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1. Introduccidn

1.1. Antecedentes historicos

La historia de los acidos nucleicos se remonta a 1866 cuando Gregor Mendel publicé sus
trabajos sobre la herencia, la base sobre la que se asienta la genética como se conoce en la
actualidad [1,2]. Mendel mencionaba la existencia de unos pares de “factores especificos” de los
cuales la descendencia recibia uno de cada progenitor [3]. Posteriormente, en 1909, Wilhem L.
Johannsen, llamé genes a estos factores y, gracias a los avances en microscopia, se encontraron
filamentos en el interior de las células vegetales que recibieron el nombre de cromosoma y

cromatina. No obstante, hasta el siglo XX no se consiguio relacionar estos conceptos.

Tras las publicaciones de Mendel sobre la herencia, el suizo Friedich Miescher tratando de
aislar leucocitos centrd su atencidn en una sustancia precipitada rica en fésforo. Tras diferentes
estudios descubrid que esta provenia del nicleo de los leucocitos y la llamé nucleina [4,5]. Este
hallazgo atrajo a numerosos investigadores que intentaron explicar la estructura y funcidn

biolégica de esta nucleina [6].

El término acido nucleico fue empleado por primera vez en 1889 por el médico aleman
Richard Altman tras comprobar el caracter acido de la nucleina. Paralelamente, Albrecht Kossel
descubrié moléculas de naturaleza proteica asociadas a los &cidos nucleicos. Estas eran las que
ahora conocemos como histonas que junto con el ADN forman la cromatina tal y como se conoce
en la actualidad. Ademas de esto, consiguié aislar los &cidos nucleicos de la cromatina
estableciendo la estructura de estos: azucar, fosfato y bases nitrogenadas, siendo estas Ultimas

adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T).

Comenzando el siglo XX se propusieron diferentes modelos o posibilidades de la forma en
la que se enlazan los azUcares que contienen los &cidos nucleicos y en el aflo 1909 Phoebus
Levene introdujo el concepto de nucledtido refiriéndose al conjunto azlcar, base nitrogenada y
fosfato. Ademas de esto, se percaté de la existencia de dos tipos de azlcares en la estructura
de los &acidos nucleicos dividiéndolos en dos grupos: el acido desoxirribonucleico (ADN)
compuesto por desoxirribosa, y el acido ribonucleico (ARN), formado por ribosa. Posteriormente
se descubria que la diferencia entre ambos tipos de acidos nucleicos residia, ademas de en el
azlcar, en las bases nitrogenadas. De esta manera, las bases A, C y G son comunes a ambos

tipos mientras que la T solo aparece en el ADN y el U solo en ARN.

Se pens6 que una molécula compuesta por subunidades idénticas no tendria un papel
biolégico muy relevante adquiriendo mucha mayor atencién las proteinas, compuestas por
diferentes combinaciones de 20 aminoacidos distintos. Estas se postulaban como las

biomoléculas responsables de la herencia.

Sin embargo, en 1928 el médico Frederick Griffith descubri6 el papel del ADN en la herencia

mediante el conocido como experimento de Griffith. Este infectaba ratones con diferentes cepas
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de neumococos (Streptococcus pneumoniae). Una de las cepas era inocua y la otra virulenta,
provocando neumonia. Griffith observé que habia un “principio transformador”’, capaz de
transformar las inocuas en virulentas y ese cambio era permanente y nuevamente heredable [7].
En 1944, Owald Avery, Colin McLeod y Macyln McCarty, aprovecharon este hallazgo para
realizar una serie de trabajos [8] en los que se identifica el ADN como el “principio transformador”
al que Griffith se referia. En este momento se descubria que el ADN era la biomolécula portadora

de la informacién genética.

A partir de los afios 50 se fueron sucediendo diferentes descubrimientos acerca de la
composicién y estructura de la molécula de ADN lo que asenté las bases para el desarrollo de la
biologia molecular como ciencia [9,10]. Erwing Chargaff comprobé que para cualquier molécula
de ADN independientemente de su origen, la proporcién de nucleétidos de adenina y timina eran
practicamente iguales, y lo mismo pasaba entre los nucle6tidos de citosina y guanina. Por otro
lado, gracias al desarrollo instrumental, Rosalin Franklin utilizé la difraccion de rayos X para
estudiar la molécula de ADN descubriendo asi la union de dos cadenas de nucleétidos que se
envolvian sobre si mismas dando lugar a una hélice orientando los grupos fosfatos hacia el

exterior de esta.

Por dltimo, en 1953 los conocidos James D. Watson y Francis Crick interpretaron las
investigaciones previas y descubrieron la estructura de doble hélice de ADN conocida en la
actualidad [11]. Este modelo consiste en dos cadenas de ADN que forman dos hélices

congruentes con un mismo eje, difiriendo por una traslacién a lo largo de este.

Con este descubrimiento empezd un periodo de trabajos que intentaban descubrir el
funcionamiento de esta doble hebra y la interpretacion de su mensaje, asi como el desarrollo de
nuevas tecnologias para su estudio y cuantificacion [12,13]. Asi, en el afio 2000 sucedié un hecho
muy importante, se publicé el primer borrador del Proyecto Genoma Humano [14]. Este Proyecto
permitié determinar la secuencia completa de pares de bases que componen el ADN humano y

cartografiar la posicion de todos sus genes.

Ademas de su gran aportacién a la estructura del ADN, Watson y Crick también
postularon que dicha molécula era efectivamente la portadora de nuestra carga genética
hereditaria introduciendo el concepto de que una de las hebras procedia de una célula
progenitora sirviendo como molde de la sintesis de la otra hebra, complementaria de la anterior.
Esta hipotesis fue confirmada posteriormente por Matthew Meselson y Franklin Stahl en 1958
[15].

Estos trabajos tuvieron como consecuencia el postulado del “Dogma Central de la
Biologia Molecular” que interpreta el papel de las moléculas de ADN y ARN en el mecanismo de
la transmisién de la informacion genética [16, 17]. Este Dogma asentado aun en la actualidad
propone que el ADN es transcrito a ARN y este, traducido a proteina que es la que realiza la
funcién final. Ademas, esto devuelve el interés por el segundo tipo de acido nucleico, el ARN.

Durante las siguientes décadas se realizan diversas investigaciones sobre esta molécula y se

3
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descubren sus diferentes formas moleculares y la funcién de estas [18-22]. Se descubren tres
tipos de ARN: ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosémico (ARNI).
El ARNm consiste en una secuencia de nucledtidos que se forma por transcripcion de un
fragmento de ADN correspondiente a un gen. Este tipo de ARN lleva el cédigo genético del ADN
al citoplasma donde es traducido a una proteina de una secuencia de aminoacidos especifica y

dependiente de la secuencia nucleotidica del ARNm.

El ARNt tiene una estructura cruciforme y su papel se lleva a cabo en los ribosomas en
el proceso de traduccién del ARNm a proteina. Son los encargados de sintetizar la cadena

proteica incorporando el aminoacido adecuado.

Por dltimo, el ARNr se encuentra asociado a proteinas en los ribosomas y facilita la
interaccién ente el ARNm y los ribosomas y también las demas moléculas que intervienen en la

sintesis de proteinas como el ARNt. Facilita, por tanto, el proceso de traduccion.

Més tarde, durante los afios 80, Thomas Cech y Sidney Altman descubrieron la actividad
enzimética de determinados ARN. A estos los denominaron ribozimas y son capaces de catalizar
diferentes reacciones quimicas que ocurren en el interior de las células [23-25]. En la siguiente
década, se observo la existencia de otras especies de ARN no codificante ademas del ribosémico
y de transferencia [26] y en la actualidad se estan llevando a cabo numerosos trabajos

bioanaliticos relacionados con las moléculas de acidos nucleicos.

1.2. Composiciény estructura de los acidos nucleicos

Quimicamente, los acidos nucleicos son moléculas poliméricas formadas por unidades
repetitivas, los nucleétidos. Una sola molécula de &cido nucleico puede contener millones de
nucleétidos. Un nucleétido (nt) esta constituido a su vez por la unién de tres moléculas: un grupo
fosfato, un azuicar de tipo pentosa y una base nitrogenada, como se puede ver en la Figura 1. A

la union entre la base nitrogenada y el azicar se le denomina nucleésido [27].

Segun el azlcar que contenga se puede distinguir entre ADN y ARN, de gran similitud
quimica. EI ADN o &cido desoxirribonucleico contiene en sus nucledtidos 2’-desoxi-D-ribosa

mientras que el ARN o acido ribonucleico contiene D-ribosa.

Dentro de cada tipo de acido nucleico se pueden distinguir nucleétidos con distintas bases
nitrogenadas. Estas pueden derivar de las pirimidinas como es el caso de la citosina (C), timina
(T) y uracilo (U) o de las purinas como la adenina (A) y la guanina (G). Hay que destacar que la
timina solo esté presente en el ADN mientras que el uracilo solo en el ARN. Esta es la segunda

y ultima diferencia en la composicion de ambos tipos de acidos nucleicos.
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Figura 1. Estructura de un nucleétido, monémero de las moléculas de ADN y ARN.

Ambos tipos de &cidos nucleicos se ordenan tridimensionalmente en diferentes niveles

estructurales.

1.2.1. Estructura del ADN

El ADN es una molécula bicatenaria, es decir, esta formada por dos
cadenas que son antiparalelas entre si y con las bases nitrogenadas
enfrentadas. Las purinas y pirimidinas presentan complementariedad y
esto hace que, como ya observé Chargaff [9], la adenina y timina se
enlazan entre si, uniéndose mediante dos puentes de hidrégeno. Lo
mismo hacen citosina y guanina, pero mediante tres. Esta
complementariedad de bases es la clave de la estructura del ADN. Se

distinguen distintos niveles:
Estructura primaria

Consiste en la cadena lineal de nucleétidos enlazados entre si.
Estos se enlazan por enlaces fosfodiéster que se producen entre el grupo
fosfato de un nucleétido y el grupo hidroxilo del carbono 3’ de la
desoxirribosa del siguiente nucleétido (ver Figura 2). Esta es la parte fija
de cualquier hebra de ADN, el esqueleto azlcar-fosfato. La parte variable
corresponde a las bases nitrogenadas que se unen al carbono 1’ de la
desoxirribosa. La diferencia en la informacién genética radica en la

secuencia de bases en los nucleétidos.

Phospho- |
diester O0—P=0
linkage

we—wn

Figura 2. Enlaces
fosfodiéster entre

nucleétidos en el ADN.
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Las hebras de ADN tienen dos extremos libres. Por un lado, el grupo fosfato del carbono
5’ del azucary, por el otro, el grupo hidroxilo del carbono 3’ del azucar. Esto hace que las cadenas
de ADN adquieran direccionalidad o polaridad y que, por convenio, la estructura primaria se
escriba con el extremo 5’ fosfato a la izquierda y abreviando cada nucleétido con la inicial de la

base nitrogenada que contiene.
Estructura secundaria

Es el resultado de la unién entre dos cadenas lineales de nucleétidos mediante puentes
de hidrégeno entre bases complementarias. La A siempre enlaza con la T a través de dos
puentes de hidrégeno y la C con la G mediante tres (A=T, C=G). Se distinguen tres variantes
estructurales que son las formas A, B y Z representadas en la Figura 3. La mas comun es la
forma B que es la postulada por Watson y Crick en 1953 y es la mas estable en condiciones
fisiologicas. Se trata de una doble hélice dextrégira que posee 10,5 pares de bases (pb) en cada
vuelta de hélice. Las bases quedan orientadas hacia el interior y los grupos fosfato cargados
negativamente hacia el exterior de la doble hélice. Dependiendo de la secuencia y otros factores
como las condiciones del medio o modificaciones en las bases, el ADN puede adoptar también
las formas A y Z. La conformacion A es también una doble hélice dextrdgira en este caso con
aproximadamente 11 pb por vuelta, por lo tanto, mas ancha y corta que la conformacién B. La
conformacién Z es més larga y estrecha debido a que posee 12 pb por vuelta, y es de caracter
levégiro. No se han encontrado moléculas de ADN en conformacién A en células en condiciones
fisiolégicas, sin embargo, se han encontrado pequefios fragmentos de la conformacién Z tanto
en procariotas como en eucariotas y parece tener relacién con procesos de recombinacién y de

regulacion de la expresion genética. [27].
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Figura 3. Puentes de hidrogeno entre bases nitrogenadas complementarias y detalle de las
conformaciones A, By Z del ADN [27].
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Estructura terciaria

Se refiere a distintas formas de plegarse la doble hélice de ADN sobre si misma para
compactarse ocupando un volumen mucho menor al de la estructura secundaria. En las células
eucariotas la cantidad de ADN es muy elevada por lo que se requiere un alto grado de
empagquetamiento. Para ello, el ADN se asocia a proteinas, principalmente histonas. Estas hacen
que la doble hélice se enrolle alrededor de la propia proteina formando bucles superhelicoidales,
que adoptan unas estructuras cilindricas denominadas nucleosomas. Cada nucleosoma esta
formado por un nlcleo proteico consistente en un octamero de histonas asociado a unos 200
pares de bases de ADN, que suponen un par de vueltas de la doble hélice alrededor del nucleo
de histonas. Esto crea una estructura que asemeja a un collar de perlas que recibe el nombre de

cromatina.
Estructuras de orden superior

La cromatina necesita otro grado de empaquetamiento para almacenarse en el ndcleo
celular. Esta se enrolla sobre si misma helicoidalmente adoptando una estructura de solenoide
que constituye la estructura cuaternaria del ADN. En cada vuelta de solenoide hay 6
nucleosomas. Esta nueva estructura sufre nuevos plegamientos dando lugar a bucles que se

montan sobre andamiaje proteico no histénico.

Por ultimo, cuando la célula va a dividirse, los bucles se compactan con nuevos
superenrollamientos dando lugar a fibras que forman los cromosomas (Figura 4). Por lo tanto,
los cromosomas son unas estructuras altamente organizadas compuestas por ADN y proteinas

que contienen la informacién genética de un individuo.

Nucleosoma

. ;
2@ Doble hélice

Figura 4. Representacion de las diferentes estructuras que adopta el ADN para su

empaquetamiento
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1.2.2. Estructura del ARN

El &cido ribonucleico esta formado solamente por una cadena de ribonucleétidos, a
excepcion de algunos virus. Por lo tanto, se trata de una molécula de acido nucleico lineal y de
hebra sencilla. Al igual que el ADN posee diferentes estructuras, en orden creciente de
complejidad:

Estructura primaria

La cadena de nucleétidos se une, como en el ADN, por enlaces fosfodiéster, aunque en
este caso, como se ha mencionado, el azlcar es la ribosa que posee un grupo hidroxilo en su
carbono C2 que lo diferencia de la 2-desoxirribosa. Este enlace se forma entre el grupo hidroxilo
en 3’ de laribosa de un nucleétido y el fosfato en 5’ del siguiente. En este caso, en lugar de timina

se encuentra la base nitrogenada uracilo.

Estructura secundaria

o
[ox] 3
A , . . .
® ¢ Como se trata de un &cido nucleico de hebra sencilla no
5 Y a . . .
¢ ¢ adquieren la conformacion de doble hélice que presenta el ADN
G 2 .
g a lo largo de toda la molécula, sin embargo, se puede plegar
AU asa 3 . ., s
3 : | sobre si misma por la formacion de puentes de hidrogeno
U G c . . .
¢ — intramoleculares entre bases complementarias de la misma
( 1cuch Qieue »
@GG,.GAGC. U molécula dando lugar a zonas de doble hélice que hace que el
1 A . . .
asa 1 cs ARN adopte diferentes estructuras secundarias (horquilla, asa,
e c bucle mdltiple...).
CA \\
A
—— asa 2 .
- Estructura terciaria
A )
anti-codén
- ARNmM Este tipo de estructura més compleja surge cuando un ARN
e con estructura secundaria interacciona de  nuevo

codon

intramolecularmente formando puentes de hidrégeno o

Figura 5. Ejemplo de ARNt .
mediante fuerzas de Van der Waals. En las estructuras

y su estructura terciaria. terciarias son frecuentes los apareamientos no convencionales
entre bases no complementarias o0 entre mas de dos

nucleétidos (por ejemplo U-A-U). Esto es importante, por ejemplo, en el ARN de transferencia
(ARNt) para descifrar el codigo genético del ARN mensajero (ARNm). En la Figura 5 se pueden

ver este tipo de estructuras.

1.3. Funcidn de los acidos nucleicos

Los acidos nucleicos almacenan la informacion genética en los organismos vivos, tanto
eucariotas como procariotas, y se encargan de su transmisién y expresion y de la regulacién de

estos procesos [28]. En la secuencia nucleotidica del ADN esta contenida la informacion genética
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hereditaria organizandose en fragmentos funcionales o genes que son necesarios para la

sintesis de proteinas o de ARNs no codificantes.

Durante el proceso de la expresién de un gen se cumple el “Dogma Central de la Biologia
Molecular” mencionado anteriormente. La informacion contenida en el ADN se transcribe a ARN,
y éste, a su vez, se traduce a proteinas con una determinada estructura y funcion celular (Figura
6).

La transcripcion es un proceso catalizado por la enzima ARN polimerasa y se produce una
cadena de ARN sencilla complementaria a una de las hebras de ADN que se utiliza como molde.
La doble hélice de ADN sufre un desenrollamiento para mayor accesibilidad de las diferentes
enzimas implicadas en el proceso. La sintesis de ARN se produce con direccionalidad 5’ a 3’ y
la ARN polimerasa afiade cada ribonucleoétido al extremo 3’ de la nueva cadena. En el caso de
los organismos eucariotas esta cadena de ARN sufre diferentes modificaciones para su
maduracion que lo convierte en un ARNm funcional. La més habitual es la eliminacién de
secuencias que corresponden a regiones del ADN no codificantes de proteinas que reciben el
nombre de intrones y constituyen cada gen con los exones o regiones codificantes. EI ARN

maduro sale al citoplasma a través de la membrana nuclear.

En el citosol, el ARNm se une a los ribosomas donde tiene lugar la traduccion o sintesis de
proteinas. El sentido de lectura de la secuencia de ARN es también de 5" a 3. La secuencia del
ARNmM esta organizada en tripletes de bases llamados codones y cada uno de ellos se traduce
en un aminoacido concreto. Un ARN no codificante, el ARN de transferencia contiene una
secuencia complementaria o anticoddn de manera que reconoce el codén correcto sobre el
mensajero y actan como adaptadores de cada aminoacido concreto. Otra enzima, la aminoacil

ARNt sintentasa, cataliza la formacion de enlaces peptidicos entre aminoacidos.

Figura 6. Procesos que sufre el ADN en el proceso de expresion génica.
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Todas las células de un organismo contienen el mismo material genético. Sin embargo,
pueden diferenciarse en el nivel de expresion de ese material dando lugar a las diferencias
funcionales entre células o, incluso, entre la misma célula en funcién de sus condiciones. Esto
depende de un proceso de regulacién en el que también intervienen los acidos nucleicos
modulando principalmente el ARNm. Los encargados de la regulacién son tipicamente ARNs no

codificantes destacando los microARNS.

1.4. MicroARNs

Los microARNs (miARNs) son moléculas de ARN endogenas y reguladoras, capaces de
modular la expresién genética en las células. Poseen una corta cadena sencilla de entre 21y 23
ribonucledtidos. Han sido identificados en organismos eucariotas desde nematodos hasta
humanos [29]. De hecho, el primer miARN fue descubierto en el nematodo Caenorhabditis
elegans por Victor Ambors y col en 1993. Estos descubrieron que el gen Lin-4 no codificaba para
ninguna proteina sino que se transcribia a un pequefio ARN de 22 nt que tenia la capacidad de

unirse a una region del ARNm de la proteina LIN-14 reprimiendo su expresion [30].

Todos los cromosomas humanos menos el cromosoma Y contienen genes que codifican
miARNSs [31]. Los genes se transcriben por la ARN polimerasa Il en moléculas de ARN largas
con varias regiones en forma de horquilla llamadas pri-miARN. Estas se procesan dentro del

nacleo por la ARNsa Drosha quedando una horquilla més corta

llamada pre-miARN que se exporta al citoplasma donde %flf\'&\\@
termina su procesamiento mediante la accién del complejo EE
proteico Dicer. Este convierte el pre-miARN en pequefios ;L%N;
diplex de miARN de alrededor de 22 nt que contienen el bl Pre;mm "
miARN maduro y una hebra que es degradada. Finalmente, am} G Cytoplasm
como se ve en la Figura 7, el miARN maduro forma un complejo 5§?J.‘£‘§52?Ii

proteico llamado miARN-microribonucleoproteico (RISC) y se n%,{?f“_ %

vuelve activo reconociendo secuencias especificas de ARNm,

Post-transcriptional

= RISCV regulation
.z , . . of by [
generalmente de la regién 3’ UTR (untranslated-region). Si la dsRAA” X L
V— 2 g Y
union con estas secuencias es total, se induce la degradacion " [Fonperect— Tensatonal repession]
del ARNm, si no es perfecta, se reprime su traduccion a [Pertect —— mAa cleaage |

proteina. Ademas de la propia regulacion que desempafian los
) 3 ) o ) Figura 7. Biogénesis
miARNS, su sintesis también puede ser regulada tanto a nivel )
celular del miARN maduro [32].

transcripcional como post-transcripcional [32,33].

En la actualidad se han identificado méas de 1500 miARNs humanos con capacidad de regular
la expresion génica a través de interacciones con el ARNm [34,35]. Estos se han ido nombrando
con el prefijo miR seguido de un ndmero que indica el orden cronolégico de identificacion.
Ademads, se esta investigando sobre el potencial de estas moléculas de ARN como

biomarcadores de diferentes enfermedades y como farmacos y dianas terapéuticas.
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La labor de los miARNSs en la regulacion de los genes inhibiendo la traduccién o degradando
el ARNm hace que tengan un papel relevante en la regulacion de las funciones celulares. La
diferente expresién de determinados miARNs en condiciones fisioldgicas y patolégicas hace que
puedan ser utilizados como biomarcadores, es decir, indicador de una determinada patologia.
Asi, se descubrié su implicacion en el cancer en el 2002 [36]. En el 50 % de los casos, en
pacientes con leucemia linfocitica crénica, se encontraron deleciones en una region del
cromosoma 13 en la que estan situados el miR15 y el miR16. Estos tienen la capacidad de inhibir
la expresion de la proteina Bcl2 que es una inhibidora de la apoptosis o0 muerte celular. Por tanto,
la pérdida de estos miARNs provoca una sobreexpresion de esta proteina que impide la
apoptosis dando lugar al proceso cancerigeno. Actualmente se sabe que muchos de los genes
que codifican miARNSs se encuentran en regiones cromosdmicas que presentan alteraciones en

procesos cancerl’genos.

También se ha descubierto la relacion entre alteraciones en la transcripcion de miARNS y
patologias neuroldgicas como la enfermedad de Parkinson [37], diabetes, colesterol o patologias

cardiacas como el sindrome coronario agudo [38,39].

Estas moléculas se pueden detectar tanto en tejidos como en diversos fluidos corporales
como en la sangre [40] haciendo que sean buenos candidatos como biomarcadores no invasivos

para el diagndstico y prondéstico del cancer y otras enfermedades.

Asimismo, si se determinan los genes diana de cada miARN y el mecanismo de su regulacion
se podrian utilizar miARNs sintéticos como agentes terapéuticos, aunque adn no existen

demasiadas pruebas clinicas en la actualidad.

1.5.  Estrategias analiticas para el estudio de los acidos nucleicos

La evolucion y desarrollo de las técnicas analiticas junto con la aplicacion de enzimas
involucrados en el procesamiento del ADN como las ligasas, la ADN polimerasa o las enzimas
de restriccidn supusieron un avance muy grande en el estudio del ADN y ARN centrado en su

deteccion y cuantificacion.

Sea cual sea el objetivo del estudio de los acidos nucleicos siempre ser4 necesaria una etapa
previa de extraccién y purificacion ya que estos se encuentran siempre formando parte de
matrices complejas compuestas por otras biomoléculas en las muestras reales como cultivos

celulares, tejidos, fluidos biolégicos, etc.

En la célula, el ADN se encuentra principalmente en el nlcleo asociado a proteinas y el ARN
repartido entre el nlcleo y el citoplasma, como se ha comentado. Existen muchos métodos para
aislar acidos nucleicos en cualquier tipo de matriz biolégica. Todos comienzan por la lisis de la
célula seguida por la inactivacion de las nucleasas celulares que son enzimas capaces de
degradar los &acidos nucleicos. La ultima etapa consiste en la separacion del acido nucleico del

resto de componentes celulares como proteinas, lipidos o hidratos de carbono.
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Para la purificacién y separaciéon de acidos nucleicos las dos técnicas mas empleadas son
la cromatografia y la electroforesis. La posibilidad de acoplamiento de estas a la mayoria de
sistemas de deteccion rutinarios de acidos nucleicos como la espectrofotometria las hace aln

mas interesantes.

En cuanto a las técnicas cromatogréficas, la cromatografia de liquidos de alta eficacia
(HPLC) es la técnica de separacion mas utilizada actualmente en el andlisis de acidos nucleicos.
Estos son moléculas organicas polianiénicas por lo que se pueden llevar a cabo diferentes modos
de cromatografia para su separacion: fase reversa (Reversed Phase, RP-HPLC), fase reversa
de pares ionicos (lon Pair, IP-RP-HPLC), intercambio aniénico (Anion Exchange, AE-HPLC) y
exclusién por tamafios (Size Exclusion Chromatography, SEC-HPLC). Las cromatografias de
fase reversa e intercambio anidnico proporcionan una mayor eficacia en la separacion mientras
que la exclusion por tamafios se utiliza principalmente para prefraccionar, desalinizar y cambiar

el disolvente de las muestras [41].

La cromatografia en fase reversa es una cromatografia de reparto en la que los analitos
se distribuyen entre la fase movil y estacionaria. Esta Ultima consiste en un gel de silice
guimicamente modificado con cadenas hidrocarbonadas de diferente longitud (por ejemplo las
columnas C18 poseen un grupo alquilo de 18 atomos de carbono). Esto hace que la fase
estacionaria sea apolar utilizando fases moéviles de mayor polaridad, tipicamente agua con
cantidades variables de metanol o acetonitrilo como disolvente organico para modificar la
polaridad. Los analitos mas apolares se retienen mas en la fase estacionaria y eluyen mas tarde.
Ademas, al aumentar el contenido de disolvente organico en la fase mévil se aumenta el poder
de elucion de esta y es asi como se realiza la elucion en gradiente en esta modalidad de
cromatografia. La RP-HPLC se suele emplear para el andlisis de nucledtidos individuales debido
a la diferente polaridad de las bases nitrogenadas y de la 2-desoxirribosa y ribosa del ADN vy

ARN, respectivamente [42].

La cromatografia en fase reversa de pares iénicos utiliza la misma fase estacionaria que
la RP-HPLC pero a la fase mévil se afiade un compuesto iénico que aporta un contraiéon de carga
opuesta al analito formando una especie neutra. En este caso, se une a la carga negativa de los
grupos fosfatos de los 4cidos nucleicos formando un par iénico neutro y apolar que se retiene en
la fase estacionaria. Los formadores de pares i6nicos mas utilizados en la separacién de los
acidos nucleicos son el bicarbonato de trietilamonio (TEAB), acetato de tiretilamonio (TEAA) y
trietilamina (TEA). Es una técnica de las mas empleadas para el estudio de los acidos nucleicos
proporcionando excelentes resultados para la separacion de moléculas de pequefio tamafio
pudiendo separar incluso aptameros de ARN con una diferencia de longitud de tan solo un
nucledtido [43]. Se han obtenido mayores resoluciones a las obtenidas mediante fase reversa e
intercambio aniénico y debido a la facil volatilizacion de los modificadores afiadidos presenta un

mejor acoplamiento con detectores de MS molecular.
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La cromatografia de intercambio anidnico utiliza una fase estacionaria compuesta por un
material polimérico modificado con grupos funcionales cargados positivamente. Esto hace que
los acidos nucleicos se separen en funciéon de su carga negativa mediante interacciones
electrostaticas con estos grupos, reteniéndose mas en la columna los que posean mayor carga
negativa neta. La fase mavil consiste en una disolucion tampon con una sal que aporta aniones
gue compiten con las acidos nucleicos por los grupos funcionales de la fase estacionaria. Por
ello, al aumentar la fuerza iénica de la fase moévil, se aumenta el poder de elucién con la
posibilidad de hacer gradientes. Es una técnica muy indicada para la purificacion de
oligonucledtidos con estructura secundaria ya que permite el uso de altas temperaturas y pH
alcalinos en la fase movil que se utilizan para la desnaturalizaciéon de estos sin comprometer la
estabilidad de la columna. La utilizacion de sales en la fase movil hace que el acoplamiento con

técnicas de deteccion como MS molecular sea limitado.

Por ultimo, la cromatografia de exclusion por tamafios, SEC-HPLC, hace que los analitos
se separen en funcion de su tamafio y forma molecular. Esto se consigue utilizando una fase
estacionaria consistente en un empaquetado de polimeros porosos que permiten entrar a las
moléculas pequefias y no a las grandes. Por lo tanto, las moléculas de mayor tamafio no se
retienen y eluyen antes de la columna (ver Figura 8). Esto hace que no se puedan separar entre
si, sin embargo, las moléculas de menor tamafio penetran en los poros y quedan retenidas, mas
0 menos tiempo, segun su tamafo. En la fase estacionaria y fase movil no se produce, por tanto,
ninguna interaccion de tipo fisica o quimica con los analitos por lo que la elucién se realiza
siempre en régimen isocratico, es decir, utilizando una composicién constante en la fase mévil

gue es tipicamente una disolucion reguladora de pH.

Porous
by Bonls

Figura 8. Representacion del proceso de exclusién por tamafios [27].

Por su sencillez, la técnica SEC-HPLC, es la mas aplicada en la modalidad de
cromatografia preparativa convencional [44] con diversos objetivos como la eliminacion de sales
en el medio, intercambio de disolventes o eliminacion de reactivos no incorporados en procesos

de fabricacién de oligonucleétidos sintéticos. Sin embargo, hay ejemplos en los que se pone de
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manifiesto el potencial analitico de la técnica. Fujii y col [45] llevaron a cabo la determinacién de
fragmentos de ARN mediante esta técnica utilizando como sistema de deteccién la
espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)

monitorizando el fésforo proveniente de los grupos fosfato de los nucleétidos.

La otra técnica de separacion ampliamente utilizada en el estudio de acidos nucleicos es
la electroforesis que se basa en la diferente movilidad o velocidad de migracion de moléculas
cargadas en un medio conductor debido a la aplicacién de un campo eléctrico. Normalmente, se
utiliza la electroforesis en gel disponiendo la muestra de acidos nucleicos sobre un gel de agarosa
o acrilamida empapado de un tampdn. Los acidos nucleicos estan cargados negativamente por
lo que al aplicar el campo eléctrico migran hacia el polo positivo. La velocidad de esta migracion

es proporcional a la carga e inversamente proporcional al tamafio de la molécula.

La electroforesis en gel de agarosa tiene un poder de resolucién menor que en gel de
acrilamida, sin embargo, este es mas restrictivo en cuanto al tamafio de los fragmentos a separar.
Por lo tanto, los geles de poliacrilamida se utilizan para separar pequefios fragmentos de ADN y
ARN de entre 5-100 pb mientras que los de agarosa se utilizan para fragmentos grandes (100
pb-50 kpb). En los &cidos nucleicos, la relacién carga/masa es igual para todas las moléculas
independientemente del tamafio por lo que es necesario que los poros del gel utilizado ejerzan
de tamiz molecular, dificultando la migracion de los analitos en mayor o menor grado en funcién

de su tamafio.

Después de la separacion electroforética, los &cidos nucleicos se detectan tipicamente
utilizando tinciones que pueden llevarse a cabo con sales de plata o colorantes fluorescentes
como el bromuro de etidio que se intercala entre las bases de los acidos nucleicos. Este es un
compuesto organico muy utilizado que es capaz de absorber radiaciébn a 480 nm y emitir
fluorescencia a 590 nm lo que hace que al ser expuesto a luz ultravioleta, emita una intensa luz

anaranjada que se puede detectar.

A partir de los afios 80, el desarrollo de la electroforesis capilar (CE) la convirtié6 en una
buena alternativa a la electroforesis en gel. Esta técnica utiliza finos capilares de 10-100 um de
diametro interno de silice fundida para la separacion de los analitos que tiene lugar en el seno
de una disolucion tampon que llena el capilar al aplicar un intenso campo eléctrico. Frente a la
electroforesis en gel, esta disipa mejor el calor y permite la aplicacion de voltajes mayores
(decenas de kV) con pequefia variacion de la temperatura dando lugar a mejores separaciones.
Ademas, los tiempos de analisis y volimenes de muestra requeridos son menores. La deteccion
puede ser realizada en continuo utilizando detectores VIS-UV o de fluorescencia en un punto del
final del capilar lo que hace que se pueda utilizar la técnica tanto con fines preparativos como

analiticos [46].
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1.5.1. Meétodos de determinacién de acidos nucleicos totales

Una vez extraidos y purificados los acidos nucleicos, se pueden cuantificar de varias
maneras. Los métodos espectrofotométricos son muy utilizados y se basan en la capacidad
de las bases nitrogenadas de absorber la radiaciéon UV con un maximo de absorcion a 260 nm
[28].

Para un paso 6ptico de 1 cm, el valor de absorbancia a 260 nm es de 1,0 para una disolucion
de ADN gendémico de 50 pg-pLt o 33 pg-uL?! si se trata de ADN desnaturalizado. En el caso del
ARN, un valor de absorbancia de 1,0 corresponde a una concentracion de 40 pg-pL*. Sabido

esto, se puede estimar de manera sencilla la concentracién de acidos nucleicos en una muestra.

Ademas, mediante estos métodos se puede evaluar el grado de pureza de la muestra
comprobando la posible presencia de proteinas en estas. Para ello, se mide la absorbancia a
260 nm (maximo de absorcién de los acidos nucleicos) y a 280 nm que es el maximo de absorcion
de las proteinas por la presencia de amino&cidos aromaticos. Para el ADN, si la relacion Azeo/Azso
es menor a 1,8 se puede considerar que la muestra estd contaminada con proteinas o con
sustancias aromaticas como el fenol que puede ser utilizado para la extraccion. Un valor mayor
de 2,0 indica una posible contaminacién por ARN. En el caso del ARN, el valor optimo de la

relacion de absorbancias es cercano a 2,0 [47].

La ventaja de estos métodos es su sencillez, bajo coste y facilidad de acoplamiento con los
sistemas tipicos de purificacién, cromatografia HPLC y electroforesis capilar. Sin embargo, los
limites de deteccion que se obtienen (ug-mL1) no son adecuados para la determinacion de

acidos nucleicos que se encuentren en bajas concentracion como los microARNSs [48].

También se pueden utilizar métodos espectrofluorimétricos para la determinacién de
acidos nucleicos usando para ello compuestos como el bromuro de etidio (EtBr), mencionado
anteriormente. La estructura de doble hebra del ADN permite que este Ultimo se intercale entre
sus pares de bases lo que hace que la sefial de fluorescencia obtenida sea proporcional a la
cantidad de ADN presente. Ademas, la union al ADN hace que el rendimiento cuéntico de
fluorescencia del EtBr aumente. Mediante un calibrado con patrones externos se puede llevar a
cabo una cuantificacién sensible y con limites de deteccion del orden de los ng-mL. No obsante,
el EtBr no es selectivo ya que se intercala en cualquier secuencia de ADN y ARN y, ademas, es
téxico y mutagénico por su capacidad intercalante por lo que su utilizacién tiende a ser sustituida
por otros compuestos fluorescentes como PicoGReen, RiboGReen y SYBR Green o colorantes
como Hoechst 33258 y 33342 que son bisbenzimidas que poseen mayor afinidad por el ADN que

por el ARN y las proteinas. Estos Gltimos son muy empleados en microscopia de fluorescencia.

Estos métodos son mas sensibles y selectivos que los espectrofotométricos y su
acoplamiento con HPLC y CE es también sencillo por lo que existen ejemplos actuales de

deteccion fluorescente de &cidos nucleicos en cantidades del orden de picomolar [49].
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1.5.2. Meétodos de determinacién de acidos nucleicos de secuencia especifica

Los métodos espectrofotométricos y espectrofluorimétricos no permiten diferenciar entre
acidos nucleicos de diferente secuencia. Con este objetivo, se puede distinguir entre métodos
basados en técnicas de hibridacion y métodos basados en técnicas de amplificacion de los acidos
nucleicos. En estas también esta presente el proceso de hibridacion y la técnica mas utilizada es
la Polymerase Chain Reaction (PCR) que permite la amplificacién del nUmero de copias de un
fragmento especifico de ADN o ARN utilizando unos fragmentos cortos que hibridan con los
extremos del analito y sirven de cebadores para que la ADN polimerasa sintetice la cadena
complementaria afiadiendo nucleétidos complementarios a la cadena de analito utilizada como
molde. Mediante la PCR cuantitativa o a tiempo real (Real Time quantitative PCR, RT-qPCR) se
pueden cuantificar dichos fragmentos. Para ello se utiliza un fluoréforo que genera una sefial de

fluorescencia en cada ciclo de amplificacién.

Las técnicas de hibridacién se basan en la unién de dos cadenas de &cidos nucleicos
antiparalelas con una secuencia de bases complementarias mediante la formacién de puentes
de hidrégeno y dando lugar a una Unica molécula de doble cadena. Se sabe que cuando una
disolucién de ADN se somete a valores extremos de pH o temperatura (por encima de su
temperatura de fusion), este sufre el proceso de desnaturalizacién que conlleva la rotura de los
enlaces entre bases apareadas. Como resultado, se obtienen dos hebras simples
completamente separadas. Sin embargo, cuando la temperatura regresa lentamente a valores
situados dentro del margen biolégico las dos hebras vuelven a hibridarse para dar lugar al duplex

intacto.

Este concepto se ha utilizado para el desarrollo de metodologias analiticas para la deteccion
de secuencias especificas de ADN y ARN como el Southern Blot, Northern Blot, Microarrays de
ADN o Hibridacion Fluorescente in situ (FISH). La base de todas estas es la utilizacion de una
sonda que consiste en una cadena sencilla de acido nucleico de secuencia complementaria al
analito o diana que se desea detectar. Esta sonda se marca con una especie quimica que permita
su deteccion. ldealmente y bajo las condiciones adecuadas la sonda hibrida con aquellas
secuencias totalmente complementarias que son detectadas mediante la medida de la sonda

marcada [50].

Las sondas utilizadas pueden tener un origen natural y sintético. Las sintéticas suelen ser de
menor tamafio que las naturales (10-50 nt) y su sintesis consiste en la formacién del enlace
fosfodiéster entre el 3’ fosfato de un nucleétido y el 5" hidroxilo del siguiente. Su principal ventaja
reside en que este proceso esta automatizado y es barato y eficiente pudiendo obtener una
elevada selectividad [51] y por su pequefio tamafio son las mas utilizadas para el andlisis de

oligonucledtidos y ARNs pequefios como los microARNSs.
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Independientemente del tipo de sonda, el marcaje quimico debe ser estable y no afectar a la
hibridacién de sonda y analito. Las especies quimicas mas utilizadas son los is6topos radiactivos,

las enzimas y los compuestos fluoréforos.

El marcaje radiactivo se suele realizar utilizando los isétopos radiactivos 2P, 35S, 3H, 125] llevando
a cabo la deteccion por autorradiografia y presentando limites de deteccion bajos. Sin embargo,
la radiactividad puede ser perjudicial por lo que con frecuencia se sustituye su uso por otros
marcadores mas baratos y menos peligrosos. En cuanto a las marcas no radiactivas, las enzimas
tipicamente utilizadas son la fosfatasa alcalina (PA) y la peroxidasa del rabano (HRP). Ambas
catalizan una reaccion en la que se produce un producto quimioluminiscente o absorbente que
se puede monitorizar. Estas se unen a las sondas y, después de la hibridacion con el analito, se
aflade el sustrato para detectar la sefial del producto formado. Finalmente, con las marcas
fluorescentes, se pueden obtener sensibilidades muy buenas (cercanas al marcaje radiactivo) y
se pueden hacer analisis multianalito debido a la posibilidad de medir varios fluoréforos

simultaneamente mientras que no se solapen las longitudes de emision de estos.

La hibridacion puede ser llevada a cabo de diferentes maneras. Una de ellas es la
hibridacién en fase liquida en la que esta sucede en disolucién. Su principal ventaja es que la
hibridacién sucede de manera rapida y efectiva, sin embargo, son necesarias técnicas de
fraccionamiento como la electroforesis convencional o capilar o HPLC, que permitan separar el

exceso de sonda sin reaccionar antes de la deteccion.

Por otro lado, también se puede realizar una hibridacion en fase solida en la que la sonda
0 analito involucrados se inmovilizan en un soporto sélido. Este es el fundamento de técnicas
como el Southern Blot que permite identificar regiones especificas de ADN dentro de fragmentos
de mayor tamafio transferidos a una membrana de nitrocelulosa tras ser separados mediante
electroforesis en gel [52]. De forma muy similar se utiliza el Northern Blot para la determinacion
de moléculas de ARNm. Los microarrays de ADN también emplean este fundamento pero se
utilizan para detectar multitud de secuencias de acidos nucleicos fijando un conjunto de sondas
de manera ordenada sobre un soporte sélido de vidrio o cuarzo. La deteccion se realiza mediante
marcaje radiactivo o mediante la utilizacién de fluoréforos generando una imagen que tras ser
tratada proporciona las intensidades correspondientes a cada secuencia incluida en el microarray
[53].

La dltima posibilidad es la hibridacién in situ que se produce en la ubicacién natural del analito
como en células o tejidos utilizando sondas marcadas con fluor6foros y observando la sefial

emitida por la sonda mediante un microscopio de fluorescencia [54].

1.6. Espectrometria de masas en el estudio de acidos nucleicos

La espectrometria de masas es una técnica analitica que se fundamenta en la formacién de
iones gaseosos tanto elementales como moleculares a partir del analito y la posterior separacion

de estos en funcion de su relacion m/z. Finalmente, estos iones se miden en un detector. Permite
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obtener informacion cualitativa y cuantitativa de moléculas biolégicas con gran sensibilidad y

selectividad.

1.6.1. Espectrometria de masas molecular

Esta aproximacion ha tenido un gran desarrollo en la proteémica en las Ultimas décadas pero
su utilizacién no es tan destacada en el estudio de los acidos nucleicos. Sin embargo, la aparicién
de fuentes de ionizacién suaves desde los 80 capaces de formar iones moleculares gaseosos
de macromoléculas bioldégicas como los acidos nucleicos la ha convertido en una alternativa
ventajosa. Las dos fuentes mas importantes son la ionizacién por electrospray (ESI) y la

ionizacién/desorcién mediante laser asistida por matriz (MALDI).

En cuanto a la espectrometria de masas con fuente de MALDI, la ionizacién se realiza co-
cristalizando el analito con un exceso de una matriz que puede ser de diferente naturaleza. Este
cristal resultante se somete a pulsos de un haz laser con una longitud de onda adecuada para
que la radiacion sea absorbida por la matriz que sublima llevando las moléculas de analito
también a fase gas donde se ionizan por transferencia de carga desde las moléculas de matriz.
Los iones generados son moleculares y normalmente solo poseen una carga, bien sea positiva
0 negativa. Estos son acelerados por un campo eléctrico hacia el analizador de masas,
generalmente un tiempo de vuelo (Time of flight, TOF) que los separa en funcién de su m/z para

su posterior deteccion.

Mediante la utilizacién de este tipo de fuente de ionizacion pueden surgir diversos problemas
como la formacién de aductos con iones alcalinos que interaccionan con los fosfatos de los
acidos nucleicos [55] e interfieren en la ionizacién disminuyendo la resolucion e intensidad de la
sefial. Otro problema se debe a la naturaleza de los acidos nucleicos, que son inestables en fase
gas, sobre todo si son muy grandes. Esto hace que se puedan fragmentar [56]. A pesar de ello
tienen importantes aplicaciones bioanaliticas debido a su precision en estudios de identificacion

molecular [56].

En la espectrometria de masas con fuente de ESI el analito fluye en disolucion a través de
un tubo capilar cuya punta estéa a presién atmosférica y sometida a un elevado potencial (3-6 kV)
con respecto a un contra-electrodo situado antes de la interfase entre la fuente y el analizador
de masas. El potencial hace que la disolucién que contiene el analito se convierta en un aerosol
de finas gotas altamente cargadas que decrecen su tamafo al evaporarse el disolvente. Asi,
aumenta su densidad de carga hasta que se produce la denominada explosion de Coulomb
producida porque la repulsién de cargas supera la tensién superficial de la gota. Este proceso se
repite hasta que los iones quedan libres de disolvente y pasan a fase gas. Al igual que en MALDI,
estos iones moleculares son acelerados hacia el analizador de masas que en este caso suele

ser de tipo cuadrupolo, trampa de iones o TOF.

Los espectros de ESI son mas complejos que los de MALDI debido a que se producen iones

moleculares multiplemente cargados. En este caso, también se forman aductos con cationes
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como Na* o K* y, ademas, la eficiencia de la ionizacién del analito es muy dependiente de la
matriz en la que se encuentre. Sin embargo, una de las mayores ventajas de ESI es su posible
acoplamiento con técnicas de separacién como electroforesis capilar o HPLC, lo que proporciona
informacidn estructural de los analitos en estudio. Esto hace que en la actualidad sea una técnica
importante en el estudio de los acidos nucleicos, no obstante, debido a los cambios en la
eficiencia de la ionizacién con pequefias variaciones experimentales como la composicion de

fase mévil su empleo para la cuantificaciéon es aun limitado.

1.6.2. Espectrometria de masas elemental

La espectrometria de masas elemental con fuente de ionizacién de plasma de acoplamiento
inductivo (Inductively Coupled Plasma, ICP-MS) es una técnica elemental altamente sensible y
capaz de determinar de forma cuantitativa casi todos los elementos presentes en la tabla
periédica. Ademas de su alta sensibilidad, posee otras caracteristicas como una gran
selectividad elemental e isotépica, amplios intervalos lineales y capacidad multi-elemental y

multi-isotépica [57].

En esta técnica normalmente se trabaja con muestras liquidas que se transportan al
nebulizador mediante una bomba peristaltica a un flujo constante. En el nebulizador se forma un
aerosol que es transportado por un flujo de gas argon al interior de un plasma del mismo gas que
se genera en una antorcha de cuarzo sometida a un potencial de radiofrecuencias.

El plasma puede llegar a alcanzar una temperatura de hasta 10000 K. Por lo tanto, cuando
el aerosol de la muestra llega al plasma este posee energia suficiente para provocar la casi total
destruccion de la matriz de la muestra y la desolvatacion, vaporizacién, atomizacion e ionizacion
de sus componentes. A continuacion los iones formados, monoatomicos y monopositivos
principalmente, son conducidos hacia el analizador de masas a través de una interfase de
extaccion formada por dos conos metdlicos (sampler y skimmer). Estos sirven como interfase
entre la presién atmosférica en la formacion de iones y el alto vacio del analizador de masas y

permite que los iones lleguen al analizador de forma eficaz.

Por dltimo, el equipo dispone de un sistema de lentes i6nicas que son cilindros metélicos
sometidos a voltajes variables que enfocan todos los iones independientemente de sum/z en un
haz estrecho hacia el analizador de masas. Una vez en el analizador, generalmente de tipo
cuadrupolo, los iones se separan en base a su relacion m/z y, finalmente, los iones son

detectados mediante un multiplicador de electrones secundarios.

En contraposiciéon con la espectrometria de masas molecular, los espectros de masas de
ICP son sencillos y reflejan la abundancia isotépica de cada elemento presente en la muestra.
Ademas, la cuantificacién es mas exacta y precisa ya que la sefial obtenida es directamente
proporcional al elemento ionizado en la fuente de manera virtualmente independiente de la
matriz. El principal inconveniente viene dado por la presencia de interferencias espectrales,

siendo las mas importantes las poliatdbmicas correspondientes a iones moleculares que tienen el
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mismo valor de m/z que el i6n del is6topo medido. Para evitarlas se recurre a equipos de alta
resolucién que utilizan un analizador de masas de doble sector, magnético y electrostatico, que
permite distinguir entre la masa del analito y de la interferencia o bien a equipos provistos de

celda de reaccion/colision que utilizan un gas como He o H2 para eliminar las interferencias.

Las caracteristicas que ofrece esta técnica analitica han extendido su utilizacién al estudio
de biomoléculas que contengan uno o varios heteroatomos, siendo estos cualquier elemento
medible distinto de C, H, O y N. Se ha incrementado notablemente la utilizacién de ICP-MS en
protedmica en la Ultima década monitorizando, por ejemplo, el azufre presente en proteinas [58].
En cuanto a los acidos nucleicos, su uso aln no esta muy extendido a pesar de que estos
contienen un heteroatomo, el fosforo y en estequiometria fija en cualquier tipo de acido nucleico
(un atomo de fosforo por cada nucle6tido). Esto se debe a que el 3P posee un primer potencial
de ionizacién de 10,484 eV que hace que se ionice mal en el plasma y, ademas, esta afectado

por diversas interferencias poliatbmicas como “N17O*, 15N16Q* 14N16QIH* [59].

Aun asi, el ICP-MS se ha convertido en una buena herramienta para la cuantificacién de
acidos nucleicos totales a través de la medida de fosforo presente en la misma, utilizando equipos
de alta resolucién y superando la sensibilidad y selectividad de los métodos espectrofotométricos
mencionados anteriormente. Pero este tipo de cuantificacion no permite la determinacion de un
tipo o secuencia de &cido nucleico de manera especifica y, ademés, se debe eliminar cualquier
traza de fésforo no procedente del analito por lo que se debe tener en cuenta el método de
extraccion de acidos nucleicos elegido [60]. Esto se puede solucionar debido a que el ICP-MS
se puede utilizar como detector para su acoplamiento con técnicas de separacion como las ya
comentadas HPLC o CE.

Se han desarrollado diversas metodologias hibridas de HPLC-ICP-MS para la cuantificacion
de diferentes moléculas de ADN midiendo el fésforo debido a que el acoplamiento entre ambas
es muy sencillo ya que las velocidades de flujo utilizadas concuerdan con la velocidad de
aspiracion de las muestras al plasma [61]. Las fases moviles utilizadas no deben tener un alto

contenido en sales o disolventes orgénicos.

Actualmente, surgen nuevas estrategias en las que se incorporan elementos metalicos a los
acidos nucleicos que no estan presentes de forma natural en estos. Una estrategia innovadora
consiste en utilizar técnicas de hibridacion, comentadas anteriormente, marcando con el metal
los oligonucleétidos utilizados como sondas. La deteccion del elemento metalico con ICP-MS se
realiza con excelente sensibilidad y se evita los problemas del potencial de ionizacion e
interferencias espectrales que presenta el fésforo. Asimismo, esta metodologia permite la
deteccion simultdnea de gran nimero de analitos debido a la posible utilizacion de diferentes
métales e is6topos con un rango lineal muy amplio y sin problemas de solapamiento de la sefial
[62].

Las sondas marcadas con metales hibridan con sus secuencias complementarias de ADN o

ARN que son el analito, y la marca se detecta posteriormente por ICP-MS. Normalmente se
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utilizan como marcas nanoparticulas de Au, Ag o Pt y complejos con iones lantanidos. Todos
ellos se pueden detectar con bajos limites de deteccion, con pocas interferencias y no suelen

estar presentes en las matrices biolégicas tipicas.

El quelante DOTA-Maleimida con iones lantanidos ha sido utilizado para realizar este tipo de
marcaje con la estrategia esquematizada en la Figura 9. El marcaje tiene capacidad de analisis
multianalito y se realiz6 una cuantificacion absoluta basada en la dilucion isotépica a través de

la utilizacion de isétopos enriquecidos [63].
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Figura 9. Marcaje de sondas de ADN utilizando DOTA con iones lantanidos y particulas

magnéticas [63].

El DOTA o acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N”,N”’-tetraacético es un
compuesto macrociclico capaz de formar complejos de inclusion metalicos muy estables con los
iones trivalentes de los lantanidos. Ademas, se puede modificar con un grupo maleimida que
forma enlaces covalentes con grupos tiol por lo que se puede utilizar para marcar
oligonucleétidos que incorporen dicho grupo en sus extremos (ver Figura 10). De esta manera,
se puede realizar un marcaje de las sondas de hibridacién con elevada reproducibilidad y rapidez

y sin interferir en el proceso de hibridacion de la sonda con el analito.

R-8

R-sH + U N-R —= N-R

Figura 10. Quelante DOTA modificado con grupo maleimida sefialado en rojo y

reaccion de este con los tioles.

Ademas, las caracteristicas de los lantanidos presentes en el complejo los hace ideales
para su deteccion por ICP-MS y convierte este marcaje en una poderosa estrategia. Existen 15

lanténidos, todos ellos con bajos potenciales de ionizacion lo que hace que se puedan sintetizar
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hasta 15 marcas diferentes. Los lantanidos poseen pesos atdmicos elevados lo que reduce las
posibles interferencias en el plasma y no estan presentes en las matrices bioldgicas, lo que hace
que se puedan medir con limites de deteccion bajos, del orden de las ppt. Por dltimo, el ICP
permite la cuantificacién de estos a través de una calibracién externa con sales de lantanidos y

en aquellos que presenten isotopos, como el Eu, puede emplearse también la dilucion isotépica.
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2. Objetivos

En la introduccion se ha expuesto el creciente interés en el estudio de los acidos nucleicos
debido al descubrimiento de moléculas de estos con funciones reguladoras como los microARNs
0 su potencial como biomarcadores y su potencial actividad terapéutica. Las metodologias
analiticas clasicas con deteccion radiactiva, enzimatica o fluorescente para el estudio de acidos
nucleicos han sido una buena herramienta para el conocimiento de estas biomoléculas pero sus
limitaciones hacen necesaria la blisqueda de nuevas metodologias con nuevos sistemas de
deteccion que proporcionen resultados mas exactos y precisos. En este Trabajo Fin de Master
se pretende la sintesis de oligonucledtidos marcados y la evaluaciéon de su aplicacion como
sondas de hibridacion en andlisis de ADN y ARN de secuencia especifica mediante la
metodologia hibrida HPLC-ICP-MS. Este objetivo general se abordé a través de los siguientes

objetivos parciales:

1. Utilizar el compuesto quelante DOTA-Maleimida (DOTA-Mal) para crear un complejo con
diferentes iones lantanidos (Ln3*) con la finalidad de marcar un oligonucledtido de

secuencia conocida.

2. Utilizar estos oligonucle6tidos marcados para detectar las secuencias especificas de
ADN o ARN de interés, es decir, la utilizacién de estos oligonucleétidos como sondas de
deteccion. Esta deteccion se lleva a cabo mediante la reaccidon de hibridacién de
secuencias complementarias. Se utilizan para ello secuencias analogas a microARNs
conocidos.

3. Caracterizacion de las sondas de hibridacion sintetizadas mediante la monitorizacion
simultanea del 31P de cada grupo fosfato del oligonucleétido y del lantanido del complejo

utilizado como marca.

4. Desarrollo de una metodologia que permita la monitorizaciéon de la hibridacién entre

sondas y analitos o dianas mediante HPLC-ICP-MS.

5. Evaluacion de las caracteristicas analiticas del método desarrollado.
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3. Experimental

3.1. Instrumentacion

Espectrémetros de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS)

El ICP-MS es una de las técnicas mas versatiles y con mejores resultados en la
determinacion de elementos en diferentes matrices, como las biolégicas. En este tipo de
espectrometros de masas, los iones se forman en un plasma de Ar que se constituye en una
antorcha de cuarzo a presion atmosférica mediante la aplicacion de radiofrecuencias (RF). La
antorcha esta formada por tres canales concéntricos. Por el canal central fluye el gas portador o
‘carrier’ que consiste en un flujo de Ar que contiene el aerosol de la muestra formado en el
nebulizador a un flujo de alrededor de 1 L-min-t. Por el canal exterior pasa un flujo mucho mayor
de Ar (12-20 L-min?) y sirve para refrigerar la antorcha y suministrar Ar para la formacién del
plasma (gas plasmégeno). Finalmente, por el canal intermedio pasa un flujo de Ar auxiliar de

unos 0-2 L-min que centra el plasma.

La antorcha esta rodeada por una bobina de induccién sobre la que se aplica una
potencia de RF creando una corriente alterna que oscila y origina un fuerte campo
electromagnético en el interior de la antorcha. El plasma se forma al sembrar electrones con un
Tesla que se aceleran en dicho campo vy, al chocar con los atomos de Ar, los ionizan formando

Arty mas electrones que dan lugar a una reaccién en cadena que genera el plasma.

El plasma puede llegar a alcanzar los 5000-10000 K. La muestra en forma de un fino
aerosol liquido se introduce a través del canal central de la antorcha al plasma y se provoca
entonces la desolvatacién, vaporizacién, atomizaciéon e ionizacién de sus componentes. Los
diferentes elementos se ionizan en mayor o menor grado en funcién de la densidad electrénica
del plasma, la temperatura y sus potenciales de ionizacién. La mayoria de los elementos de la
tabla periddica, como los lantanidos, tienen un primer potencial de ionizacion menor de 9 eV y

su grado de ionizacion en el plasma supera el 90 %.

Los iones formados, que son idealmente monopositivos, deben ser introducidos al
analizador de masas. Para ello, se necesita de una interfase que permita el paso de las
condiciones de alta temperatura y presion atmosférica en el plasma al ultra-alto vacio y baja
temperatura del interior del analizador. Esta interfase consiste en dos conos metdlicos de Ni o
Pt, el sampler y el skimmer separados por una camara de expansion de una presion intermedia.
Cuando los iones pasan el skimmer, la presion es de 10° Torr proporcionada por una bomba
turbo-molecular. Una vez en el analizador de masas, que puede ser de diferentes tipos, los iones
se separan, como se ha mencionado, en funcién de su relacién m/z. Finalmente, los iones son

detectados generalmente en un multiplicador de electrones secundarios (SEM).
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En este Trabajo Fin de Master se han utilizado dos equipos de ICP-MS: ICP-MS de tipo
cuadrupolo Agilent 7700 Series y un ICP-MS de doble enfoque (DF) Thermo Element 2.

ICP-MS con analizador tipo cuadrupolo Agilent 7700 Series

Se empleé el modelo 7700 Series con analizador de masas cuadrupolo de Agilent
Technologies (Tokio, Japén). Un cuadrupolo esta formado por cuatro rodillos cilindricos o
hiperbdlicos de igual longitud y diametro, normalmente de acero inoxidable. Mediante la
aplicacién de una determinada corriente continua entre dos de estos y un campo de RF en el
otro par, los iones de una m/z seleccionada consiguen atravesar los rodillos siguiendo una

trayectoria estable y llegar al detector mientras que los restantes son expulsados del cuadrupolo.

Este equipo posee también un sistema de octapolo de reaccién para la eliminacion de
interferencias espectrales situado entre el sistema de lentes i6nicas y el cuadrupolo analizador.
Aunqgue no se ha presurizado esta celda de reaccion con ningun gas, se utiliza como guia de
iones y ayuda a obtener mayor sensibilidad. Se ha utilizado el equipo como detector acoplado a
cromatografia HPLC formando el sistema SEC-ICP-MS. Los parametros de operacion utilizados

se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros de medida SEC-ICP-MS en Agilent 7700 Series

Potencia de radiofrecuencia 1550 W

Flujo plasmégeno 15 L-mint

Flujo auxiliar 1L-min?

Flujo portador 1,11 L-mint

Conos Ni

Nebulizador MicroMist (neumatico concéntrico)

Camara de nebulizacion

Scott

Is6topos monitorizados

159Tb

Columna

Superdex Peptide 10/30 GL

Volumen de inyeccion

20 pL

Fase movil

Acetato de amonio 50 mmol-L%, pH 6,5

Flujo fase movil

600 pL-mint

El cuadrupolo no ofrece una resolucién suficiente para que la determinacion de fésforo

no se vea afectada por sus interferentes poliatdbmicos, sin embargo, es perfectamente valido para

la medida de lantanidos que al presentar un peso atémico elevado no estan interferidos.

ICP-MS con analizador de doble enfoque Thermo Element 2

Los componentes de este equipo se esquematizan en la Figura 11. El equipo Thermo
Element 2 de Thermo Fisher Scientific (Bremen, Alemania) esta provisto de un nebulizador
concéntrico convencional, una camara de nebulizacidon de doble paso sin refrigeracion y una
antorcha de cuarzo tipo Fassel. Los conos sampler y skimmer son de Ni, con un diametro interno
de 1 mm y 0,5 mm, respectivamente. El detector de masas es de tipo doble enfoque y el detector
tipo SEM.
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El analizador de doble enfoque consta de un sector magnético (MSA) y un sector
electrostatico (ESA). En el MSA los iones se separan en funcion de su m/z segun el campo
magnético aplicado y en el ESA se focalizan los iones en funcion de su energia cinética aplicando
un potencial de corriente continua. De esta manera, se estrechan los haces de iones ya
separados en el MSA. En este caso, el enfoque magnético se realiza previamente al

electrostatico. Este tipo de geometria recibe el nombre de Nier-Johnson inversa.

/ Analizador de sector eléctrico (ESA)

e Detector

Analizador de \
sector
magnético

Rendija de entrada
(MSA) z

- Sistema de transferencia

T de iones
/

\/g # Lentes de extraccion
- 7 Skimmer
n

- Sampler

XS g Antorcha

N

)
Nebulizador y camara
de nebulizacion

Figura 11. Componentes del ICP-MS Element 2.

El poder de resolucién que este equipo ofrece se puede ajustar cambiando la apertura
de la rendija de entrada en el analizador, pudiendo trabajar en tres modos: resolucién baja
(Rs=300), media (Rs=4000) y alta (Rs=10000). La ganancia en resolucién implica también una

pérdida de sensibilidad ya que la rendija de entrada permite el paso de menos iones.

Aunque el ICP genera iones monopositivos, también se pueden generar especies
poliatémicas que solapen la m/z del i6n a medir, es decir, den lugar a interferencias poliatdmicas.
Esto ocurre para la medida del 31P con especies como “N170O*, 15N16Q*, 14N16Q1H*. Por ello, este
equipo se ha utilizado para le medida del fésforo realizada para caracterizar las sondas de
hibridacion sintetizadas ya que su utilizacion en el modo de media resolucién permite la
separacion de la sefial correspondiente al 31P de la sefial de sus principales interferencias como

se puede ver en la Figura 12.
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Figura 12. Espectro de masas en Element 2 en media resolucion, 3P+ separado de sus

interferencias.

Los parametros de medida utilizados en el ICP-MS Thermo Element 2 se pueden ver en
la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de medida del ICP-DF-MS (Thermo Element 2)

Potencia de radiofrecuencia 1350 W

Flujo plasmdégeno 15,50 L-mint
Flujo auxiliar 0.90 L-min‘t
Flujo portador 0,90 L-min-t
Conos Ni

Nebulizador Meinhard
Céamara de nebulizacion Scott

Is6topos monitorizados 81p, 159Th, 103Rh
Resolucion Media (Rs=4000)
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Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida HPLC en columna es una técnica de separacion en la que la
muestra se disuelve en una fase movil liquida que se hace pasar a través de una fase
estacionaria inmiscible que se mantiene fija en una columna. Las fases se eligen de manera que

los componentes de la muestra se distribuyan de manera distinta entre ambas y se separen.

El equipo de HPLC es el Agilent modelo 1100 series convencional (Agilent, Waldbronn,
Alemania) equipado con una bomba cuaternaria, desgasificador en linea mediante ultrasonidos,
sistema de termostatizacion de columnas, automuestreador con inyeccidon automatica y un
detector de Diode Array UV-VIS con lamparas de Deuterio y Wolframio (190-950 nm). En este

caso se emplearon 260 nm como longitud de onda.

Para las separaciones cromatogréficas se utilizé la columna Superdex Peptide 10/300
GL (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia). Es una columna de 30 cm de largo y 10 mm
de diametro interno cuyo mecanismo de separacion es la exclusion por tamarios, explicada en la
introduccién. A modo de recordatorio, decir que es un mecanismo en el que los componentes de
la muestra se separan en funciéon de su tamafio molecular sin interaccién fisica o quimica con la
fase estacionaria. En la Tabla 3 se reflejan los parametros utilizados para las separaciones
cromatogréaficas en este equipo.

Tabla 3. Condiciones de HPLC-SEC

Columna Superdex Peptide 10/300 GL
Volumen de inyeccién 20 pL

Fase moévil Acetato de amonio, 50 mM, pH 6,5
Flujo 600 pL.min?

Deteccion UV: 260 nm

Puesto que en la actualidad el acoplamiento HPLC-ICP-MS es la técnica hibrida mas
poderosa y versétil para la determinacién de biomoléculas que contengan o tengan asociados
heteroatomos, también se utilizd un equipo de HPLC convencional acoplado a ambos
espectrometros ICP-MS comentados. Este estd compuesto por una bomba de alta presion de
doble piston Shimazdu LC-20 AD (Shimazdu Corporation, Kyoto, Japdn) y una valvula de
inyeccién Rheodyne modelo 7125 con bucle de inyeccién de PEEK® de 20 uL. El acoplamiento

al detector ICP-MS es sencillo debido a que el flujo de fase mavil utilizado, 0,6 mL-min-, es
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compatible con el empleo de nebulizadores convencionales. Este acoplamiento se realiza
mediante un tubo de PEEK® que conecta la salida de la columna cromatografica con la entrada

del nebulizador.

Otra instrumentacion

e Balanza analitica de precisién XB220 A de Precisa Instrument Ltd. (Suiza).

e pH-metro modelo micropH2000 de Crison Instruments, S.A. (Barcelona, Espafia).

e Bafio de agua termostatizado de control digital modelo Digiterm 100 de J.P. Selecta
(Barelona, Espafia).

e Agitador magnético Vortex VelP (Scientifica, Espafia).

3.2. Material y Reactivos

Los oligonucledtidos de ADN diana o analitos fueron sintetizados por Life Technologies-
Thermo Scientific (MA, USA) y los oligonucleétidos modificados con un grupo tiol para su
posterior marcaje y utilizacion como sonda, por Thermo Fisher Scientific. Para la reduccién de
grupos disulfuro de estos se utilizé una disolucién de ditiotreitol o DTT de Sigma-Aldrich (Madrid,

Espana).

Con el objetivo de purificar los oligonucleétidos reducidos de excesos de DTT se utilizaron
columnas lllustra NAP™-10 Columns Sephadex, DNA Grade (GE Healthcare, Madrid, Espafia).

Para el marcaje de las sondas se utiliz6 el compuesto 2,2',2"-(10-(2-((2-(2,5-dioxo-2,5-
dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethyl)amino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)  de
CheMatec Macrocycle design Technologies (Dijon, Francia) que es el quelante DOTA,
mencionado en la introduccién, modificado con el grupo maleimida para la unién a los
oligonucleétidos tiolados. Los complejos fueron constituidos con sales de lantanidos
hexahidratadas, cloruro de terbio (TbCls-6 H20) y de europio (EuCls-6 H20), de Sigma-Aldrich.

Las disoluciones tampén y fases moéviles necesitadas en las distintas etapas de este Trabajo
Fin de Master fueron realizadas utilizando acetato de amonio (Sigma Aldrich), fosfato de sodio
monobdsico monohidratado y fosfato de sodio dibasico monohidratado (PanReac AppliChem,
Espafia). Ademas, se realizé una fase movil de limpieza de la columna afiadiendo pentaacetato
de dietilentriamina o DTPA (Sigma-Aldrich) al acetato de amonio. Las fases moviles fueron
desgasificadas con He de 99,999 % de pureza (Air Liquide, Madrid, Espafa). El gas Ar para los

equipos de ICP-MS, de la misma pureza, fue suministrado también por Air Liquide.
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También se utilizaron patrones de fésforo, terbio y rodio a una concentracion de 1000 pg-mL-

1 de Merck (Darmstadt, Alemania) para ICP.

Todas las disoluciones fueron preparadas mediante agua ultrapura (resistividad 18,2
MQxcm) obtenida a partir de agua destilada utilizando un sistema Milli-Q (Millipore Co, Bedford,
MA, EEUU).
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4. Resultados y discusion

4.1. Sintesis de las sondas de hibridacion.

La sintesis de las sondas de hibridacién que son los oligonucleétidos complementarios
a las secuencias de los analitos se realiza mediante cuatro etapas que se explican a

continuacion.

4.1.1. Reduccién de los oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados como sonda de deteccién son de cadena sencilla y presentan
una modificaciéon en uno de sus extremos (3’ 0 5’) consistente en un grupo alquilo-tiol protegido
por un grupo R consistente en una cadena hidrocarbonada constituida por 6 grupos metileno,

(CH2)s. La estructura de estos seria la siguiente:
R-S-S-(CH.)e-5"-OLIGONUCL EOTIDO-3

El grupo tiol esta protegido en su forma oxidada de manera que no es reactivo. Para activar
la reactividad de este, se necesita su reduccion y, para ello, se utilizé ditiotreitol (DTT). La
estructura del DTT y su mecanismo de accién se pueden ver en la Figura 13. Es una molécula
que se utiliza tipicamente como agente reductor ya que para la reduccion de grupos tiol, se oxida

formando un anillo de 6 miembros muy estable que posee un enlace disulfuro intramolecular.

~F S e o o
s HS™
S
S .
Hon HO, g
HOn 0OH S
--||OH HO
SH
SH

Figura 13. Estructura DTT y mecanismo de accion.

Los oligonucleétidos sonda, suministrados por la respectiva casa comercial en estado
liofilizado, se resuspenden en una disolucion reguladora de fosfatos 50 mM, pH 8,5 a una
concentracion tedrica de aproximadamente 100 pmol-uL?t. Estos oligonucle6tidos se mezclan
con la cantidad necesaria de una disolucion inicial de DTT 0,1 mol-L** de manera que siempre
se encuentre el agente reductor en un exceso molar de 1:100. La mezcla se deja reaccionar
durante 1 hora a 37°C. El tampon de fosfatos se utiliza para controlar el pH y mantenerlo en un

valor superior a 7,5, de lo contrario, se puede comprometer el efecto reductor del DTT.
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Una vez producida la reaccion, se deben purificar los oligonucleétidos y eliminar el exceso
de DTT utilizado. Esto se lleva a cabo utilizando las columnas illustra NAP™ Sephadex™ G-25
DNA Grade (GE Healthcare). Estas son unas columnas de flujo por gravedad que se utilizan para
la purificacion de oligonucleétidos y pequefios fragmentos de ADN, asi como para el cambio del
tampon en el que estan disueltos o su desalado. En este caso, se utilizan tanto para desalar
como para cambiar el tampén utilizado. Estas columnas preparativas estan rellenas de un gel de

dextrano y su mecanismo de separacion es una filtracién en gel.

En primer lugar se acondiciona la columna con 15 mL del tampdn que se va a utilizar para
eluir el oligonucledtido, en este caso, acetato de amonio 50 mM pH 6,5. A continuacién se afiade
un volumen apropiado del oligonucle6tido que en este caso esta disuelto en un tampén de
fosfatos y queda embebido en la columna. Por Gltimo, se afiade el volumen deseado del tampén
de elucion. El fragmento de ADN, por su mayor tamafio, eluye con este tampon si retenerse en

la columna. Sin embargo, el exceso de DTT queda retenido en la resina de dextrano.

Los oligonucleétidos purificados se conservan en el congelador a -20°C hasta su utilizacion.

4.1.2. Sintesis de los complejos DOTA-Mal-Ln3*

Los complejos que se utilizaron para marcar la sonda se realizaron con un quelante debido
a su capacidad para formar complejos estables con iones de metales pesados. En este caso, se
han utilizado lantanidos que puedan ser medidos de forma sensible por ICP-MS y por las ventajas
gue ofrecen, expuestas en la introduccion. El quelante empleado es el 2,2',2"-(10-(2-((2-(2,5-
dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethyl)amino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-
1,4,7-triyl) que es el DOTA modificado con el grupo maleimida (ver Figura 10). Los lantanidos

(Ln) fueron aplicados en forma de sales hidratadas, en este caso, EuCls-6H20 y ThCls-6H20.

Para la formacién del complejo se utiliza un exceso 1:4 de lantanido. Se prepararon
disoluciones acuosas a una concentracion de 40 mmol-L* de las sales de lantanido y 10 mmol-L-
! de DOTA-Mal en una disolucion reguladora de acetato de amonio 20 mmol-L, pH 6,2.
Volumenes iguales de ambas se mezclaron y se llevaron a un volumen final de 400 pyL con
tampon de acetato de amonio 20 mmol-L, pH 6,2. Es importante que el pH en esta reaccién sea
inferior a 7 para no comprometer la estabilidad del grupo maleimida que sera el utilizado para

reaccionar con el oligonucleétido sonda de secuencia complementaria al analito.

Esta mezcla se deja reaccionar a 37°C durante 2 horas.

4.1.3. Marcaje oligonucleétidos.

Una vez obtenidos los oligonucleétidos reducidos y purificados que se quieren marcar y
sintetizado el complejo DOTA-Mal-Ln3®*, se puede llevar a cabo el marcaje, que es el dltimo paso

para la sintesis de estas sondas de hibridacion.
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La reaccion consiste en la formacion de un enlace covalente entre el tiol reducido de los
oligonucledétidos con el grupo maleimida presente en los complejos metalicos DOTA-Mal-Ln3*.
En la Figura 10 se esquematiza la reaccion tipica entre el grupo maleimida y un tiol genérico y

se ve que la reaccion sucede a través del carbono 3.

La reaccion de marcaje se llevé a cabo en un tampon de acetato de amonio 20 mmol-L-
1, pH 6.2 y con un exceso molar del complejo metdlico de 1:4 con respecto al oligonucleétido. Se
dej6 reaccionar durante 2 horas a 37°C. Se puede ver un esquema de todas las etapas del

proceso de sintesis de las sondas de hibridacion en la Figura 14.

DIt
1,372, pH8S

R-5-5—Oligonucledtide = HS{CH,};—Oligonucledtido | 7y, 37 o,

0
pH6,2 HO}F* - n,/‘u)j\.'s-[CHE)E---OIianucleétido

H

+ S — o[ ?g 0
| 3 L
H
HO N.f‘”;j H o' = on
gff\wmrqﬁ\g d o r—\h\{N“fﬁ
O[w Njo +1h —— o[“.”]o 0
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J 2,37 NN
HO CH (it
PH6,2 HO)LJU OH

Figura 14. Etapas de la sintesis de las sondas de hibridacion.

Estas tres etapas se han aplicado para sintetizar dos sondas de hibridacion de 11
nucledtidos las dos. Una de ellas se marcé en el extremo 3’ y la otra en el extremo 5, ambas

utilizando Terbio como lantanido. Su secuencia se puede ver en la Figura 15.
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Figura 15. Sondas de hibridacion sintetizadas.
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4.2. Purificacidon de las sondas de hibridacién

Una vez sintetizadas las sondas de hibridacion se deben someter a un proceso de
purificacion para eliminar todos los posibles excesos de los reactivos utilizados en su sintesis,
sobre todo, separarlas del exceso de complejo de la Ultima etapa ya que este contiene lantanido

que interfiere en la deteccion por ICP-MS.

Este proceso se realiz6 mediante cromatografia HPLC por exclusién por tamafios
utilizando la columna Superdex Peptide 10/30 y el equipo Agilent 1100 series. Como fase movil
se utilizé acetato de amonio 50 mmol-L* ajustando el pH a 6,5 y utilizando un flujo de 0,6 mL-min-
1, El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Se aprovechd la capacidad de las bases nitrogenadas
del ADN para absorber la radiacién UV, presentando un méximo de absorcion a 260 nm. Por lo
tanto, la purificacién consistié en una recogida de la fraccion correspondiente a las sondas de
hibridacién. Para ello, se colocé una conexién de tubo de PEEK® a la salida del detector del

equipo para poder visualizar la sefial correspondiente simultdneamente a la purificacion.

Los cromatogramas de las sondas marcadas en 3’ y en 5 (sonda 3’ y sonda 5,

respectivamente) se representan en la Figura 16.

Sonda 3'

= N w
Vo) Vo] Vo]
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'
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Figura 16. Cromatogramas obtenidos mediantes HPLC-SEC-UV siguiendo la

absorbancia a 260 nm para las sondas de hibridacion marcadas.

Como se puede observar en los cromatogramas la recogida de fraccién se realiz6 entre
los 14 y los 20 min aproximadamente. No obstante, para asegurar de que este modo se consigue
separar las sondas del DOTA-Mal-Th3* utilizado para su sintesis se inyectd dicho complejo en el
sistema SEC-ICP-MS utilizando el acoplamiento mencionado en la instrumentacion. La fase
movil, el flujo utilizado y el volumen de inyeccién son iguales que en el caso anterior y son las
utilizadas a lo largo de todas las medidas de este trabajo. En la Figura 17 se recoge el

cromatograma obtenido.
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Figura 17. Cromatograma obtenido en SEC-ICP-MS monitorizando el *>°Tb para la

sonda de hibridacion y el complejo DOTA-Mal-Th3*.
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Mientras que las sondas 3’ y 5’ presentan un tiempo de retencion de 16,4 y 15,8 min,
respectivamente, se puede ver que el complejo DOTA-Mal-Tb3* eluye mas tarde de la columna
de SEC debido a su menor tamafio, a tiempos de retencién cercanos a los 25 min, por lo que se

consigue la purificacion de las sondas.

4.3. Caracterizacion de las sondas de hibridacion

Por ultimo, se procedié a la caracterizacion de las sondas de hibridacién sintetizadas.
Dicha caracterizacion consiste en la determinacion de la relacién estequiométrica entre el 3P y
el 159Th.

Ambas sondas de hibridacion utilizadas, aunque de diferente secuencia, estan
constituidas por 11 nucleétidos. Se sabe que cada nucleétido contiene un grupo fosfato y, por lo
tanto, un atomo de fdsforo. Por otro lado, cada sonda de hibridacidon estd marcada en un extremo
por un complejo en el que esta implicado un i6n de lantanido, en este caso, Th3*. Entonces, para

una sonda perfectamente marcada se espera una relacién molar teérica Th:P de 1:11.

El producto de la sintesis de las sondas se inyect6 en SEC-ICP-MS y se recogi6 la
fraccién correspondiente a las sondas monitorizando la sefial del 1°Th. Esto se realiz6 para evitar
posibles impurezas de la sintesis que puedan aumentar la sefial del lantanido y no correspondan

a la sonda de hibridacion, interfiriendo en la relacién calculada.

La recogida de fraccidn en esta ocasion se hace desconectando la conexién entre la
salida de la columnay el nebulizador del ICP-MS y recogiendo directamente la muestra a medida

que eluye de la columna al tiempo de retencién caracteristico de las sondas.

Para la determinacién de ambos elementos, se realizd un calibrado de totales de 3P y
159Th utilizando una calibracion con patrén interno, en este caso, 1°Rh. Para ello se utiliz6 el
equipo de ICP-MS Thermo Element 2 con analizador de masas de doble enfoque (DF) en modo

de media resolucién.

Se establecié un rango dinamico lineal diferente para ambos is6topos, manteniendo
constante la concentracién del patrén interno en todos los patrones de calibrado. Esto se debe a
que la sensibilidad del equipo es mucho mayor para la medida de los lantanidos que para el
fésforo. Por tanto, para las muestras, tras estimar la concentracion de las sondas de hibridacion
después de todas las etapas de sintesis y de purificacion, se realiz6 una dilucion diferente de
cada una de ellas para la determinacién del fosforo y el terbio, este ultimo, con un mayor factor
de dilucién. Ademas, a las muestras se afiadié también 1°Rh a la misma concentracién que los
patrones de calibracion, 2 pg-L*. Todos los patrones y muestras fueron preparados en HNOs al

2 %. En la Figura 18 se pueden observar las relaciones de calibracion para ambos is6topos.
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Figura 18. Calibrado de totales de (a) 3'P y (b) 15°Tb en ICP-DF-MS utilizando 1°Rh como

patrén interno.

Tras la medida de totales en las muestras preparadas de las sondas, se obtuvieron los
resultados de la Tabla 4. Una vez hallada la concentracion en las sondas de partida, se puede
hallar la relacion estequiométrica entre el fésforo y el terbio teniendo en cuenta la masa atomica

de ambos.
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Tabla 4. Resultados de la medida de las sondas de hibridacion en ICP-DF-MS.

Sonda 3’ Sonda %’

31P 159Tb 31P 159Tb

Concentracion/ug-L*? 38,2 11,8 78,7 34,9

Relacién

Para la sonda marcada en el extremo 5’ se obtiene una relacion estequiométrica Th:P
de 1:11,56 que es un valor muy cercano y concordante al teérico por lo que se puede decir que
se ha llevado a cabo la sintesis de esta sonda de hibridacién con alto rendimiento y, ademas, la

purificacion y separacion de la sonda del exceso del complejo de marcaje ha sido efectiva.

Sin embargo, para la sonda marcada en el extremo 3’ la relaciéon Tb:P es de 1:16,70.
Esto quiere decir que hay mas de 11 nucle6tidos por cada marca y, por tanto, mas de un
oligonucledtido por cada complejo de marcaje. Una posible explicacién a esto es que no todos
los oligonucleétidos utilizados para la sintesis de la sonda han sido marcados correctamente, es
decir, una parte de las sondas no estéa marcada, probablemente debido a algun problema en las
etapas de su sintesis, anteriormente explicada.

4.4. Estudio de hibridacion

A lo largo de este Trabajo Fin de Master se ha utilizado como analito una secuencia de
ADN anéloga al microARN conocido como miR16, es decir, su misma secuencia de bases
nitrogenadas sustituyendo uracilo por timina y la ribosa por desoxirribosa. El hecho de utilizar un
oligonucleétido de ADN en lugar de ARN se debe a que el grupo OH adicional en el C2 de la
ribosa en el ARN hace que su reactividad sea mas alta y se requiera de mayor precaucion para
su manipulacién. Asi, existen enzimas ribonucleasas capaces de digerir el ARN que se

encuentran ampliamente en piel, cabello y saliva.

La relacion de este miARN con la leucemia linfocitica crénica se ha expuesto en la
introduccién. Se trata de un ARN de cadena sencilla de 22 ribonucle6tidos cuya secuencia es la

siguiente:
ARN: 5-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3

ADN: 5’-TAGCAGCACGTAAATATTGGCG-3
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Para la deteccion de estas secuencias se podria pensar en la hibridacion con una sonda
complementaria en su totalidad modificada y marcada en uno de sus extremos. Sin embargo, se
han aplicado las dos sondas de menor tamafio mencionadas, cada una de ellas complementaria
a una mitad de la secuencia del analito y ambas marcadas en extremos opuestos. Con esto se
consigue aumentar la resolucién de la separacién cromatografica entre el hibrido y el exceso de
sonda en SEC, ya que aunque el hibrido es del mismo tamafio, el tamafio de las sondas se
reduce a la mitad y se retienen mas en la columna. Ademas, la utilizacién de dos marcas en lugar
de una, deberia producir un aumento de hasta un 100 % en la sensibilidad de la deteccion. Los

hibridos resultantes se pueden ver en la Figura 19.

5-ACGTGCTGCTA-3'—{CHy)s 5= 1h Th =5-(CH,);—5-CGCCAATATTT-3'

Tb —3-atceTceTGCATTTATAACCGC-S- < Th
5'-TAGCAGCACGTAAATATTGGCG-3

Figura 19. Hibridacién entre sondas y analito o diana (negro).

Como se ha mencionado, la reaccién de hibridacion consiste en la formacién de puentes
de hidrégeno entre bases complementarias, en este caso, de sondas y analito. La hibridacién se
realizé en disoluciéon en un tampén de acetato de amonio 20 mmol-L, pH 6,5. Para ello, se
afiadié un exceso de ambas sondas respecto al oligonucleétido analito cuya concentracion fue
de 0,1 pmol-uL1. Utilizando un bafio de agua termostatizado se sometié esta mezcla a un
programa de temperaturas. La primera etapa consistié en 5 min a 95°C con el objetivo de evitar
la formacion de estructuras secundarias inespecificas. Posteriormente, se realizé6 un descenso
lento y progresivo de la temperatura hasta 37°C. Una vez alcanzada esta temperatura, se

mantuvo durante 2 horas para la correcta formacion del hibrido.

Después de producirse la hibridacion, se inyecté una alicuota de la mezcla resultante en
SEC-ICP-MS monitorizando la sefial del is6topo *5°Th, asi como alicuotas de ambas sondas de

hibridacién empleadas.
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Figura 20. Cromatogramas obtenidos mediante SEC-ICP-MS monitorizando el 1°Tb para las

sondas libres y tras el proceso de hibridacion.

En la Figura 20 se representan los cromatogramas obtenidos. Se puede observar en esta
que el tiempo de retencién de las sondas se mantiene practicamente respecto al que se obtuvo
en la purificacion de estas siguiendo la absorbancia a 260 nm. Sin embargo, en este caso
aparece un pico en el cromatograma a un tiempo de retencién menor. Este pico corresponde al
hibrido formado y su tiempo es de 12,8 min, aproximadamente 3 min menor al de las sondas lo

que permite su distincion de estas.

Ademas, se realiz6 el mismo proceso de hibridacion aumentando la concentracion del
analito a 1 pmol-uL* y manteniendo la cantidad de sondas de hibridacién afadidas. Esta mezcla
se analiz6 también por SEC-ICP-MS. Como se puede ver en la Figura 21, el area del pico
correspondiente al hibrido aumenta muy notablemente mientras que el exceso de sonda de

hibridacién disminuye. Esto confirma la naturaleza de ambos picos del cromatograma.
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Figura 21. Cromatogramas obtenidos mediante SEC-ICP-MS monitorizando el 15°Tb para dos

concentraciones diferentes de analito.

De ambas figuras se concluye que la metodologia con deteccién mediante el sistema
SEC-ICP-MS propuesta es valida para el seguimiento de la hibridaciéon entre sondas de

hibridacion y analitos, que permite la determinacion de oligonucleétidos de secuencia especifica.

4.5. Caracteristicas analiticas del método

Una vez comprobada la validez de la metodologia desarrollada se determinaron las
caracteristicas analiticas de esta. Para ello se realiz6 la hibridacién en disolucién, segin el
procedimiento descrito anteriormente, utilizando concentraciones variables y crecientes del

analito y siempre un exceso de las sondas de hibridacion.

Los productos de la reaccién de hibridacién fueron analizados por SEC-ICP-MS

obteniendo los cromatogramas de la Figura 22.
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Figura 22. Cromatograma obtenido mediante SEC-ICP-MS monitorizando el 15°Tb para

concentraciones crecientes de analito.

Se comprueba de nuevo como el area del primer pico, correspondiente al hibrido,
aumenta a medida que se eleva la concentracién del oligonucledtido analito o diana a la vez que
disminuye el exceso de sonda. Para evaluar el rango dinamico lineal del método se midieron
estas areas, integrando los picos con el software de tratamiento de datos Origin 8, y se

representaron frente a la concentracién de analito.
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Figura 23. Relacién lineal entre el area de pico del hibrido y la concentracién de analito.
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En la Figura 22, se representan los resultados obtenidos. Se aprecia un buen rango
dindmico lineal desde 0,05 a 0,5 pmol-uL? (1-10 pmol de analito inyectado en el sistema SEC-

ICP-MS) presentando un coeficiente de determinacion, R?, superior a 0,99.

Ademas, se calcul6 el limite de deteccion (LOD) que se define como la cantidad de
analito méas pequefia que se puede determinar dando una sefial en el sistema de medida que se
puede diferenciar de forma fiable del ruido de fondo. Se ha calculado como tres veces la
desviacién estandar del blanco dividida entre la pendiente de la recta de calibrado de la Figura
22. El valor obtenido fue de 22 fmol-uL* de analito que se corresponde con una inyeccién de 440

fmol de dicho oligonucleétido en el sistema de SEC-ICP-MS.

Se estima que para individuos sanos hay una concentracién de miR-16 de 10° copias-uL-
1 en sangre. Esto equivale a una concentracion de 0,7 fg-uL* de este analito [40]. Teniendo en
cuenta que se esta trabajando con un analito de cadena sencilla de 11 pb y para un volumen de
inyeccién de 20 pL, dicho valor de concentracion equivale a 0,004 fmol de miR-16 que se
encuentra por debajo del limite de deteccidn del método propuesto. Por lo tanto, este analito no
podria ser detectado mediante esta metodologia en sangre sin la utilizacibn de métodos de
amplificacion de los acidos nucleicos.
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5. Conclusiones

De los resultados obtenidos a lo largo de este Trabajo Fin de Master se pueden obtener las

siguientes conclusiones:

1. Se ha desarrollado una metodologia basada en un proceso de hibridacion que ha
permitido la deteccién de un oligonucleétido de secuencia especifica a través de la
aplicacién de sondas de hibridacion marcadas con complejos DOTA-Mal-Lantanido.

Dicha hibridacién se ha podido seguir utilizando la técnica hibrida SEC-ICP-MS.

2. La estrategia propuesta presenta un amplio rango dinamico lineal y una buena
sensibilidad con un limite de deteccién de 22 fmol-uL-! del oligonucleétido diana o analito,

en este caso, una secuencia analoga al microARN conocido como miR16.

3. La metodologia SEC-ICP-MS ha permitido también la purificacion de las sondas de
hibridacion para su posterior caracterizacion por ICP-DF-MS mediante la medida
simultanea de la sefial del fésforo y el lantanido. De esta forma, se ha podido hallar la
relacién estequiométrica entre ambos elementos y comprobar el rendimiento de la

sintesis de las sondas de hibridacion.

Tras las conclusiones establecidas en este Trabajo Fin de Master se sugieren los siguientes

trabajos futuros:

Primeramente, seria interesante evaluar la selectividad del método desarrollado sometiendo
al proceso de hibridacién las sondas sintetizadas con un oligonucleétido no completamente
complementario en su secuencia. El ensayo mas riguroso en este sentido consistiria en evaluar
la capacidad de identificar un cambio producido en un solo nucleétido, lo que recibe el nombre
de single nucleotide polimorfism (SNP) haciendo la hibridacién de las sondas con un
oligonucledétido que difiera del analito en tan solo un nucleétido y con el propio analito en la misma

concentracion y evaluando el area de pico de los hibridos correspondientes.

Tras la evaluacion de las caracteristicas del método, se podria estimar su aplicabilidad en la
deteccion/determinacion de secuencias especificas de microARNs en muestras reales. Para ello,
seria necesaria la familiarizacion con las técnicas de extraccion y manipulacion de ARN de

pequefio tamafio y la optimizacién de los procesos implicados.

También se propone la realizacion de estudios de recuperacion en las etapas de sintesis de

sondas de hibridacién y su purificacion ya que como se pudo ver en la caracterizacion de las
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sondas, no se puede separar los oligonucleétidos marcados de los no marcados mediante SEC-
ICP-MS. Esto seria también interesante para evaluar la recuperacion del oligonucleétido en las
columnas NAP utilizadas para eliminar el exceso del DTT. Estos estudios podrian ser realizados

mediante la utilizacion de espectrometria de masas molecular.

Por dltimo, para que no fuera necesaria la realizacion de amplificaciones del ADN, se
propone el desarrollo de nuevos marcajes con moléculas capaces de unir mayor nimero de
lantanidos como compuestos quelantes poliméricos para aumentar la sensibilidad y reducir los

limites de deteccion.
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