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ADN Deoxyribonucleic acid Acido desoxirribonucleico
ARN Ribonucleic acid Acido ribonucleico
dA 2’- deoxyadenosine 2’- desoxiadenosina
dC 2’- deoxycytidine 2’- desoxicitidina
dG 2’- deoxyguanosine 2’- desoxiguanosina
DNMT DNA Methyltransferases ADN metiltransferasas
dT Thymidine Timidina
ESI Electrospray Electrospray
FIA Flow Injection Analysis Analisis de inyeccion en flujo
Cromatografia de liquidos de alta
HPLC High Performance Liquid Chromatography resolucion
Dilucion isotépica acoplada a
IDMS Isotope Dilution Mass Spectrometry espectrometria de masas
IPD Isotope Pattern Deconvolution Deconvolucién de perfiles isotdpicos
Matrix-Assisted Laser Desorcidn/ionizacion l&ser asistida por
MALDI Desorption/lonization matriz
MRM Multiple Reaction Monitoring Monitorizacion de reacciones multiples
MS Mass Spectrometry Espectrometria de masas
MS/MS Tandem Mass Spectrometry Espectrometria de masas en tindem
Pl Product lon 16n producto
QqQ Triple Quadrupole Triple cuadrupolo
SAM S-Adenosyl Methionine S-Adenosil Metionina
SCAN Scan -
Si International System Sistema Internacional
SIM Selected lon Monitoring Monitorizacidn de iones seleccionados
TDG Thymine DNA Glycosylase Timina ADN Glicosilasa
TET Ten Eleven Translocation -
TOF Time Of Flight Tiempo de vuelo
5caC 5-carboxylcytosine 5-carboxilcitosina
5fC 5-formylcytosine 5-formilcitosina
5hmC 5-hydroxymethylcytosine 5-hidroximetilcitosina
5mdC 5-methyl-2’- deoxycytidine 5-metil-2’-desoxicitidina
6mA N6-methyladenine N6-metiladenina
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Resumen

La metilacion del ADN es una de las modificaciones epigenéticas mas estudiadas en seres
humanos dada su vital importancia en diferentes procesos de la regulacion génica. En los Gltimos
afios se ha comprobado que las alteraciones en los patrones de metilacion estan fuertemente
asociadas a numerosas enfermedades entre las que se incluye el cancer, por lo que la metilacion
del ADN se estd monitorizando como biomarcador de determinados tipos de tumores. Con el auge
de la espectrometria de masas y las ventajas que esta técnica proporciona, se han comenzado a
desarrollar metodologias analiticas basadas en cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas para la cuantificacion de citosinas metiladas. En este trabajo se propone la puesta a
punto de un método de referencia sencillo y preciso para la cuantificacion de citosinas metiladas
en fragmentos de ADN mediante HPLC-MS/MS y dilucidn isotdpica. Durante el trabajo, se llevd
a cabo la extraccién de ADN en algas enriquecidas isotépicamente en *N y su posterior hidrolisis
para la conversién a nucledsidos, mucho mas féciles de analizar por espectrometria de masas que
las moléculas completas de ADN. Para ello se optimiz6 la separacion cromatogréfica y su
posterior deteccién en el MS/MS, ademéas de realizar la caracterizacion mediante dilucion
isotopica inversa de los compuestos obtenidos marcados isotOpicamente. Finalmente, se
cuantifico6 mediante dilucion isotopica el porcentaje de metilacion de ADN procedente de dos
tejidos de o6rganos diferentes de un patrén comercial de raton, siendo ésta insatisfactoria e
impidiendo asi la validacion del método desarrollado, lo que se puede deber a distintos motivos

gue se discutiran a lo largo del trabajo.
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1. Introduccién

1.1 Epigenética y cancer

1.1.1 Estructura y funcién del ADN

El 4cido desoxirribonucleico, 0 méas conocido por su abreviatura ADN, es un tipo de &cido
nucleico que contiene toda la informacion genética encargada del funcionamiento y desarrollo del
organismo ™. EI ADN esta formado por dos hebras antiparalelas unidas entre si mediante puentes
de hidrogeno formando una cadena con estructura de doble hélice. Cada hebra esta compuesta
por secuencias de 4 tipos de nucleétidos, que a su vez estan formados por una base nitrogenada y
un azlcar de 5 carbonos (desoxirribosa) unido a un grupo fosfato. En una misma hebra, los
nucledtidos estan unidos entre si formando un esqueleto azlcar-fosfato mediante enlaces
fosfodiéster a través del grupo 3’-hidroxilo del aztcar y el 5°-fosfato del siguiente nucle6tido;
mientras que las hebras se unen entre si para formar la doble hélice a través de enlaces de
hidrogeno entre las bases nitrogenadas, que son la guanina (G), citosina (C), adenina (A) o timina
() o4

Dicha estructura tridimensional con forma de doble hélice se debe a las caracteristicas
estructurales y quimicas de las dos cadenas de polinucle6tidos, dejando en la zona exterior el
esqueleto azlcar-fosfato y las bases nitrogenadas de las dos hebras en la zona interior de la doble
hélice . Para conseguir la disposicion energéticamente mas favorable, una base prica se
complementa siempre con una pirimidinica; asi, como se muestra en la Figura 1, la guanina es
complementaria de la citosina, uniéndose a la misma mediante tres enlaces de hidrogeno; vy la

timina es complementaria de la adenina, uniéndose a ella mediante dos enlaces de hidrogeno £,

Timina
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..7_/‘" ot )/g extremo 3’
" o ( v o
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Figura 1: Estructura quimica del ADN [6].
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En el caso de las células eucariotas, el ADN se encuentra en el ndcleo celular, en la matriz
mitocondrial y en el estroma de los cloroplastos, y esta organizado en segmentos denominados
“genes”, que, a través de la secuencia de nuclettidos de las hebras de ADN, contienen la
informacidn bioldgica que se transmite de generacion en generacion. El genoma es el conjunto de
informacién de ADN contenida en un organismo necesaria para sintetizar todas las proteinas del
mismo “, por lo que una de las funciones principales del ADN es el almacenamiento de esta

informacion.

Por otra parte, el ADN realiza copias de si mismo a través de un proceso de replicacion que
permite la transmision de la informacién genética a las células hijas durante la division celular.
Por altimo, la tercera funcion principal es la codificacion de las proteinas, ya que el ADN aporta
la informacion necesaria para la sintesis de cada proteina actuando como “molde”, mientras que

el ARN es el responsable de llevar a cabo dicha sintesis [/,

1.1.2. Mecanismos implicados en la regulacion epigenética

El término “epigenética” abarca las modificaciones estructurales que afectan a la expresion génica
y que se producen durante el desarrollo y la proliferacion celular sin alterar la secuencia de
nucledtidos del ADN [® estableciendo asi diferencias en el epigenoma de cada célula y de cada
tejido . Estas modificaciones requieren la interaccion con enzimas y otros componentes
moleculares y son reversibles y susceptibles a factores ambientales, 1o que puede dar lugar a

cambios en la salud del individuo 29,

La regulacion epigenética es, por tanto, un tipo de regulacidn génica que determina la diversidad
funcional y morfoldgica de las células de un mismo genoma. Su estudio es fundamental ya que,
como se indic6 previamente, algunas alteraciones en el epigenoma pueden resultar en iniciaciones
o inhibiciones inapropiadas de la regulacion génica, dando lugar a diversas enfermedades entre

las que se incluye el cancer 4,
Los mecanismos principales que intervienen en la regulacion epigenética son los siguientes:

Metilacién del ADN

Esta modificacion epigenética es la més estudiada en humanos hasta la actualidad debido a su
papel fundamental en la regulacion génica a través del control de la estabilidad genémica, las
alteraciones transcripcionales, la inactivacion del cromosoma X o el desarrollo celular en
mamiferos 11214, Consiste en la transferencia de un grupo metilo por parte de la S-adenosil
metionina (SAM) a la posicion 5 de la citosina en dinucle6tidos CG gracias a un grupo de enzimas

conocidas como ADN metiltransferasas (DNMTs) [15-26],
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Existen dos mecanismos principales para explicar la inhibicién de la transcripciéon de genes
causada por la metilacion del ADN: por una parte, las zonas metiladas en el ADN pueden inhibir
directamente la unién del factor de transcripcion bloqueando directamente la transcripcion del
gen; por otra parte, una clase de proteinas entre las que se incluyen MBD1, 2 y 3 y MECP2 se
unen a las citosinas metiladas produciendo asi el silenciamiento génico 518l En la Figura 2 se

representan los dos mecanismos que explican el silenciamiento génico por metilacién del ADN.

A

Expresion Génica
FTU
B
T
| r) Silenciamiento Génico

Silenciamiento Génico

Figura 2: Mecanismos de silenciamiento génico por metilacion del ADN. A: Representacion de una isla CpG sin
metilacion de ADN (bolas blancas) dando lugar a una expresion génica normal. B: Silenciamiento génico debido a la
metilacion del ADN en islas CpG (bolas negras) que impiden directamente la union de la maquinaria transcripcional.
C: Silenciamiento génico mediado por proteinas con dominio de unién a ADN metilado e impiden la transcripcion [19].

Las células madre normales requieren un determinado balance de metilacion que tiene la funcién
de regular algunas funciones celulares y suprimir la transcripcion de algunos genes. Sin embargo,
patrones anormales de metilacién pueden servir como marca de desarrollo y proceso de
determinados tumores. Estas alteraciones son bastante dinamicas y se pueden producir mediante
la hipermetilacion de promotores de genes supresores de tumores 0 mediante la hipometilacion

de un protooncogén 15,

Por tanto, el control de las alteraciones en los patrones de metilacion de ADN es primordial, ya
que estan fuertemente asociados a varias enfermedades como céancer, diabetes, desordenes

cardiovasculares, mentales o neurodegenerativos, entre otros 116201,

Modificaciones post-traduccionales de las histonas

Las histonas son un tipo de proteinas a las que se une el ADN para formar la cromatina, de forma

que el ADN se enrolla alrededor de complejos de proteinas histona (formando nucleosomas) para
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dar una forma mas compacta al cromosoma. Estas proteinas, ademas de su funcién estructural,

también participan en la regulacion génica 2,

Las histonas también son susceptibles a modificaciones post-traduccionales como metilaciones,
acetilaciones, fosforilaciones o ubiquitinaciones!, entre otras 1. Estas modificaciones alteran la
estructura de la cromatina produciendo el silenciado o la activacion de regiones completas del
cromosoma y de los genes que abarca. Ademas, se ha observado que estos cambios tienen lugar
en etapas tempranas del desarrollo de cancer 121,

ARN no codificante

El ARN no codificante se puede dividir en dos tipos: los estructurales y los reguladores. Estos
altimos pueden dividirse, a su vez, en varios subgrupos (microRNA, RNA pequefio de
interferencia, RNA largo no codificante, etc) y son expresados en momentos concretos del
desarrollo, como puede ser durante la diferenciacidon celular o también como respuesta a estimulos
ambientales. Estos ARN no codificantes estan directamente asociados a la expresion génica, pues
intervienen en distintos procesos epigenéticos como la impronta génica o la inactivacion del

cromosoma X 181,

1.1.3 Metilacion del ADN como biomarcador tumoral

En el ADN de mamiferos aproximadamente entre un 3 % y un 8 % de los residuos de citosina se
encuentran metilados, mientras que en plantas el porcentaje de metilacién varia desde 6 a 30 %.
Esta metilacion ocurre normalmente en dinucledtidos CG que, aunque se encuentran
infrarrepresentados en el genoma humano, se acumulan en determinadas regiones del genoma
localizandose habitualmente en los promotores de un gran nimero de genes y cerca de los sitios
de inicio de la transcripcion. Dichas zonas, conocidas como “islas CpG”, se encuentran
normalmente no metiladas, de forma que se favorece la transcripcién génica; mientras que cuando
se dan alteraciones como la hipermetilacion de estas zonas, esto conlleva al “silenciamiento” de
genes, entre ellos genes supresores de tumores, desempefiando un papel fundamental en el

desarrollo y progresion del cancer 21,

Por otra parte, la hipometilacion global del ADN también produce efectos graves en la salud ya
que contribuye a inestabilidades en el genoma y ademéas favorece la expresion aberrante de

algunos genes en momentos o en tejidos inadecuados 21,

! Ubiquitinacién es un proceso de adicién de cadenas de ubiquitina (pequefia proteina reguladora) a una proteina
marcada para la degradacion.



Trabajo Fin de Master

Maéster en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas 2022/2023 /« = N\ Universida d'Uviéu
/‘ um r\ﬂk University of Oviedo

Universidad de Oviedo

Aunque la metilacién de ADN es una marca epigenética estable, es reversible, lo que sugiere un
proceso de metilacion-desmetilacion dindmico como respuesta a diferentes sefiales del entorno.

Existen dos tipos de desmetilacion en mamiferos: activa y pasiva.

La desmetilacion activa en mamiferos podria ocurrir a través de una oxidacién mediada por la
familia de proteinas TET, y por las enzimas TET1, TET2 y TET3 que catalizan la oxidacion de
la 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina (5ShmC) y de forma consecutiva a 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC) (181211, A su vez, la 5fC y la 5caC pueden también ser procesadas
por la TDG, como se indica en la Figura 3.

Figura 3: Ciclo de metilacion-desmetilacion activa de la citosina [22].

Por otra parte, la desmetilacién pasiva se produce por la inhibicién o ausencia de las ADN
metiltransferasas de mantenimiento durante los procesos de replicacion, lo que produce la

dilucién progresiva de citosinas metiladas.

1.2. Métodos de anélisis de citosinas metiladas

1.2.1 Métodos analiticos tradicionales

Las células tumorales muestran normalmente patrones de metilacion de ADN aberrantes, que se
caracterizan generalmente por una hipometilacion global del genoma junto con una
hipermetilacion local en promotores de genes supresores de tumores, como se indico

anteriormente [24.23

Debido a su papel fundamental, la metilacion del ADN ya se estd monitorizando como

biomarcador tumoral para el diagnostico de diferentes tipos de cancer, lo que conlleva una
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continua investigacion en busca de métodos analiticos rapidos, sencillos y precisos. A lo largo de
los afios se han utilizado diferentes métodos de analisis cuyo objetivo es la introduccion de
cambios en el ADN dependientes de la metilacion ?4, siendo los principales aquellos basados en
pretratamientos con bisulfito sédico, digestiones con endonucleasas de restriccién o métodos de
afinidad con anticuerpos o proteinas, con su posterior analisis mediante electroforesis en gel,

secuenciacion mediante PCR o andlisis en array 2,

El pretratamiento con bisulfito consiste en la transformacion de las citosinas no metiladas en
uracilos, mientras las citosinas metiladas permanecen sin cambios, lo que permite la
diferenciacion entre el ADN metilado y el no metilado. Este método es considerado de los mejores
dada su alta resolucion al combinarse con métodos de secuenciacion 623, ya que proporciona la
identificacion de todas las citosinas metiladas de una regién concreta con alta precision y ademas
permite la cuantificacion de moléculas individuales . Pero este método también presenta

algunas desventajas, ya que es bastante laborioso, consume tiempo y presenta bastante ruido B4,

1.2.2 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

El auge de la espectrometria de masas en las Gltimas décadas la ha convertido en una técnica
atractiva para la determinacion de modificaciones epigenéticas debido a las grandes ventajas que
presenta, como son la alta precision, la compatibilidad con técnicas cromatograficas y el poco
volumen de muestra necesario, pero sobre todo por la alta sensibilidad que proporciona dados los
bajos porcentajes de metilacion que se pueden encontrar en células de mamiferos (hasta el 0,009%
de las citosinas) 2%, El fundamento de la espectrometria de masas se puede explicar de forma muy
simple: en una primera etapa se producen iones procedentes de la muestra en una fuente de
ionizacion, posteriormente dichos iones son separados en funcion de su relacion masa-carga (m/z)
y por ultimo son medidos en el detector segin su abundancia y transformados en sefiales

eléctricas.

El empleo de espectrometros de masas no permite la medida directa de grandes moléculas de
ADN debido a su dificultad para pasar a fase gas en un estado ionizado (aunque se podria
conseguir con MALDI-TOF pero en concentraciones muy altas). Por ello, para conseguir una
sensibilidad adecuada en el espectrometro de masas, es necesaria una hidrolisis previa para
fragmentar el ADN en nucleésidos. Una vez hidrolizado todo el ADN, se obtendrian los
nucledsidos normales y los modificados, por lo que el uso de espectrometria de masas va
generalmente acoplado a una separacion cromatografica que permita separar los nucledsidos
modificados de los no modificados y del resto de componentes de la matriz evitando la posible

supresion de iones en la fuente de ionizacion 27,
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1.2.3 Espectrometria de Masas en Tandem (MS/MS)

Con el fin de mejorar la sensibilidad ofrecida por la espectrometria de masas, cada vez se estan
desarrollando mas metodologias analiticas basadas en espectrometria de masas tandem 27, La
diferencia con respecto a la espectrometria de masas simple es la inclusion de una celda de
colision que permite la fragmentacion de los iones aumentando la selectividad y sensibilidad del
analisis, ofreciendo asi diferentes modos de adquisicion de datos en el analisis. Una celda de
colisidn, representada en la Figura 4, suele ser un hexapolo u octapolo presurizado con un gas
inerte (normalmente N2 o Ar) en el que, durante la colisidn, la energia cinética de los iones
precursores es convertida en energia interna que resulta en la rotura de enlaces y, por consiguiente,

en la fragmentacion en iones mas pequefios, conocidos como iones producto.

Bl University of

4 >
BRISTOL fragment o utral
© Paul J. Gates 2014 B lost

PRODUCT
IONS

PRECURSOR
IONS

activated I
recursor frag i
pre fragmenting activated fragment ion
ion ion

(continues to fragment)

Figura 4: Funcionamiento de una celda de colision [40].
Los equipos ESI-QgQ son uno de los mas utilizados para la cuantificacién de metilacién de ADN,

ya que, aungue otros analizadores como el TOF proporcionen mayor resolucién, no proporcionan

tanta sensibilidad.

En este trabajo se empled un cromatégrafo de liquidos acoplado a un espectrémetro de masas
constituido por una fuente de ionizacion de electrospray “jet stream” (ESI) junto con un

analizador de masas de triple cuadrupolo, como se puede ver en la Figura 5.

11
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Figura 5: Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion Agilent 1290 acoplado a espectrometria de masas tandem
con fuente de ionizacion ESI y analizador de masas de triple cuadrupolo Agilent 6460.

Esta fuente produce, como su propio nombre indica, un aerosol al aplicar un potencial eléctrico
fuerte (bajo presion atmosférica) a un liquido que pasa a través de un capilar a un flujo bajo, de
forma que al final del capilar se produce una acumulacion de cargas en la superficie del liquido
que acaba fragmentandose en forma de pequefias gotas cargadas (Figura 6). Estas gotas son
dispersadas en un espacio muy limitado aracias a un gas nebulizador (normalmente N.) inyectado
coaxialmente. El aerosol obtenido es dirigido hacia regiones con alto vacio para que se produzca

la evaporacion de las gotas hasta obtener particulas cargadas de tamafio molecular en fase gas.

| Gasghase lon

Inlet g e —‘;m:" F°""w
(LC System) > :

Capilary =+1.5kV

EE) Combinaton Model

-
- »?
‘@ .
+ *
.
2 . s ‘vt
+ %
@5
‘s
+3+t

Figura 6: Funcionamiento de la fuente de ionizacidn de electrospray (ESI) [41].

Esta fuente de ionizacion presenta ventajas como alta sensibilidad, requiere poco volumen de
muestra, permite el andlisis de compuestos térmicamente labiles y es compatible con LC; pero no
estd exenta de algunas desventajas, ya que se ve bastante afectada por la presencia de sales y
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detergentes, asi como de efectos de matriz. Ademas, los analitos deben ser polares. Por otra parte,

es una fuente bastante suave que produce una fragmentacion escasa o nula.

Los iones producidos en la fuente de ionizacion son posteriormente dirigidos hacia el analizador
de masas, que en este caso es un triple cuadrupolo. Aunque de forma general se nombre como
triple cuadrupolo, actualmente estan formados por un primer cuadrupolo, seguido de un octapolo
que acta como celda de colision o guia de iones (segln interese) y finalmente un segundo
cuadrupolo. El cuadrupolo es el analizador més empleado en instrumentos comerciales y consiste
en cuatro barras metalicas de seccion circular o hiperbdlica perfectamente paralelas 2 a 2, como
se muestra en la Figura 7. A dos de las barras se les aplica un potencial + (U + Vcos(wt)) mientras
que a las otras dos se les aplica un potencial de la misma magnitud pero inverso - (U + Vcos(wt)),
de forma que los voltajes aplicados afectan a las trayectorias de los iones que penetran a través
del cuadrupolo. Asi, a determinados valores de U y V solamente algunos iones con m/z
especificos tendran trayectorias estables capaces de atravesar el cuadrupolo, mientras que el resto
de iones serdn desviados. A pesar de que el cuadrupolo es un analizador de masas de baja
resolucidn, tiene una alta velocidad de escaneo, gran poder de transmisién y un amplio rango
dindmico, lo que lo hace un analizador 6ptimo para analisis cuantitativos, ademas de ser un

analizador de masas ligero y compacto.

T
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soearce slit

Figura 7: Funcionamiento de un cuadrupolo [42].

1.3. Cuantificacion mediante Dilucién Isotépica acoplada a Espectrometria de Masas
(IDMS)

1.3.1 Fundamento de la Dilucién Isot6pica

La dilucién isotépica es un método de analisis basado en la modificaciéon intencionada de la
composicion isotdpica de un elemento o compuesto por la adicion en la muestra a analizar de una

forma isotopicamente enriquecida de dicho compuesto o elemento “°1,
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De una forma mas visual y sencilla, el andlisis por dilucion isotdpica se podria representar con el
ejemplo recogido en la Figura 8. En él, se pretende hacer un recuento de bolas negras en un
recipiente, pero en vez de contarlas una a una, se afiade un nimero conocido de bolas azules
asumiendo que estas Ultimas son muy similares a las bolas negras diferencidndose unicamente en
el color. En el momento en el que se consigue una mezcla homogeénea entre los dos tipos de bolas,
cualquier alicuota que se tome de la mezcla tendra la misma relacion entre los dos tipos de bolas,
independientemente de la cantidad escogida y de cualquier pérdida de bolas que haya ocurrido
después de homogeneizarse la mezcla. De esta forma, conocida la relacion entre las bolas negras
y las bolas azules y la cantidad de bolas azules afiadidas, es posible conocer la cantidad de bolas

negras que habia inicialmente en el recipiente mediante la ecuacion indicada en la Figura 8.

8 bolas azules (A)
32 bolas negras (N)

64 bolas azules

32
X=64x?= 256

¢n®de bolas negras?

Figura 8: Ejemplo esquematizado de la dilucion isotdpica [43].

Estos experimentos eran conocidos como métodos captura-recapturay comenzaron empleandose
en estudios ecoldgicos en el afio 1985 para la estimacion de poblaciones en sistemas cerrados 31,
En los estudios iniciales se utilizaban isotopos radioactivos, asi como técnicas de conteo
radiogquimicas, pero tras el paso de los afios y, sobre todo con el auge de la espectrometria de
masas, estos experimentos comenzaron a aplicarse en ambitos quimicos mas que bioldgicos,
haciendo uso de isotopos estables enriquecidos y empleando la espectrometria de masas para la

medida de relaciones isotopicas.

De esta forma, el anlisis por dilucion isotopica y espectrometria de masas se considera un método
analitico primario y la técnica preferida para la certificacion de materiales de referencia por los
Institutos Nacionales de Metrologia, ya que las medidas por IDMS son directamente trazables a

las unidades del SI 31,

14



Traba]o Fin de Master Universidad de Oviedo
Master en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas 2022/2023 —_ Q\\ Universida d’Uviéu

University of Oviedo

1.3.2 IDMS en analisis elemental y molecular

El anélisis por IDMS se puede dividir en dos grupos: analisis elemental y andlisis molecular. El
primero se basa en la determinacion de elementos y en el analisis de especiacién mediante
espectrometria de masas acoplada a técnicas cromatograficas. Por otra parte, el analisis de
moléculas organicas abarca un campo mas amplio, incluyendo la determinacién de moléculas de

bajo peso molecular hasta la determinacion de macromoléculas 14,

La IDMS elemental se basa en la adicion en la muestra a analizar de una cantidad conocida de un
isétopo enriquecido de un elemento de la misma con el fin de modificar la abundancia isotopica
de dicho elemento en la muestra. En la Figura 9 se representa de forma esquemaética la

composicion isotdpica de una muestra, del trazador, y la composicion final en la mezcla.

=
2
o

| Isotopo a

[ Isotopo b’

g8 -838

% Abundancia isotopica

it
=
A

L]

Muestra  Trazador Mezcla

Figura 9: Representacion grdfica de la abundancia de un isétopo "a"y un isétopo "b" en una muestra, en el trazador
y en la mezcla de ambos.

Si denominamos Ns al nUmero de moles de analito contenido en la muestra, entonces el nimero
total de moles del elemento en la mezcla (Nm) vendra dado por la Ecuacién 1, siendo Nt el nimero

de moles del trazador en la muestra.
N,, = N; + N, (Ec.1)

Ademas, si conocemos las abundancias isotdpicas (A) para dos is6topos (a) y (b) tanto en la
muestra como en el trazador, podemos expresar la Ecuacion 1 en forma de un balance de masas

para cada isétopo (Ecuacion 2 y Ecuacién 3).
N, A% = N;A? + N.A? (Ec.2)

N,,Ab = N,A? + N.A? (Ec.3)
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Si se dividen las dos ecuaciones anteriores, se obtiene una ecuacién final para la relacién de

abundancias isotdpicas de los is6topos (a) y (b) en la mezcla (Rm), recogida en la Ecuacion 4.

_ NGAS + N.AZ

R, =
™ NAZ + N.AP

(Ec.4)
Y, despejando Ns en la ecuacion anterior, podemos obtener la ecuacion mas basica de la dilucion
isotopica (Ecuacion 5).

_ RnA?— Af

= ———  (Ec.5

La IDMS para moléculas organicas es algo mas compleja. Normalmente, las determinaciones de
compuestos organicos conllevan etapas de extraccion, preconcentracion, derivatizacion, etc, por
lo que se suele afiadir un compuesto de concentracion conocida que actle como patrén interno
compensando asi en los célculos las pérdidas de analito que pueden ocurrir en las etapas
mencionadas anteriormente. Los mejores patrones internos son aquellos que tengan un
comportamiento lo mas similar posible al del analito. Por tanto, los andlogos marcados
isotopicamente son la mejor opcion para estos analisis, pues son la mejor aproximacién en cuanto

a las propiedades fisico-quimicas del analito se refiere.

Para la IDMS en compuestos organicos no se puede aplicar la Ecuacién 5 ya que la mayoria de
los elementos que forman las moléculas organicas tienen mas de un isétopo estable, por lo que
sus espectros de masas consistiran en un clister formado por las sefiales correspondientes a la
masa monoisotopica (M) y las contribuciones de los isotopos menos abundantes en M+1, M+2,
etc. Esto a su vez genera solapamientos espectrales al afiadir un compuesto marcado
isotopicamente a la muestra, por lo que se deben emplear estrategias que eviten de alguna manera

los solapamientos espectrales entre el analito y el trazador 131,

Si se divide la Ecuacion 4 entre el nimero de moles del trazador, obtenemos la Ecuacion 6,

propuesta por Pickup y McPherson en 1976 como una grafica de calibracion.

N,
AL+ AT

R, = -—— (Ec.6)
NS Ab Ab
N, 4s T A
Esta ecuacion adquiere una forma lineal cuando el trazador estd marcado en varios atomos como
para que no exista solapamiento de masas entre los analogos natural y marcado; sin embargo, si
el trazador posee pocos atomos marcados, dicha ecuacion complica los calculos tomando una

forma polinémica. Por otro lado, una diferencia grande de masa entre el compuesto natural y el

16



Trabajo Fin de Master PR Universidad de Oviedo
Master en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas 2022/2023 ,/j“ = N\ Universida d'Uviéu
L0 DX University of Oviedo

compuesto marcado se puede traducir en la presencia de efectos isotopicos, que se intensifican a
medida que aumenta la diferencia de masa relativa entre los is6topos del elemento empleado para
el marcaje, especialmente cuando el trazador estd marcado en elementos ligeros como el deuterio.
Esto puede dar lugar a andlisis erroneos, sobre todo con espectrometros de masas con fuente de
ionizacion de electrospray, ya que la supresion de la ionizacién en la misma es muy variable con
el tiempo y variaciones minimas en los tiempos de retencidn podrian dar lugar a cuantificaciones
erroneas. Por tanto, empleando un marcaje multiple se podria aplicar una ecuacion lineal de
calibracion, pero habria mayores probabilidades de presencia de efectos isotdpicos; mientras que,
utilizando un analogo minimamente marcado, reduciriamos la posibilidad de efectos isotdpicos

pero el tratamiento de datos seria mas complejo al tener que aplicar un ajuste polinomial.

1.3.3 Deconvolucion de perfiles isotopicos

Con el objetivo de solucionar el problema de los solapamientos espectrales sin recurrir al marcaje
multiple, el Grupo de Investigacion de Isotopos Estables Enriquecidos de la Universidad de
Oviedo desarroll6 una estrategia denominada “Deconvolucion de perfiles isotopicos (IPD)”
basada en el empleo de una regresion lineal multiple que permite la cuantificacion directa del
analito, sin necesidad de calibrados metodol6gicos, reduciendo asi el uso de reactivos y el tiempo
de operacion. Para poder emplear esta estrategia, es necesario que el trazador esté caracterizado
con anterioridad, es decir, que su concentracion y enriquecimiento isotdpico sean perfectamente

conocidos.

Esta metodologia consiste en una herramienta matematica basada en la regresion lineal multiple
para calcular la contribucién individual de perfiles isotopicos definidos a perfiles isotopicos
experimentales de una mezcla medida por espectrometria de masas, como se puede ver de forma

esquematizada en la Figura 10.
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Molar fractions for each isotope pattern (X, y Xg)

Figura 10: Esquema de la técnica de deconvolucion de perfiles isotopicos (IPD).
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Para la IDMS, el perfil isotopico experimental debe asumirse como una combinacidn lineal de
dos perfiles isotdpicos diferentes: uno procedente del compuesto natural y otro procedente de su
analogo marcado, lo que daria lugar a la Ecuacion 7, donde, como se puede ver, no se miden las

relaciones isotdpicas si no las abundancias isotdpicas.

A}n A711at A%raz el

A%n A721at A?raz Xnat e 2

A?n - A%at A?raz ' [xtraz] + 6.3 (Ec.7)
: - -

L) e A%, e

Donde “An” son las abundancias experimentales obtenidas en la mezcla, “Ana” Son las
abundancias isotopicas teoricas del compuesto natural, “Awa,” son las abundancias isotopicas
tedricas del trazador, “Xna” es la fraccion molar del compuesto natural en la mezcla, “Xiya,” €5 la

[Pt

fraccion molar del trazador en la mezcla y “e” son los residuales de la regresion lineal.

Una vez obtenidas las fracciones molares del compuesto natural y del trazador, y conociendo los
moles afiadidos del trazador al inicio de la mezcla, es posible obtener directamente los moles de

compuesto natural en la mezcla a través de la siguiente relacion (Ecuacion 8).

Npqt _ Xnat (Ec.8)

N traz xtraz

En general, la IDMS molecular ha sido utilizada para la cuantificacion de analitos con alta
exactitud y precisién en una gran variedad de matrices y se ha comenzado a aplicar también a la
cuantificacion de modificaciones epigenéticas en muestras bioldgicas dadas sus numerosas

ventajas 2931341,

1.3.4 Requisitos y ventajas
Para poder aplicar la dilucidn isotopica a un andlisis determinado se deben cumplir una serie de

requisitos que, en caso de no cumplirse, darian lugar a cuantificaciones erréneas.

» El compuesto marcado o trazador debe comportarse lo més similar posible al compuesto
natural durante todo el proceso analitico. En el caso de los compuestos organicos, esto
suele ocurrir cuando no existen efectos isotdpicos.

» Cualquier pérdida de analito o trazador que ocurra antes de alcanzar el equilibrio
isotopico dara lugar a importantes fuentes de error.

» El trazador debe estar completamente caracterizado en concentracion y enriquecimiento

isotopico y la cantidad del mismo afiadida a la muestra debe estar dentro de un rango
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determinado que dependera de la concentracion del analito en la muestra y de las
abundancias isotdpicas.
» Lamedida de las intensidades de los isotopos debe estar libre de interferencias espectrales
y todos los pardmetros que afecten a la precisién de las medidas deben estar bajo control.
» Se debe llevar un control exhaustivo de los blancos ya que cualquier tipo de

contaminacion afectara a valores erroneos de las abundancias.

Una vez asegurados los requisitos anteriores, los analisis por IDMS presentan grandes ventajas

siendo las méas importantes las siguientes:

» Cualquier variacion en la sensibilidad debida a inestabilidades instrumentales no tendra
influencia sobre la concentracién final del compuesto

» Una vez que se consigue el equilibrio isotdpico entre la muestra y el trazador, cualquier
pérdida de sustancia no afectara al resultado final

» Los unicos valores a determinar experimentalmente son (en el caso de compuestos
organicos) las abundancias isotopicas, medidas con precisién mediante espectrometria de
masas.

» Reduccion de tiempo en comparacion con otros métodos analiticos, ya que no se necesita

calibracion metodoldgica.

Como se puede observar, la IDMS presenta numerosas ventajas frente a otros métodos analiticos,
ademas de ser un método muy preciso y exacto, aunque también cuenta con algunas desventajas
como la no disponibilidad de analogos marcados isotépicamente de algunos compuestos o la
dificultad para conseguir la homogeneidad de la mezcla entre la muestra y el trazador en algunos

Casos.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de un método de referencia rapido, sencillo y
preciso para la cuantificacion de citosinas metiladas en ADN que estan fuertemente asociadas al
desarrollo de enfermedades como el cancer. Este método se basa en una hidrolisis previa para la
conversién de ADN a nucledsidos, que posteriormente seran analizados mediante HPLC-MS/MS

y cuantificados mediante dilucidn isotdpica.
Este objetivo general se abordaré a través de los siguientes objetivos parciales:

- Extraccion de ADN marcado isotopicamente en N de algas Chlamydomonas
reinhardtii.

- Hidrdlisis del ADN marcado isotopicamente y del ADN de diferentes tejidos de un patrén
comercial de raton.

- Optimizacién del analisis de dC y 5mdC mediante cromatografia liquida de ultra alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas tandem.

- Caracterizacion de los nucledsidos marcados isotépicamente en >N en concentracion y
enriguecimiento.

- Cuantificacion del porcentaje de metilaciéon en ADN de diferentes tejidos de raton

mediante dilucion isotopica.

El objetivo académico de este Trabajo de Fin de Master consiste en la aplicacion de los
conocimientos obtenidos en el Master Universitario en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas para
resolver problemas, adquirir e interpretar datos y transmitir la informacion en el ambito de la
investigacion en la rama de quimica analitica, asi como adquirir experiencia en el manejo de

equipos de cromatografia y espectrometria de masas.
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3. Experimental

3.1 Reactivos
Las muestras de Chlamydomonas reinhardtii (cepa CC503 cw92 mt+) fueron proporcionadas por
el Chlamydomonas Resource Center de la Universidad de Minnesota, EEUU.

Los nucledsidos de ADN 2’- desoxicitidina, 2’- desoxiadenosina y 2’- desoxiguanosina fueron
comprados en Alfa Aesar (EEUU), mientras que la timidina y la 5-metil-2’-desoxicitidina fueron
adquiridas en Sigma (EEUU).

El set de ADN metilado de raton Zymo D5019 se compré al distribuidor Comercial Hospitalaria
Grupo 3 (Santiago de Compostela, Espafia).

Para la extraccion de ADN: la disolucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), TRIS,
EDTA, B-mercaptoetanol, alcohol isoamilico, cloroformo, acetato de sodio, etanol e isopropanol

fueron comprados en Sigma.

Para la hidrélisis de ADN: la nucleasa P1 y la fosfatasa alcalina fueron adquiridas en Sigma, asi
como el sulfato de zinc y el HCI.

Para las fases moéviles del LC-MS se utiliz6 metanol de grado OPTIMA LC-MS con una pureza
superior al 99,9 % comprado en Fisher Scientific (Massachusets, EEUU); acido férmico de pureza
superior al 98 % adquirido en Sigma Aldrich; acetonitrilo de calidad LC-MS adquirido en Fisher
Scientific (Massachusets, EEUU); bicarbonato amonico (>99,5 %) obtenido de Sigma Aldrich
(EEUU) y formiato aménico (>99,0 %) de Fluka (Alemania).

3.2 Instrumentacion

Para la extraccion e hidrolisis de ADN se hizo uso de un termociclador UNO96 HPL (VWR)
(Pensilvania, EEUU); un horno Hereaeus de ThermoFisher Scientific (Massachusets, EEUU); un
Nano espectrofotometro VIS-UV de Nabi (Madrid, Espafia); una centrifuga AccuSpin Micro 17
de Fisher Scientific (Madrid, Espafia); un evaporador MiVac de Genevac de Fisher Scientific
(Massachusets, EEUU); un vortex de Fisher Scientific (Massachusets, EEUU) modelo TopMix
FB15024; un ultrasonicador UP200S de Hielscher Ultrasonics (Teltow, Alemania) y una balanza
analitica Mettler Toledo modelo AB204-S (Madrid, Espafia).

La separacion cromatogréfica de los nucleosidos se llevo a cabo en un equipo de cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC) de Agilent series 1290 (California, EEUU) acoplado a un
espectrometro de masas (modelo Agilent 6460) con una fuente de ionizacion de electrospray (“jet-

stream”) y un analizador de masas de triple cuadrupolo. La columna cromatografica utilizada fue
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la columna Luna Omega Polar C18 de Phenomenex (California, EEUU) de dimensiones 100 x

2,1 mm x 1,6 um junto con una precolumna SecurityGuard™ UPLC C18-Peptide.

La columna utilizada para la prueba de cromatografia HILIC fue la columna Waters BEH Amide
UPLC de Waters (Massachusets, EEUU) de dimensiones 150 mm x 2,1 mm x 1,7 um.

El agua ultrapura empleada en las disoluciones y en las fases moviles se obtuvo a través de un

sistema de destilacion PureLab Flex 4 (Francia).
Para el pH de las fases moviles se utilizé un pH-metro Basic 20 de Crison (Barcelona, Espafia)
Se utilizé también material convencional de laboratorio como:

- Viales de vidrio con inserto para HPLC de la casa Cromlab SL modelo 8004-HP-H/i3u

(Barcelona, Espafia).

- Tubos tipo Eppendorf graduados y con cierre de seguridad de la casa Astik’s modelo PCRP-
015-500 de 1,5 mL (Barcelona, Espafia).

- Viales de vidrio ambar de 4 mL de ThermoFisher Scientific modelo C4015-2 (Massachusets,
EEUU).

- Tubos tipo Falcon de 50 mL de ThermoFisher Scientific (Massachusets, EEUU).

3.3 Procedimientos

3.3.1 Extraccion de ADN marcado isotopicamente en °N

Para la obtencién de ADN marcado isotdpicamente en >N se llevé a cabo un protocolo adaptado
de extraccion con CTAB 11 en algas Chlamydomonas reinhardtii. Se parte de 22,5 mg (peso
seco) de una muestra liofilizada de algas marcadas isotopicamente en °N, se homogeniza y se
afiaden 800 uL de buffer de extraccion a 60 °C y 7 uL de B-mercaptoetanol, mezclandose por
inversion hasta disolucion total. La mezcla se incuba durante 30 minutos a 60 °C y 800 rpm
(después de 2 minutos es necesario abrir y cerrar los tubos para evitar sobrepresion) y una vez
finalizada la incubacién, se centrifuga durante 2 minutos a 20000 g y se afiaden 500 uL de una
mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (7,2 mL del primero y 0,3 mL del segundo) agitando
suavemente durante 2 o 3 minutos. La mezcla se lleva de nuevo a centrifrugar durante 5 minutos
a 20000 g y el sobrenadante obtenido se transfiere a un tubo nuevo, al que se afiaden 500 pL de
isopropanol frio (-20 °C) y se incuba de nuevo durante 30 minutos a -20 °C. La mezcla es
centrifugada de nuevo a 20000 g y 4 °C durante 5 minutos y esta vez se descarta el sobrenadante,
mientras que el precipitado obtenido se lava con 500 pL de etanol al 70 % frio y se repite el

proceso de centrifugado esta vez 10 minutos para descartar posteriormente el sobrenadante. Se
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deja evaporar el etanol del precipitado sin que se quede completamente seco y se redisuelve en

30 pL de agua.

Para la eliminacion del ARN de la muestra se afiaden 5 puL de RNAsa y la mezcla se incuba
durante 1 h a 37 °C con el objetivo de fragmentar el ARN en trozos mucho mas pequefios que los
fragmentos de ADN. Una vez terminada la incubacidn, se afiaden 0,5 pL de acetato de sodio 3 M
apH 5,2y 100 uL de isopropanol puro y se centrifuga en frio durante 20 minutos a 4 °C y méxima
velocidad para precipitar el ADN. El sobrenadante es desechado y el precipitado se lava con 500
pL de etanol al 75 % para repetir la etapa de centrifugado durante 15 minutos y volver a desechar
el sobrenadante. El precipitado se deja secar al aire durante mas o menos 15 minutos y se
reconstituye en 20 pL de agua. Para cuantificar el ADN extraido se emplea el Nabi - Nano
espectrofotometro VIS-UV.

3.3.2 Hidrdlisis de acidos nucleicos para la obtencion de nucleésidos marcados

Para la obtencion de nucleésidos marcados en °N a partir de las muestras de ADN obtenidas se
llevé a cabo un protocolo de hidrolisis empleando las enzimas NP1 y fosfatasa alcalina. En él, se
parte de 8 g de muestra y se incuba a 99 °C durante 2 minutos para desnaturalizarla. Finalizada
la incubacion se colocan rapidamente los tubos Eppendorf en vasos de hielo con agua durante 5
minutos y se afiaden 2,5 L de sulfato de Zn (cofactor) y 5 UL de NP1. La mezcla se deja en el
termaociclador a 37 °C durante 16 h.

Ya terminada la primera hidrdlisis se afiaden 3,5 uL de buffer TRIS0,5 M apH 8,3y 2 uL de la
enzima fosfatasa alcalina, se mezclan suavemente y se incuban durante 2 h a 37 °C para obtener
los nucledsidos. En la Figura 11 se muestra un esquema ilustrativo de todo el proceso de hidrélisis

llevado a cabo.
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Figura 11: Esquema ilustrativo de la hidrdlisis enzimdtica de ADN.

3.3.3 Analisis de nucletsidos por UPLC-MS/MS mediante dilucion isotdpica

Los nucledsidos son separados mediante una cromatografia liquida en fase reversa empleando

como fase A agua ultrapura con bicarbonato sédico 1 mM, metanol puro como fase B, y el

gradiente que se muestra en la Tabla 1. Los analitos separados son posteriormente analizados en

el espectrometro de masas en modo de ionizacion positiva y modo de deteccion MRM (Multiple

Reaction Monitoring). Los parametros empleados para la separacion cromatogréafica y para la

deteccion por espectrometria de masas se encuentran recogidos en las tablas Tabla 1 y Tabla 2

respectivamente.

Tabla 1: Condiciones optimizadas para la separacion cromatogrdfica de dCy 5mdC.

Columna

Luna Omega Polar C18 (100 x 2,1 mm x 1,6 pum)

Precolumna

SecurityGuard™ UPLC C18-Peptide

Temperatura de columna

25°C

Fase mavil A H20 ultrapura + 1 mM NH4HCO;
Fase movil B Metanol puro

Flujo 0,2 mL/min

Gradiente 0—4min 0 % de fase B

4 —7 min 1,50 % de fase B
7 —8 min 90 % de fase B
8 — 15 min 90 % de fase B
15— 16 min 0 % de fase B
16— 20 min 0 % de fase B
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Tabla 2: Condiciones optimizadas del espectrometro de masas para el andlisis de dCy 5mdC.

Modo de ionizacion Positivo
Temperatura del gas 350 °C
Temperatura del gas envolvente 400 °C
Flujo de gas envolvente 12 mL/min
Flujo de gas 7 mL/min
Potencial de entrada 1500 V
Potencial del capilar 2500 V
Presion del nebulizador 35 psi

Los resultados son posteriormente adquiridos y tratados mediante el software Agilent MassHunter
Workstation.

3.3.4 Determinacién de la pureza espectral y el enriguecimiento isotépico de los nucledsidos
marcados en **N

Para llevar a cabo la caracterizacion del trazador, lo primero que se debe tener en cuenta es que
los clusteres obtenidos para las diferentes moléculas en la fuente de ionizacién no son puros,
debido a los diferentes mecanismos de fragmentacién que ocurren simultdneamente en la fuente
y también al nimero de iones fragmento que contienen diferente nimero de hidrégenos y que
solapan en el espectro de masas. Por otra parte, la baja resolucién del espectrometro de masas
empleado puede dar lugar a sefiales en la m/z correspondiente a M-1 incluso con espectrometros
perfectamente calibrados; en concreto, con el cuadrupolo se pueden obtener perfiles con sefiales
no simétricas adyacentes a la masa M. Tanto para la determinacion de la pureza espectral como
para el calculo del enriguecimiento isotopico se emple6 un procedimiento desarrollado por el

Grupo de Investigacion de Is6topos Estables de la Universidad de Oviedo (61,

Para calcular los valores de dichas contribuciones se miden 5 veces las distribuciones isotépicas
de los clusteres del dC y del 5mdC en un patréon natural en modo SIM. Las sefiales de area
experimentales se normalizan obteniendo asi las abundancias experimentales (Aexp); Mientras que
las abundancias tedricas para los diferentes isotopélogos (Awo) Se calculan con la férmula

molecular de cada clster a través de un algoritmo conocido como Kubinyi 1,

Conocidas las abundancias experimentales y tedricas, ambas se relacionan mediante otra

regresion lineal maltiple (Ecuacion 9).
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Resolviendo la ecuacién anterior se puede determinar el porcentaje de contribucion de la sefial
M-1 al perfil isotopico (debida mayoritariamente a la falta de resolucion del cuadrupolo), asi como

la semejanza entre las abundancias isotopicas tedricas y experimentales.

Una vez determinada la pureza espectral, se procede al calculo del enriquecimiento isot6pico del
trazador. Para ello se miden 5 veces las distribuciones isotépicas de los clusteres de dC y 5mdC
en un patron marcado en modo SIM. Las sefiales experimentales se normalizan de nuevo para
obtener las abundancias experimentales y estas abundancias, junto con los valores obtenidos para
Xwm-1 (asumiendo que la pureza espectral es la misma en naturales y marcados) se introducen en
un Excel que contiene un algoritmo para calcular el enriquecimiento isotopico. Esta herramienta
establece dentro de un rango prefijado de posibles valores de enriquecimiento isotépico, 100
posibles enriquecimientos isotopicos, para los que calcula distintas distribuciones isotopicas

tedricas empleando de nuevo el algoritmo de Kubinyi.

4. Resultados

4.1 Extraccion de ADN de algas marcadas isotépicamente en *°*N

Para la extracciéon de ADN marcado isotépicamente en °N se tomaron tres réplicas de una
muestra de Chlamydomonas reinhardtii liofilizada a las que se les aplicé el procedimiento de
extraccion recogido en el apartado 3.3.1. Al protocolo mencionado se le afiadié una etapa de
fragmentacion con una sonda de ultrasonidos ya que las células no se habian roto por completo
en la homogeneizacion del primer paso del protocolo. Una vez extraido el ADN y tras la etapa de
limpieza del ARN, se cuantificd en el Nabi -Nano espectrofotometro VIS-UV obteniendo valores
de 508,3, 252,2 y 430,6 ug/g de ADN para las tres réplicas procesadas. Probablemente en el

segundo caso se haya perdido una parte de ADN en alguna de las etapas de lavado.

4.2 Hidroélisis enzimatica de ADN

El protocolo de hidrélisis enzimética de ADN recogido en la seccion 3.3.2 se llevé a cabo tanto
para el ADN marcado isot6picamente obtenido de las algas como para las muestras de ADN de
tejido de ratdn, a excepcion de las cantidades, adaptadas en funcion de la concentracion inicial de

ADN de las muestras de raton.
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En el caso de las muestras de ADN de ratdn, se escogieron dos muestras de ADN de diferentes
organos de ratén, una de ellas de tejido de cerebro y otra de tejido de rifién. Por separado se
tomaron 5 pL de cada muestra y se diluyeron con agua ultrapura hasta 10 yL. Las muestras se
incubaron a 99 °C durante 2 minutos para desnaturalizarlas y, una vez finalizada la incubacion,
se colocaron inmediatamente en hielo durante 5 minutos para evitar la re-naturalizacién.
Manteniendo los tubos Eppendorf en hielo, se afiadieron 1,25 puL de ZnSO4y 2,5 pL de NP1y se

dejo en el termociclador a 37 °C durante 18 h.

Una vez finalizada la primera hidrdlisis, se procedi6 a la segunda hidrolisis con fosfatasa alcalina
para la conversion a nucleésidos. Se afiadieron entonces 1,25 pL de buffer TRIS 0,5 M a pH 8,3
y 1 pL de la enzima fosfatasa alcalina y la mezcla se incubé durante 2 h a 37 °C para obtener los

nucledsidos.

Previo analisis de los nucle6sidos marcados obtenidos de las algas, se probaron dos
procedimientos de limpieza a diferentes viales con el fin de introducir la menor cantidad de sales

y suciedad en el equipo de analisis.

e Limpieza A: se realiz6 una extraccion en fase sélida en la que la disolucién de nucledsidos
obtenida se pipeted varias veces a través de puntas ZipTip de micropipeta, que contienen
un relleno C18, con el fin de retener los nucledsidos en la misma. Dicha columna se lavo
un par de veces con agua para finalmente eluir los nucleésidos en metanol.

e Limpieza B: se afiadieron 225 L de etanol a -20 °C sin agitar y la mezcla se dejo durante
1 h a dicha temperatura para la precipitacion de las sales. Posteriormente se llevo a la

centrifuga a 4 °C durante 15 minutos a 14000 rpm y se tomo el sobrenadante.

En ambos casos la disolucion fue evaporada bajo corriente de N y reconstituida en 100 pL de

agua para su andlisis en el equipo de HPLC-MS/MS.

En el analisis obtenido para la disolucién con la limpieza A apenas se observé sefial para los
compuestos de interés. Esto se debe probablemente a que los analitos son compuestos bastante
polares que dificilmente se retienen con un relleno C18 convencional. Sin embargo, si que se
obtuvieron sefiales apreciables tanto para el residuo que quedo tras la limpieza A, como para la
disolucién tratada con la limpieza B. Mediante una inyeccién de la muestra en modo SCAN se
pudieron ver los abundantes restos de reactivos usados para la extraccion e hidrdélisis del ADN,
que generaban una elevada supresién de la ionizacién y ademas ensuciaban la columna,
imposibilitando la observacion de los compuestos de interés si las medidas no se realizaban en
modo MRM.
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de separacion recogidas en la Tabla 3 y las condiciones

de deteccion para el MS recogidas en la Tabla 4, empleadas para la separacion de los 5 nucledsidos

presentes en el ADN (dC, 5-mdC, dA, dT y dG), inyectando una mezcla de patrones de los cinco

compuestos en agua a una concentracion de 20 pg/g y posteriormente cada patron individual a

una concentracion de 100 pg/g.

Tabla 3: Condiciones iniciales utilizadas en la separacion cromatogrdfica de los nucledsidos.

Temperatura de columna

25°C

Fase movil A H,O ultrapura + &cido férmico al 0,1 %
Fase movil B Metanol

Flujo 0,2 mL/min

Gradiente 0 —4 min 0 % de fase B

4 — 14 min 3 % de fase B
14 — 15 min 3 % de fase B
15— 20 min 0 % de fase B
20 — 25 min 0 % de fase B

Tabla 4: Condiciones iniciales utilizadas en el espectrometro de masas para el andlisis de los nucledsidos.

Modo de ionizacion Positivo
Temperatura del gas envolvente 400 °C
Temperatura del gas 300°C
Flujo del gas envolvente 12 mL/min
Flujo del gas 7 mL/min
Potencial de entrada oV
Potencial del capilar 2000 V
Presion del nebulizador 40 psi

Como se puede observar en la Figura 12, los compuestos dA y dC eluian en el mismo pico

cromatografico practicamente al mismo tiempo de retencion; ademas, los picos cromatograficos

correspondientes a los nucledsidos dG y dT también se solapaban, aunque esto no seria un

problema mientras no interfieran en la zona de los compuestos de interés. La deteccion en el MS
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se programd para comenzar las medidas a partir del minuto 2 evitando asi introducir en el

espectrémetro de masas los compuestos no retenidos que eluian al principio.
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Figura 12: Cromatograma obtenido mediante UPLC-MS para una mezcla de patrones naturales de dC, dG, dA, dT y
5mdC a una concentracion de 20 ug/g.

Por otra parte, analizando los espectros de masas de cada pico cromatografico por separado, se
puede apreciar la presencia de mas de una sefial para cada compuesto, como se muestra en la
Figura 13y en la Figura 14, observando el mismo comportamiento tanto en la mezcla como en
los patrones individuales. La sefial esperada seria a la m/z correspondiente al peso molecular del
nucleodsido con 1H debido a la protonacion en la fuente de ionizacion, indicada en las figuras en
color azul. En cuanto a la m/z sefialada en color verde, se pudo comprobar que aparecia en los
espectros de todos los nucle6sidos y se corresponde con una pérdida de 115 unidades con respecto
al peso molecular del nucledsido, lo que indicaria la pérdida del azlcar desoxirribosa. A pesar de
que la fuente ESI es una fuente de ionizacidn bastante suave, en determinados casos puede ocurrir
la rotura de los nucleésidos dando lugar a las bases nitrogenadas, como ya ha sido observado por
otros autores 781 En el caso de la sefial obtenida a m/z mayores, aparece a una m/z justo el doble

del peso molecular del nucle6sido mas 1H, por lo que podria ser un aducto.
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Figura 13: Espectro de masas obtenido para un patron de 100 ug/g de dC en modo SCAN.
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Figura 14: Espectro de masas obtenido para un patron de 100 ug/g de 5mdC en modo SCAN.

4.3.2 Prueba de diferentes tipos de sales en la fase movil A

Con el objetivo de intentar aumentar las sefiales de los espectros de masas correspondientes a la
m/z del nucledsido, se probaron diferentes tipos y concentraciones de sales en la fase movil A, ya
que en numerosos estudios las sefiales obtenidas por espectrometria de masas se veian afectadas

por la presencia y concentracion de sales 2749,

Se comenz6 probando la adicion de bicarbonato amoénico a dos concentraciones diferentes (2 y 1
mM) como sustituto del acido férmico empleado previamente. En este estudio, ademas de
apreciarse pequefios aumentos en la sensibilidad de los dos compuestos, se observaron diferencias
significativas en los tiempos de retencion. De esta manera, el primer compuesto en eluir fue la
dC, seguido de la 5mdC (ambos picos perfectamente resueltos) y posteriormente coeluyeron la
dA, dG y dT, lo cual no seria un gran problema dado que estan suficientemente separados de los
analitos. Ademas, se observaron intensidades de pico mayores a concentracion de 1 mM con

respecto a 2 mM, evitando ademas introducir demasiada concentracion de sales en el equipo.

Seguidamente, se realiz6 también una prueba con formiato de amonio 1 mM, pero la sensibilidad
disminuy6 de forma notable con respecto a las dos concentraciones probadas de bicarbonato de

amonio, como se puede apreciar en la Figura 15. En ella también se puede observar la reduccion
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del tiempo de analisis ya que se acort6 la cromatografia a 15 minutos, pues todos los compuestos

estaban eluyendo antes de los 10 minutos.

X107 +ESI TIC Scan Frag=135.0V 23041102.d

i
34 \“ 5mdC

|\
I

Figura 15: Cromatogramas obtenidos para un mismo patron de los 5 nucledsidos con diferentes sales en la fase maovil
A: formiato de amonio 1 mM (negro), bicarbonato amdnico 2 mM (granate) y bicarbonato amédnico 1 mM (verde).

En las diferentes pruebas realizadas se continud observando el mismo patrén de sefiales del
espectro de masas de cada compuesto, con sefiales a las m/z correspondientes al nucleésido, la

base nitrogenada y a un posible aducto.

4.3.3 Prueba de columna HILIC

Con el fin de intentar separar los 5 nucle6sidos y de aumentar un poco los tiempos de retencion
de los primeros, se llevé a cabo una pequefia prueba con una columna HILIC, ya que los analitos
son bastantes polares y en una fase estacionaria polar se deberian quedar mas retenidos. Previo al
analisis se llevo a cabo una limpieza de la columna manteniéndola durante unas horas con 60 %
de fase movil A (ACN) y 40 % de fase movil B (agua), a un flujo de 0,2 mL/min. Las condiciones
de separacion cromatografica se recogen en la Tabla 5 mientras que las condiciones de deteccion

del MS se mantuvieron como anteriormente (Tabla 4).

Tabla 5: Parametros de la separacion cromatogrdfica para el andlisis con la columna HILIC

Temperatura de columna 25°C

Fase movil A H.O ultrapura + 2,5 mM NH;HCO;
Fase movil B ACN puro

Flujo 0,2 mL/min

Gradiente 0—-1,5min 95 % de fase B

1,5—-3,7 min 50 % de fase B
3,7— 8,6 min 50 % de fase B
8,6 — 8,7 min 95 % de fase B
8,7 — 14 min 95 % de fase B
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El cromatograma obtenido se representa en la Figura 16, donde se puede observar bastante
inestabilidad, reflejada en altos fondos, ademas de solamente 2 picos cromatograficos entre los

cuales coeluyeron los 5 compuestos.

+ESI TIC Scan Frag=135.0V 23050402.d

x107

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 16: Cromatograma obtenido en modo SCAN para una mezcla de patrones de dG, dA, dC, 5mdC y dT a una
concentracion de 20 ug/g con la columna cromatogrdfica HILIC. Negro: fondo (agua ultrapura); Rojo: mezcla de
patrones de los 5 nucledsidos.

En el espectro de masas correspondiente al pico 1 solo se distingue la sefial correspondiente a la
base nitrogenada de la dA, como se indica en la Figura 17; mientras que en el espectro de masas
del 2° pico cromatografico (Figura 18) se observan todas las sefiales del dC y del 5mdC por lo
que se puede confirmar la coelucidn de ambos compuestos en el segundo pico. Por otra parte, no
aparecen sefiales correspondientes a la dG y la dT por lo que probablemente sus sefiales estén
ocultas bajo los fondos, lo que podria confirmarse extrayendo las m/z correspondientes del

cromatograma o realizando un analisis en modo MRM.
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Figura 17: Espectro de masas obtenido para el ler pico cromatogrdfico de la Figura 15.
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Figura 18: Espectro de masas obtenido para el 22 pico cromatogrdfico de la Figura 15.

Finalmente se decidid6 no continuar con la cromatografia HILIC puesto que la columna
cromatografica estaba bastante usada, no presentaba mucha reproducibilidad y los compuestos de
interés coeluian, mientras que en fase reversa ambos compuestos estaban completamente

separados y los analisis resultaban més reproducibles.

4.3.4 Optimizacion de los parametros del espectrometro de masas
Una vez optimizada la cromatografia y los parametros asociados con la misma, se procedi6 a
optimizar los pardmetros asociados a la fuente de ionizacién y a la celda de colision para obtener

las mayores sefiales analiticas posibles.

Para la optimizacion de la fuente de ionizacion, se llevaron a cabo inyecciones de patrones de dC
y 5mdC en modo FIA y SIM y se intentd encontrar un compromiso entre la sefial de la base
nitrogenada vy la sefial del nucle6sido con el fin de elegir méas adelante cuél de las dos seria méas

conveniente monitorizar.
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Figura 19: Grdficas de los pardmetros optimizados en la fuente de ionizacion para el dCy el 5mdC. Amarillo: sefial del
nucledsido de la 5mdC; Gris: sefial de la base nitrogenada de la 5mdC; Azul: sefial de la base nitrogenada de la dC;
Verde: sefial del nucledsido de la dC.
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En la Figura 19 se muestran las gréficas correspondientes a la optimizacién de cada parametro
de la fuente de ionizacidn ESI, en las que se observa una mayor sensibilidad para el compuesto
5mdC que para el dC. Para todos los parametros se escogieron los valores que mayor sefial
analitica proporcionaron, excepto en el flujo de gas, que se establecié en 7 mL/min ya que el
sistema instrumental presentaba mayor estabilidad a dicho flujo que a 9 mL/min. Las condiciones

optimizadas son las recogidas en la Tabla 2 de la seccion 3.3.3.

Una vez optimizados todos los pardmetros de la fuente de ionizacién, se optimizaron también los
parametros de la celda de colision, que se recogen en la Tabla 6. Los analisis se llevaron a cabo
en modo MRM tras haber realizado varios analisis previos en modalidad de Product lon con el
fin de conocer el perfil de fragmentacion de cada compuesto y escoger los iones producto con
mayor sefial. Para las transiciones de las bases nitrogenadas como idn precursor, se escogieron
como iones producto las bases nitrogenadas con la pérdida de un grupo amino [M-NHs]*, mientras

gue para las transiciones de los nucledsidos, se escogieron las bases nitrogenadas como i6n

producto.
Tabla 6: Pardmetros de la celda de colisién optimizados para los compuestos dCy 5mdC.
Transiciones Fragmentor Energia de Potencial de aceleracion de celda
colision (eV) (V)
112 > 95 (dC) 150 19 7
228 > 112 (dC) 150 6 6
126 - 109 (5mdC) 150 18 6
242 > 126 (5mdC) 150 9 5

4.3.5 Estudio de la variacidn de las sefiales con la concentracién inyectada

Con el fin de determinar si se producia variacion en el perfil de fragmentacién del nucledsido en
funcion de la concentracion, se llevo también a cabo un estudio de la variacién de las sefiales
correspondientes a la base nitrogenada, al nucledsido y al aducto con la concentracion del patron,
inyectando diferentes volumenes de inyeccion de una misma disolucion patron de 5mdC de 0,1

Hg/g en modo MRM.
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Figura 20: Grdfica comparativa de la variacion de las sefiales correspondientes a las transiciones en MRM de la base
nitrogenada, el nucledsido y un posible aducto del compuesto 5mdC con distintos volumenes de inyeccion de un patron
de concentracion 0,1 ug/g.

En la Figura 20 se puede ver un comportamiento muy similar para la sefial del nucledsido
protonado y para el supuesto aducto, aumentando suavemente con la cantidad de volumen
inyectado. Sin embargo, la sefial de la base nitrogenada aumentaba de forma considerable hasta

alcanzar una meseta a un volumen de inyeccion de 9-10 uL.

En todos los espectros obtenidos hasta el momento la sefial correspondiente a la base nitrogenada
fue bastante superior a la del nucledsido, que era bastante escasa en algunos casos. Ademas, dado
que la sefial correspondiente a la base nitrogenada aparece en el mismo tiempo de retencion que
el nucledsido, se puede concluir que la fragmentacion del nucledsido se produce en la fuente de
ionizacion, como se habia predicho anteriormente. Por ello, para continuar con el trabajo se

decidié monitorizar la m/z de la base nitrogenada para obtener una mayor sensibilidad.

Dado que las sefiales de las bases nitrogenadas aparecen en zonas del espectro a m/z mas bajas
donde suele aparecer mas suciedad, se realiz6 un calibrado por patrones externos tanto para la dC
como para la 5mdC para estimar los limites de deteccidn, puesto que, en futuras aplicaciones a
muestras bioldgicas, estos compuestos estaran presentes en una matriz con mas componentes. Los
valores encontrados fueron de 1,97 y 6,57 ng/g para los limites de deteccion y de cuantificacion
de la dC, respectivamente; y 1,80 y 6,02 ng/g para los limites de deteccion y de cuantificacion de

la5mdC, respectivamente; mientras que en el caso de los nucledsidos, se encontraron 5,60 y 18,66
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ng/g para los LODs y LOQs de la dC respectivamente y 2,78 y 9,25 ng/g para los LODs y los

LOQs de la 5mdC, respectivamente.

4.4 Determinacién de la pureza espectral y el enriquecimiento isotopico de los nucledsidos
marcados en *N

Los nucledsidos marcados isotépicamente en **N se obtuvieron de las algas Chlamydomonas
reinhardtii, con todos los nitrégenos marcados isotopicamente, tras la extraccion e hidrolisis de
ADN de las mismas. Debido a que no son patrones comerciales y a que tampoco se realizé una
etapa de purificacion por falta de tiempo, se modificé el gradiente cromatografico de forma que
al eluir el segundo compuesto, se realizara en cada inyeccion una limpieza exhaustiva con un alto

porcentaje de metanol al final del gradiente. EI gradiente cromatogréfico se recoge en la Tabla 7.

Tabla 7: Gradiente cromatogrdfico utilizado para la medida de compuestos marcados sin purificar y muestras.

Flujo 0,2 mL/min

Gradiente 0—4min 0 % de fase B

4 —7 min 1,50 % de fase B
7 —8min 90 % de fase B
8 — 15 min 90 % de fase B
15-16 min 0 % de fase B
16— 20 min 0 % de fase B

Una vez obtenidos los nucle6sidos marcados, se llevd a cabo un andlisis en modo PI con el fin de
comprobar que el perfil de fragmentacion era el mismo que para sus andlogos naturales. En este
proceso, la base nitrogenada pierde una de las tres marcas, ya que durante la transicion de la

misma como ién precursor se pierde un grupo amino.

Para el calculo de la pureza espectral, se realizaron cinco inyecciones de una disolucién patrén
mezcla de los compuestos naturales de dC y 5mdC a una concentracion de 5 pg/g en modo SIM
y las &reas obtenidas se normalizaron para calcular las abundancias. Estas abundancias
experimentales junto con las abundancias tedricas se introdujeron en la Ecuacion 9 para calcular

la contribucion del M-1 al perfil isotdpico.

37



Trabajo Fin de Master
Master en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas 2022/2023 A

— |\
AXAREmER AN versieac
4 *A = W) University of Oviedo

Universidad de Oviedo

Universida d’Uviéu

Tabla 8: Valores obtenidos para las contribuciones del M-1 al perfil isotdpico para el dCy el 5mdC, junto con el cluster
medido, el tiempo de retencion y la formula del compuesto.

Nucleésido tr (mMin) Formula  Claster (m/z)  Xma (%0)
dC 3,03 C4sHsN3sO 111-116 1,76 + 0,08
5mdC 5,50 CsH/N3O 125-130 2,02 £0,07

En la Tabla 8 se recogen los valores obtenidos para las contribuciones del valor M-1 al perfil
isotopico de cada compuesto.

Para la determinacion del enriguecimiento isot6pico, se midio de nuevo 5 veces una disolucion
mezcla de dC y 5mdC marcados en modo SIM y las areas obtenidas se normalizaron para calcular
las abundancias. Mediante el procedimiento descrito en el apartado 3.3.4 se calcularon los

enriguecimientos isotdpicos de cada compuesto, que se recogen en la Tabla 9.

Tabla 9: Enriquecimientos isotdpicos encontrados para los patrones marcados de dC y 5mdC, junto con el cluster
medido, el tiempo de retencion y la formula del compuesto.

Nucleésido  tgr (min) Formula Claster (m/z) Enriquecimiento isotopico (%)
BNz-dC 3,03 C4Hs®N3O 111-116 98,36 + 0,56
Nz-5mdC 5,50 CsH7*°*NsO 125-130 98,93+ 0,47

4.5 Validacion del método de medida en MRM

Una vez determinado el enriquecimiento isotdpico de los dos compuestos y realizado el barrido
de los iones producto para escoger las transiciones en MRM, se compararon las abundancias
experimentales obtenidas tanto para los compuestos naturales como para sus analogos marcados
con las abundancias teéricas proporcionadas por el software Isopattern, el cual, al proporcionarle
las formulas de los iones precursores e iones producto, asi como el enriquecimiento isotépico,
proporciona las abundancias tedricas correspondientes. Los valores del fragmentor, la energia de
colision y el potencial de celda empleados fueron aquellos optimizados para sus analogos

naturales. Las transiciones medidas se indican en la Tabla 10.

Tabla 10: Transiciones medidas en MRM para los compuestos naturales y marcados.

Nucleésido  Transiciones medidas en MRM

112 > 95
dc 113 > 96
NG 115 > 97
116 > 98
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126 > 109
SmdC 127 > 110
15N5-5mdC 129 - 111
130 > 112

De una forma maés visual, las abundancias experimentales se compararon con las tedricas
mediante diagramas de barras tanto para el compuesto natural como para el compuesto marcado

en la Figura 21.
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1,2
08
% 08 2
E 06 § 0,6
3 04 504
< 02 <02
0 f_— 0 -
112->95 113->96 115-->97 116-->98 126-->109 127-->110 129-->111 130-->112
Transiciones Transiciones
mTebricas  mExperimentales m Tedricas = Experimentales
dC marcado 5mdC marcado
1,2 1

-
o
[0}

Abundancias
Abundancias

o o o
~

0,8 .
6
0,6
0,4
0,2 2
_ — 0 = -

112-->95  113-->96 115-->97 116-->98 126-->109 127-->110 129-->111 130-->112
Transiciones Transiciones

m Teoricas m Experimentales m Teoricas m Experimentales

Figura 21: Grdficas comparativas de las abundancias tedricas y experimentales para las transiciones de MRM de los
compuestos dCy 5mdC con patrones naturales y marcados.

Para los patrones naturales de ambos compuestos se obtuvieron abundancias experimentales
concordantes con las abundancias tedricas. Sin embargo, para el 5mdC marcado, se encontr6 una
abundancia bastante alta en la transicion 126 - 109, correspondiente al compuesto natural. En
esta transicion deberiamos encontrar una abundancia minima debida a que el enriquecimiento es
del 98,9 %, sin embargo, la abundancia encontrada es mayor, lo que podria deberse a una eventual
contaminacion de la muestra con el compuesto natural. De hecho, esto también ocurre para el dC

marcado, aunque en menor medida.
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Una vez validadas las medidas por MRM, se inyect6 una mezcla de los dos compuestos naturales
y marcados y se calcularon las concentraciones de los patrones marcados mediante dilucion
isotopica inversa, obteniendo concentraciones de 0,785 + 0,016 pug/g para el dC y 0,0096 + 0,0011
Kg/g para el 5mdC en el trazador.

4.6 Determinacion del porcentaje de citosinas metiladas en ADN mediante analisis por
dilucion isotopica

Finalmente, para aplicar el método desarrollado a muestras bioldgicas reales, se realiz6 un estudio
de cuantificacion del porcentaje de metilacion de ADN en patrones comerciales de ADN de
diferentes érganos de raton. Para ello, se inyectaron en el equipo de medida 3 réplicas, cada una
de ellas compuestas por 50 pL de una dilucion 1:10 de la muestra hidrolizada de ADN de tejido
de cerebro de los patrones comerciales de ratén y 50 pL de una dilucion 1:2 del patron marcado
caracterizado. Se realiz6 el mismo procedimiento con 3 réplicas de tejido de rifion de los patrones

comerciales de raton.

%104 +ESI TIC MRM Frag=150.0V (** -> **) 23062913.d

) dc
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
03l 5mdC
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Figura 22: Cromatograma obtenido en MRM para la mezcla de trazador con la muestra de ADN de cerebro de los
patrones comerciales de raton.

En la Figura 22 se muestra el cromatograma obtenido para la muestra de cerebro de ratén tras la
adicion del trazador para la cuantificacion mediante dilucion isotopica. A la izquierda del pico
cromatografico del compuesto dC se puede apreciar otro pico con bastante sefial, el cual se debe
probablemente a la presencia de base nitrogenada de dC (citosina) en la muestra, ya que se

corresponde con las transiciones de MRM de la misma.
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El porcentaje de metilacion obtenido se calculé como la cantidad de 5mdC en la muestra dividido
entre la cantidad de citosinas totales dC + 5mdC en la misma, todo ello multiplicado por 100. El
porcentaje encontrado para el tejido de cerebro fue de un 2,68 + 0,17 % calculado a partir de las
tres inyecciones de las tres réplicas procedentes de la misma muestra; mientras que los valores
encontrados por la casa comercial fueron de 0,548%. Para la muestra de tejido de rifién se
encontrd un porcentaje de metilacion de 2,62 + 0,13 %; mientras que los valores proporcionados

por la casa comercial fueron de 0,225%, es decir, la mitad que el anterior.

También se observo que, mientras las fracciones molares de la 5mdC de la muestra 'y del trazador
eran muy similares, las obtenidas para la dC eran bastante superiores en el trazador que en la
muestra, lo que quiere decir que la proporcion entre dC y 5mdC en el trazador era diferente a la
proporcion de los mismos en la muestra. Como solucién, en futuros experimentos seria
conveniente llevar a cabo una cromatografia semipreparativa para aislar las fracciones de dC y
5mdC marcadas isotopicamente, obteniendo asi dos disoluciones patron independientes que se

puedan afiadir a las muestras en las proporciones mas adecuadas para cada compuesto.

Dadas todas las fuentes de error posibles que pudieron dar lugar a una cuantificacion errénea, se
decidio realizar un estudio de recuperaciones con el fin de comprobar si el fallo tenia su origen
en el propio método de cuantificacion o en las etapas previas de preparacion de la muestra. Para
ello, se prepararon tres muestras de 20 pL de extracto de ADN hidrolizado de tejido de cerebro
del patrén de raton a las que se afiadieron diferentes niveles de concentracion de un patrén natural
mezcla de dC y 5mdC:

Nivel 0 = no se afiadi6 patron natural
Nivel 1 - se afiadieron 50 pL de una disolucion de 300 ng/g de dC y 8 ng/g de 5mdC.
Nivel 2 - se afiadieron 50 pL de una disolucion de 600 ng/g de dC y 16 ng/g de 5mdC

Las tres disoluciones se llevaron con agua a un volumen final de 200 pL. De cada una de las
disoluciones anteriores se tomaron 50 uL y se mezclaron con 50 pL de una dilucion 1:2 de la
disolucidn del trazador para ser inyectadas en el equipo de medida. El procedimiento seguido se
llevo a cabo de la misma manera para 3 muestras del extracto de ADN hidrolizado de rifion de

raton.

Los resultados obtenidos para las recuperaciones a los dos niveles de concentracién para cada

nucledsido se detallan en la Tabla 11.
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Tabla 11: Recuperaciones encontradas en las muestras de ADN hidrolizado de dos tejidos diferentes de raton para la
dCy la 5mdC a dos niveles de concentracion.

Tejido  Nucleésido % Rec. (Nivel 1) 9% Rec. (Nivel 2)

Cerebro dC 104,3 90,7
5mdC 78,3 101,5

Rifidn dcC 91,7 92,7
5mdC 90,5 89,9

Como se puede comprobar, se obtuvieron recuperaciones entre 90,5 y 104,5% para el compuesto
dC en ambos tejidos, bastante aceptables teniendo en cuenta que se estaba trabajando con
cantidades en torno a 0,03 nanomoles. Para la 5mdC las recuperaciones encontradas fueron méas
variables (78-102%) probablemente debido a que las sefiales son muy bajas y se estan
cuantificando concentraciones proximas a los limites de cuantificacion calculados anteriormente;

en este caso se estaba trabajando con cantidades en torno a 0,001 nanomoles.

Los estudios de recuperacion realizados apuntan a que los errores en la determinacion del
porcentaje de metilacién no parecen estar relacionados con el método de cuantificacion, si no que
mas bien podrian deberse a motivos relacionados con el proceso de hidrdlisis, ya que no fue
optimizado por falta de tiempo, por lo que podria darse el caso de que la eficacia de hidrdlisis no

fuese la misma para los dos compuestos.

5. Conclusiones

A lo largo del presente trabajo se ha conseguido obtener un patrén de dC y 5mdC enriquecidos
isotopicamente en los nitrdgenos de la base nitrogenada a partir de la extraccién e hidro6lisis de
ADN procedente de Chlamydomonas reinhardtii, que habian sido cultivadas en un medio
enriquecido en **N. El patrén obtenido se caracterizd en términos de enriquecimiento isotopico

(>98 %) y concentracion.

Por otro lado, se ha puesto a punto un método de separacion cromatogréafica y deteccion mediante

MS/MS en modo MRM de los dos compuestos.

En cuanto a la separacion cromatogréfica, la cromatografia en fase reversa C18 funcionalizada
con grupos polares ha presentado mejores perfiles cromatogréaficos que la cromatografia HILIC.
Ademés, se ha comprobado que la presencia de bicarbonato aménico en la fase moévil no solo
mejord la sensibilidad, probablemente al mejorar la eficacia en el proceso de electronebulizacion,

si no que también permitio la separacion completa de los dos compuestos de interés.
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En cuanto a la deteccion, se ha observado que, a pesar de utilizar una fuente de ionizacion débil
como es ESI, en el caso de los nucledsidos se produce la ruptura de la molécula a través del enlace
qgue une el azlcar con la base nitrogenada, resultando en todos los casos mayor la sefial

correspondiente a la base nitrogenada que al nucleésido intacto.

Por otra parte, se han podido evaluar las medidas MRM al obtener abundancias experimentales
para las diferentes transiciones similares a las teoricas, si bien para los compuestos marcados
isotopicamente se obtuvieron abundancias experimentales ligeramente mas altas de las esperadas
para la transiciéon correspondiente al compuesto natural, lo que puede indicar una eventual

contaminacion con el compuesto natural.

Desafortunadamente no se ha podido validar el método en términos de exactitud dado que los
valores de porcentaje de metilacion encontrados en patrones de ADN de cerebro y rifién de raton
eran bastante superiores a los aportados por la empresa que los comercializa. Los ensayos de
recuperacion afiadiendo los patrones naturales de dC y 5mdC a los extractos de hidr6lisis de estos
patrones sugieren que el problema pueda radicar en la etapa de hidrolisis, que no fue optimizada

por falta de tiempo.

6. Proximos enfoques

Dada la importancia de la cuantificacion de la metilacion de ADN en muestras biolégicas para su
monitorizacion como biomarcador tumoral y para su posible estudio para el desarrollo de terapias
personalizadas, seria interesante continuar en este campo tan prometedor, por lo que teniendo en

cuenta las conclusiones de este trabajo, propongo los siguientes trabajos futuros:

e Estudio y optimizacion de la hidr6lisis de ADN.

e Etapas de purificacion de los compuestos marcados para evitar introducir suciedad en el
equipo cromatografico y minimizar la presencia de posibles interferentes.

e Estudio exhaustivo de la fragmentacion en la fuente de ionizacién de los nucledsidos, asi
como de la estabilidad de las bases nitrogenadas que se originan en la misma.

e Andlisis de los productos de la oxidacién de 5mdC, es decir, de 5hmC, 5caC y 5fC, que
también intervienen en el ciclo de metilacion-desmetilacion, asi como de la 6mA, que
también se esta estudiando como biomarcador tumoral 5051,

e Aplicacion de la cromatografia de liquidos bidimensional a la separacion de los extractos
de las muestras con el fin de descartar todos los componentes de las muestras bioldgicas

que pueden interferir o enmascarar la sefial de los analitos.
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