueron det ectables; un aumento adicional del tiempo de calentamiento a
60 minutos dio como resultado un aumento de 3 veces en la sensibilidad de la deteccién para TS y un aumento de
4,5 veces para B-actina. (NRT = Control Sin Transcriptasa Reversa, RT-NRT = nivel relativo global de expresion
génica, es decir, Transcriptasa Reversa menos Sin Transcriptasa Reversa).

La Figura 2 ilustra la cantidad de expresion de ARN del gen de la B-actina en tejido normal (N) y tumoral (T). Las
muestras fueron calentadas a 95 T durante periodos que abarcan de cero a 40 minutos. Se observa un tiempo de
calentamiento preferido de aproximadamente 30 minutos para la mayoria de las muestras.

La Figura 3 muestra que a tiempos de calentamiento mayores que aproximadamente 60 minutos, la cantidad de
ARN extraido comienza a disminuir, lo que sugiere la degradacién térmica del ARN, mientras que la cantidad de
ADN extraido comienza a aumentar. Esto no es deseable debido a que la presencia de ADN puede dar una sefial de
PCR falsa en algunos casos.

Ejemplo 3
Soluciones de calentamiento

Este ejemplo ilustra que el calentamiento de la solucion de ARN en presencia de un agente caotrépico es importante
para obtener rendimientos elevados de ARN. Este fue un experimento de RT-PCR que utilizé la deteccion de la
expresion de genes de B-actina como una medida de las cantidades relativas de ARN aisladas en varias soluciones.
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Se trataron especimenes clinicos de muestras de tejido FFPE de cancer de eséfago de acuerdo con los
procedimientos descritos anteriormente, con la excepcion de que el pellet inicial obtenido después de la
desparafinacion fue disuelto o suspendido en isotiocianato de guanidinio (GITC) 4M, isotiocianato de guanidinio 4M
+ B-mercaptoetanol 100 uM (GITC + BME), isotiocianato de guanidinio 4M + ditiotreitol 20 uM (GITC + DTT) o
tampon Tris-Cl (10 mM pH 7,5) o tamp6n Tris-Cl + DTT 20 yM (Tris/Cl + DTT). Las muestras se calentaron a
continuacion a 95 € durante 30 minutos o no se cal entaron (0 min, 95 C). Las muestras en Tris/Cl fue ron tratadas
a continuacién con isotiocianato de guanidinio 4M. Los niveles de ARN se determinaron por RT-PCR y deteccién por
PCR en tiempo real de B-actina. Como se mostré en la Figura 4, la presencia del agente caotropico isotiocianato de
guanidinio en el calentamiento fue importante para la recuperacion de alto rendimiento del ARN. La presencia de un
agente reductor, como DTT o BME, no es esencial para la recuperacion de alto rendimiento del ARN. La solucion de
isotiocianato de guanidinio 4M contiene Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 25 mM y sarcosina 0,5%.

Ejemplo 4
Comparacion de valores de expresion génica determinados en tejido FFPE y congelado de los mismos origenes

Este ejemplo muestra que los procedimientos de la presente invencidn proporcionan valores de expresion génica de
muestras fijadas con formalina e incluidas en parafina equivalentes a los obtenidos a partir de tejido congelado.

Se trataron con FFPE muestras de seis lineas celulares y se realizé la cuantificacion de TS utilizando los
procedimientos de la invencion (incluyendo el calentamiento a 95 € durante 30 minutos). Los valores de TS
relativos resultantes (Figura 5) se compararon con los obtenidos a partir de pellets de células congeladas usando
procedimientos conocidos. Los niveles relativos de expresion de TS fueron 3,0-19,5 (media = 8,5) en las células
congeladas versus 3,0-25,0 (media = 9,0) en las muestras FFPE. El analisis estadistico de la diferencia entre las dos
medias revel6 un valor de p de 0,726, lo que indica que no hay diferencia significativa en los valores de TS obtenidos
de pellets de células congeladas utilizando los procedimientos de RT-PCR originales y los obtenidos a partir de
pellets de células FFPE utilizando los procedimientos de la invencién.

Los niveles de expresion de ARN en muestras de tejidos tumorales y de tejidos normales (no tumorales) también
fueron equivalentes independientemente de si las muestras fueron fijadas con formalina e incluidas en parafina o
congeladas. Se compararon 5 tejidos de colon normales y 6 tumorales y 4 tejidos tumorales esofagicos en cuanto a
la expresion génica relativa de TS en tejido en parafina y congelado (FT) pareado como anteriormente. Los
resultados se ilustran en la Figura 6. No se encontr6 diferencia significativa entre los niveles de TS en muestras de
tejido congelado y los valores de TS hallados en muestras FFPE del mismo tejido. Esto fue cierto para los tipos de
tejido de colon y de eséfago (media de las muestras de colon FT = 3,46, media de las muestras de colon FFPE =
3,06, p = 0,395; media de las muestras de eséfago FT = 13,9, media de las muestras de eséfago FFPE = 15,93, p =
0,21).

Ejemplo 5
Comparacion de niveles de TS en tejidos tumorales respondedor y no respondedor

Correlacion de los niveles de TS en muestras de tejido congelado y FFPE pareadas con respuesta a 5-
FU/leucovorina (LV) en cancer de colon en estadio IV. Informes anteriores basados en datos de RT-PCR derivados
de tejido congelado encontraron que niveles elevados de TS en los tumores (expresion génica relativa = 4,0) eran
indicadores de mala respuesta al tratamiento para TS. Los tumores respondedores podian ser caracterizados como
aquellos que expresan niveles mas bajos de TS. Se determinaron las proporciones de TS/B-actina en secciones en
parafina de 17 pacientes cuya respuesta a 5-FU/LV habia sido vinculada previamente a la expresion génica de TS a
través del analisis de muestras de tejido congelado (Figura 7). De los 17, 6 eran conocidos por ser respondedores a
TS y 11 eran conocidos por haber sido poco respondedores al tratamiento para TS. Se hallé que los resultados de
TS con tejido en parafina pareado también predijeron la respuesta a este tratamiento (media de FT respondedor =
2,87, media de FFPE respondedor = 2,37, p = 0,641: media de FT respondedor = 7,66, media de FFPE no
respondedor = 7,84, p = 0,537). No hubo diferencia significativa entre los niveles de TS derivados de tejido
congelado y los derivados de tejidos FFPE pareados.

Ejemplo 6
Niveles de expresién génica de TS en cancer de colon primario y metastasis hepatica

Este ejemplo muestra un andlisis de TS, y la expresiéon de otros genes, en un tumor primario de colon y en una
metastasis hepatica recurrente del mismo paciente.

La Figura 8 muestra los niveles de expresién de cuatro genes: TS; TP; ciclooxigenasa-2 (COX-2); y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en muestras de FFPE de un cancer de colon primario y una metastasis
hepatica (met) del mismo paciente que recurrié un afio mas tarde. Los hallazgos sugieren que, si bien el tumor
primario fue sensible a la terapia con 5-FU (TS = 2.32), la metastasis sera refractaria (TS met 11,58). Los niveles de
expresion de COX-2 y VEGF se correlacionan con las indicaciones publicadas en que su expresion se incrementa
en la enfermedad agresiva, y son co-regulados. (Cox-2 primario = 1,35; COX-2 met = 5,4; VEGF primario = 5,02;
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VEGF met = 14,4). Se aislé el ARN como se describe a partir de una seccion de 5 ym FFPE del cancer de colon
primario y de una seccion FFPE de la metastasis hepatica. La expresion relativa del gen de TS en el tumor primario
respondedor fue de 2,32 comparado con 11,58 en la enfermedad metastasica (Figura 8). Este aumento de 5 veces
en la expresion de TS, segln lo determinado por los procedimientos de RT-PCR informados en la presente
memoria, indica que la enfermedad secundaria no respondera al 5-FU y sugiere que un tratamiento alternativo como
CPT-11 puede ser apropiado.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la recuperacion de ARN de una muestra de tejido fijada con formalina e incluida en
parafina, que comprende:

calentar la muestra en una solucién caotrépica que comprende una concentracion efectiva de un agente
caotropico a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 T durante
un periodo de tiempo de aproximadamente 5 a aproximadamente 120 minutos; y

recuperar dicho ARN a partir de dicha solucién caotrépica,
en la que la solucion caotropica es urea, formamida, yoduro de potasio y tiocianato de potasio.
2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas desparafinar la muestra.

3. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente que comprende ademas rehidratar la muestra antes del
calentamiento.

4. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente que comprende ademas homogeneizar dicha muestra
antes del calentamiento.

5. El procedimiento de cualquier reivindicacién 1 a 4 para la recuperacion de ARN a partir de una muestra de tejido
bioldgico en la que dicho ARN es recuperado por extraccidon a partir de dicha solucién caotrépica con un disolvente
organico insoluble en agua.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5 en el que dicho disolvente organico insoluble en agua consiste
esencialmente de cloroformo.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6 que ademas comprende purificar dicho ARN.
8. El procedimiento de la reivindicacion 7 en el que dicho ARN es purificado por precipitacion con etanol.

9. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicho periodo de tiempo es de
aproximadamente 10 a aproximadamente 60 minutos.

10. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicho periodo de tiempo es de
aproximadamente 30 a aproximadamente 60 minutos.

11. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicha temperatura esta en el intervalo de
aproximadamente 75 a aproximadamente 100 C.

12. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicha temperatura esta en el intervalo de
aproximadamente 85 a aproximadamente 100 C.

13. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicha solucién caotrépica tiene un pH de
aproximadamente 3-6.

14. El procedimiento de la reivindicacion 13 en el que dicha solucién caotrdpica tiene un pH de aproximadamente 4.

15. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicha solucién caotrépica comprende ademas
un agente reductor.

16. El procedimiento de la reivindicacion 15 en el que dicho agente reductor se selecciona de -mercaptoetanol y
ditiotreitol.

17. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicho ARN se utiliza para determinar el nivel
de expresion de un gen diana.

18. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente en el que dicho ARN es ademas sometido a un
procedimiento seleccionado del grupo que consiste de transcripcion reversa, transcripcion reversa y reaccion en
cadena de la polimerasa, electroforesis, cromatografia, hibridacién con una sonda de acido nucleico, y
fragmentacion.

19. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que el ARN se somete a transcripcion reversa y el ADNc asi
producido es marcado.

20. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que el ADNc marcado se utiliza en un chip génico o un analisis de
microarreglos.
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21. Un procedimiento para la medicién cuantitativa de la expresion génica de genes diana que comprende la
recuperacion de ARN mediante un procedimiento como el reivindicado en cualquier reivindicacion precedente, que
comprende ademas:

convertir el ARN purificado a ADNc mediante una reaccion de transcripcion reversa;

someter el ADNc a una reaccion de PCR en una solucion de reaccion en cadena de la polimerasa que
comprende una sonda de oligonucleétidos adecuada para amplificar al menos una secuencia especifica,
una polimerasa y un fluorocromo;

medir el cambio que se produce en la intensidad de la fluorescencia como resultado de la reaccion de PCR;
y

determinar, sobre la base del cambio en la intensidad de la fluorescencia, la cantidad de un &cido nucleico
que tiene una secuencia especifica presente en la muestra.

22. Un procedimiento para determinar el nivel de expresion de un gen diana en una muestra de tejido fijada incluida
en parafina que comprende:

desparafinar la muestra de tejido para obtener una muestra desparafinada;

aislar el ARNm de la muestra desparafinada calentando primero la muestra de tejido desparafinada en una
soluciéon que comprende una concentracién efectiva de un agente caotrdépico a una temperatura en el
intervalo de 50 a 100 T y recuperar dicho ARNm de d icha solucién; y

determinar la cantidad de ARNm de un gen diana en relaciéon con la cantidad de ARNm de un gen de
control interno.

23. El procedimiento de la reivindicacion 22 en el que el gen de control interno es 3-actina.

24. El procedimiento de la reivindicacion 22 en el que el gen diana es Timidilato Sintasa (TS).
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Figura 1
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Figura 2

!!II I‘ﬁ? -6000
=
1= 5000
NI
\ - 4000
=

L

TRy

e

7

Y

LN

5
Z

Y s L d L s

% i'l % : 2000
=L\ it

= ?7 = !""_=_ LA

= ’ﬁ'% = em']."! = 3;/ ; 1000
N NN
gl% = /§ |'||E§|%%§a.

18T

14

# 0 min 95

% 10 min 95
S 20 min 95
@ 30 min 95
& 40 min 95




ES 2373149 T3

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Il Congelado
[l Parafina

15

10

]

SK1

ws [T

-

7

Lineas celulares

17

&

b=
T

HH30

| N
:



Expresion relativa de gen TS

ES 2373149 T3

Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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