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Introduccién:

El cancer en cifras

El cancer es una de las principales causas de morbimortalidad en el mundo (1), siendo la
principal causa de muerte prematura en la mayoria de paises con un alto HDI (indice de
desarrollo humano) (2). Las estimaciones indican que, a nivel mundial, la mortalidad aumentara
de 9,9 millones en 2020 a 16,3 millones en 2040 y en Espafia de 113.054 en 2020 a 160.271
en 2040 (1). No obstante, la mortalidad debida al cancer esta disminuyendo en paises con alto
HDI, debido a medidas de prevencién, deteccion precoz y tratamiento (3).

A nivel mundial, el cancer de pulmén es uno de los mas frecuentes. En 2018 fue el tipo de
cancer méas diagnosticado y en 2020 el segundo tras el cancer de mama. A pesar de esto,
debido a su alta mortalidad, su prevalencia es relativamente baja (1,4,5). El cancer de pulmon
es el que mas muertes produce, tanto a nivel mundial como en Espafia. Se estima que en
hombres sera el responsable de una cuarta parte de los fallecimientos debidos a cancer en

nuestro pais. En mujeres ocupa el tercer lugar tras el cancer colorrectal y de mama (1,6).

Oncogen KRAS
El gen KRAS estd mutado en casi el 30% del subtipo mas frecuente de cancer de pulmén, el

cancer de pulmén de célula no pequefia (7). La mayoria de estas mutaciones (97%) afectan a
los exones 2 y 3. Este no es un evento casual, ya que estas mutaciones (mutaciones de
ganancia de funcién) son capaces de transformar KRAS en una proteina activa permanente,
unida a GTP, que promueve continuamente la sefalizacion, lo que lleva a un aumento de la
proliferacion celular. Por esta razén, las mutaciones del exén 2 de KRAS se denominan

mutaciones conductoras (driver mutations).
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Figura 1. Mutaciones conductoras en cancer de pulmén de célula no pequefa (NSCLC)



Las mutaciones puntuales mas frecuentes en KRAS son: G12C (42%), G12V (21%), G12D
(17%) y G12A (7%), mutaciones con cambio de sentido (missense) que generan un cambio de
aminoacido. Ademas, la sustitucion G12C (GGT> TGT, purina por una transversion de
pirimidina) prevalece en pacientes fumadores, mientras que G12D (GGT> GAT, purina por

transicion de purina) esta presente con mayor frecuencia en pacientes que nunca han fumado

).

Tratamiento del cancer de pulmén

Las terapias dirigidas basadas en EGFR (del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor) han
mostrado excelentes resultados clinicos cuando se combinan con la quimioterapia. Los
tumores derivados de mutaciones en KRAS no responden a los inhibidores del EGFR. Es por
ello, que en la practica clinica se estudia el estado de KRAS antes de administrar inhibidores
de EGFR. De hecho, la activacion de KRAS se ha evidenciado como una de las vias de

sefializacion implicadas en la resistencia a los inhibidores de EGFR (9).
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Figura 2. Inhibidores de KRAS y sus mediadores (10)



Objetivo:

Global. Comprender la importancia del estudio genético en la practica clinica, su valor
diagnéstico, pronéstico y farmacolégico.

Especifico. Extraer ADN para posteriormente amplificar KRAS y analizar el exon 2 en muestras

humanas.

Etapas:

1. Extraccién del material genético (Practica 1. Extraccion acidos nucleicos. Aplicaciones
clinicas. Profa. Marta Cuadros Celorrio).

2. Disefio de oligonucleétidos para el estudio de mutaciones en el exon 2 de KRAS en
muestras de céncer de pulmoén. Blsqueda de un control positivo (Seminario 1.
Aplicacion de herramientas bioinformaticas para el estudio de los genes y las
enfermedades. Profa. Maria Soledad Benitez Cantos).

3. Amplificacion de KRAS, valoracion de los resultados. Implicacién clinica (Practica 2.

Amplificacién de fragmentos de ADN por PCR. Prof. Francisco Hernandez Torres).
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PRACTICA 1. EXTRACCION ACIDOS NUCLEICOS

Fundamento:

Se le llama extraccion de &cidos nucleicos al método por el cual se obtiene el ADN/ARN a partir
de material biolégico (ej.: cepillado bucal, saliva, sangre o cualquier tejido) utilizando técnicas
fisicas y quimicas. La extraccion consiste en la separacion y purificacion del ADN/ARN con el

fin de poder estudiarlo, analizarlo o manipularlo. El objetivo de cualquier extraccion es:

e Obtener cantidad de ADN/ARN.
e (Calidad (integridad) de ADN/ARN.

e Evitar presencia de contaminantes.

En la investigacion biomédica, el ADN/ARN se utiliza para analizar genes con implicacién en el
diagndstico, pronéstico y seleccion de tratamientos en pacientes con enfermedades

neurodegenerativas, cancer, infecciones, etc.

Etapas:
La extraccion de ADN/ARN requiere de una serie de etapas béasicas:

1. En primer lugar, rotura de la membrana plasmética para poder acceder al nacleo de la
célula.

2. A continuacion, rotura de la membrana nuclear para dejar libre el ADN/ARN. La sal
evita la union de las proteinas al ADN/ARN.

3. Para aislar el ADN/ARN hay que hacer que precipite en alcohol. EI ADN/ARN es
soluble en agua, pero cuando se encuentra en alcohol se desenrolla y precipita en la
interfase entre el alcohol y el agua. Ademas de permitirnos ver el ADN/ARN, el alcohol
separa el ADN/ARN de otros componentes celulares, que quedan en la solucion
acuosa.

4. Cuantificacién y medida de la calidad del material genético.

Almacenamiento/conservacion.

Material:

e Material biol4gico.

e Guantes de nitrilo/latex: ayudan a evitar la degradacion de la muestra y protegernos de
la contaminacion en caso de muestras bioldgicas infecciosas.

e Centrifuga: equipo que ayuda a acelerar el proceso de separacion de componentes de
diferentes densidades por medio de una fuerza giratoria.

e Espectrofotometro: equipo que sirve para medir la concentracion de sustancias como
los acidos nucleicos.

e Termobloque: equipo que sirve para calentar las muestras.



Material de laboratorio: pipetas, puntas (para coger el volumen de reactivos requerido),
y tubos eppendorf de 1,5 mL y 2 mL.
Reactivos como la proteinasa K, dodecilsulfato sodico (SDS), NacCl, etanol,

isopropanol, agua MilliQ, agarosa y tampon TAE.

Pasos generales de la extraccion de acidos nucleicos:

1.

2
3.
4

7.
8.

Obtencién de la muestra.

Homogeneizacion (si fuese necesario).

Lavado de la muestra.

Lisis celular: proceso fisico o quimico por el cual se rompen las membranas para liberar
sus componentes celulares. Asimismo, se rompen las proteinas que “cubren” al
ADN usando proteasas.

Procesos de separacion: procesos fisicos o quimicos mediante los cuales se separan
diferentes componentes celulares como lipidos, proteinas, ARN, ADN y moléculas
pequefias. Para esto se usa una centrifuga.

Cuantificacion del ADN/ARN: técnica mediante la cual se mide la concentracién del
material genético usando un espectrofotometro.

Calidad del ADN/ARN.

Almacenamiento/conservacion.

Al trabajar en un laboratorio se requiere orden, limpieza y cuidado de la zona de trabajo.

Extraccion de ADN:

Protocolo de obtencién de muestra biolégica con hisopo bucal

Se ruega a los alumnos que para realizar la practica sigan las siguientes recomendaciones:

tras el cepillado bucal no consumir agua, chicle, fumar y no pintarse los labios.

1.

Abra el sobre y asegurese de que el extremo del hisopo no toque ninguna otra
superficie que no sea el interior de su boca para evitar contaminar las muestras de
ADN.

Tome el hisopo y paselo con fuerza por el lado interno de la mejilla y por debajo de la
lengua durante 30 segundos.

Introduzca el hisopo en el tubo eppendorf de 1,5 mL que contiene 1 mL de tamp6n de

extraccion.

Distintos métodos de extraccion de ADN

DNAzol® Reagent de Thermo Fisher Scientific™
Para la extraccion de ADN se puede usar el reactivo DNAzol® Reagent de Thermo
Fisher Scientific™, seguido de una precipitacion del ADN con etanol. Se sigue el

protocolo https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/10503.pdf.



E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit de Omega Bio-Tek

También puede usarse el kit E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit de Omega Bio-Tek para la
extraccion y purificacion de ADN. Este kit se basa en el empleo de columnas de
afinidad por ADN, sin recurrir a las extracciones fenol-cloroformo o a la precipitacion
con isopropanol o etanol. El protocolo recomendado por el fabricante esta disponible en
http://omegabiotek.com/store/wp-content/uploads/2013/04/D3396-Tissue-DNA-Kit-
Combo-May2013-Online.pdf.

Método de alta salinidad. Primero, se afiade a cada una de las muestras 250 uL de 50
mM NaOH y se incuba a 98 °C durante 30 minutos en un termobloque. Se neutraliza
con 25 pL de un tampoén Tris-HCI 1M pH 8. A continuacion, se centrifuga a 13.000
r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C, posteriormente se recoge el sobrenadante que

contiene el ADN gendmico.

Protocolo de extraccién de ADN a partir de hisopo bucal

1.

Incubar en agitacién (600 r.p.m.) las muestras, en tubos de 1,5 mL con 1 mL de tampén
de extraccion durante 45 minutos a 65 °C.

Pasar con micropipeta el contenido de los tubos de 1,5 mL a los de 2 mL que contienen
1 mL de isopropanol. Teniendo en cuenta la absorcién del hisopo, podremos recoger
unos 800 pL.

Tapar los tubos e invertirlos unas 30 veces suavemente.

Centrifugar 20 minutos a 14.000 r.p.m. (enfrentados y equilibrados).

Finalizada la centrifugacion, descartar el sobrenadante (isopropanol) en un vaso de
residuos. Dejar el tubo boca-abajo sobre un papel unos segundos, colocar los tubos en
la gradilla y dejar secar a temperatura ambiente durante 5 minutos aproximadamente.
Afiadir 500 pL de etanol al 70% a cada tubo. Resuspender el pellet.

Centrifugar 10 minutos a 14.000 r.p.m.

Finalizada la centrifugacion, descartar el sobrenadante en un vaso de residuos. Dejar el
tubo boca-abajo sobre un papel unos segundos, colocar los tubos en la gradilla y dejar
secar a temperatura ambiente durante 5 minutos aproximadamente.

Afadir a cada muestra en 20 L (segun la concentracién que necesitemos y tamafio

del pellet) de agua MilliQ.

10. Resuspender el pellet.

Reactivos protocolo de extraccién de ADN a partir de hisopo bucal:

Tampon de extraccion ADN (1 L):

5,844 g 6 100 mL de NaCl 1M.

10 mL Tris HCI 1M pH=8.

20 mL EDTA 0,5M pH=8 (no es soluble hasta pH 8).
50 mL SDS 10%.

Hasta 1 L con agua MilliQ.

NO AUTOCLAVAR (SDS precipita).



Proteinasa K (P.K.):
— 1lgdeP.K. en50 mL de agua MilliQ 6 100 mg de P.K. en 5 mL de agua MilliQ.
— Alicuotar en tubos de 2 mL (base conica) y guardar en el congelador (-20 °C).
Tampdn de extraccion ADN + P.K. (1 L 6 100 mL):
— 990 mL de tampén de extraccién + 10 mL de P.K. (1 L).
— 99 mL de tampdn de extraccion + 1 mL de P.K. (100 mL).

Extraccion de ARN:

Consideraciones previas para trabajar con ARN

El ARN es una biomolécula fragil susceptible a la degradacién por ribonucleasas (ARNasas),
por lo que deben de tomarse las maximas precauciones posibles en su manejo. El éxito de
cualquier extraccion de ARN es totalmente dependiente de la eliminacion de toda posible
contaminacion de ARNasas, que degradan el ARN, durante y después de la extraccion,
provocando bajos rendimientos de ARN de longitud completa. Las ARNasas son enzimas muy
resistentes y de gran actividad catalitica. Ademas, son resistentes al calor, manteniendo incluso
una considerable actividad tras un ligero calentamiento, son activas dentro de un amplio rango
de pH y no requieren usualmente cofactores para su actividad. El contenido de ARNasas
enddgenas varia con el tejido que se estudia: pancreas y bazo son tejidos con muy altos
contenidos de ARNasas, mientras que rifién, higado e intestino tienen niveles menores, aunque
no despreciables. Por tanto, hay que trabajar con soluciones, superficies y material de
laboratorio libre de ARNasas.

Al trabajar con ARN se requiere: rapidez, frio (temperaturas inferiores a 0 °C), asepsia
(guantes, EtOH 70%, agentes descontaminantes, puntas con filtro, soluciones tratadas con

DEPC (pirocarbonato de dietilo) al 0,1% y material autoclavado).

Métodos de extraccion de ARN

e Método del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo.

e TRI reagent®/TRIzol®. En esta practica se usa el reactivo TRIzol® (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones proporcionadas por la casa comercial. El TRIzol® es un
reactivo completo, compuesto por fenol, hidroxiquinoleina (inhibidor de ARNasas),
tiocianato de amonio, tiocianato de guanidina y glicerol, que permite aislar ARN total,
asi como ADN y proteinas simultdneamente, a partir de una gran variedad de muestras
biolégicas (muestras de tejidos y células de origen humano, animal, vegetal, bacteriano
o procedentes de levadura). Funciona bien con pequefias cantidades de tejido (50-100

mg) y células (5 x 10°%), asi como grandes cantidades de tejido (21 g) y células (>107).
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Figura 3. Representacion de la fase de separacion y precipitacion con isopropanol generada por

el reactivo TRIzol®

Control de calidad de acidos nucleicos:

Andlisis de calidad mediante gel de agarosa y Bioanalyzer Agilent 2100

La electroforesis en gel de agarosa se utiliza cominmente para separar moléculas en funciéon
de su carga, tamafio y forma. Se trata de un medio de separacién especialmente eficaz para
las biomoléculas cargadas como el ADN, el ARN y las proteinas.

El equipo de electroforesis se conecta a una fuente de corriente continua y las moléculas
cargadas contenidas en las muestras penetran en los capilares del gel. Las moléculas de carga
neta negativa, como el ADN, migran hacia el electrodo positivo del aparato de electroforesis
(dnodo), mientras que las moléculas de carga neta positiva migran hacia el electrodo negativo
(catodo).

La electroforesis en gel de agarosa al 1% es el método mas empleado para evaluar la
integridad del ARN, que permite evaluar la proporcién de las bandas ribosomales 18S y 28S. El
ARN se puede catalogar como integro si se observan las dos bandas ribosomales, y si la
proporcién 28S/18S es de 2. Sin embargo, este ARN de alta calidad es dificil de conseguir,
especialmente en muestras clinicas y esta sujeto a la interpretacion del investigador. Ademas,
con este método se consume gran cantidad de muestra (0,5-2 ug), lo que supone un
inconveniente cuando se dispone de muy poco material.

Bioanalyzer Agilent 2100 esta basado en una electroforesis microfluidica capilar automatizada
en el que las muestras de ADN o ARN son separadas dependiendo de su peso molecular y
detectadas via laser. Este sistema minimiza la cantidad necesaria de ADN/ARN que se usa

para este control ademéas de emplear menos tiempo.
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Figura 4. Electroferograma de una muestra obtenida por el Bioanalyzer
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En la figura 4 se pueden observar diferentes regiones de un electroferograma de ARN. La
region A representa ARN de bajo peso molecular; el pico B es el ARN ribosomal 18S, cuyo
peso varia segun el nivel de degradacién del ARN, la regién C representa la region entre el
pico de 18S y el de 28S (pico D), cuya longitud incrementa en el caso de que el ARN esté
degradado. El pico E representa el precursor nuclear del ARN vy, por ultimo, la regién F se
corresponde con el ARN de alto peso molecular. Asimismo, el electroferograma permite
calcular un valor RIN que constituye una nueva herramienta para determinar la integridad del
ARN. Su valor esta entre 1 y 10: el valor 1 es para muestras completamente degradadas y 10
para ARN intacto. El electroferograma, por tanto, es capaz de otorgar mucha mas informacion
del estado de degradacion de la molécula de ARN que simplemente el ratio 28S/18S que se

consigue visualizando un gel de agarosa.

Protocolo de electroforesis en gel de agarosa para ADN

1. Pesar 1 g de agarosa e introducirlo en un matraz que contiene 100 mL de tampén TAE
1X.
Introducir el matraz en el microondas.
Se vigila, y se mueve el matraz con cuidado y se introduce tantas veces como fuera
necesario en el microondas hasta que se disuelva la agarosa.
A continuacion, afiadir 10 pL de SYBR safe 1M DNA gel stain.
Verter el contenido sobre la bandeja previamente sellada y colocar el peine de 8
pocillos.

6. Esperar hasta que solidifique.
Introducir el gel solidificado en la cubeta de electroforesis y cubrir con tampén TAE 1X.
Afiadir 5 pL de ADN en un tubo de 1,5 mL que contiene 2 uL de tampodn de carga.
Resuspender.

9. Cargar el contenido de cada tubo de 1,5 mL en el gel solidificado.

10. Ademads, cargar en otro pocillo 5 yuL de marcador de peso molecular.

11. Conectar la fuente a 150 voltios durante 30 minutos.

12. Finalizado el tiempo, revelar el gel en un transiluminador.

Cuantificacién de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta (UV) debido a la presencia de
bases aromaticas nitrogenadas en su composicion. La absorcién (A) UV a una determinada
longitud de onda es una caracteristica propia de una molécula, que es usada eficientemente
para determinar su concentracion. Una absorbancia de 1,0 a A260 nm se corresponde con una
concentracién de 50 ng/uL de ADN de doble hebra, 33 ng/uL de ADN de una hebra, 40 ng/uL
de ARN y 20-30 ng/uL de oligonucleétidos.

El ADN/ARN extraido se cuantifica utilizando el espectrofotometro, en nuestro caso UV-visible
NanoDrop 2000 de Thermo Fisher Scientific™, gracias a la absorcion caracteristica del

ADN/ARN a 260 nm. El grado de pureza puede conocerse a partir de la relacion A260/A280 y
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A260/A230. El rango 6ptimo esta entre 1,8 y 2. Valores de A260/A280 inferiores a 1,8 indican
contaminacién por proteinas, fenol u otros contaminantes dada su capacidad de absorcién a
280 nm. En cambio, los valores de A260/A280 superiores a 2 advierten de la contaminacion
con ADN o ARN, ya que contribuye con el ADN absorbiendo a 260 nm. Si la relacion de
absorbancia 260/230 es menor de 1,8, indica la existencia de contaminacién causada

probablemente por componentes organicos o agentes caotrépicos, que absorben a 230 nm.

Protocolo de cuantificacion de ADN por Nanodrop

Encender el Nanodrop (espectrofotometro).
Seleccionar el tipo de muestra que se va a medir (ADN o ARN).

Limpiar con un papel humedecido en agua destilada. Secar.

p wDh e

Calibrar el espectrofotometro con el blanco que es la solucién en la que se haya
resuspendido la muestra.
5. Proceder a medir las muestras de ADN depositando 1 uL de la misma en el lector. Es

importante limpiar el lector entre cada medicién.

Almacenamiento:

Las muestras de ADN pueden mantenerse por unos dias a 4 °C después de su aislamiento. Si
va a estar un periodo largo de tiempo, se recomienda congelar la muestra a -20 °C. En cambio,
las muestras de ARN deben almacenarse en alicuotas a -80 °C y descongelarse en hielo.

10



Actividades:

Muestra

A260/A280 nm

A260/A230 nm

ng/pL

ADN

A partir del ADN aislado prepare alicuotas de 100 pL a 100 ng/ uL.

Muestra

ng/pL

Vol muestra

solucién madre

Vol. agua MilliQ

ADN

¢, Qué he aprendido hoy?

1. Indique 5 tipos de muestras bioldgicas humanas donde se puede realizar un estudio
genético.
Indique en qué tipo de muestra analizaria el estado mutacional de KRAS.

3. ¢Qué consideraciones tendria si el estudio genético se realizara en ARN en vez de
ADN?
¢Para qué emplearia lineas celulares de cancer de pulmén en un estudio genético?
Indique la funcion en la extraccion de acidos nucleicos de: proteinasa K, alcohol,
inhibidor ARNasas.

6. ¢Por qué hay que cuantificar y medir la calidad del ADN y ARN?

Si el ratio 260/280 es inferior a 2, ¢ qué significa?
Si el RIN de un ARN es de 9, ¢podra utilizarse con fiabilidad en técnicas muy

sensibles?
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