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RESUMEN

En el transcurso del desarrollo de la Biologia Molecular se ha logrado clonar
y caracterizar genes involucrados en importantes procesos celulares vy
enfermedades; asi como también determinar el papel etiopatogenético que
desempenian ciertos virus, como el Virus del Papiloma Humano (HPV). El esfuerzo
por desarrollar tecnologias de punta como son los Microarreglos de ADN y ADNCc,
sera de gran utilidad para la secuenciacién de genomas de diverso origen, para la
determinacién de mutaciones en enfermedades como el cancer cérvico-uterino
(CaCl), el analisis de perfiles de expresion en carcinogénesis y diagnostico
molecular. En México, como en el resto del mundo, existen enfermedades que
constituyen graves problemas socioeconémicos y de salud publica; una de ellas,
por su alta incidencia en nuestro pais, es el CaCU en el cual se estima que mas
de un 60% de mortandad es ocasionada por una falta de deteccion temprana. Es
de suma importancia el desarrollar y establecer tecnologia de vanguardia para
determinar de manera precisa y rapida, las alteraciones de expresion de genes
relacionados con eventos celulares importantes que lleven a desarrollar este tipo
de enfermedades.

Los estudios iniciales se han desarrollado a partir de queratinocitos
inmortalizados con los oncogenes virales E6 y E7 del HPV. En este trabajo se
purific6 ARN total analizandose la expresidon de algunos genes de interés
mediante RT-PCR semicuantitativo. Posteriormente se establecieron las
condiciones para la fabricacion de Microarreglos y finalmente se estandarizaron
las condiciones de hibridacion con microarreglos de cDNA comerciales.

Con el presente estudio quedan establecidas las bases para un protocolo
de experimentacion utilizando Microarreglos de ADNc, desde la fabricacion hasta

la obtencion de la imagen.
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1. INTRODUCCION

Para entender el desarrollo de un organismo, el comienzo de alguna
enfermedad genética o las funciones celulares, el mejor procedimiento es dar
seguimiento a las actividades de los genes y sus productos en diferentes tejidos y
en diferentes etapas de desarrollo bajo condiciones normales (salud) o alteradas
(enfermedad). A la fecha no se conocen muchos de los mecanismos que controlan
una sola funcién celular.

La técnica de Microarreglos de Acido Desoxirribonucleico complementario
(ADNc) ofrece el mejor camino para aproximarnos a cumplir esa tarea. Esta
tecnologia se ha desarrollado en los ultimos 10 afos y cambia dia con dia,
indicando el desarrollo de una herramienta util para las investigaciones en biologia
molecular y el diagnéstico clinico (Xiang y Chen, 2000).

Con esta tecnologia es posible medir la expresion de cientos y/o miles de
genes simultaneamente proporcionando gran informacion sobre las funciones e
interacciones de un gen dado, también permite monitorear un perfil de expresion
completo (diversos genes) en condiciones normales y en respuesta a agentes
farmacolégicos especificos, proporcionando la informacién de toxicidad y eficacia
de una droga en diferentes fenotipos celulares o en diferentes etapas de
desarrollo, analisis de enfermedades relacionadas al genoma, identificacion de
desérdenes cromosomales, estudios de mutaciones, polimorfismos genéticos,
entre otros (Hegde et al., 2000; Buchholz et al., 2001; Katsuma y Tsujimoto, 2001;
Ness y Woodworth, 2001).

Recientemente se ha desarrollado una gran variedad de técnicas que
permiten la evaluacién a gran escala de la expresion del Acido Ribonucleico
mensajero (ARNm) en paralelo con cientos y/o miles de genes. Estas técnicas
incluyen: Andlisis Serial de Expresién Génica (SAGE), Patrén de expresion
Diferencial (Differential Display, DD); Arreglos de oligonucle6tidos y Microarreglos
de ADNc. Para un andlisis de expresion usando microarreglos de ADNc se
requiere del desarrollo e implementacién exitosa de una gran variedad de
protocolos y estrategias de laboratorio (Schena et al., 1995).

1.1 MICROARREGLOS

Un microarreglo consiste de un conjunto de secuencias de acidos nucleicos
(oligonucleétidos, ADN, ADNCc, etc.) inmovilizadas sobre un soporte solido en el
cual cada una de éstas son llamadas “spot” o “blanco”. Estas secuencias pueden
provenir de diversas fuentes (cultivos celulares, muestras de pacientes, etc.) y se
utilizan diferentes métodos para la “impresién” sobre el soporte sélido. El tamafo
de los spots varia de un sistema a otro, obteniendo diametros desde 80 micras.
La superficie mads comunmente utilizada es una laminilla de vidrio que actua como
un soporte soélido para la impresion de cientos o miles de “spots” (cada uno de los



ALVAREZRD S ELFABETH
NTRODUCCDN

puntos impresos en el microarreglo), de tal manera que puedan ser ordenados
dentro del area total de unos pocos centimetros (Figura 1).

Figura 1. UltraGAPS™ Coated Slides.
Laminillas de vidrio (Corning™). Tomada
de www.corning.com

Los términos de “sondas” y “blancos” son usados arbitrariamente para
describir la muestra marcada o las secuencias inmovilizadas segun el grupo de
trabajo. Para el presente trabajo se usard “blanco” como las secuencias
inmovilizadas sobre el vidrio y como “sonda” la muestra marcada
fluorescentemente (Figura 2).

Sonda

Blanco - -

Figura 2. Terminologia mas
comunmente usada en Microarreglos.
Tomada de http://stanford.edu

El proceso de andlisis utilizando microarreglos se puede resumir
basicamente en 3 etapas principales: a) la fabricacion del arreglo el cual contiene
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las secuencias de acidos nucleicos inmovilizadas o blancos, b) el marcado de una
0 mas muestras fluorescentemente o sondas, las cuales son hibridadas con el

microarreglo, c) un sistema de deteccion que cuantifica la senal de hibridacion y el
andlisis (Figura 3).

A Co z —
DDDQ ® 45 0
: . =

Preparacién
del blanco

ks Preparacion
) , @ é z z e | de la sonda
e impresion - y

Escéaner

Hibridacién

Andlisis de
los datos

Figura 3. Etapas realizadas durante el proceso del
andlisis de expresion utilizando microarreglos de
ADNc. Tomada de http://stanford.edu
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Los colorantes fluorescentes y especialmente las cianinas Cy3 y Cy5 han
sido adoptadas como marcadores predominantes en experimentos de
microarreglos. La fluorescencia tiene la ventaja que nos permite la deteccion de
dos o méas senales diferentes en un experimento. Esto ha permitido a los
investigadores realizar experimentos comparativos de dos 0 mas muestras en un
microarreglo, lo cual también incrementa la eficiencia y precision del analisis de
microarreglos sobre macroarreglos basados en filtros, en los cuales unicamente
una muestra es marcada radioactivamente y analizada a un tiempo.

En una hibridacion, se espera que la sonda forme un hibrido especifico con
su blanco complementario inmovilizado, lo cual requiere que las secuencias sean
de cadena sencilla siendo accesibles para su correspondiente secuencia. El
namero de hibridos que se forman refleja el numero relativo de cada fragmento
especifico con la sonda. Pueden ser hibridadas dos o mas muestras marcadas
con diferente fluorescencia simultaneamente, dando como resultado una
hibridacién simultanea con su spot y/o blanco. Cuantificando las diferentes
intensidades de las senales de fluorescencia asociadas con cada spot, se puede
determinar la abundancia de secuencias especificas para cada una de las
muestras.

El sistema de deteccion o “escaner” de microarreglos contiene diferentes
rayos laser que emiten luz a longitudes de onda que son convenientes para la
excitacidon del colorante fluorescente usado como marcador. A pesar de su
pequeno tamano, los microarreglos generan una gran cantidad de datos en un
solo experimento. Un experimento clasico puede involucrar el uso de varias
muestras analizadas por repeticion; lo que hace necesario el uso de procesadores
de datos computarizados para manejar la cantidad de datos generados y para
aprovechar al maximo la informacién del experimento. Esto puede ser realizado
por un software especializado el cual extrae los datos primarios de la imagen del
microarreglo, normalizando estos datos para eliminar la influencia de variacion
experimental “sefial de fondo” (background) y finalmente manipular los datos para
la elaboracién de las conclusiones.

1.2 FABRICACION DE MICROARREGLOS

En general los microarreglos contienen fragmentos relativamente largos de
ADNc, depositados fisicamente en pequefias cantidades en ubicaciones
predeterminadas sobre superficies de vidrio (DeRisi et al., 1997; Schena et al.,
1995) o membranas de nylon (Nguyen et al., 1995; Piétu et al., 1996; Zhao et al.,
1995) las cuales son mas comunmente usadas ademas de otros soportes. Se
inicia con la seleccién de las secuencias que seran impresas en el arreglo y que
previamente pueden ser amplificadas mediante PCR (Xiang y Chen, 2000). En
muchos casos los blancos son seleccionados directamente de una base de datos
como son: UniGene del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) y
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el Indice Genético Humano (HGI) del Instituto de Investigaciones Gendmicas
(TIGR) (Hedge et al., 2000). Generalmente los microarreglos son fabricados en
laminillas de vidrio cubiertas con poli-L-lisina o aminosilano. Los fragmentos de
ADNCc son fijados aproximadamente a 300 mJ entrecruzando con luz ultra violeta
(UV); a la superficie de vidrio previamente tratada, posteriormente se lavan con
anhidrido succinico para eliminar las aminas restantes y reducir las cargas
positivas sobre la superficie (Xiang y Chen, 2000).

Durante la impresion, se transfieren volimenes pequefios de acidos
nucleicos en solucién a la laminilla de vidrio. La unién quimica involucra una
reaccion entre los grupos de la superficie de la laminilla y el &cido nucleico lo que
da como resultado la formacién de enlaces covalentes entre ambos. Una de estas
uniones se lleva acabo entre oligonucledtidos modificados en su extremo amino y
laminillas tratadas con grupos aldehidos. Otra forma es la derivacién de grupos
fostato 5’ con imidazol seguidas por una reaccién con las aminas de la laminilla
previamente tratada (Watson et al., 1998).

El proceso para depositar las secuencias fue originalmente descrito por
Patrick Brown y colaboradores en la Universidad de Stanford (Schena et al., 1995)
y es utilizado por algunas compafnias comerciales para su venta (Xiang y Chen,
2000; Hedge et al., 2000).

Diferentes técnicas se han desarrollado para el proceso de impresién, por lo
que es muy importante tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

a) El tamano del “spot” y la densidad. Estos deben ser pequenos y distinguibles
entre ellos, deben ser depositados en base a un modelo en particular y con las
mismas distancias entre cada “spot”.

b) La reproducibilidad del “spot”. Los “spots” deben ser de tamanos y formas
iguales y contener las mismas cantidades de acidos nucleicos, para lo cual se
requiere de una calibracion precisa de cada una de las puntas de impresion y en
conjunto en el brazo del robot.

c) El control ambiental. Las condiciones ambientales pueden tener un efecto
significativo en la calidad de las laminillas impresas. Un ambiente limpio es
importante ya que las particulas como el polvo, pueden quedar fijadas en las
laminillas, causando sefales de fondo durante la hibridacién o de sefal de algun
“spot” durante el analisis de los datos. El controlar la humedad ayuda a evitar
cambios en las concentraciones y la evaporaciéon durante el transporte de la
muestra para la impresion o sobre la superficie de ellas. Niveles altos de humedad
pueden causar manchas en lugar de “spots” y niveles bajos pueden causar
evaporacion de las muestras en la placa. En condiciones altas de temperatura los
blancos pueden secarse rapidamente en los contornos causando una baja
uniformidad del spot. Este efecto puede causar un spot en forma de dona. Se ha
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demostrado que una humedad entre 20-50% es conveniente para la fabricacién de
un microarreglo.

d) El sobrante de la muestra. No deben mezclarse los sobrantes de una impresion
a otra.

e) El proceso de impresion debe ser rapido para permitir oportunas impresiones de
laminillas. Debe ser considerado el tiempo total necesario para la toma de
muestras, impresion y lavados de las puntas del robot.

Para la impresion se utilizan puntas disefiadas con caracteristicas
especificas como son, sélidas, huecas o abiertas para transferir las muestras
blanco a las laminillas. Estas puntas son colocadas sobre la solucion blanco la
cual se va adherir a la punta en una pequefia cantidad. Cuando la punta se pone
en contacto con la superficie de la laminilla, una fraccion de la solucién tomada es
depositada sobre la superficie. Una buena muestra tomada por la punta permite la
impresion de varios “spots”. Para obtener altos rendimientos, varias puntas son
usadas simultaneamente, cada una de las cuales deposita una muestra diferente.
La impresion por contacto requiere de menor cantidad de solucidén blanco que los
métodos de no contacto y también los “spots” resultan mas pequefios que pueden
ser colocados con una mayor densidad en la superficie del microarreglo.

Las laminillas para microarreglos mas comunmente usadas como soportes
son porta objetos de vidrio para microscopio, los cuales ofrecen una superficie lisa
y rigida que emite baja fluorescencia de fondo. Tomando en cuenta las diferencias
entre la diversidad de fabricantes y casas comerciales. Se recomienda un
cuidadoso analisis de las laminillas antes de ser usadas para la impresion,
ademas de asi asegurar que se encuentre perfectamente limpias.

La quimica de la superficie de la laminilla es muy importante ya que no
habra una unidn eficiente de los acidos nucleicos a una laminilla no tratada
guimicamente. Se han diferenciado estrategias quimicas para tratar superficies
para facilitar la union de los blancos a la laminilla. Estos tratamientos permiten no
unicamente la unién eficiente de los blancos, también determinan la densidad de
las moléculas que pueden ser adheridas por unidad de superficie.

La uniformidad y espesor de la superficie cubierta es critica para obtener
resultados de buena calidad lo que influye también en la uniformidad y morfologia
del “spot”, union del ADN y en las sefales de fondo. La diversidad en los
recubrimientos de las laminillas puede contribuir a la variacion de las senales y
disminucion de la resolucion de un experimento de microarreglo. El recubrimiento
incorrecto de la laminilla puede provocar la union deficiente del acido nucleico
depositado, el cual se puede perder durante el proceso de hibridacién.

Comunmente se utilizan laminillas con modificaciones en la superficie
incluyendo la introduccion de grupos aldehidos, aminos o poli-lisinas. Las
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laminillas con aminosilano permiten la obtencion de datos consistentes y
reproducibles resultando mas favorables en el uso de experimentos con
microarreglos.

Los grupos amino pueden ser introducidos a las laminillas por tratamiento
del vidrio limpio con aminosilano, como el 3-aminopropil-trimetoxi-silano. El
tratamiento con vapor proporciona mejores resultados que el método en el cual se
sumerjan las laminillas (Worley et al., 2000). EI ADN puede ser unido a laminillas
modificadas con grupos amino por medio de las interacciones entre las cargas
negativas de los grupos fosfato del ADN y las cargas positivas de la superficie de
la laminilla. Estas interacciones ayudan a asegurar la desnaturalizacion del ADN
asi como a incrementar la afinidad de unién a la superficie. Los tratamientos con
UV pueden ser usados para fortalecer la inmovilizacion del ADN sobre la
superficie. La unién por medio de interacciones electrostaticas es conveniente
para la uniéon de fragmentos mayores de 60-70 nucleétidos (Watson et al., 1998)
(Figura 4).

Figura 4. Unidén del ADN a una superficie
tratada con grupos aminos. Tomada de
Ettan DIGE. User Manual.

Los blancos para microarreglos deben ser manipulados a partir de una
solucién con altas concentraciones de la muestra para permitir que un nimero
suficiente de moléculas sean depositadas en la laminilla. La pureza de las
soluciones blanco es importante para la eficiencia de unidén de los acidos nucleicos
y para su disponibilidad durante la hibridacion. Los blancos amplificados mediante
PCR deben ser purificados previamente para eliminar el exceso de dNTP’s, oligos,
ADN polimerasa, buffers y detergentes. Algunos métodos de cromatografia en
columna son convenientes para este propoésito (Rowland, 2002; Alazawi et al.,
2002; Hanash et al., 2002)
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Los blancos, unidos a la superficie, estan disponibles para la hibridacion
unicamente cuando son presentadas en una forma desnaturalizada o de cadena
sencilla. Esto puede ser logrado por impresion de los blancos previamente
desnaturalizados. Los blancos deben ser disueltos en soluciones conteniendo sal
como por ejemplo SSC 3X (ver apéndice), o en solventes desnaturalizantes tales
como el DMSO (Dimetil sulféxido).

En conclusién, los factores criticos para el éxito de la fabricacion de un
microarreglos son:

e Siempre limpiar manualmente las laminillas en un ambiente estéril.

e No usar guantes que contengan polvo como el talco el cual invariablemente
causara senales de fondo.

e Nunca tocar el area del arreglo, unicamente manipular las laminillas por los
costados.

e Utilizar unicamente portaobjetos de microscopio con poca fluorescencia para la
fabricacion de microarreglos.

e Limpiar las laminillas perfectamente antes de aplicar el tratamiento
seleccionado.

e \Verificar la pureza y concentracion de los blancos antes de usarse en la
impresion.

e Manipular las placas de los blancos con cuidado para evitar la evaporacion de
las muestras o la mezcla entre ellas.

e Seguir cuidadosamente las instrucciones proporcionadas por los fabricantes
del robot.

e Asegurarse que la impresion se realice bajo las condiciones Optimas de
humedad y temperatura.

e Las laminillas para microarreglos tienen una vida media. Preparar las laminillas
segun se utilicen.

e Siempre almacenar las laminillas en un desecador y protegidas de la luz.

1.3 FUENTES PARA BLANCOS DE ADN

Los fragmentos de &cidos nucleicos usados para la construccion de
microarreglos pueden ser obtenidos de diversas fuentes. Para microarreglos de
expresion genética los fragmentos son obtenidos de clonas de ADNc, o
amplificadas de secuencias exonicas. Se han utilizado como fuentes de blancos
las bibliotecas de clonas de ADNc, secuencias expresadas marcadas (EST’s) o
fragmentos amplificados mediante PCR correspondientes al marco de lectura
abierto (ORF’s) (Welford et al., 1998; Penn et al., 2000). Es necesario tener la
informacién acerca de las secuencias que seran utilizadas en microarreglos. Si la
secuencia de ADN es conocida, es posible seleccionar el area del ADNc que
hibrida con mayor especificidad para secuencias derivadas de un mismo gen con
el propésito de evitar que hibride con otras secuencias relacionadas. Muchas
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secuencias desconocidas pueden también contener elementos genomicos
repetitivos que pueden comprometer la especificidad de la hibridacion.

1.4 BLANCOS CONTROL

El andlisis de un experimento de microarreglo es un proceso complejo, eso
hace necesario el uso de controles efectivos durante todo el procedimiento. Para
microarreglos de expresion genética, las senales de hibridacién son influenciadas
por una variedad de factores, incluyendo el numero de transcritos especificos en
las muestras marcadas, el método de marcado, las propiedades de las puntas de
impresion, las condiciones de hibridacién y la superficie quimica de la laminilla.
Ademas, la variacion en las sefiales es observada no Unicamente entre las
diferentes laminillas sino también entre las diferentes réplicas blanco impresas en
diferentes ubicaciones de la laminilla del microarreglo. Es sumamente importante
tomar esto en cuenta para poder ser capaces de establecer las conclusiones y
para la validacion de los resultados. Las secuencias control incluidas en un
experimento son los factores clave para ayudar en esas funciones.

Se han ideado diferentes estrategias como propuestas de control en un
microarreglo. Estas incluyen el uso de secuencias exdgenas en cantidades
conocidas (Shena et al., 1996; Schuchhardt et al., 2000) y genes con una
expresion basal en condiciones normales o “housekeeping” (Yamanaka, 2001).

Para obtener el maximo de informacién sobre la calidad de los
microarreglos, se utilizan controles positivos, negativos, de proporcion, de rango
dinamico y normalizacion. Dado que una hibridacién utilizando microarreglos
involucra miles de fragmentos de &acidos nucleicos, es importante que las
secuencias usadas como controles sean seleccionadas y probadas
funcionalmente para evitar uniones o hibridaciones inespecificas. Por otro lado los
controles negativos son necesarios para representar secuencias de &cidos
nucleicos capaces de capturar eventos de hibridaciones al azar. Los “spots” vacios
0 “negros” que no contienen ADN son usados también como controles negativos.

El uso de oligonucleétidos como blancos permite la utilizacion de sus
secuencias complementarias como controles; para comparar las sefales
adecuadas con la secuencia complementaria, la confiabilidad de cada sefial puede
ser valorada individualmente (Lockhart et al., 1996).

1.5 HIBRIDACION

El proceso de hibridacion es realizado para identificar y cuantificar acidos
nucleicos en una muestra. Generalmente esto involucra la alineacién de un &cido
nucleico de cadena sencilla con una secuencia complementaria o blanco. La
union de la secuencia y la intensidad de la sefial es proporcional a la cantidad de
muestra inmovilizada. Algunos factores que son criticos para elaborar una
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hibridacidén exitosa son: a) pre-hibridacién, b) condiciones de hibridacién, c) buffer
de hibridacion y d) astringencia de los lavados.

Podemos resumir el proceso de hibridacion en 3 pasos criticos (Figura 5):

1) El buffer de hibridacién, el cual contiene cantidades conocidas de la sonda
marcada, es colocado en la superficie de la laminilla donde se encuentra el area
del arreglo.

2) La laminilla se incuba en un ambiente humedo durante mas de 16 horas (toda
la noche). En este tiempo la sonda entra en contacto con el blanco. Si la
secuencia de la sonda es homobloga a la del blanco entonces habra una buena
hibridacién.

3) Los lavados que se realizan a las laminillas al concluir el tiempo indicado son
utiles para eliminar el buffer asi como las sondas no hibridadas; dejando asi
sOlamente las sondas alineadas con su respectivo blanco para permitir la
deteccion.

Genes de INISres SODIS .ot
una superficie de vidrio

Buffer de hibridacién /—‘ﬁ/_ Tz Ty
con el ADNc marcado

Incubacién del microarreglo . A
en camara himeda a 42°C

Microarreglo hibridado

y listo para el andlisis i th - at-dn_
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Figura 5. Proceso de hibridacién de un Microarreglo.
Tomada de http://stanford.edu

1.6 BIOINFORMATICA

Durante las primeras etapas del desarrollo de la tecnologia de
microarreglos, mucho del interés se enfocd hacia el establecimiento de una
tecnologia que fuera capaz de realizar un analisis de expresién genética a mayor
escala que las convencionales, como son: Andlisis Serial de Expresion Genética o
SAGE (del inglés; Serial Analysis of Gene Expression), arreglos de
oligonucledtidos y arreglos de ADNc. Al mismo tiempo, muy poco de este interés
se dirigi6é hacia desarrollar un método para el analisis e interpretacion de los datos
que proporcionaban esas técnicas. Quiza una de las razones fue la misma
insuficiencia de datos experimentales de ese tipo. Con la introducciéon de la
tecnologia de Microarreglos los genetistas se enfrentan a una rapida evolucién en
el manejo de la bioinformatica y no Unicamente a los problemas asociados con el
mapeo y secuenciacion de genes. También se enfrentan con el manejo de
grandes cantidades de datos que son generados en paralelo por otras tecnologias
de monitoreo de expresion genética.

Actualmente, con los avances en tecnologia gendmica; las publicaciones
realizadas en investigaciones biomédicas han enfocado su atencion hacia
aspectos funcionales de cientos de genes en lugar de un solo gen. La comunidad
de “bioinformaticos” se enfrenta ahora al reto del estudio de expresion genética
dentro de los cuales se incluye: 1) el manejo de la informacién de laboratorio, 2)
analisis de la imagen de microarreglos, 3) analisis de perfiles de expresion de
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genes, 4) clasificacion de patrones de expresidn (huellas genéticas) y 5) un
sistema control de alto nivel de analisis del producto (del inglés high-level control
system modeling issues)( Xiang y Chen, 2000).

1.7 SISTEMA PARA EL MANEJO DE INFORMACION

La meta principal del sistema de manejo de informacién de laboratorio
(LIMS) es la de manejar y encaminar toda la informacion de experimentos para su
disponibilidad a los usuarios y facilitar asi su consulta. El “Array DataBase”
(ArrayDB) (http://www.nghri.nih.gov/DIR/LCG/15K/HTMLY) fue desarrollado para
almacenar, consultar y analizar la informacién de diversos experimentos con
microarreglos. Para cada experimento la informacion elemental en la base de
datos es: 1) la informacidén acerca de los microarreglos vy la especificidad de las
clonas de ADNCc ( ID de la clona, nombre, hipervinculo, etc.), 2) informacién acerca
de las sondas (fuente, condiciones para el experimento, tipo de marcador, etc.), 3)
informacién acerca de la imagen (escaneo, intensidad y proporcion de cada clona
blanco, etc.). Otra meta del ArrayDB es identificar patrones y relaciones entre
intensidad y proporcion, individuales y en experimentos multiples cruzados.
Ademas, la opcion de consultar datos asociados con experimentos de
microarreglos de Internet adiciona la posibilidad del analisis de datos del
experimento del usuario.

1.8 ANALISIS DE LA IMAGEN

El objetivo del analisis de la imagen del microarreglo es extraer la
intensidad o proporcion de fluorescencia de la sonda hibridada correspondiente a
la ubicacion de cada blanco de ADNCc; asi, los investigadores pueden inicialmente
hacer una interpretacién parcial del resultado para posteriormente realizar un
analisis de alto nivel. La forma tipica de analisis consiste en la deteccién del
blanco, segmentacion del ADNc, medir la intensidad del fondo y la fluorescencia
de la sonda, analisis de la proporcién y finalmente la visualizacion de los datos. La
clave para el éxito del analisis de una sola laminilla es la medicién y proporcién de
la expresion entre las muestras y la seleccién de un grupo de genes con una
expresion basal en condiciones normales o “housekeeping” para la normalizacion,
la cual consiste en disminuir la variacion experimental.

1.9 PERFILES DE EXPRESION

El proceso de analisis con programas de computacién disefiados para un
microarreglo es suficiente para la obtencién de un patréon de expresién. Para
algunos otros experimentos, como el monitoreo de cambios temporales de un
patrén de expresion genética, favorece el estudio de interacciones bioldgicas entre
genes de un organismo, para entender el mecanismo de comportamiento de
expresion del gen en uno o diferentes tipos celulares.

13



ALVAREZRD S ELFABETH
NTRODUCCDN

El primer paso para el analisis de los datos es llamado a menudo
“exploraciéon de los datos” en el cual cualquier patrén al azar o perfil requiere otra
exploracibn mas detallada y consciente. El agrupamiento 6 “clustering” es una de
las técnicas en la cual los datos de interés son colocados dentro de un pequefio
namero de grupos homogéneos o grupos “clusters”. Para estudiar el orden de las
lineas de los datos de expresion, la técnica de escala multidimensional (del inglés
Multidimensional Scaling, MDS) es usada comunmente para la visualizacion de
muestras biolégicas similares. El agrupamiento jerarquico que un investigador
puede utilizar es segun sus objetivos, respecto a las secuencias estudiadas es
utilizada principalmente para muchos experimentos de microarreglos como
método de visualizacién y andlisis (Hedge et al., 2000).

1.10 CANCER

Después de un cuarto de siglo de grandes adelantos, las investigaciones en
cancer han generado una amplia y compleja cantidad de informacion, revelando
que el cancer es una enfermedad que involucra cambios dinamicos en el genoma
(Hanahan y Weinberg, 2000).

El céncer se origina cuando clonas de células mutadas sobreviven y
proliferan en forma inapropiada, rompiéndose el balance entre la proliferacion
celular y la apoptosis (muerte celular programada y genéticamente controlada). En
los ultimos 5 afos, la investigacion en cancer ha producido avances notables en el
conocimiento de la biologia y la genética de la célula cancerosa. Entre los logros
mas importantes esta el tomar conciencia de que la apoptosis y los genes que la
controlan juegan un papel fundamental en el desarrollo de un tumor maligno.
Algunos oncogenes inhiben vias apoptéticas y favorecen la progresion de una
neoplasia. Otros oncogenes incrementan los procesos apoptoticos, lo cual
establece una presion selectiva para que en una célula se introduzca una segunda
mutacién y escape a la apoptosis durante la carcinogénesis. Las versiones
normales de los oncogenes (0 protoncogenes) regulan positivamente el
crecimiento y la division de las células en tanto que los antioncogenes inhiben
estos procesos. Frecuentemente el cancer es iniciado por agentes ambientales
gque causan mutaciones en oncogenes, genes supresores de tumor
(antioncogenes), o incluso en genes involucrados en la reparacion del dafo al
ADN. En etapas sucesivas se alteran y/o desregulan transcripcionalmente genes
relacionados con ciclo celular, inmortalizacion, estabilidad gendmica, apoptosis,
invasion, angiogénesis y metastasis. En otras palabras, el cadncer tiene un origen
geneético y en su desarrollo participan varios genes que van llevando a la invasién
gradual de uno o varios tejidos del paciente. Hace muy poco tiempo se descubrié
que tanto los oncogenes (por ejemplo c-myc, ras, bcl-2) como los antioncogenes
mas estudiados (rb, p53) participan activamente en apoptosis. Para que un tumor
maligno se desarrolle, deben mutar 4-5 genes que controlan el crecimiento.
Adicionalmente, en algunas neoplasias intervienen oncogenes virales, como por
ejemplo los oncogenes de los papilomavirus humanos (HPV) de alto riesgo en
cancer cérvico uterino (CaCU). Hay evidencias que indican que la mayoria de los
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compuestos citotoxicos empleados en la clinica para combatir el cancer son
inductores de la apoptosis, lo cual lleva a pensar que una falla en el tratamiento
quimioterapeutico puede ser debida a un defecto en alguna via apoptoética. En este
momento el conocimiento de las bases moleculares del cancer es enorme y esto
hace posible el disefio de nuevas estrategias preventivas, de diagndstico y de
terapia molecular. La mayoria de estas estrategias considera la induccién de la
apoptosis de las células malignas como un evento fundamental (Ames et al., 1990;
Bieche y Lidereau, 1995; Damm, 1993; Gariglio y Rangel, 2003; Giaccone, 1996;
Leake, 1996; Murray y Kirschner, 1991; Weinberg, 1995).

El estado actual de los estudios y descubrimientos en oncologia molecular
es fascinante y de gran importancia médica. En particular en los ultimos 5 afnos se
ha determinado que la inhibicibn de los mecanismos apoptéticos puede
representar una clave importante para entender el crecimiento tumoral y para
desarrollar estrategias de terapia molecular. Un entendimiento del cancer a nivel
molecular es un requisito importante no sélo para el desarrollo de nuevas
estrategias de diagnostico y para el disefio de métodos terapéuticos mas
efectivos, sino también en el establecimiento de medidas preventivas con sélidos
fundamentos cientificos (Gariglio y Rangel, 2003; Stanbridge, 1992).

En los paises en desarrollo como México, se esta observando una
transicidbn epidemioldgica curiosa; aumentan rdpidamente las enfermedades
frecuentes de los paises desarrollados, como el cancer, pero no disminuyen con
igual rapidez las enfermedades caracteristicas del subdesarrollo (Gariglio y
Rangel, 2003; Picconi et al., 2000). En México, el cancer representa un serio
problema socioeconémico y de salud; ocupa el segundo lugar como causa de
muerte en la poblacion, mostrando una tendencia ascendente (Cisneros et al.,
1987). El tipo histolégico mas comun es de la variedad epidermoide y contribuy6
con el 89% del total (Carrada-Bravo, 1987, Lizano y Garcia-Carranca, 1997). En
particular, el cancer cérvico uterino es el mas frecuente, en el afio 2000 a nivel
nacional se tuvieron 2,326,627 detecciones, de los cuales 10,852 se estan
controlando (Gariglio y Rangel, 2003; Lizano, 1997). Para el afio 2001 se tienen
registrados 3304 casos nuevos (Epidemiologia, 2001). Solamente en el Instituto
Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México se presentan cada afio mas de
850 casos nuevos (Mohar et al., 1999). En los casos de deteccion del HPV a nivel
nacional se tiene registrada una tasa de 13.67 por 100 000 habitantes, lo que es
igual a 13,802 casos en el 2001 (Epidemiologia, 2001).

El desarrollo del CaCU esta estrechamente relacionado con las infecciones
persistentes que producen algunos tipos de virus del papiloma humano (HPV),
conocidos como HPV de alto riesgo. A la fecha se han identificado casi 200
variantes distintas de HPV; de las 100 variantes clasificadas hasta ahora, cerca de
la tercera parte infecta las regiones genitales (Zur Hausen, 1996). Los HPV se han
clasificado en cutaneos y mucosos de acuerdo al sitio preferencial de la lesion en
tipos de alto, mediano y bajo riesgo con base a su potencial oncogénico (Disaia y
Creasman, 1994). Los HPV de alto riesgo se asocian de manera directa con el
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desarrollo de las neoplasias genitales, en particular los tipos 16 y 18, ya que se
encuentran en mas del 70% de todos los tumores cervicales (Bosch et al., 1996;
Berumen et al., 1994; Berumen et al., 1997; Gariglio et al., 1998) y junto con los
tipos 31, 33, 35, 45 y 58 alcanzan mas del 95% de ellos. Ademas, existen
variantes moleculares de HPV que parecen ser mas agresivos y tener diferentes
comportamientos bioldgicos, incluyendo el desarrollo del CaCU en pacientes
jovenes (Berumen et al., 1994; Hildsheim et al., 2001; Berumen et al., 2001). Asi
pues, la historia natural de las infecciones por HPV de alto riesgo influye de
manera directa en el curso y el prondstico del CaCU y las infecciones persistentes
por estos se asocian claramente con un mayor riesgo para desarrollarlo, aunque
no debemos olvidar que existen otros factores de riesgo importantes para el
desarrollo de esta enfermedad (Walboomers et al., 1999).

1.11 APOPTOSIS

Apoptosis es la muerte celular programada que juega un papel crucial en el
desarrollo, homeostasis y sirve como un mecanismo de defensa en los
organismos multicelulares (Kerr et al., 1972) o células hospedero que combaten
una infeccion viral (Knipe y Howley, 2001). La respuesta apoptética involucra una
cascada de senfalizaciones intracelulares iniciadas en respuesta a una gran
variedad de estimulos, incluyendo una infeccion viral, la ausencia de factores de
crecimiento esenciales, tratamientos con glucocorticoides, irradiacion-O y la
activacion de ciertos receptores (Lewin, 2000). Las caracteristicas morfologicas y
bioquimicas de las células apoptéticas incluyen la condensacién de la cromatina,
vacuolizaciéon del citoplasma, rompimiento de la membrana plasmatica,
fragmentacién del ADN internucleosomal y el cambio de lugar de fosfatidilserina
de la membrana plasmatica interna hacia el exterior (Knipe y Howley, 2001). La
estricta regulacion de la muerte celular programada es esencial para prevenir
enfermedades. En humanos, diferentes enfermedades estan asociadas con
deficiencias en los mecanismos apoptéticos, en las que se encuentran algunos
desordenes neurodegenerativos, SIDA y cancer (Kerr et al, 1972). La célula
cancerosa tiene seis capacidades, segun Hanahan y Weinberg (2000), las cuales
son: autosuficiencia en la produccion de sus propias sefiales de crecimiento,
insensibles a sefales inhibitorias, angiogénesis, potencial replicativo ilimitado,
metastasis y evasion de la apoptosis. La apoptosis es iniciada por mecanismos
que regulan el crecimiento y diferenciacion celular, dentro de estos mecanismos
podemos mencionar la expresibn de protooncogenes (genes normales) vy
oncogenes (versiones alteradas de los protoncogenes), entre los cuales esta pRB,
proteina que controla la proliferacion y la apoptosis a través de la represion activa
de promotores dependientes del factor de transcripcion E2F. La apoptosis es
regulada a través de la liberacion y regulacién del citocromo C, mediado por p53
y/o p73 y a través de la regulacién trascripcional de genes proapoptéticos
(APAFT1). La pérdida de la funcién de pRB resulta en hiperproliferacion, resultando
en un bloqueo del crecimiento y/o apoptosis (Raff, 1992).
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La importancia fundamental de la apoptosis como componente de la
respuesta del hospedero a una infeccion viral es ilustrada por el hecho de que un
gran numero de productos de genes codifican para la induccion o inhibicion de
apoptosis. La prematura destruccion de la célula infectada puede reducir
enormemente la produccion de virus; entonces, los virus pueden desarrollar
estrategias para contrarrestar la respuesta apoptética codificando productos de
genes virales que afectan componentes de la cascada apoptotica. La supresion o
retardamiento de la apoptosis pueden extender el periodo de tiempo de latencia
del virus, permitiendo que siga la infeccion produciendo nuevos viriones, previos a
la destruccion de los virus utilizando caminos biosintetizados por ellos. También
puede ocurrir lo contrario; los productos de los genes virales pueden ser
identificados y funcionar como inductores de la apoptosis, posiblemente para
facilitar la liberacion y extension de los viriones progenie del hospedero infectado
(Knipe y Howley, 2001).

1.12 PROTOONCOGENES Y ONCOGENES

El descubrimiento de los protooncogenes (genes normales) y de los
oncogenes (versiones alteradas de estos genes) hace aproximadamente 20 afos
ha permitido explicar el cancer a nivel molecular. Los protoncogenes desempefian
funciones importantes para el crecimiento celular. Codifican para factores de
crecimiento, receptores a dichos factores, transductores de sefales y proteinas
nucleares que actuan como factores de replicacién o de transcripcion, activando
genes importantes en el crecimiento normal de la célula. Por ejemplo, las
proteinas de la familia Ras se localizan en la membrana citoplasmatica; por otro
lado, la proteina Myc se localiza en el nucleo y participa tanto en la replicacién del
genoma celular como en regulacién de la transcripcién genética.

Debido a que los oncogenes representan formas mutadas de genes
celulares normales, ellos ofrecen una indicacién clara de los blancos genéticos
que se alteran por agentes cancerigenos. Cuando los protooncogenes se alteran
molecularmente se transforman en oncogenes activados; entre las alteraciones
mas frecuentes que activan a los protoncogenes tenemos: mutacion, rearreglo
génico y amplificacién génica; frecuentemente; un protooncogén puede presentar
mas de una de estas alteraciones genéticas. En glioblastomas, neuroblastomas,
cancer cérvico-uterino y mamario, un mecanismo comun de activacion de
protooncogenes es la amplificaciéon del ADN. Por ejemplo, el gen c-myc esta
frecuentemente amplificado en cdncer de mama, pulmén y cérvico-uterino (Ocadiz
et al., 1987). Una sobreexpresion de los protooncogenes que codifican para
ciclinas o cdks permitird un avance inapropiado de las células tumorales a través
del punto de control G1-S del ciclo celular (Gariglio, 2000).

1.13 GENES SUPRESORES DE TUMORES O ANTIONCOGENES

La existencia de genes que regulan negativamente el crecimiento celular
esta apoyada por una extensa literatura describiendo las consecuencias de la
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fusion entre células normales y tumorales; frecuentemente la célula hibrida pierde
el caracter tumoral sugiriendo que a la célula neopléasica le falta un gen regulador
del crecimiento y que es posible recuperar dicho control al fusionarla con una
célula normal. Estos genes de regulacién negativa del crecimiento se llaman
genes supresores de tumor o antioncogenes y los mas estudiados hasta este
momento son el gen retinoblastoma (rb) y el gen p53.

El producto del gen rb1 es una fosfoproteina nuclear de 105-110 kDa (pRb)
que controla negativamente el ciclo celular al unirse e inactivar factores de
transcripcion tales como E2F, los cuales controlan la expresion de numerosos
genes involucrados en proliferacion celular. La actividad de pRb estd también
regulada negativamente por fosforilacién inducida por cinasas dependientes de
ciclinas (cdks). Ademas de controlar el ciclo celular, pRb participa en
diferenciacién celular de tejidos del adulto y durante el desarrollo embrionario;
también se ha observado que pRb puede aumentar la immunogenicidad de las
células tumorales, disminuir la angiogénesis y suprimir la invasividad del tumor.

El antioncogén p53 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 y
contiene 11 exones que codifican para 393 aminoacidos. Se le ha clasificado
como supresor de tumores ya que detiene o retiene la transformacion y el
crecimiento de una célula blanco. La proteina p53 es una fosfoproteina nuclear
capaz de reconocer una secuencia especifica de ADN y actuar como factor de
transcripcion. Una propiedad importante de esta proteina antioncogénica es su
afinidad por proteinas virales oncogénicas como: el antigeno T grande codificado
por SV40, la oncoproteina E1B de adenovirus y la proteina E6 de HPV de alto
riesgo. La proteina p53 participa en la respuesta celular al dano genético, al
menos en dos formas diferentes: 1) deteniendo el ciclo celular en la fase G1, lo
cual permite que se repare el ADN antes de la divisidbn celular; 2) causando
apoptosis cuando el dafo genético ha sido muy importante y ya no se puede
reparar; en este caso la concentracion de p53 se mantiene elevada por bastante
tiempo. Ademas, la proteina participa directamente en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica; su funcidn como “guardian del genoma” es inhibida o
destruida por deleciones, inserciones y mutaciones puntuales, asi como por la
formacién de complejos inactivos con proteinas endégenas o con oncoproteinas
virales. Lo anterior permite la proliferacion de células defectuosas que favorecen la
aparicion de una neoplasia (Gariglio, 2000).

Es indudable que se seguiran descubriendo genes que modifican el riesgo
al cancer en individuos genéticamente predispuestos; asi como en la poblacién en
general. Esto ayudara no solo a entender la patogénesis del cancer, sino también
al desarrollo de nuevos métodos de terapia.

1.14 QUERATINOCITOS

Los queratinocitos son el mejor modelo de estudio de la epidermis. El
conocimiento de la biologia de queratinocitos se incrementa rapidamente debido a
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la disponibilidad de modelos de cultivo celular que asemejan los proceso de
diferenciacidn in vivo y las técnicas de biologia molecular. Los cultivos primarios
de queratinocitos proporcionan una abundante fuente de queratinocitos puros que
pueden ser usados para probar los efectos de agentes de proliferacion,
diferenciacidn y regulacién en funciones celulares y como una fuente para obtener
proteinas y genes. La identificacion de genes ha sido procesada rapidamente; esa
informaciéon ha hecho posible delinear la estructura de muchas proteinas
importantes, asi como el estudio de sus funciones y regulacién genética dentro de
la célula. La expresion de proteinas mutantes in vivo e in vitro ha llevado a realizar
investigaciones de génesis en enfermedades epidermales (Eckert et al., 1997).

Cultivos primarios de queratinocitos humanos fueron inmortalizados con el
retrovirus anfotropico que tiene integrados los oncogenes virales E6, E7 y E6/E7
(Halbert et al., 1991).

Los resultados descritos anteriormente proporcionan una via para llegar a
conocer completamente el proceso de una enfermedad, la tecnologia de
microarreglos nos brinda la oportunidad de alcanzar esta meta, ayudandonos a
conocer y comprender las interacciones y cambios genéticos que ocurren. Resulta
de mayor importancia el establecimiento de este tipo de tecnologia en nuestro pais
asi como también el contar con personal capacitado para poder manejarla, para
finalmente tratar de mejorar las condiciones de salud que afectan gravemente al
pais.
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2. ANTECEDENTES

En 1991 Stephen Fodor A. y colaboradores combinaron las técnicas de
quimica en fase solida, grupos fotosensibles (del inglés, “photolabile groups”) y
fotolitografia para disenar la Sintesis Quimica Paralelamente Distribuida Dirigida
por Luz, la cual puede producir grupos muy diversos de productos quimicos. Esta
técnica utiliza filtros binarios como una estrategia de combinacién durante la
sintesis de oligonucledtidos, produciendo 2" componentes, en donde n es el
namero de pasos quimicos. Produjeron un arreglo de 1024 péptidos en 10 pasos y
experimentaron sus interacciones con un anticuerpo monoclonal analizando los
resultados mediante microscopia de epifluorescencia (Fodor et al., 1991).

En 1993 Stephen Fodor A. junto con otro grupo de investigadores
implementaron los arreglos biolégicos en miniatura o "chips", desarrollando dos
metodologias claves: a) Sintesis quimica combinada por luz dirigida la cual
permite la sintesis de miles de componentes en ubicaciones precisas y conocidas
dentro del "chip", y b) el analisis de ese "chip" con laser confocal de fluorescencia
que facilita la evaluacion de las uniones en sitios individuales del chip (Fodor et al.,
1993).

En 1994 Ann Pease C. y colaboradores reportaron una técnica basada en
fotolitografia usada para facilitar el analisis de secuencias creando arreglos
miniatura de sondas de oligonucledtidos. Fabricaron un arreglo de 1.28 x 1.28 cm
con 256 octanucleétidos diferentes, producido en 16 ciclos 0 pasos quimicos
durante 4 horas. El patron de hibridacion marcado fluorescentemente fue
detectado por microscopia de epifluorescencia. Las senales de fluorescencia para
las sondas complementarias fueron de 5-35 veces mayor que las que poseen
hibridaciones inespecificas, demostrando asi la especificidad en la identificacion
de secuencias complementarias (Pease et al., 1994).

En 1995 Marck Shena y colaboradores investigaron el proceso de
fabricacion e hibridacion de 45 genes de Arabidopsis thaliana, utilizando un robot
de alta velocidad para la impresion de los ADNCc’s de interés sobre una laminilla de
vidrio, marcando las muestras con fluor6foros y realizando la estandarizacién de la
sensibilidad del escaner utilizado, observando la sobreexpresion de algunos
genes. Al mismo tiempo realizaron un analisis comparativo entre la raiz y la hoja
de la misma planta, observando 27 genes expresados diferencialmente (Schena et
al., 1995).

En 1996 Marck Chee y colaboradores realizaron el analisis simultaneo del
genoma mitocondrial humano con arreglos que contenian mas de 135 000 sondas
complementarias de 16.6 kb generadas por Sintesis Quimica con Luz Dirigida.
Desarrollando ademas, un esquema de marcado con 2 colores para permitir la
comparacién simultanea de un blanco polimérfico para una referencia de ADN o
ARN. Analizaron polimorfismos con un limite de deteccion de diferencia de una
sola base y una eficiencia sin precedente (Chee et al., 1996).
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En 1997 Joseph DeRisi y colaboradores utilizaron microarreglos de ADN
que contenian cada uno de los genes de Saccharomyces cerevisiae para
determinar la expresion genética temporal que acompana los cambios metabdlicos
de fermentacién a respiracion. Los perfiles de expresion de genes observados con
funciones metabdlicas conocidas, sefialan hacia caracteristicas de reprogramacion
metabdlica que ocurre durante un cambio diauxico. El patron de expresion de
muchos genes no caracterizados previamente proporcionara pistas para sus
posibles funciones. EI mismo microarreglo de ADN fue utilizado para la
identificacion de genes cuya expresion fue afectada por la delecion del co-represor
transcripcional TUP1 o sobreexpresion del activador transcripcional YAP1
demostrando asi lo factible y 0til de esta herramienta para la exploracion de
patrones de expresion genética del genoma completo (DeRisi et al., 1997).

En 1998 Ramsay Graham hace una revisién de la tecnologia y aplicaciones
de los microarreglos de ADN u oligonucledtidos inmovilizados. Los arreglos de
ADN son fabricados con un robot de alta velocidad en membranas de nylon o de
vidrio, usando sondas marcadas para determinar la complementaridad,
permitiendo asi estudiar la expresion de miles de genes en paralelo y el
descubrimiento de nuevos genes. Los microarreglos de oligonucleétidos son
fabricados por sintesis quimica de luz dirigida o por sintesis convencional
siguiendo a la inmovilizacion en substratos de vidrio. Las muestras de ADN son
amplificadas por PCR y marcadas con fluorescencia para realizar la hibridacion.
Confirmando el éxito de la aplicacidon de ésta tecnologia en varios campos
(Graham, 1998).

En 1999 Javed Khan y colaboradores realizan una revisidén sobre el impacto
de la tecnologia de microarreglos en el estudio de enfermedades humanas.
Resaltando la importancia de tener una base de datos donde almacenar y
consultar los resultados de experimentos anteriores asi como la cita del articulo
original para posibles consultas. La tecnologia posee el potencial de equilibrar
muchos otros estudios individuales, llevando a resultados mas amplios y
conclusiones mas sutiles. Finalmente mencionan que la importancia de esta
herramienta se encuentra restringida a pocos laboratorios los cuales desarrollan
expertos en el area y para un numero creciente de intereses comerciales. “El valor
real de la tecnologia de microarreglos se vera aumentado cuando sea mas
accesible (Khan et al., 1999)”.

En el 2000 Gad Getz, Erel Levine y Eytan Domany, presentaron un método
para analizar los datos de los experimentos con microarreglos. La idea principal es
identificar grupos de genes, cada uno de los cuales puede contener a otro,
sugiriendo una divisidén estable y significante. La busqueda para cada subgrupo es
una compleja tarea hablando de computacién. Presentaron un algoritmo basado
en agrupamientos interactivos que llevan a cabo cada una de las busquedas. Este
tipo de analisis es especialmente conveniente para datos de microarreglos, donde
las aportaciones de una variedad de mecanismos biolégicos de expresidn genética
son muy complicados por la gran cantidad de datos. Aplicaron este método a 2
grupos de datos de microarreglos para cancer de colon y leucemia. Gracias a la

19



ALVAREZRD S ELIZABETH
ANTECEDENTES

identificacion de un subgrupo de datos se pudieron descubrir discordancias y
correlaciones de ciertos genes que son enmascaradas cuando todos los grupos
fueron usados en el andlisis. Algunas de estas correlaciones tienen
interpretaciones biolégicas y otras pueden servir para orientar posibles
investigaciones (Getz et al., 2000).

En el 2001 Mangalathu Rajeevan y colaboradores adaptaron la técnica de
Real Time-PCR (Tiempo Real-PCR), para la validacion de genes expresados
diferencialmente. Describiendo un experimento de RT basados en la deteccion del
colorante SYBR Green | y analizando la curva producto para validar genes
expresados diferencialmente por tecnologias de perfiles de expresién genética.
Los niveles de expresion relativos fueron cuantificados por construccién de una
curva estandar en la cual se utilizaron diluciones de ADNc de un gen sobre-
expresado. De esta forma se validaron 17 (71%) de 21 genes identificados por
microarreglos y 13 (92%) genes excepto 1 identificados por Expresién Diferencial
(Differential Display PCR). La validacion de genes expresados diferencialmente
detectados por andlisis de microarreglos fueron relacionados con las intensidades
de hibridacién. Los resultados por Tiempo Real sugieren que los genes
identificados por microarreglos de ADN con 2 a 4 veces de diferencia de expresion
no pueden ser aceptados como verdaderos o falsos sin una validacibn mas
especifica. A pesar de la tecnologia de perfiles de expresidon genética, mientras
que las secuencias de los genes de interés no sea conocida, es una técnica
conveniente sélo para la validacion de expresion diferencial, siendo cuantitativa,
rapida y util ya que se requiere de 1000 veces menos ARN para el experimento
(Rajeevan et al., 2001).

En el 2002 Olshen A.B. y Jain A.N. presentaron dos metodos sencillos para
la identificacion de la expresion especifica de los genes, en los cuales la expresion
es vinculada con un fenotipo resultante, asi como por la prediccion sistematica del
namero de miembros de la clase de muestra. Validaron trabajos realizados
anteriormente con microarreglos, obteniendo los siguientes resultados: en el
estudio elaborado por Golub y col. en 1999 sobre leucemia lograron replicar las
conclusiones cuantitativas con mejores resultados de clasificacién, ocupando
métodos mas sencillos en la obtencidén de los mismos. En el trabajo elaborado por
Perou y et al., en el 2000 sobre tumores de mama proporcionaron un soporte
cuantitativo riguroso para las conclusiones del articulo original. En cuanto al
trabajo de Alizadeh y et al., en el 2000 hecho sobre linfomas, el andlisis apoy6
Unicamente parcialmente las conclusiones de los autores originales (Olshen y
Jain, 2002).
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3. OBJETIVOS:

3.1 General :

% Estandarizar la metodologia de Microarreglos de ADNc, para determinar de
manera precisa y rapida, perfiles de expresion genética, en modelos para el
estudio del cancer cérvico uterino (CaCU).

3.2 Particulares:

% Realizar la validacién de la expresion de algunos genes relacionados con
apoptosis y proliferacion utilizando microarreglos de ADNc, mediante pruebas de
RT-PCR in vitro en cultivos primarios de queratinocitos y queratinocitos
inmortalizados con el oncogén E6 del HPV 16.

% Establecer un protocolo ideal para realizar la hibridacion con Microarreglos de
ADNc comerciales.

% Iniciar la estandarizacibn de las condiciones para la fabricacion de
Microarreglos.

4. JUSTIFICACION

La vida depende de la capacidad de las células de almacenar, recuperar y
transmitir las instrucciones genéticas requeridas para mantener a un organismo.
La informacién hereditaria es cedida de la célula madre a sus hijas por mitosis, de
generacibn en generacion en cada organismo, estas instrucciones son
almacenadas en cada célula dentro de los genes conteniendo elementos que
determinan las caracteristicas de una especie como un todo. Cada célula cuenta
con el producto de estos genes para una gran variedad de funciones incluyendo la
produccién de energia, biosintesis de macromoléculas, mantenimiento de la
estructura celular, respuesta a estimulos ambientales, etc. Con base en lo anterior,
es de gran importancia el establecimiento de una técnica como la de Microarreglos
de ADNCc para estudiar la expresidén de patrones de expresion.

Es necesario realizar la validacion de los Microarreglos de ADNc mediante
técnicas convencionales como lo es RT-PCR in vitro. Hemos iniciado nuestros
ensayos en modelos biologicos como lineas celulares para el estudio del CaCU. A
partir de queratinocitos normales y queratinocitos inmortalizados con el oncogen
viral E6 del HPV 16.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lineas celulares

Se utilizaron Cultivos Primarios de Queratinocitos y queratinocitos
inmortalizados con E6 del HPV 16.

Las células fueron cultivadas en cajas Petri adecuadas con medio especial
para Queratinocitos (Invitrogen, USA), antibiético ciprofloxacina (10 pg/ml) y
fungizona (Invitrogen, USA) utilizando una concentracién final de 2.5 ug/ml. Se
crecieron las células hasta obtener la confluencia, posteriormente se extrajo el medio
agregando PBS para lavar en 2 ocasiones, se extrajo el PBS, inmediatamente
después se adicioné tripsina incubando a 37°C durante 5 minutos para desprender
las células de la caja. Para detener la accion de la tripsina se agregé medio especial
para queratinocitos enriquecido con suero, se mezclé con una pipeta hasta disolver
perfectamente los agregados y se centrifugd a 2000 rpm, se desechd el
sobrenadante y se resuspendieron las células en un volumen suficiente para sembrar
en el numero de cajas deseadas a confluencia, se agreg6 a cada una de las cajas el
medio especial de queratinocitos e incub6 en una atmdésfera de CO, al 5% y una
temperatura de 37°C para permitir su crecimiento.

Los queratinocitos inmortalizados con el oncogén E6 del HPV 16, es una linea
celular establecida y proporcionada por el Dr. Frank Roéesl (Deutsches
Krebsforchungszentrum, Forschungsschwerpunkt Angewandte Tumorvirologie,
Abteilung Tumorvirusimmunologue, Heidelberg, Germany). Esta linea celular fué
manipulada al igual que el cultivo primario de queratinocitos.

*Para consulta y preparacion de soluciones ver Apéndice.
5.2 Extraccion de ARN total

La obtenciéon del ARN total de los cultivos celulares antes mencionados se
realizd6 por el método de Trizol, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, USA), descrito a continuacion:

Se agregaron 2 ml de Trizol, por cada caja Petri a temperatura ambiente y se
colocaron en 2 tubos para microcentrifuga. A cada uno de los tubos se les agregé
200 ul de cloroformo (almacenado a —20°C) por cada mililitro de Trizol, se agit6
vigorosamente durante 30 seg. manualmente y después con vortex hasta obtener un
color rosa uniforme, se incub6 15 min a 4°C (se agité con vortex cada 5 min vy al final
durante 30 seg). Posteriormente se centrifugdé a 13000 rpm/15 min/ 4°C. La fase
inferior (organica) contiene ADN y proteinas y la superior es la fase acuosa (60% del
volumen del Trizol, el cual contiene el ARN total). Se tomé la fase acuosa y se colocéd
en un tubo nuevo, se agregd un volumen de isopropanol por cada mililitro de trizol, se
mezcld suavemente; se incubd 10 min a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugé a 13000 rpm/10 min/ 4°C. La pastilla (RNA total) se lavé con 1 ml de etanol
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al 80% [en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) almacenado a -20°C] por
cada mililitro de Trizol, se agitdé con vortex para resuspender la pastilla, se centrifugé
a no mas de 9000 rpm/10min/4° C, para repetir el lavado, se decanté en un solo paso
y se dejé secar, finalmente se resuspendié en 100 ul de agua DEPC calentando a
602 C/10 min y se almacen6 a—20° C.

Para visualizar el ARN obtenido se realizé una electroforesis en gel de
agarosa (BIO-RAD Laboratories, USA) al 1.8% en buffer tris-acetatos y EDTA (Acido
etilen-diamino-tetra-acético) (TAE), tenido con bromuro de etidio, utilizando como
buffer de carga el colorante “Orange G” y visualizados en un transiluminador de luz
U.V. La imagen fue obtenida con una camara GeneCam (SynGene, USA).

5.3 Sintesis del ADNc (Reaccion de la Transcriptasa Reversa)

Partiendo del ARN total extraido de ambas lineas celulares se tomé un
volumen de muestra equivalente a 5 ug de ARN, al cual se le agregé 1 ul de
oligonucleétido de timina (oligodT, 0.5 ug/ul) y agua tratada con DEPC al 0.1% para
tener un volumen final de 12 pl, se incub6 a 70° C durante 10 min. e inmediatamente
se incub6 en hielo durante 1 min. Posteriormente se le agregaron 4 ul de buffer 5X
(Tris-HCI 250 mM, KCI 375 mM y MgCl, 15mM), 2 ul de ditiotreitol (DTT, 0.1mM), 1 ul
de deoxinucledtidos tri-fosfatados : dATP, dGTP, dCTP y dTTP (dNTP’s, 0.2 mM); 1
ul de Inhibidor de enzimas que degradan el ARN (RNAse Inhibitor Cloned, 10 U/ul)
se incub6 a 42°C durante 2 min. y finalmente se agregd 1 wl de la enzima
transcriptasa reversa, “SuperScript™ Il Rnase H™ (200 U/ul) y se dejé actuar a 42°C
durante 2 horas posteriormente se incubd a 70°C durante 15 min almacenardo el
ADNc a —20°C.

NOTA: Los reactivos utilizados fueron obtenidos de la casa comercial Invitrogen, Life
Technologies, USA. La metodologia es la recomendada por el fabricante.

5.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se prepararon tubos con un volumen de reaccién final de 50 pl, los cuales
contenian: 39 ul de agua ultrapura, 2.5 ul de Cloruro de Magnesio (MgCly, 2mM), 1 ul
del oligo sentido (100 ug/ul), 1 ul de oligo antisentido (100 ug/ul), 5 wl de Buffer 10x
(Tris-HCI 200 mM y KCI 500 mM), 1 ul dNTP’s (0.2 mM) y 0.2 ul de la enzima Taq
ADN polimerasa (5U/ul) (Sambrook J., 1989).

Las condiciones de amplificacion para cada par de oligonuclebtidos se
mencionan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de amplificacién para cada par de oligonucleétidos.

Gen Pre-desnaturalizacion | Desnaturalizacion |Alineamiento (Tm) | Sintesis | Extensién | Ciclos | Citas

p2-m |94°C/3min 94°C/1min 60°C/1:30min 72°C/1min|72°C/10min| 30 Wang, et al., 1993
B-actina| 94 °C/3min 94°C/1min 60°C/1min 72°C/1min|{72°C/10min| 30 Ace y Okulicz, 1995
E6HPV |94 °C/3min 94°C/30seg 63°C/1min 72°C/1min|72°C/10min| 30 Aguilar-L., et al., 2002
E7HPV |94°C/3min 94°C/30seg 63°C/1min 72°C/1min|72°C/10min| 30 Aguilar-L., et al., 2002
p21 94°C/3min 96°C/30seg 59°C/1min 72°C/1min|72°C/10min| 33 Saegusa, et al., 2001
p53 94°C/3min 94°C/1min 60°C/1:30min 72°C/1min| 72°C/10min| 30 Zakut-Houri, et al., 1985
c-myc |94°C/3min 94°C/1min 65°C/45seg 72°C/1min{ 72°C/10min| 30 Gartel, et al., 2001
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Para visualizar los productos del RT-PCR correspondientes a la expresion de
dichos genes, se realizaron corrimientos electroforéticos en geles de agarosa (BIO-
RAD, Laboratories, USA) al 3% en TAE, los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados en un transiluminador de luz UV. En cada corrida se incluyé un
marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Invitrogen, Life Technologies,
USA). Los geles fueron analizados utilizando una camara digital (GeneCam,
Syngene, USA).

5.5 Microarreglos de ADNc

Para el establecimiento de las condiciones del proceso de hibridacién se
decidi6 utilizar el microarreglo comercial OpArray (Operon Inc., USA), el cual fue
disefiado para establecer niveles de expresion de genes relacionados con apoptosis,
el cual contiene oligonucle6tidos de 70 nucleétidos de extension, los cuales
representan 374 genes problema y 10 genes control. Los oligos han sido impresos
por triplicado dando un total de 1152 puntos siguiendo los parametros de: 16 bloques
(4 x 4); en cada bloque hay 6 arreglos en Xy 12 arreglos en Y. El espacio entre cada
bloque en X es de 350 micras, el espacio entre cada bloque en Y es de 150 micras y
el didmetro entre cada punto es de 80 micras (Sambrook, et al. 1989) (Figura 6).

Figura 6. Microarreglo OpArray
(Operon Inc., USA). Tomada
de www.operon.eu.com

El procedimiento descrito a continuacién, son las indicaciones del fabricante:
“The DNA company, OPERON, OPT’s USA (OpArray®)”.

Se obtuvieron 5 ug de ARN total a partir de cada una de las lineas celulares
utilizadas con el agente Trizol (procedimiento previamente descrito). Posteriormente
se realizd la reaccion de sintesis de ADNc (RT). Para la cual se mezclaron los

25



ALVAREZRD S ELIZABETH
MATERBRLES YMETODO S

siguientes reactivos para obtener un volumen final de 12 pl: 1 pl de oligodT 0.5 pg/ul
(25ug), de ARN total se utilizaron los microlitros necesarios para una concentracion
final de 5 ug y agua DEPC para ajustar al volumen final, posteriormente se incub6 a
70° C durante 10 min e inmediatamente después se pasé a hielo y se incorporaron los
siguientes reactivos al tubo para tener un volumen final de 25 pl: 4 ul buffer 5X; 2.9 ul
dNTP' s mezcla especial (Apéndice), 2ul DTT 0.1M, 1 ul de inhibidor de Rnasa
Clonado (10 U/ul), 1 ml de dCTP=X, 1 ul de la enzima SuperScript™ Il Rnase H'y 2.1
ul de agua ultrapura, posteriormente se incubaron a 42°C durante 2 horas(Figura 7).

En el caso de la sintesis de ADNc a partir de ARN de queratinocitos
normales se utilizé el dCTP marcado con Cy3 y para los queratinocitos con E6 del
HPV 16 se utiliz6 el Cy5, ambos a una concentracion final de 0.1 mM.

En este paso se realizé una purificacién utilizando el Kit de Purificacion de
PCR (QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante:

Se adicion6 35 ul de NaOAc 100 mM pH 5.2 a cada una de las reacciones, se
adicion6 500 ml de buffer PB al tubo y toda la muestra se adicion6 a la columna
QlAquick, se centrifugd a 13000 rpm durante 60 seg se deseché el sobrenadante y
se adicion6é 400 ul del buffer PE, se centrifugd a 13000 rpm durante 60 seg se
desecho el sobrenadante, se centrifugd a 13000 rpom durante 1 min, se colocé la
columna en un nuevo tubo, se adicion6 50 pl del buffer EB se centrifugdé a 13000 rpm
durante 1 min y se almacené a —20° C.
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Para realizar la pre-hibridacion en la cual se mezcld lo siguiente para un
volumen final de 300 ul: 39 ul de SSC 20X (3X), 75 wl de Human Cot-1 DNA 500 mg,
20.2 pl de acido polideoxiadenilico 100 U, 60 ul de SDS 2%, 150 pl de formamida
50%.

Se incub6 en la camara de hibridacion durante 1 hora a 42°C y posteriormente
se lavd con 50 ml de agua ultrapura en un tubo cénico para centrifuga (Falcon)
durante 1 min y 50 ml de isopropanol durante 1 min.

Para la solucién de hibridacién se utilizaron 300 ul que contenian el volumen
necesario para tener 1 ug de ambas sondas marcadas, 39 ul de SSC 20X (3X), 75 ul
de Human Cot-1 DNA 500 mg, 20.2 ul de acido polideoxiadenilico 100 U, 60 ul de
SDS 2%, 150 ul de formamida 50%.

Para la aplicacion de la sonda se siguieron las instrucciones del fabricante de
la camara de hibridacion The DNA company, OPERON, OPT’s USA (OpArray®) a
continuacién descrito:

Se colocé la laminilla en la placa inferior de la camara de hibridacién, se
adicion6 directamente la solucién de hibridacién cubriendo el area del arreglo, se
coloc6 un cubreobjetos de 24 x 50 mm (Corning), se puso la placa superior de la
camara de hibridacion, se sellé perfectamente utilizando los tornillos para aseguar el
sellado y se incubd a 42° C durante toda la nache (Figura 8).

Figura 8. Camara de hibridacion
OPERON, OPT’s USA (OpArray").
Tomada de www.operon.eu.com

Al dia siguiente se removio la laminilla de la cadmara de hibridacion y se
efectuaron los siguientes lavados segun Ludwig Institute for Cancer Research:
Volumen Final 40 ml de cada uno en tubo cénico para centrifuga (Falcon)
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Solucién I:  Astringencia Media

4 m|l SSC 20X 10 min
36 H,O

Solucién II:  Astringencia Alta

0.2 ml SSC 20X
0.4 ml SDS 10%  10min, 2X
39.4 ml HxO

Solucién lll: Post-lavado

0.2 ml SSC 20X 10 min
39.8 ml H,O

Todos los lavados se realizaron en un agitador orbital a baja velocidad para
mantener en agitacion constante en completa obscuridad y se secé con aire filtrado.

Para la lectura en el escaner se utilizd el sistema de procesamiento de
imagenes GeneTAC LSIV, el cual posee las siguientes caracteristicas: (Figura 9)

hasta 4 laseres y 7 filtros de emisién.
capacidad para 24 laminillas.
resolucion variable: 1 a 100 um.
se puede analizar una muestra varias veces.
opcién del PMT dual:
- analisis simultaneo de dos € paratener mayor veloddod
- analisis de una sola € paa cumentar €l infervdo dnamico y mejorar
la deteccion.

o 0O T
~— N N N

()

Figura 9. Escaner GenTac LSIV,
Genomic Solutions™.
Tomada de www.operon.eu.com
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5.6 Fabricacion de Microarreglos

El sistema robotizado para la impresion de los Microarreglos es GenTAC™ G3
de Genomic Solutions, el cual posee una cabeza con 32 puntas de Titanio que
pueden llegar a depositar desde 0.5 nl por muestra, logrando imprimir hasta 250,000
oligos por cm? (Figura 10).

Figura 10. Robot GenTAC G3,
Genomic Solutions ™. Tomada de
WWW.Operon.eu.com

Para la fabricacion de decidi6 utilizar laminillas UltraGAPS™ Coated Slides de
Corning. Estas laminillas se encuentran cubiertas con Amino Propil-silano el cual
permite que las laminillas cuenten con una alta calidad de unién del blanco a la
superficie (Figura 1).

Se disenaron diferentes protocolos para la impresiébn cambiando las
condiciones de humedad, temperatura, concentracién de la muestra, solventes y
concentracion de éstos. Se establecidé un programa para la impresiéon de los spots en
el cual se realizaron matrices de 4 X 4, de cada una de las variantes que se
utilizaron.

El programa utilizado para el robot es el HDA. Este programa provee una lista
de las placas que pueden ser utilizadas para la impresion del arreglo y va mostrando
paso a paso la definiciobn del programa, como el espacio entre "spots" o entre
matrices niumero de impresiones; ubicaciones; concentraciones; etc. El programa
para el escaner utilizado es GTLS el cual esta disefiado para manejar hasta 4 laseres
diferentes, ademas de que es posible analizar una sola laminilla las veces que sean
necesarias hasta determinar la intensidad adecuada, la cantidad de laminillas que se
desean leer, el area para leer y el nimero de laminilla.
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Los protocolos de lavado fueron realizados de acuerdo con los manuales de
Corning™ y Genomics Solutions™ respectivamente.

Corning™: Se lavé con 0.2% SDS durante 20 seg y posteriormente agua
destilada durante 1 min, agua destilada a 95°C durante 2 min y etanol al 95% durane
1 min. Se dejaron secar y se guardaron a -4°C en completa obscuridad.

Genomics Solutions™: Se lavé con 0.2% SDS durante 10 min, enjuagar con

agua durante 2 min y posteriormente etanol al 100% y se centrifug6 para secar en
completa obscuridad.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion del ARN

Se extrajo ARN total de queratinocitos normales e inmortalizados con el
oncogén viral E6 del HPV a partir de cultivos celulares, obteniendo dos muestras
por caja petri. Se realiz6 la cuantificacion leyendo en el espectrofotometro a 260
nm, la concentracién para queratinocitos normales fue de 0.276 ug/ul y 0.294 ug/ul
respectivamente, para los queratinocitos inmortalizados fue de 0.256 pg/ul y 0.298
ug/ul respectivamente. Ambas muestras fueron observadas en un gel de agarosa
al 1.8% tefido con bromuro de etidio y observado en un transiluminador de luz UV
para comprobar la integridad de las muestras. Fueron elegidas las muestras 2 de
cada linea respectivamente por tener una mayor concentracion (Figura 11).

A B

4—28S
<«—18S

Figura 11. Extraccién del
ARN total. A) QN y B) QES6.

Para una mejor comprensién de los resultados, se describen las muestras
de la siguiente manera:
QN': queratinocitos normales (no inmortalizados), sin marcar.
QE6": queratinocitos inmortalizados con el oncogén E6 del HPV, sin marcar.
QN*: queratinocitos normales (no inmortalizados), marcados.
QEG6": queratinocitos inmortalizados con el oncogén E6 del HPV, marcados.

6.2 Sintesis de ADNc
El ADNc sintetizado por la Transcriptasa Reversa, sin marcar y marcado,

fueron observados en un gel de agarosa para comprobar que la enzima estuviera
trabajando correctamente y corroborar la integridad de las muestras (Figura 12).
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Figura 12. ADNc. A) QN’,
B) QE6',C) QN* y D) QE6".

Posteriormente se realiz6 una purificacién para eliminar el sobrante de
nuestra mezcla de sintesis y se corrié en gel de agarosa para comprobar que no
hubiera pérdida y/o degradacion del ADNc durante la purificacion, y para
comprobar que no hubiera ARN en las muestras. Fueron cuantificadas en un
espectrofotometro a 260 nm, obteniéndose las concentraciones de ADNc: QN

0.114 ug/ul, QE6™ 0.130 pg/uw, QN* 0.122 pug/ul y QE6™ 0.134 ug/ul (Figura 13).

Figura 13. Gel de agarosa con
Bret" del ADNc purificado. A) QN',
B) QE6',C) QN* y D) QE6".
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6.3 RT-PCR’s in vitro

En estos experimentos se utiliz6 el ADNc no marcado, realizando PCR’s
para los genes de B2-microglobulina obteniendo un producto de 100 pb, para -
actina, un producto de 260 pb, p53 de 500 pb , p21 de 277 pb, c-myc de 528 pb ,
E6 presenta dos productos de amplificacion de 161 y 344 pb y E7 con un producto
de 269 pb. La amplificacion se verific6 mediante geles de agarosa al 2% (Figura

14).

2 3 4 2 3 4

B2 mlcroglobullna B-actina 260 pb
100 pb
2 3 4

2 3 4 2 3 4
i '
p53 500 pb B2-m 100 pby

E6 161y 344 pb p21 277 pb

QN _QE6 _QE7
E6 E7 E6 E7 E6 E7

$

E6 161y 344 pby E7 269 pb

2 3 4

c-myc 528 pb

Figura 14. RT-PCR para algunos genes de interés.
1) Marcador de peso molecular de 100 pb, 2) Queratinocitos normales

3) Queratinocitos inmortalizados con E6 y 4) Control negativo (sin ADNCc).
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6.4 Marcado de la sonda

Una vez realizada la incorporacién de los nucleétidos marcados con Cy3 y
Cy5 por medio de la RT, se realizé un minigel de agarosa al 3% sobre un porta
objetos, el cual fue observado en el escaner para comprobar su marcado, con el
laser respectivo. Las muestras fueron cargadas con gliceraldehido al 50% y
corridas con 22 volts, fue utilizado el colorante Orange G en un pozo alterno para
observar el corrimiento todo el tiempo. (Figura 15).

Figura 15. Gel de agarosa del ADNc
purificado y analizado en el escaner.
A) QN"Cy3 y B) QE6*Cy5.

6.5 Hibridacion de los Microarreglos Comerciales

Siguiendo las instrucciones de la compaiia Operon™, se preparé un buffer
de hibridacién con 2 pl de SSC 20X (2.5X), 1 ul PolydA/Cot1 10ug/ul, 1.5 ul SDS
10% (0.2%) y 250 ng de sonda marcada con Cy3 y Cy5 respectivamente.
Desnaturalizando inmediatamente a 95°C durante 2 min. La laminilla se deposité
sobre la cadmara de hibridacion colocando un cubre objetos sobre el area del
arreglo y aplicando la sonda por uno de los lados permitiendo se expandiera por
capilaridad. Se sell6 la camara de hibridacién y se incubd durante toda la noche a
65°C. Posteriormente se realizaronlos lavados como se describi6 en la seccion de
material y métodos.

En la figura 16 se observa el resultado de la primera hibridacion, en la cual
son visibles algunos puntos simétricos. Basandose en el resultado obtenido se
decidi6 realizar varias modificaciones al protocolo original para obtener mejores
resultados. Se prepararon soluciones con un volumen final de 300 ul para una pre-
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hibridacién y la de hibridacién; las cuales contenian 39 ul de SSC 20X (2.6X), 20.2
ul PolydA 10ug, 75 ul Cot1 10ug/ul, 60 ul de SDS 10% 0.2%, 150 ul Formamida
50%. Fue adicionada para la solucion de hibridacién la sonda marcada, 8 pl de
sonda Cy3, 7.6 ul de sonda Cy5. Se incubd durante toda la noche a 42°C y
posteriormente se realizan los lavados como se describi6 en la seccién de material
y métodos.

Figura 16. Primera hibridacion, se distinguen algunos puntos rojos y
verdes. Los circulos indican zonas donde hay un punto rojo y un punto
verde con un cierto patrén, las flechas indican puntos solos.

En la Figura 17A se observa el resultado de la segunda hibridacién, en la
cual es notable la concentracion de la sonda hacia una parte del area del arreglo,
analizando esta imagen mas detalladamente se lograron observar algunos puntos
rojos, verdes y amarillos (Figura 17B).
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Figura 17. A) Segunda hibridacion, en la cual es notable la concentracion de
la sonda hacia una parte del area del arreglo. B)Imagen aumentada en la
cual se observan puntos rojos, verdes y amarillos.

6.6 Fabricacion de Microarreglos

Fueron utilizadas laminillas de Corning a las cuales se les realiz6 un pre-
tratamiento que consistia de la activacién a 37°C durante 1 min en camara
himeda. Se disefi6 el siguiente protocolo de impresion: matrices de 4 X 4 con
muestras a concentraciones variadas, disueltos en DMSO a diferentes
concentraciones, SSC a diferentes concentraciones y agua. Se utiliz6 un
oligonucleétido marcado con rodamina y ADN de esperma de salmén sin marcar
(Tabla 2).

Antes de realizar la fijacion se analizaron a simple vista las laminillas para
observar si hubo impresién de la muestra. Las matrices de las muestras disueltas
en agua no lograron ser observadas.

Para la fijaciéon de la muestra se incubaron a 37°C en camara humeda
durante toda la noche y en obscuridad, posteriormente fueron horneadas a 80°C
durante 2 horas y se entre-cruzaron en un Crosslinker Ultraviolet CL1000, UVP;
con 5 ciclos a 60 mdJ durante 30 seg esperando 1 min entre cada uno.
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Tabla 2. Descripcion de las condiciones de
las muestras utilizadas durante la impresion.

Muestra Concentracién (ng/ml) | DMSO (%) | SSC (X) | Agua
Oligo con Rodamina 0.025 X
0.05 X
0.1 X
0.2 X
0.4 X
ADN esperma salmoén 0.025 10 0.25
0.5 10 0.25
0.1 10 0.25
0.2 10 0.25
0.4 10 0.25
ADN esperma salmén 0.025 25 0.25
0.5 25 0.25
0.1 25 0.25
0.2 25 0.25
0.4 25 0.25
ADN esperma salmén 0.025 50 0.25
0.5 50 0.25
0.1 50 0.25
0.2 50 0.25
0.4 50 0.25
ADN esperma salmén 0.025 X
0.5 X
0.1 X
0.2 X
0.4 X
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Se analiz6 una laminilla con Microscopio electrénico (ROSSBACH S.A.,
KYOWA) para comprobar que las muestran quedaran fijadas correctamente
(Figura 18).

Figura 18. Impresiones del robot tomadas con Microscopio
Electronico ROSSBACH S.A. KYOWA. A) 75 X'y B) 300 X.

Para saber que lo observado era la muestra, se lavé la laminilla con agua
destilada y se observd nuevamente al microscopio; no fue encontrando algun tipo
de formacién (cristales), concluyendo que lo que se habia visto anteriormente eran
ocasionadas por los solventes. Por lo tanto se disefid un nuevo experimento.

El nuevo disefio incluyd la impresion de 5 laminillas con ADN de esperma
de salmén a diferentes concentraciones y un oligonucle6tido marcado con Cy5 de
23 bases a diferentes concentraciones, impresas en matrices de 4 X 4 y por
duplicado. Las caracteristicas se describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Descripcion de las condiciones de las
muestras utilizadas en el sequndo experimento.

Muestra Concentracion (ng/ul)| stock ul | DMSO 50%( Agua
ADN esperma salmon 25 0.25 50.5 49.25
10 mg/ml 50 0.5 50.5 49
Vol. Fin. 100 pl 100 1 50.5 48.5
150 1.5 50.5 48
200 2 50.5 47.5
250 2.5 50.5 47
300 3 50.5 46.5
Oligo con Cy5 25 0.25 50.5 24.5
4.972 mg/ml 50 0.5 50.5 24.25
Vol. Fin. 50 100 1 50.5 23.75
150 1.5 50.5 23.25
200 2 50.5 22.75
250 2.5 50.5 22.25
300 3 50.5 21.75

Se probaron diferentes formas de fijado entre las 5 laminillas (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones de filado v lavado de las laminillas impresas.

Codigo de Barras | 80°C/ 2hrs| U.V. | Lavado 1| Lavado 2
12481247 X X
12481248 X X
12481249 *X X
12481250 X X X
12481251 X X
*Laminilla analizada en el escaner antes de algun protocolo de
fijado o lavado.
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En la Figura 19 se observan las 5 laminillas con las diferentes variaciones.

1248124

1248124

1248124

12481249

1248125

12481251

Figura 19. Laminillas impresas con un oligonucleétido marcado con Cy5 a
diferentes concentraciones y tratadas con diferentes protocolos de lavado.
*Esta laminilla se leyd directamente en el escaner sin tratamiento de lavado.
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En la Figura 20 A se observa una laminilla tefida con bromuro de etidio en
la cual son visibles los "spots" impresos. Posteriormente se decidié utilizar el
colorante SYBR® GREEN | (Sigma-Aldrich) para tefiir otra laminilla, el cual es
comunmente utilizado para éste fin siendo mas facilmente detectable en el

escaner a una longitud de onda de 520nm observando también las impresiones
(Figura 20 B).

Figura 20. A) Laminilla 12481251 tefida con bromuro de etidio.
B) Laminilla 12481270 tefiida con SYBR Green |.
Ambas analizadas en el escaner.
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7. DISCUSION
7.1 RT-PCR’s

Actualmente existen diversos articulos que describen el comportamiento de
genes como p53, p21, c-myc, E6, E7, B2-microglobulina y B-actina; en diferentes
tipos celulares u otros modelos de estudio, bajo diferentes tratamientos, drogas,
etapas. Tal es el caso de la linea celular queratinocitos utilizada como un modelo
de estudio idéneo (Halbert et al., 1991; Aguilar-Lemarroy et al., 2002; Alazawi et
al., 2002; Berger et al., 2002; Simbulan-Rosenthal et al, 2002). Igualmente
utilizados son los queratinocitos inmortalizados con el oncogen E6 del HPV
(Aguilar-Lemarroy et al, 2001, 2002; Tsutsui et al, 2002). Ambas lineas
mostraron, en el presente trabajo sus diferentes caracteristicas, propias de cada
una, como se esperaba, resultando muy convenientes para el desarrollo del
trabajo.

Dentro de los estudios realizados en queratinocitos tanto normales como
inmortalizados son utilizados genes “housekeeping” (constitutivos) como controles
positivos. En este trabajo se utilizaron 2 microglobulina 'y B-actina para verificar la
calidad de las muestras asi como la cantidad aplicada (Koite, 1995), amplificando
ambos genes se obtuvieron resultados similares en las dos lineas celulares (cada
una de su respectivo tamano), con lo que se comprobd la integridad y calidad de
las muestras.

En cuanto al analisis de los oncogenes de HPV E6 y E7 de las lineas
celulares; los queratinocitos normales mostraron una notable calidad, al no
amplificar la secuencia viral de EB6, resultando una excelente linea celular para
usarse como control negativo (Pim y Banks, 1999). Mientras que los queratinocitos
inmortalizados mostraron ser altamente susceptibles a los oncogenes virales (Pim
y Banks, 1999). Estos datos van acorde con lo reportado por Aguilar Lemarroy
2002, donde muestra la amplificacion de E6 como un producto de doble banda,
una de 344 pb correspondiente a la secuencia completa y una de 161 pb debida a
un empalme durante la maduracién del ARNm (Aguilar-Lemarroy et al., 2002;
Doobar et al., 1990).

En lo correspondiente a p53, p21 y c-myc han sido evaluados ampliamente
en la literatura mundial, encontrandose una alteraciéon de su expresién ocasionada
por la accion de E6 del HPV en comparacion con queratinocitos normales (Aguilar-
Lemarroy et al., 2002; Wang et al., 2002). En este estudio se confirmd lo reportado
anteriormente.

Estudios realizados sobre la actividad de p53 han llevado a la conclusion
que las propiedades de este oncogén se encuentra alteradas cuando se estudia
en células transformadas y en oncogénesis (Bargonetti et al. 1993; Kern et al.,
1992; Hainaut et al., 1995; Ahn et al., 2002). En el presente trabajo p53 muestra
una mayor expresién en queratinocitos inmortalizados con E6 en comparacién con
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los queratinocitos normales, lo que probablemente se explica por la interaccion
entre E6y p53 lo cual sugiere un mecanismo convincente para la acumulacién de
alteraciones genéticas necesarias para la progresion de un tumor (Kessis et al.,
1993). p53 al encontrarse mutado, puede provocar una acumulacion de las
mismas al no ser traducido a proteina, lo anterior probablemente es conducido por
un mecanismo transcripcional. La sintesis de otro producto genético involucrado
en la induccién o estabilizacién de la proteina puede ser también importante
(Kastan et al, 1993). Los niveles del ARNm de p53 observados pueden ser
relacionados también entre la expresién genética celular y la expresion genética
viral (Fogel y Riou, 1998).

En el caso de p21, su papel en apoptosis es controversial, la mayor parte
de la evidencia, apoya el hecho de ser una proteina proapoptética, resultando
alterada su expresion en células inmortalizadas (Ahn et al., 2002; Wedemeyer et
al., 2000). En este estudio se muestra una disminucion en la expresion de p21 en
queratinocitos inmortalizados con E6 en comparacion con los normales, ya que su
actividad esta regulada por la proteina p53 la cual actia como factor de
transcripcion, sugiriendo que en células transformadas al encontrarse una
disminucion en la expresion de la proteina p53 (reportada en trabajos anteriores),
no hay transcripcion del gen p21, encontrdndose una expresion disminuida en los
resultados del presente trabajo (Aguliar-Lemarroy et al., 2002).

Los estudios llevados a cabo sobre el papel que juega el protoncogén c-
myc, han visto involucrada su actividad en proliferacion celular, diferenciacién y
apoptosis. Estando regulada por mutagenos o virus, resultando en alteraciones
geneticas de desregulacion de la expresidn en un amplio numero de tipos
tumorales incluyendo el carcinoma cérvico uterino (Coller et al., 2000; Magrath,
1990, Océdiz et al. 1987). En los resultados obtenidos en el presente trabajo para
el protooncogén c-myc, se observa un pequeio aumento en su expresion en
queratinocitos inmortalizados con E6 en comparacion con los normales
probablemente ocasionado por la insercién del promotor viral el cual se ubica junto
al protooncogén dando lugar a un aumento en la produccién del ARNm y a la
cantidad de producto génico. O tal vez podria ser ocasionada por la adquisicién de
nuevas secuencias regulatorias, las cuales pueden incluir intensificadores de
expresion o "enhancers". (Klug y Cummings, 1999)

A la fecha son muchas las evidencias que muestran que las alteraciones en
los genes celulares que controlan el crecimiento celular y la diferenciacion juegan
un papel critico en la patogénesis del cancer, por ello se ha puesto especial
atencién en el andlisis y descripcion de cada uno de ellos y otros genes
relacionados a estos eventos celulares con lo cual se ha aprendido mucho de
ellos, bajo diferentes situaciones experimentales. Pero se han estudiado
individualmente y por separado debido a las técnicas moleculares con las que
cuentan. De ahi que se requiera una tecnologia que permita el analisis simultadneo
de cientos y miles de genes; como son los microarreglos.
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7.2 Extraccion del ARN

El éxito en el analisis de expresidn genética depende de la calidad del ARN
(Shena y Davis, 2000). El primer paso es la obtencién de una buena cantidad de
ARN de alta calidad y pureza, alrededor de 1-5 ug (Jordan, 1998; Dahse et al.,
2002; Wang et al., 2000), aunque esto no representa un problema cuando no hay
limite de muestra, como cuando se emplean lineas celulares. Una variedad de
protocolos han sido probados dependiendo del tipo y cantidad de muestra
problema. En el presente trabajo se utilizé6 Trizol como el método mas apropiado
de extraccion de ARN a partir de lineas celulares (Celano et al., 1993;
Chomczynski y Mackey, 1995; Shearstone et al, 2002). Diversos grupos de
trabajo se han dado a la tarea de investigar el tipo de ARN que resulta mas
eficiente para experimentos con microarreglos. Lo cual depende en gran parte lo
que se quiere estudiar con ellos. Para la mayoria de los experimentos el uso de
ARN total es mas eficiente, resaltando el hecho que se obtiene una mayor
cantidad y la confiabilidad y reproducibilidad de los datos es mayor (Mahadevappa
y Warrington, 1999; Dahse et al., 2002; Wang et al., 2000; Wodicka et al., 1997;
Shena et al., 1995; Lockhart et al., 1996; Hedge et al., 2000) por lo que fue mas
conveniente para este trabajo la extraccion de ARN total, obteniendo muy buenas
cantidades sin degradacion y sin contaminacion de sales, polisacaridos, ADN,
proteinas o lipidos que pudieran provocar un mal marcado u ocasionar senal de
fondo durante la hibridacién (Bowtell y Sambrook, 2003)

7.3 Sintesis de ADNc

El protocolo utilizado para la sintesis de ADNc fue ligeramente modificado
incorporando los nucleétidos marcados con Cy3 y Cy5 siguiendo cuidadosamente
las instrucciones de concentracion, asi como la de los nucleotidos utilizados
convencionalmente (Shearstone et al.,, 2002). El uso de la enzima SuperScript I
(Invitrogen) utilizada usualmente para este fin, resulta de la misma eficiencia para
este tipo de experimentos (Gonzalez et al., 1999; Wang et al., 2000; Dahse et al.,
2002; Shearstone et al., 2002), reportandose que las sondas obtenidas mediante
esta forma resultan mas activas y confiables (Hedge et al, 2000). Lo que se
comprobd realizando geles de agarosa tenidos con Bret®, verificando la integridad
de las muestras y por otra parte con el minigel de agarosa analizado directamente
en el escaner se comprobd el excelente marcado del ADNc.

La utilizacion de un oligo marcado como blanco permiti6 monitorear las
condiciones y calidad de la impresién, ya que se analizaron las laminillas antes de
ser hibridadas y probar las diferentes formas de fijado (Shearstone et al., 2002;
Genomic Solutions™, Corning™).

Los fluorocromos CyDye™ de Amersham Biosciences han ganado su
aceptacion en varios laboratorios de investigacion como marcadores
excepcionales para andlisis de experimentos con fluorescencia por su alto nivel de
sefal y manejo en laboratorio, siendo ideales para el marcado de cualquier acido
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nucleico. Tomando en cuenta lo anterior se utilizaron para el presente trabajo
utilizando Cy3 dCTP y Cy5 dCTP, obteniendo un excelente marcado de la sonda
(Ettan™, Mujumdar et al., 1993; Yu et al., 1994; Zhu et al., 1994).

7.4 Hibridacion

La meta en cualquier hibridacién es obtener una alta especificidad y un
minimo de sefial de fondo, en cuanto a esto ultimo los grupos amino libres sobre la
laminilla deben ser bloqueados o inactivados para evitar la unién especifica de la
sonda produciendo una gran sefial de fondo (Corning™, Genomic Solutions™,
Hedge et al,, 2000). Tomando en cuenta estas observaciones se realizaron pre-
hibridaciones a los microarreglos las cuales resultaron muy efectivas para evitar la
unién inespecifica de la sonda a la laminilla. El protocolo original de Operon™ para
la hibridacion fue ligeramente modificado utilizando 50% de formamida, para
ayudar a disminuir la temperatura de hibridaciéon y que las cadenas de ADN se
mantengan relajadas (Diehls et al., 2001) y evitar asi que la muestra se evaporara,
como ocurrié en la segunda hibridacién variando también el volumen de reaccién
de 20 a 300 pl. En la primera hibridacién donde el volumen de reaccién fue de 20
ul la temperatura se disminuyo de 65 a 42°C (por la adicion de la formamida), lo
que pudo afectar la alineacién y unién de la sonda con su blanco en la laminilla
(Bowtell y Sambrook, 2003; Diehl et al., 2001; Hedge et al., 2000).

En general una buena especificidad de hibridacion se obtiene realizando
todo el proceso a una alta astringencia, asi como los lavados posteriores a ella
(Corning™, Genomic Solutions™, Operon™). En este trabajo las condiciones de
lavado sugeridas por el fabricante del microarreglo fueron éptimas para este paso.

7.5 Fabricacion de microarreglos

El control de calidad durante la impresion del blanco sobre la laminilla es
critico para mantener la integridad de los datos y prevenir el uso de ARN, reactivos
y tiempo. Una variedad de pardmetros como son la aceleracion del robot,
temperatura y humedad determinan la morfologia y tamano del “spot”. Se ha
reportado en trabajos anteriores una humedad relativa de 45% y una temperatura
constante de 22°C aproximadamente como condiciones Optimas de impresion
(Diehls, et al. 2001; Hedge, et al. 2000). Para el presente trabajo se utilizo una
temperatura entre 20 y 30°C y una humedad relativa del40% siendo constantes
en cada uno de las sesiones de impresion, tomando en cuenta que cambios
importantes en estos factores tienen un impacto significativo en el tamafo y
morfologia del “spot”, asi como en la eficiencia de union del ADN, siendo
cuidadosamente controlados para proveer un resultado consistente durante el
proceso (Diehls et al., 2001; Hedge et al., 2000).

La superficie de la laminilla y el buffer de la muestra son componentes

criticos para la reproducibilidad y fidelidad de los datos. La utilizacion de laminillas
tratadas con aminosilano ofrecen una superficie mas consistente con muy baja
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fluorescencia de fondo. Se ha probado que las laminillas de Corning™ son las més
consistentes para este tipo de experimentos (Hedge et al., 2000, Arraylt™).

El uso de las laminillas Ultra GAPS™ (Corning™), posee la ventaja entre
otras cosas de usar soluciones de impresion que contienen un minimo de 25 ng/ul
de ADN. En este trabajo se utilizaron concentraciones que van de 25 a 300 ng/ul
de ADN encontrando que las concentraciones mas adecuadas son de 150 y 200
ng/ul. Sin embargo, la concentracion adecuada puede ser determinada
empiricamente (Corning™; Diehls et al., 2001; Hedge et al, 2000). Por la
experiencia adquirida en este trabajo hemos observado que la calidad de los
microarreglos depende también del tipo de muestra que se desee imprimir como
por ejemplo oligonucledtidos, ADN, productos de PCR, etc.

7.6 Solventes de Impresién

Con el fin de evaluar el efecto de los solventes utilizados para la impresion
de las muestras se disefio un experimento utilizando DMSO a diferentes
concentraciones y SSC (0.25 veces concentrado, 0.25 X), estas soluciones son las
mas comunmente utilizados en este tipo de experimentos. EI DMSO ayuda a
mantener el ADN desnaturalizado, posee un bajo nivel de evaporacion y las
interacciones con la superficie de las laminillas recubiertas con aminosilano
producen “spots” mas uniformes (Genomic Solutions™, Corning™). El SSC 3
veces concentrado (3X), el cual posee la propiedad de producir “spots” de menor
diametro permitiendo fabricar arreglos de alta densidad (Hedge et al., 2000). Los
resultados obtenidos variando las concentraciones de los solventes demostraron
los efectos esperados debido a las propiedades de cada uno de ellos. EI DMSO
utilizado a 10 y 25% ocasion6 que la muestra se expandiera sobre un diametro
mayor deformando el area determinada de los “spots”, la concentracion al 50%
demostr6 ser la mas adecuada en cuanto a uniformidad, y por la literatura,
concentraciones mayores ocasionan agregacion del ADN (Diehl et al., 2001;
Hedge et al., 2000); también posee las ventajas adicionales de un bajo nivel de
evaporacion, lo que nos permite fabricar arreglos que pueden ser almacenados
durante largos periodos de tiempo (Hedge et al., 2000).

En cuanto a 3X de SSC, Genomic Solutions™, no recomienda su uso ya
qgue no permite la desnaturalizacion del ADN y posee altos niveles de evaporacion
requiriendo un extremo cuidado de las condiciones ambientales durante la
impresion (Diehls et al., 2001; Hedge et al, 2000). En cuanto a nuestra
experiencia, los resultados obtenidos 3X de SSC no mostré tener efectos
significativos sobre la morfologia del spot como se esperaba, por lo que no fue
critico su posterior uso, siendo ampliamente utilizado en laminillas cubiertas con
poli-L-lisina (Shalon et al., 1996).
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7.7 Inmovilizacion o fijado del blanco

La union del ADN a la superficie de las laminillas es potenciado por
entrecruzamiento con UV a 300mdJ o calentando en un horno a 80°C/2 h (Diehl et
al., 2001; http://www.bmskorea.co.kr). Con la finalidad de discernir entre uno u otro
fueron probados ambos métodos de fijado, no encontrando diferencias
significativas. Como lo mencionan Genomic Solutions™ y Corning™ los cuales
describen que ambos métodos son utiles, siendo mas viable el entrecruzamiento
con UV para moléculas menores a 300 pb, por lo que se utilizara esta forma en
posteriores trabajos.

7.8 Lavados post-impresion

Con el fin de retirar la sonda que no se haya unido a la laminilla durante la
impresién y el fijado y evitar senal de fondo es muy importante realizar lavados
después del fijado de la muestra a cada una de las laminillas. Fueron probados
dos protocolos de lavado para observar diferencias entre ellos y elegir el mas
apropiado. Ambos métodos no mostraron diferencias significativas, eligiendo el
protocolo de Genomic Solutions™ para futuros trabajos (Genomic Solutions™,
Corning™; http://www.bmskorea.co.kr, Arraylt™).

7.9 Control de calidad

Con la finalidad de observar los spots de ADN de esperma de salmén y
como control de calidad se utilizaron métodos para marcar el ADN impreso.
Primero se utilizd Breet’, analizando la laminilla en el escaner observando los
“spots” del ADN del esperma de salmén junto con los “spots” del oligo marcado
con Cy5. En segundo lugar se probo el colorante SYBR Green | recomendado
ampliamente por los expertos en microarreglos para este fin; que al igual que el
Bret” se incorpora entre las moléculas de ADN haciendo visible la muestra al ser
analizada en el escaner (Genomic Solutions™, http:/www.bmskorea.co.kr,
Ettan™).

48



ALVAREZRD S ELIZABETH
CONCLUSDNES

8. CONCLUSIONES

s Hemos comprobado que la técnica de RT-PCR in vitro es practica y especifica
para realizar la validacién de la expresién de algunos genes de interés.

s Para el analisis de la expresion genética se requiere ARN de alta calidad, asi
como una cantidad suficiente para la elaboracion del experimento.

% El marcado de la sonda puede llevarse a cabo durante la sintesis del ADNc
incorporando nucleétidos marcados, resultando eficiente y practico.

s Durante la hibridacién es importante contar con un volumen adecuado de la
solucién que contiene la sonda. Igualmente es importante tener en cuenta la
temperatura a la cual se va llevar a cabo la incubacion para obtener una union
altamente especifica de la sonda con su blanco complementario.

% Para la fabricacibn de microarreglos es critico controlar al maximo las
condiciones ambientales para mantener la integridad de las muestras y por lo
tanto de los datos obtenidos.

% La quimica de la superficie de la laminilla es un componente critico. Las
laminillas tratadas con amino silano ofrecen una superficie consistente para la
reproducibilidad y fidelidad de los datos al igual que los solventes de impresion
para la obtencién de una imagen adecuada.

% Es necesario consolidar la inmovilizacion de ADN sobre la superficie de la
laminilla, la utilizacion de luz ultravioleta o calentamiento resultan muy efectivos
para este fin.

% Es importante realizar lavados posteriores al lavado de la muestra, utilizando
detergentes suaves para ello.

% Quedan establecidas las bases para un protocolo de un experimento con
microarreglo desde la fabricacidon hasta la obtencion de la imagen en el escaner.

% La técnica de analisis de expresidn genética utilizando microarreglos resultara
conveniente para experimentos en donde el objetivo es analizar cientos y hasta
miles de genes simultaneamente.
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9. PERSPECTIVAS

Es importante llegar a establecer la técnica de microarreglos a nivel
nacional y aplicar como una metodologia convencional en los laboratorios de
genética y biologia molecular para llegar a comprender el desarrollo de diversas
enfermedades lo cual permitira disefiar estrategias de prevencion mas efectivas,
asi como tomar decisiones terapéuticas acordes que reduciran las secuelas
socioeconémicas que dejan las enfermedades.

Se propone continuar con estudios en los que se aplique la experiencia
adquirida en el desarrollo de este trabajo y realizar el analisis de los resultados
que se obtengan; utilizar mas modelos de estudio asi como incluir muestras de
pacientes de la enfermedad de interés.
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11. APENDICE

Agua ultrapura

Se utiliza agua destilada
esterilizada en autoclave la
cual es nuevamente
esterilizada por filtracién (poro
de 0.2 mm) y almacenada en
alicuotasa  —20°C.

Bromuro de etidio (Bret®)

Agente  cancerigeno  usar

guantes y cubrebocas.

1 g de bromuro de etidio

100 ml H>O

Agitar varias horas

Almacenar en frasco ambar a

4°C
Deoxinucleétidos tri-fosfatados
(dNTP’s)

10 uwl dATP 100 mM
10 ul dCTP 100 mM
10 ul dGTP 100 mM
10 ul dTTP 100 mM
60 ul de agua ultra pura

Deoxinucledtidos tri-fosfatados
(dNTP’S mezcla especial)

10 ul dATP 100 mM

10 wl dGTP 100 mM

10 W dTTP 100 mM

5ul dCTP 100 mM

465 ul de agua ultrapura

DEPC (Dietil pirocarbonato, Agua
tratada con...)

Para 100 ml al 0.1%
0.1g DEPC

100 ml agua

Esterilizar en autoclave.

Esterilizar por filtracion.

EDTA (Acido etilen-diamino-tetra-
acético)

Para1L

186.1 g EDTA

800 ml agua

Ajustar a pH 8.0 con aprox. 20
g de lentejas de NaOH.

Aforar a 1L

Esterilizar en autoclave

Formamida

50 ml formamida

5 g resina de intercambio
ionico (Bio-Rad AG501-X8, 20, 50
mesh)

Agitar 30 min a T.A.

Filtrar y almacenar en alicuotas
a —20°C.

Hidroxilamina

Para 100 ml

50 ml de H,O

Agitar hasta
perfectamente

Aforar a volumen final

Filtrar y guardar en alicuotas a
-20°C

disolver

NaOAc (Acetato de Sodio)

Para 100 mla 100 mM

40.81g Acetato de Sodio

50 ml H20

Ajustar a pH 5.2 con Ac. Ac.
Glacial

Aforar a 100 ml

Esterilizar por filtracion

Almacenar en alicuotas a —
20°C
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NaOH (Hidréxido de sodio)

1N
49 NaOH
100 ml HO

PBS (Amortiguador salino de fosfato)

Para 1L (pH 7.4)

8 g NaCl

200 mg KClI

1.44 g NaoPOq4

0.24 g KH,PO4

Anadir 50 ml agua destilada
Mezclar con 700 ml de agua
hasta disolver

Aforara 1L

Esterilizar en autoclave

SDS (Dodecil sulfato de sodio)

Para1Lal10 %

100 g SDS

900 ml de agua

Calentar a 68° C para disolver

Ajustar a un pH 7.2 con HCI
concentrado

Aforar a 1L

Esterilizar en autoclave.

SSC (Citrato de sodio salino)

Para 100 ml

17.53 g NaCl

80 ml de agua

Ajustar a pH 7.0 (NaOH 1N)
Aforar a 100 ml

Esterilizar en autoclave.

TAE (Amortiguador Tris-acetatos)

Para 1L a 50X

2429 Tris base

57.1 ml &cido acético glacial
100 ml EDTA 0.5M pH 8.0
Aforara 1L

Esterilizar en autoclave
Tris (Hidroximetil-amino-metano)

1M

121.1 g tris base

800 ml de agua
Ajustara pH 7.4

Aforar a 1L

Esterilizar en autoclave.
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