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INTRODUCCION

BIOMARCADORES MOLECULARES: miRNAs
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INTRODUCCION
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OBJETIVOS

1. Evaluar la expresion de miRNAs y IncRNAs circulantes en plasma de pacientes con HIC para identificar un
perfil de miRNAs/IncRNAs especifico del crecimiento del hematoma, analizando muestras de plasma de
pacientes de una cohorte de cribado.

2. Validar los miRNAs y IncRNAs predictivos de crecimiento del hematoma en una cohorte de validacion
independiente.

3. Determinar la concentracion de cf-DNA circulante en plasma de pacientes con HIC para identificar
diferencias cuantitativas segun la presencia o no de crecimiento del hematoma y su prondstico funcional.

4. Determinar si la inhibicion/sobreexpresion de miRNAs/IncRNAs modulan el dafio y la permeabilidad
endotelial, la proliferacion celular, el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria, asi como la expresion de sus
dianas, en un modelo in vitro de HIC.



METODOLOGIA

VALORACION DE LA HEMOLISIS DE LAS MUESTRAS
Rotura de la membrana de los eritrocitos y liberacion de su contenido. . 0

Métodos de analisis:

A. Ratio absorbancia 414 nm/375nm > 1,4 indica contaminacion por hemalisis (Mensah M. et al., 2017)

B. ACq = Cq hsa-miR-23a - Cq hsa-miR-451 (Dypés, L. Et al., 2020)

* ACq < 5: baja contaminacién de miRNAs por hemdlisis
* 5<ACq < 7: moderada contaminacion de miRNAs per hemolisis
 ACq > 7: severa contaminacion de miRNAs per hemolisis



METODOLOGIA

SELECCION DE LA COHORTE DE CRIBADO

Diagndstico de hemorragia intracerebral espontanea (<12 horas inicio sintomas): pacientes con y sin

crecimiento del hematoma pareados por sexo, edad y factores de riesgo vascular.

Crecimiento relevante precoz del hematoma: crecimiento absoluto en 6 mL y/o el 33% respecto al volumen

inicial durante las primeras 24 horas.
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METODOLOGIA

EXTRACCION DE RNA, RETROTRANSCRIPCION Y PREAMPLIFICACION

Extraccion de RNA de muestras de plasma con el kit mirVana PARIS (Ambion) con la adicidon de spike-ins.
Retrotranscripcion y preamplificacion de los miRNAs extraidos con el kit TagMan Advanced microRNA cDNA

Synthesis (Applied Biosystems).
Extraccion RNA

Add 1.25 Wash 1 283
wolumes ethanaol,

pass through filter L 1
OR I
@ ’WE - { » ; > E
Eluta

RNA fysate, Acid-Phenal:

o First filtes:
Bdd 2% Chlorafiorm
Denaturing Solution  exdract Wash 1, 2 &3
Add 1,3 volume
ethanal to aqueous
pliva. DRI Small RNAs
through first filker (=200 nt]
Fittrake: Add 2/3 Wash Elte
volumes ethanol, pass 1, 2&3
through second filter
mirVana PARIS (Ambion)

Retrotranscripcion y preamplificacidon miRNAs

-

3
(\/)TTTTTTTTTTTT—
J

[
Universal RT primer

miR-AMP
forward primer

=—P-’

3 ee— T T T T T T T T TT T To—— 5

s .
- P —
LEGEND: MIR-AMP
FoiyiA) Reverse P Hot-start lerse p(mef
poiymerass Transcriptyse DMA pofymerase

TagMan Advanced microRNA cDNA Synthesis (Applied Biosystems)



METODOLOGIA

CRIBADO DE miRNAs

Cribado de miRNAs con la tecnologia TagMan OpenArray Human Advanced MicroRNA Panel (Applied
Biosystems).
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METODOLOGIA

5. Analisis y normalizacion de los datos obtenidos del OpenArray

1. Calidad amplificaciones
Cqg confidence >0.6, AMP score >1.1y Cq <28

2. Calidad muestras

Muestras >100 miRNAs

3. Calidad biogrupos

‘ miRNAs expresados >70% en cada biogrupo

Cqg normalizado = Valor Cq — (Valor promedio Cq de los spike-ins — Mediana total spike-ins)

% Norma"zacién
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l | Seleccion de miRNAs que cumplen criterio de p-value y FC tanto en la normalizacion global
como por enddgenos




METODOLOGIA

qPCR Y CALCULO DE ACq (VALORACION DE LA HEMOLISIS)

Analisis de 15 muestras divididas en 3 grupos segun ratio de qPCR: anélisis de hsa-miR-23a y hsa-miR-451
absorbancias:

* Abs 414nm/375nm < 1,4 (N=5)
* 1,4 < Abs 414nm/375nm < 2 (N=5) Rl
« Abs 414nm/375nm > 2 (N=5) \\ e
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RESULTADOS

AFECTACION DE LOS RESULTADOS POR HEMOLISIS

hsa-miR-23a hsa-miR-451
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p-value=0.961 p-value=0.005



RESULTADOS

AFECTACION DE LOS RESULTADOS POR HEMOLISIS Afectacion por hemalisis
15—
ACq = Cq hsa-miR-23a - Cq hsa-miR-451 <0.001
I |

« ACq < 5: baja contaminacién de miRNAs por hemdlisis 0.033
* 5<ACq < 7: moderada contaminacion de miRNAs per hemdlisis | |
* ACq > 7: severa contaminacion de miRNAs per hemdlisis 10 Iml
, o
Unicamente las muestras con Abs 414nm/375nm <1,4 %
presentan ACq <5.

> B
Se establece el punto de corte para incluir muestras para el
cribado de miRNAs en Abs 414nm/375nm < 1,4.
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RESULTADOS

COHORTE DE CRIBADO

Crecimiento del hematoma

No crecimiento del hematoma

p-value
Estadisticos descriptivos n Estadisticos descriptivos
Edad (Afos) 76,14 +/- 13,17 13 67,23 +/- 13,06 0,164
NIHSS basal 13 (7 - 22) 13 8(5-21,5) 0,536
Sexo 13 1,000
Mujer 3(42,9) 7 (53,8)
Hombre 4 (57,1) 6 (46,2)
Sangre intraventricular 13 1,000
Si 1(14,3) 3(23,1)
No 6 (85,7) 10 (76,9)
Hipertension basal 13 1,000
Si 6 (85,7) 11 (84,6)
No 1(14,3) 2(15,4)
Volumen de hemorragia basal 43,21 (8,89 - 51,05) 13 8,78 (4,59 -17,39) 0,046




RESULTADOS %gﬁ

CALIDAD DE LAS AMPLIFICACIONES, MUESTRAS Y BIOGRUPOS

Analisis de 754 miRNAs en 20 muestras de plasma no hemolizadas.

Calidad amplificaciones ]

‘ Cqg confidence >0.6, AMP score >1.1i Cq <28 388 miRNAs

Analisis de 180 miRNAs teniendo en

Calidad muestras 20 muestras mmmmm» cuenta los datos de las 20 muestras
Muestras >100 miRNAs analizadas.

Calidad biogrupos

‘ miRNAs expresados >70% en cada biogrupo

180 miRNAs




RESULTADOS

SELECCION DE miRNAs ENDOGENOS

A. Sin diferencias significativas en la normalizacion global

. 148 miRNAs

B. Expresion en el 100% de las muestras.

\—> 97 miRNAs

C. Estabilidad método 2-AC’t

hsa-miR-425-5p

\—> 83 miRNAs Sl D. Mas estables calculo SSS

hsa-miR-484




RESULTADOS

POTENCIALES miRNAs BIOMARCADORES DE CRECIMIENTO DEL HEMATOMA

Crecimiento del hematoma vs. No crecimiento del hematoma

p-value<0,1y FC£1,5

Crecimiento del hematoma vs. No crecimiento del hematoma

p-value<0,1y FC£1,5
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CONCLUSIONES

* Hemos comprobado que el punto de corte de Abs414nm/375nm <1,4 es adecuado para la seleccién de
muestras no hemolizadas.

 Hemos identificado 15 miRNAs como potenciales biomarcadores de crecimiento del hematoma, los cuales
seran validados en una cohorte independiente de pacientes con HIC con y sin crecimiento del hematoma.

 Hemos identificado los miRNAs hsa-miR-425-5p y hsa-miR-484 como los miRNAs endégenos dptimos para
la normalizacidn de resultados, que seran validados en una cohorte independiente.
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