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RESUMEN

IawcnologiadeﬁﬁmmglosdeADNsehawnvaﬁdoenmmpodmhmaIanapara
monitorear Ia expresin génica en los organismos vivos, pues permite analizar cientos o miles de genes
en forma simmilténea con un gran nivel de reproducibilidad. A pesar de su utilidad, a técnica presenta
limiiadonfsdebidoaquelae)qnwiéndemmhosgensnopuedeserwamiﬁcadadirectamemeaparﬁr
dehhfmnadénaﬂegad&pmlmnﬁmmglo&yampmﬁcﬂn&sqmmodiﬁwnhabmdarmde
mRNAumsaim(mmodenpalmealmaﬁvodeM)oporshnﬂimda;mhsemmda
muclectidica de algunos genes. Por esta Tazon muchas veces se confunde la expresién de genes
estructuralmente relacionados (artélogos, pardlogos) o que comparten dominios comunes (genes que
codifican proteinas fimcionalmente relacionadas). En este trabajo, hemos abordado dicho problema
técmico creando un método para encontrar secuencias nucleotidicas complementarias especificas
(sondas).EsmMemoﬁadeﬁuﬂommmémdopmaidmﬁﬁmmgimdcbajaidmﬂdaddem
tramscrito, que sean ftiles como sondas de idenfificacién o cuantificacién en técnicas de biologia
molecular, Adicionalmente, se entregan antecedentes para disefiar sondas especificas para la
idenﬁﬁmciéndeunasecumciadﬁterminadadetmodelmcmjuntodegen&sinvolucradosmel
metabolismo de cobre mediante ensayos de hibridacion en microamreglos de cDNA. Con este propdsito,
segmeniunpmgrama(Recﬁgm)quecmnﬁﬁcadnﬁmemdedifermciasennedosoméssecuemias
nudeoﬁdimsparaddmﬁtarmamgiéndebajaidenﬁdadquepmlﬁlebuswalﬁsondas&speciﬁwspara
evaluar la expresion de ese gen en un microarreglo. Para optimizar 1a deteccion de regiones de baja
idmﬂidad,ana]immoselefectodevariacimmmdosdelospmémetrosqiustablmdeRecﬁgenenlas
cmvasgeneradaspordossecumciaswmctmalmenterelacimadas (atp7a y atp7h). Estos parimetros
fueron tamafio de ventana de comparacién y de los porcentajes para clasificar el grado de identidad. Las

wnmmadmsexmlimnmediaﬂeﬁagmmmdeumhngimdmwﬁmblecedmuaﬁquue




denonxnamos ‘mmaﬁodevmnam’.lmpmtqiesdeidmﬁdadsemchanwnmpeaoahbngimd
del fragmento y se clasifican dentro de tres rangos queddimilaelusumioconlospatémmjyk. A
cadamodeamsglmommpmdemvdmmmﬂdadmmbﬁmim@mmpmmﬁmhsidmﬁdads
entre SeCUEnCias. Deammma,nﬁermasméssinﬁﬁmdstenganhssecumdas,nﬁsalmsaﬁel'valm
en UA asignado. Para cada fragmento, se realiza 1a suma de los valores expresados en UA'y se almacena
en una planilla Excel. Esto permite graficarlos yvismlizarelpauéndeidemidadenn‘e]assecumcim
analizadas. Nuestros resultados indican que los pardmetros porcentuales 50-70 generan curvas de facil
ana’\lisisypamitendescm‘tarsecucndasoonmésdemeO“A:deideﬂidad.Encnmﬁoalmmﬁodﬂla
vmﬂana,mlargode300pbﬁenelavenmjadeemregarm‘lacmvaqueoonservaelpalréndeidmﬂidaden
un rango de variacién de 50 pb, por lo que permite seleccién de frapmentos para amplificacion
mediante PCR de entre 250 y 350 pb. La presentacién grafica de Redigen ha sido discfiada de tal modo
quenuanonﬁtododeidmﬁﬁmdéndemgiomdehqiaidenﬁdadpaaddiseﬁodesmdasmpeciﬁws
resulte accesible para cualquier laboratorio de nvestigacion. Finalmente, s realizd algunas hibridaciones
experimentales para evaluar la sensibilidad y especificidad de Ias sondas seleccionadas tedricamente con
dprogrmnaRedigmmeﬂMdmdew&sensayosnopanﬁﬁamcvdumad&mdammﬁeel

compostamiento de las sondas. Laspom‘bleswxsasdeeﬂosediscutenensteu'ahqio.




ABSTRACT

DNAnﬁaomIaytechnologyiscunmtlyapowe:ﬂlltooltodaanﬁne gene expression in living
mgmﬁmkaﬂowsmesimulmnmamlysisofmmdredsmmmmmdsofgmswﬂhhigh
reproducibifity. Inspimofismiﬁty,thiswchxﬁquﬁﬂpmﬂslmﬁmﬁmm.Thn&gmeexpmsimof
pesticular genes cannot be directly quantified from microamay dat due to factors fhat change the
abundance of a given transcript (6:g., alternative splicing) or to the occurrence of mcleotide sequence
similarities between some genes. This explains why expression of structurally related genes (arthologs,
pmdogs)mgcnSSBmEgmnondomaimmﬁequmﬂycmﬁmdﬂﬁswmkaddressedmh
technical problem developing an identification method for specific probes. This research repart proposes
amdhodtoidemiij'lowidemitymgiomofauansmiptinmdermbeusedasidmﬁﬁmﬁon/qumﬁﬁmon
probes in molecular biology assays. In addition, this study provides useful information for the design of
speciﬁcpmbestoidaﬂifyagivmseqnmncewithhlasetofooppﬁ-mlatedgemsusinchNAnﬁcmarray
hybridization assays. For this purpose we developed a software (Redigen) that quantifics the mmber of
differences between two or more nucleotide sequences. To optimize the detection of low identity
regions, wemmlyzcdﬂleeﬁ'ectofvmiaﬁonintwoRecb;genpmamzteis—windowsizeand identity
classification percentages— on curve charactenistics of two structurally related sequences (atp7a and
atp7b). These parameters may be sct by users. This defines a low identity region where to search for
spectﬁcprob@smevalumthemipr&ssionofagivmgeneinnﬁcmmays. Comparisons are made using
sequence fragments of user-defined length. This fragment length is termed ‘window size’. Identity
Mgsmcaluﬂatedrdatedmﬂleﬁagmanlengthandmechssiﬁedmﬂme groups defined by j.
—kparametas.Pamnetersj—karealsosetbytheuser.Eachgrmlpoorrespondstoammbe:ofmbinary
mits (AU) that penalizes sequence identities. Thus, the more identities the higher mmber of AU
assigned. For each fiagment, Redigen sums UA values and stores the outcome in an Excel spreadsheet,
Whaeaplotisautomalimﬂyobtained'ﬂﬁsallowsmeasyinsp@onofﬁmidﬁnitypauemofﬁm

analyzed sequences. Our results indicate that percentage paramelers 50-70 generate curves that can be




readily analyzed and allow to discard sequences showing more than 50% identity. With regard to
window size, a 300-bp length has the advantage of rendering curves that maintain their aspect within
ranges of 50 bp. This allows the sdection of 250-350 bp fragments for PCR amplification. The
gtaphimllaynutofRedigenisdsignedinsuchamythatomlowide:ﬁtyregimidenﬁﬁmﬁonmethod
forspeciﬁcprobedwi@mnbesharedwiﬂlanymmrchlabom!my. Fnally, we camied out some
experimental hybridizations to test the sensitivity and specificity of Redigen selected probes. Results of
these tests did not allow us to evaluate the probe performance propexdy. Possible causes of this outcome

are discussed in this work.




1. INTRODUCCION

Fn la interaccién de los orpanismos con su ambiente es neccsario que €stos reconozean como
sefiales los cambios de su entorno y realicen las modificaciones que permitan adaptarse a una mieva
condicion. Parie importante de la respuesta a estas sefiales se encuentra a nivel de los mecanismos que
mgu]anlae;q:meiéngézﬁmydeﬁmnlavidamediadesusproductos(RNAypmtcims).Poreslarazén,el
estudio de dichos mecanismos de regulacién puede ser de gran importancia en la comprensién de los
cambios asociados a fenémencs de adaptacion, En una célula, estas variaciones de estado pueden significar

cambios tan importantes como diferenciacion, division, motilidad, proliferacion y muexte.

TECNOLOGIA DE MICROARREGLO/MACROARREGLO: Una alternativa para esudiar cambios de

expresin génica a escala gendmica.

1.1, ESTADO DEL ARTE

Uno de los métodos tradicionales mas wtilizados cn la determinacién de cambios de expresion
génica es el Northem blot (Alwine y col., 1977) que, al igual que el Dot blot (Kafatos y col,, 1979), tiene Ia
desventaja de permitir analizar solo un gen por vez. Otros métodos que permiten ol analisis diferencial de
expresion génica son: SAGE (Serial Analysis of Gene Expresion), TOGA (Total Gene-expression
Analysis) y andlisis diferencial de mRNA mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) (Velculescu y col.,
1995; Liang y Pardes, 1992; Sutcliffe y col., 2000), cuya aplicacion es Jimitada debido a que ain no
permiten ¢l andlisis de un gran mimero de genes. Desde hace algunos afios, s¢ ha desarrollado una nueva
teenologia, Bamada microarreglo de DNA, que ha generado un gran interés entre los bidlogos, pues permite

a los investigadores evaluar la expresion de miles de genes activos en el genoma simultaneamente y tener




unamejoridmdelasimemodonmenyenuedosdifmentmoondidm experimentales (Gross y col.,
2000). Una guia para la definicién de microarreglo es: ‘ameglo microscapico y ordenado de acidos
micleicos, proteinas, moléculas pequefias, células u ofras sustancias que permitan el andlisis en paralelo de
rnuestras bioquimicas complejas’ (Schenz y col, 1995; 1998). Ademas de las ya conocidas secuencias de
DNA, se ha sembrado tejidos congelados sobre matrices de vidrio (Schoenberg y Salmén, 2001) y se ha
disefiado arreglos con células animales incubadas sobre pequefias matrices de vidrio en las que previamente
se ha sembrado cDNAs clonados en vectores de expresion (Zianddin y Sabatini, 2001).

1.2. APLICACIONES DE LOS ARREGLOS

Hasta hoy, sc ha descrito un sinmimero de aplicaciones para los microarreglos, siendo wna de las mas
utilizadas el andlisis de fendmenos biologicos, a través de Ia identificacién de grupos de genes con perfiles
de expresion génica coordinada asociados en forma especifica a dichos fendmenos. Esto es posible
mediante el analisis comparado de Ias variaciones en los niveles de expresion génica a través del tiempo o
entre distintas sityaciones experimentates (Duggan y col., 1999; Iyer y col,, 1999). Aplicaciones alternativas
utilizando esta metodologia son: secuenciacion de cadenas miclectidicas (Pease y col,, 1994; Ju'y col.,
1995), establecimiento de lineas filogenéticas (MoGonigle y col., 2000), deteccién de variaciones alélicas
entre cepas de microorganismos (Lipshutz y col., 1999), clasificacion molecular de diferentes tipos de
cancer (Golub y col., 1999) e identificacion de polimorfismos en diferentes organismos (Yaccond y col,
2001).

1.3. CLASIFICACION DE LOS ARREGLOS

Dependiendo del dizmetro del punto sembrado, los amreglos s clasifican en macro (>300 micrones) y
microarreglos (<200 micrones). Es posible, ademds, clasificarlos segim Ja longitud de 1a sonda fijada en la
matriz (Ekins v Chu, 1999): amreglo de cDNA, si el fragmento inmovilizado tiene entre 300 y 5000 bp de
longitud y arreglo de oligonucledtidos si se frata de sondas de 202 80 pb (McGall y col., 1996; Lipshutz y

col,, 1999). Si bien las sondas elaboradas in situ (Pease y col., 1994; Gao y col,, 2001) son mucho més

precisas para scleccionar su blanco en la muestra, la produccién de fragmentos de cDNA tienc Ia ventaja de




ser bastante menos costosa y s flexible (Southem y col., 1999). Dicha flexibilidad no se reflgja séloenla
cantidad de protocolos disponiblwpalasimstizarlosﬁagmentosyjuzgarsumlidaﬂ, sino también en la
posibilidad de seleccionar su secuencia (regiones especificas dentro de cada gen a evaluar) (Duggan y col,
1999), por lo que es posible obtencrlos en casi cualquier laboratorio. En general, los productos de PCR
(ﬁagmexﬂosdeDNAdeZOO-WOpb)oplasmidios,queeonﬁencnclo@alasewcnciadeilm&, se
imprimen sobre membranas de nylon y los oligonucledtidos (DNA de 25 — 100 bp de longitud) sobre

matrices de vidro.

TECNOLOGIA DE MICROARREGLO/MACROARREGLO: Construccion y factores que afoctan el

ensayo de hibridacién.

1.4. CONSTRUCCION DE ARREGLOS DE DNA

Las etapas en el proceso de construccién de un arreglo de DNA son: 1) eleccion de la secuencia de DNA
de genes sonda (¢l que serd sembrado en la matriz) incluyendo las de genes que sirvan como referencia para
determinar los cambios de expresion; 2) amplificacion de ésta por PCR; 3) preparacion del ¢DNA para
siembra, asi como del soporte fisico (matriz) sobre las cuales se inmovilizara; 4) depdsito o siembra de Ia
sonda sobre Ia matriz, formando un puntto y 5) fijacion del cDNA a Ia matriz (Eisen y Brown, 1999).

1.5. FIHACION DELAS SONDAS A LAMATRIZ

Enlamyoﬂadelosanegloslassondassonsembradassobrelasnﬂuiws.I_assondasuﬁlizadas
mayoritariamente son secuencias de DNA (Lashkari y col., 1997; McGonigle y col,, 2000). Un factor
importante 2 considerar en la siembra es 1a viscosidad de Ia mmestra, ya que ésta puede afectar la cantidad
de sonda depositada sobre la membrana. Mientras més diluida esté la muestra, menor serd Ja dificultad para

depositarla en la matriz de siembra.




1.6. OBTENCION DELAS MUESTRAS

En la preparacién de la muestra, se utiliza protocolos va establecidos para extraccion de RNA total,
purificacién de RNA mensajero /o sintesis de cDNA mono o doble hebra, que posteriormente hibridara
oonlassmdassmnbmdasmhnﬁuizdelaneglo.lamﬂimdéndeRNAmmlypoﬁadmﬂadohasido
exitosa en analisis de variaciones en Jos niveles de expresion génica (Eisen y Brown, 1999), sin embargo, la
preparacion de mRNA. permite que atin los transcritos con un bajo mimero de copias (incluso menores al

0.01% del total) puedan ser detectados in vitro (Bertueci y col., 1999)

1.7. MARCACION DE LAS MUESTRAS

Una vez obtenidas Ias muestras, son marcadas con trazadores que emiten fluorescencia, radicactividad o
quimio-luminiscencia, siendo los dos primeros Ios métodos mas usados. El uso de fluorescencia tiene la
ventaja de permitir la comparacion de dos situaciones experimentales en una misma matriz (vidrio) al
marcar cada muestra con un fluordforo distinto. Los radioisétopos, por su parte, tienen la ventaja de no
alterar en absoluto Iz estructura de las moléculas y se utilizan principalmente en matrices de nylon. Por otra
parte,elruido(obadq;round)genemdomlosensayosdchibﬁdaciénenmmnbranasdenylones
generalmente menor al ruido producido en mafrices de vidrio. Adems, Ia sensibilidad de los amreglos
vidrio-flucrescencia es cien veces menor que la de los ameglo nylon-radiomarcaje. Esto sc debe
principalmente a que en la hibridacién de macroarreglos de nylon se utiliza un mayor volumen de mmestra,
1o que supone una mayor cantidad de molécula blanco disponible (Bertucci y col., 1999).

1.8. INTERFERENCIA ENTRE MOLECULAS SEMBRADAS

SelnrwlimdoalglmosesmdiosdemwbiﬁdaddeladoblehebmdeDNAdmanwelensayode
hibridacién en relacién con el largo v con €l grado de complementariedad entre ellas. FEstos inchiyen
estudios fisicoquimicos (Maskos y Southern, 1993; Fotin y col., 1998) y diversas adaptaciones de los
protocolas, tales como: opﬁnﬁzadéndelhrgodehssondassembmdasyampﬁﬂwdéndclasﬁalmniﬁda

pmadimnhmﬁhmnﬂdadnm&saﬁadeRNAmhnmm&a(SchwamchcryHmlop}hrdm 2000). Los




@studiosﬁsicoquﬁﬁcoshanpemﬁﬁdowmblwerquenﬁenuasmmmmhlmgimddemﬁagmemode
DNA,mayorseréelefectodelmenordeapamnﬁenm(nﬁsmaich)sobre]amtabﬂidadde]adoblehebm
(Fotin y col., 1998).E131msode]asmoléculasmlanmestra,siéstassonnmy]argas,pod:ianformar
esu'ucwlasseclmdariasquediﬁmﬂtenlahibﬁdaciénoonlassondas,mmquewtepmblemaesmenoral
UabajarmblancosdecDNAyproductosdePCRmmgardemoléwlasdeRNAAdemésde]as
meﬂdasw@Wnasmndaﬁa&dhsmolémﬂ%wnbmdasmmyh:ga&p&ﬁagmmhﬁm&rmch
cntre ellas dependiendo de Ia densidad de siembra (Southern y col., 1999).

La densidad de siembra en un rea determinada dependerd del difmetro del punto y del limite de
resolucion de deteccién de los equipos de andlisis. La cantidad a sembrar puede nommalizarse por
ooncelmaciénomasa,depmdiendodelawﬂidaddesondaquesedispongaydelalongimddelos
fragmentos. Las moléculas sembradas en alta densidad pueden causar problemas de interferencia para el
andlisis al interactuar entre ellas, lo que dismimiye la cantidad efectiva de sonda en el proceso de
hibridaciénEnm‘reglosdcoligonucleéﬁdos,mquelascmdasehaﬁjadoalamhizporunodesus
exl:remos,estainteraociénhacequelosnﬁscerwmsalama!ﬁzmﬁénmenosaccw’blmquelose:drmos
mésalejadosdcella.Enm&swsos,mﬂﬁﬂerfmendamtéﬁmpuedemhdmmseagm@ndo‘wpadaﬂom’
dedisﬁmalongimdentelatmnizyelemmnoméscemoaeﬂa,demaneraque]asmolécu]assealejen
desusvecinasydelasuperﬁcie,facilitandode&stafomnlaintemociénoonsublanco(Smﬂhemycol.,

1999).




TECNOLOGIA DE MICROARREGLO/MACROARREGLO: Fuenttes de error asociadas al ensayo de

hibridacién y su analisis

1.9. FUENTES DE ERROR EN EL PROCESO DE HIBRIDACION

La capacidad de interpretar los resultados obtenidos en ensayos de hibridacién en microarreglo requiere
conocer el grado de similitud entre las secuencias presentes en la matriz. En teoria, genes que codifican
pmimsdemmmﬁmwoqucmnﬁemdonﬁMmmmmmmnm—pormmanﬁmdMO
filogenética—pueden presentar hibridacion cruzada en los ensayos de hibridacién (Lyne y col., 2003). En
este contexto, las variantes de empalme altemativo de infrones en encariontes tienen un notable impacto en
el andlisis de los microameglos (Yeakley y col,, 2002), pues contribuyen a ignorar la estructura génica
wnechﬁhssmdasmrepmeMnhs&sﬁnﬁsvaﬁMdcmﬁeympdmeyhs&fmmﬁwmlémﬂw
aparecen juntas en el andlisis. Sabiendo que los procesos de regulacion de la expresion génica son
estrechamente controlados, el conocer la secuencia de las sondas sembradas permitiria definir cuéndo las
mndasuﬂimdmrepmeﬂnhsw%dcspﬁdnglogﬁndmemhﬁnmadﬁnnﬁsrmlde!oque
genera el cambio de expresién del gen que produce dicho(s) mensajero(s). De otra forma, s6lo seria posible
omlchlirquecmnbiosdeabmdmdamlaﬁvadelmen&jmdemgmrq&mmﬁaﬁmalg:madehsmﬂﬁpl&c
posibilidades de combinacién de las distintas isoformas en las proteinas traducidas.

Cuzndo se busca una buena sonda para evaluar Iz expresion de un gen dentro de un grupo de genes
relacionados en una deferminada situacion experimental, se vuelve necesario contar con una herramienta
quenospmnﬂahaﬂmdomﬁﬁospmﬁuﬂamdcmsemmda&wsﬁagxnmdeDNAdemodelgmde
interds deben tener una secuencia que no genere hibridacion cruzada bajo las condiciones de hibridacion, Se
ha reportado una baja incidencia con identidades menores al 50% (Rouillard y col., 2001), sin embargo con
ﬂaﬁdﬂwa@mpﬁﬁag@mhﬁﬁ@dﬁnmmmmm&gm

relacionados.




1.10. FUENTES DE ERROR EN EL ANALISIS POST EXPERIMENTAL

Uno de los principales problemas al momento de analizar los datos es el mido producido por una sefial
inespecifica en Ja matriz de hibridacion. Tanto las matrices de vidrio como lis de nylon requieren extremo
cuidado, pues impurezas, deshidrataciones, burbujas y desniveles en ella pueden incrementar el nuido, asi
oomomumrdcfmmdon&emhfbnmddpmemnbmdodemdacDNAydebﬂiBHﬁmmseﬁal&e
lom]es(Jaoooudycol.,2001).EIrcgisﬁoyclasiﬁmdéndcunasa"mlwmotalsevuelvehnpoﬂaﬁedmmﬂe
la adquisicién de datos, ya que es posible que la scial de genes poco representados sea clasificada como
ruido, generando un error en la interpretacion de los datos. No se ha reportado la mfiuencia de Ia posicién
del pumto en la superficie. Smemba:go,sehamnendadoalmmosdosrépﬁwscmmanﬁmnmﬁzal
disefiar arreglos de cDNA, yaquelmasolamanizwtémjetaaunagmnvaﬁabﬂidadylasrépﬁms
dismirmyen los errores de cuantificacion de Ia expresion de los genes (Jenssen y col., 2002).

Se ha realizado numerosos estudios tendientes a optimizar estrategias de normalizacién y anélisis
computacional de los datos (Eickhoff y col., 1999; Fpstein y Butow, 2000; Brazma y Vilo, 2000; Li y
Wong, 2001; Khitrov, 2001; Schuchhardt y col., 2601). Se entiende como normalizacion la expresion de
los valores de intensidad obtenidos en todos los pumtos de una matriz en unidades comparables.

1.11. OTROS FACTORES QUE AFECTAN INTENSIDAD DE LA SENAL DE HIBRIDACION

Cuando unz de Ias moléculas a hibridar se encuentra fija a una matriz, son varios los factores que influyen
en el mivel de hibridacién que tendr con su homélogo. Estenivel de hibridacion se reflejard enla intensidad
de la sefial de las sondas sembradas.

Pquuemﬁmehmndae&cﬁmﬂcsmnbm&zmhmaﬁzwnmaﬁommpmbmh
unién efectiva de la sonda. Puede que ¢l mecanismo utilizado para unir covalentemente el DNA a la
membrana no haya sido efectivo o puede haber fragmentado las moléculas {por ejemplo, sobre exposicion
aluz UV dafiz el DNA). Si la sonda se 6 de forma eficiente, es necesario chequear que existe suficiente
DNAsembradoenmdapunto.Yasehanmcionadolamnoenﬁaciéndelamoléculadcimer&mla

mmestra como wn factor influyente en Ia intensidad de Ia sefial de hibridacion.




Las condiciones de hibridacion también afectan €l apareamiento enire hebras. La estrictez de las
condiciones de hibridacién puede determinarse variando en la solucion Ia concentracion de formamida
(agentedmnamrante)ylatemperahnaalaquese:mlimelprocmo.Mientrasmayorsmclvalordemtos
parémetros, mis exigentes serén las condiciones para el aparcamiento de las moléculas homologas.
Aumentosenlostiemposdehlbﬂdaciénmmbiénaumcmanlamtcnsidaddelasseﬁalobtenida(chmciy
col., 1999). Finalmente, condiciones de lavado muy fuertes (alta concentracion de sales) pueden debilitar las

umiones establecidas entre moléculas, lo que implicard una sefial de menor intensidad para el andlisis.

Una de las principales fiientes de error en los andlisis de microanreglos de DNA es Ia similitud entre las
semenciaspresent&scn]annmhaqueseanaliza,ddﬁdoarelacimﬁmciom]esoﬁ]ogenéﬁmsoalas
Mdearmdmea}mﬁvodSMgmmadaSMdpmmdelRNAmmsajm.Um
pmmmmm&mkhgmméndeﬂmsmsiﬁvosymmhmﬂ)ﬂidadmh
deteccion, serfa el desarrollo de un protocolo que considere la wtilizacion de regiones génicas que posean
bajaidenﬁdadoonohassewenciaspr&sentwenlanmestra.Estope:miﬁﬁael&smdiode]asvariacimesde
expresién génica en un sinmimero de niias metabdlicas. Considerando que el largo de la secuencia es un
factor clave en la estabilidad de Ia hibridacién, Ia utilizacién de los dominios de baja identidad requiere el
fstableoerlmoompromisoemrelasimilimdmﬁuchnaly]alongimddewdagenpamopﬁmizarelgradode
especificidad en el reconocimiento de su blanco. La utilizacion de fragmentos de cDNA como sondas
sembradas en membranas de mylon puede ser una buena alterativa dentro de las posibles soluciones al
pmblemEmalasventajasdelauﬁﬁzaciéndewtassewmdasendpmodchlbﬁdadénm
macroaneglossemanan:laposibilidaddeelegir]asecumciadelosgenmdeimalés,suﬁcﬂobtmciénen
laboratorio (inchuyendo purificacion y certificacion de calidad) y a longitud de los fragmentos, que hace

mas estable Ia doble hebra una vez que la sonda ha reconocido su blanco en Ia muestra.




1.12. PROGRAMAS DE ANALISIS DE IDENTIDAD ENTRE SECUENCIAS

En general, los programas desarroliados para la comparacién de secuencias (de nucledtidos o de
aminoacidos) persiguen establecer en forma cuantitativa las diferencias y/o el grado de similitud entre ellas.
Dos de los parimetros més influyentcs en la eleccion de dichos programas son la sensibilidad en la
deteccion y el tiempo que toma el proceso.

Los métodos basados en programacién dindmica implican una comparacion mcledtido a nucledtido. Los
niétodos exactos exploran el espacio de soluciones buscando una solucion optima que conlleva tiempos de
ejecucion muy largos. La eleccion del dptimo en estos modelos s toma en etapas mmiltiples, con vm total de
n etapas. La primera etapa corresponde a la fijacion de la variable x, sobre la que se ejecutaran las
signientes etapas. Sus resultados son exactos, pero mucho més lemtos y requieren un tiempo de clculo
proporcional al cuadrado de la longitud (mimero de pares de bases) de las secuencias que se comparan.

En cambio, los métodos de tipo heuristico (aproximacién ds longitud de fragmentos) privilegian la
velocidad a cambio de sensibilidad y selectividad. En estos modelos, l utilizar algoritmos paralelos permite
mejorar la relacion calidad:tiempo de Ias soluciones obtenidas. Dichas soluciones pueden ser obtenidas de
diversas técnicas; buscando en los alrededores de una solucién inicial tomada al azar (bisqueda local),
dentro de una poblacién inicial de soluciones (algoritmos genéticos) o determinando valores a partir de
graficas (métodos espectrales), siempre y cuando respeten las restricciones del problema. Utilizando
métodos heuristicos, larevisi{'mcompleiadcsemenciasrequieredemﬁenmoequivalmteséloalasmnade
Ias longitudes de las dos secuencias comparadas.

Algunospmgmxmsqueuﬁﬁmnmétodoshauisﬁcosen]abﬁsquedadesussolucionmsonFASTAy
BLAST. Estos buscan fiagmentos que permiten identificar diagonales con el mayor mimero de identidades
que Inego analiza wiilizando un sistema de purtvacion (Lipman y Pearson 1985, Pearson y Lipman 1988).
Fsdmk,bmélmmgionmméspmeddasamedmswumchssthMqucdmejMMemo
corresponda solo a un fiagmento de la socuencia completa y permitiendo el desplazamiento de la posicion

relativa de las regiones alineadas entre secuencias.




Enﬁmmﬁmﬂmpmwdmlmpmgmmsquepmnﬁwnwnmmshmhﬁmcmﬂniﬂﬁpl&mmm
10 obstante, Ia complejidad anumenta exponencialmente con el mimero de secuencias involucradas en el
pmo.Estaoomplejidadmiz’a.dadaporladiﬁaﬂtaddealinwnmoalmomagmnwnﬁdaddemcleéﬁdos
que&mommgumdemmda&mrdgrmmhnwodeﬂmaﬁmmymaﬂimqueseﬁanmaﬁo
realizar para cuantificar su similimd y, también, por ¢l fiempo que tomaria dicho proceso. Una solucion
clésica para reducir los tiempos de alincamiento de miltiples secuencias, consiste en formar “clusters’ o
grupos de secuencias en Ia fase inicial del proceso, que Iuego se resuelven progresivamente (Corpet, 1988).
La formacién de estos clusters no tiene un criterio establecido, muchas veces obedece a la necesidad de
reducirclm'lmerodesemmciasawmparm;pamkmermésrépidahomnpamciényobtmciéndema
sccuencia consenso entre ellas (mohlcién).Dewla{bmumvezdeﬁnidomcluster de secuencias, éste
serd tratado como una sola secuencia. Uno de los programas mis conocidos para realizar esta comparacion
es ClustalW. Métodos altemnativos para el alincamiento miltiple de secuencias utilizan ‘matrices COnsenso’
pmaidaﬁﬁwrhpmfemdadewdaMoécidoodewdadeleciénen]asemenciaalﬁmda(Alcxmdrov,
1992), o incorporan informacién sobre: a) las estructuras secundarias (Smith y Smith, 1992; Godzik v
Skolnick, 1994) o b) las caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos en cada posicion (Livingstone y
Barton, 1993).

Umapmdnmdénmmplmm@mﬁﬁmdamhbﬁsquedaywnmadéndemmﬁashmélogasw
la construccién de bases de datos que contienen motivos conservados entre secuencias de proteinas
(Boguski y col., 1992).Eshsbas&sdedﬂospennﬁenelhalhzgodcsemmdasdehneréeapmdcm
umshnﬂmldglobdnnwbqi&hsanlmmnmlmmﬁenomdmdasmlmmaoquuelﬁﬁm
aproximaciones heuristicas como BLAST y FASTA. La idea que sustenta esta aproximacion es que
aquellas regiones que codifican dominios que definen Ia funcidn molecular de una proteina (sitio activo de
enzimas, Mmdeknmaodénpmmim—prmam&dmnmimdemﬁénamdalﬁ,mm)mﬁmﬁm

restricciones estructurales a Io largo de la evolucion, demaneraqucsecumnciasqueﬁenenunorigencomﬁn
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puedcnserreconocidasmedimlteanélisisdemoﬁvosypennitenmnerlmaidmdelaﬁmciénqueuna

proteina desconocida tiene en Ia céhula.

La existencia de dominios comunes entre secuencias con baja homologia global puede, de esta manera,
promover la hibridacion cruzada entre ellas, lo cual introduce un factor que afecta la interpretacion de los
resultados obtenidos en estudios de expresion génica utilizando microarreglos/macroarreglos de DNA.

1.13. SISTEMA DE ESTUDIO
Lad&scﬁpciéndelpmgramadiseﬁadom@taMcmoriasermlizboonlosgenwdeunodelossistemas

estudiados en el Laboratorio de Bioinformética y Expresion Génica del INTA, Universidad de Chile. Estos
genes estan relacionados con el metabolismo celular de cobre. Dentro de este conjunto, las secuencias aip7a y
a!p?bﬁcncnunaltogradodeidenﬁdadyambascodiﬁmnATP—asastipo—P.

En los sistemas biologicos, el oobreparﬁcipadclamﬁﬁsiso:ddaﬁvaﬁcilitandolatansiﬁenciade
electrones envariasma'masqueloﬁﬁzanoomoooﬁctor,teniendounmlaendalpamnmchospmcesos
celulares tales como respiracién celular, respuesta al estrés oxidativo —que €l mismo puede generar— (Uauy y
col, 1998) y biosintesis de neurotransmisores. Los organismos eucariontes, requicren de una estricta
regu]aciénmlahomeostasisdeloobre(pmcwosdemptacién,acmruﬂacién—wnﬁdadyluga:—yeliminacién)
dado que, st bien es esencial, un exceso del metal resulta altamente tGxico.

En Saccharomyces cerevisice se ha descrito los genes involucrados en dichos procesos y estudios realizados
encstemodcloseﬁalmquewnbimmhmwﬁéngénimmnﬁmdmnenhl&pmanmﬂmahhomeosmsis
de cobre (Winge y col., 1998; Labbé y Thiele, 1999) v que es el mismo metal el que regula la expresion de
estos genes a través de activadores transcripeionales que responden especificamente a su déficit y exceso
(Labbé y Thiele, 1999). En mamiferos, las células cuentan con diversos mecanismos fisiologicos destinados 2
martener €l suplemento adecuado de cobre v controlar su exceso. En la Figura 1 se esquematiza la ruta
metabdlica que da cuenta de la homeostasis de cobre en mamiferos.

Enoéhﬂasdenmﬂfmo&dmewnimnowhhrdcwpmmdembmmcluyelmﬁansponadomdeCu+ly

2 (Cir1/2) (Lee y col., 2002) y €l transportador de metales divalentes-1 Nramp (Gunshin y col. 1997). En el
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citoplasma,eloobrelfbrec;dstemmente(RasyooL, 1999) porque es transferido inmediatamente a las
chaperonas o cobre, como Atox1, Cox17 y Ces (Hasison y cal., 2000, Mercer, 2001), glutation (GSH) o
metalotioneinas (MT) (Mattie y Friedman, 2004). La fltima corresponde a la mayor familia de proteinas
citosblicas que wmen cobre reversiblemente para distribucion intracelular y almacenamiento. Ademas, su
expresion s sensible 2 los cambios en los niveles de concentracion de Curt, aumentando en respuestz a la
exposicion a Cut+ extracelular (Palmiter, 1998, Tapia y col, 2004), y de esta manera, provee vias especificas
segmasyeﬁdmﬂ&pmada]maccmnﬁmmnacehﬂarydummpoﬁedefﬂemml Finalmente, dos
ATPasas tipoP: Atp7a (proteina Menkes) es expresada por tejidos extra-hepdticos (Mercer y col., 1993,
Vulpe v col,, 1993) y Atp7b (proteina Wilson) expresada principalmente en el higado (Bull y col,, 1993,
Yamaguchi y col,, 1993). Atp7b se localiza en Ia red trans-Golgi y provee de las bases moleculares para la
excrecion del metal. Ambas son posibles de trasladar a Ia membrana celular en condiciones de exceso de
cobre (Mercer v ool., 2003, Petris y col,, 1993, Pascale, y col,, 2003, Cater y col., 2004). Sin embargo, en
condiciones normales de niveles de cobre estas ATPasas cargan ceruloplasmina con cobre y este cobre unido

a ceruloplasmina es secretado a través de transporte vesicular (Linder y col, 1998, Cater y col,, 2004).

Figura 1:Pm1iipad6ndepmteinashrvnhmmdasmdnmbolimmdembmmmamifm Subconjunto de
proteinas que interactian coneel ién metAlico.
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HIPOTESIS
Iaselecciéndcmamgiénenungenpa:ﬁwhrquetengwnbajorﬁvelgleidentidadconelr&stodclas
secuenciasdemgmpodﬂgenmmembéﬁwoﬁlogenéﬁmmmemhdomdos,pennﬂiréhuﬂimdénde

dicha region como sonda especifica para ese gen.

OBJETIVO GENERAL

En atencién a lo expuesto, ¢l objetivo general de este trabajo es Ia creacion de un software que permita
mmntarregionmdebajaidenﬁdadmwdammdelassmmiasdemgrupodcgmw (filogenética o
fincionalmente relacionados) para ser utilizadas como sondas especificas en un macroarreglo. En este caso,
se selecciond un grupo de genes que codifican profeinas que paiticipan en el metabolismo celular de cobre

(relacion fimcional dentro del grupo y estructural entre las ATPasas).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.Disa?'arunalgorhmoycmarmprogrmmquemﬁcelabﬁsquedadcmgionmdeb@iaidcnﬁdaddemde
mgmdmnmmaﬂomnmgmmdegmwpmﬁmnemmmdomdw,pwasenﬂimdasmomdasm
un microarreglo.

9 Describir el efecto de los cambios en los parimetros de biisqueda del programa en pares y grupos de
secuencias (caracterizacitn).

3 Fvaluar Jas finciones alternativas para la biisqueda de secuencias micleotidicas con dicho programa.

4. Seleccionar los partidores que permitan amplificar fragmentos relativamente pequeios dentro de las
regiones de baja identidad.

5. Confeccionar una biblioteca con los fragmentos amplificados.

6. Evaluar Ia expresion de un grupo de genes relacionados con el metabolismo celular de cobre utilizando

las sondas obtenidas.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con este propésito, realizamos las siguientes actividades:
l.Disei'loywac&ﬁmdéndcmpmgrmmmnmuﬁcimmlquepemﬁhamﬁﬁwdn&vddesﬁnﬂimdde
regiones geénicas discretas (100-300 bp) que posean un bajo nivel de identidad con Ia secuencia de otros
genes.
2. Establecimiento de un protocolo de uso del programa, evaando los efectos de los cambios en los
parametros establecidos.
3.D$mipd6ndeumsahmnaﬁvmdelpmglmmdseﬁadopmadmﬁﬁﬁsdeswumdasgémms.
4. Disefio de partidores, clonamiento de los fragmentos scleccionados y creacién de una biblioteca de
¢DNA con dichos fragmentos.
5. Estandarizacién de un protocolo de hibridacién que permita ¢l reconocimiento entre los fragmentos
utilizados como sonda y su blanco en una muestra compleia.
6. Utilizacién de las sondes generadas en la evaluacién de expresion de genes relacionados con el

metabolismo celular de cobre.

Dado que s una situacién comuin a varias lineas de investigacién, abordamos los objetivos propuestos
seleccionando un grupo de genes vinculados en wn problema biologico, pues resulta Gtil contar con una
herramiemaquepcnnitaanalizardemanetaoonﬁablelaexpmiéndegenmconalgﬁngmdodeshniﬁmden

SII SECUENCia N Un MISTNO experimento.
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2 MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

El reactivo X-gal 50 mg/ml fue elaborado por Sigma. Los partidores fireron sintetizados por BiosChile.
En todos los ensayos se utiliz6 una concentracién de 50 pmol/ul excepto en el PCR anclado en el cual s
us6 el partidor bsWs a unz concentracién de 5 pmol/pl. La enzima EcoRT 10 U/l se adqiri6 en Fermentas.
La enzima transcriptasa reversa 200 U/l pertenece 2 Gibeo. E1 DNA de esperma de salmoén 10 mg/ml, el
paxtidor oligo dT 1pg/ml, Ia agarosa, €l bromuro de etidio (EtBr) 10 mg/ml, el kit Random Primer, los
reactivos para la amplificacion por PCR (Buffer 10x, MgCl, 50 mM, dNTP’s 10 mM y Tag DNA
polimerasa 5 U/pl) y el buffer Prehybridation / Hyb 2x para la preparacion del buffer de prehibridacién /
hibridacién fireron adquiridos en Giboo, El kit RNAwiz™, pertenece a Ambion. Los kits PolyATtract
mRNA para Iz extraccién de mRNA, Wizard® DNA Clean-Up System utilizado en Ia limpieza del DNA
marcado previo a la hibridacién con las membranas fiieron encargados a Promega. En 1a recuperacion o
resuspensién de DNA se utiliz6 buffer TE (Tris-EDTA) 8.0 (1 mM Tris pH 8.0 y 1 mM EDTA pH 3.0). E
mcledtido marcado o?2-dCTP fire proporcionado por la Comision Chilena de Energia Nuclear. Para la
medicién de radiactividad, Jas ruestras fileron resuspendidas en liquido de centelleo EcoScint. La kibreria
de ¢DNA de ratén MT3 fie solicitada al Centro Alemén de Recursos para la Investigacion Genémica
RZPD, Berlin {www.rzpd.de).

EnelpmtomlopammmacdéndeDNAphsnﬁdialk(Mimprq)LlLHDseuﬁﬁzaxmhssiguientes
soluciones: “solucién F (50 mM Tiis pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0), “solucién I" (1% SDS, 02 M
NaOH), “solucion IIF° (5 M KAc, HAG) y una sohucién de fenol:cloroformo: isoamilalcohol 25:24:1, Para la
precipitacion de DNA se utilizb EtOH absoluto, 4M LiCl y/o 3M AcNa. La solucidn usada para desnafurar

las sondas recién sembradas estaba compuesta de 0.5 M NaOH y 1.5 M NaCl, mientras que la solucion de
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neutralizacién estaba compuesta por 1.5 NaCl, 0.5 Tris pH 74 y 1 mM EDTA pH 80, La solucion de
prehibridacién / hibridacion de las membranas estaba compuesta por buffer de Prehibridacion/hibridacion
1x, 20 mM buffer fosfato de sodio pH 6.5, 40% formamida y 1% SDS. Las soluciones de lavado de las
membranas ya hibridadas fueron: ‘solucién I (2x SSC), “sofucién 1 (2x SSC, 0.1% SDS), “solucion T’
(1x SSC, 0.1% SDS) y “solucién IV” (0.1% SSC).

Los reativos de cultivo celular fireron obtenidos en Gibeo. La Hnea Caco2 {células de epitelio intestinal
de ratén) fue cedida por Miguel Arredondo, del Laboratorio de Fisiologia de Membranas, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile; y Ia linea HepG2 (células hepticas de ratdn), fue proporcionada por ia Dra.
Ana Maria Pino, Laboratorio de Hormonas y Receptores, INTA, Universidad de Chile. Las lineas 805
(fibroblastos de ratdn) y 804 (fibroblastos de ratén con Ia expresion suprimida de las isoformas 1y I de
metalotioneina) se utilizan habitualmente en el Laboratorio de Bioinformdtica y Expresion Genica.

La membrana de nylon (amina cuatemaria en alta densidad) Zeta-probe Blotting membranes ¢s de
BioRad.Los]iquidosderevcladoyﬁjadodcscﬁalenlasp]acas:adiacﬁvassonKodakaligualquelas
placas radiograficas BioMax ™ Film ML. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador
PTC — 100™ (MJ Research Inc), El transiluminador CL-1000 Ultraviolet Crosslinker (UVP) y el homo de
hibridacién Smart Check™ pertenecian, respectivamente a Vilber-Lourmat y Labnet 211 DHS.

El programa wtilizado en Ia captacion de Ias imdgenes y cuantificacion de las sefiales por densitometria es
el Kodak Digital Science 1D (Kodak). El codigo de firente del programa de procesamiento de sefiates
{exiraccion de Ia sefial neta para cada clon, eliminando el ruido) fise ejecutado por Pablo Moreno, Ingenicria

Civil en Biotecnologia, Universidad de Chile.
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It. METODOS

2.1. DISENO DE UN PROGRAMA DE BUSQUEDA DE DOMINIOS DE BAJA IDENTIDAD

REQUERIMIENTOS

Enmmbajodcm&sﬁgadénhbﬁsquedadedomhﬁosdebajaidmﬁdadserwﬁzémhssecuencias
deﬁvadasdcmgmpodegenescnaimciénelniveldesimiliuldcnn'eeﬂas.En]awebmpom'blehalIar
progrmmsdemmpamdéndesemmdmwnamgamiw,mmoBLASTyCmsmM,ﬁnembmgoy
dadas Jas necesidades mas frecuentes de los usuarios (estimar relaciones fimcionales o filogenéticas enire
gm),mmSpmgmmspﬁvﬂegimhsshnﬂmldmmmehssewemhsdrwﬁmrlmdmmnﬁemm,ym
incorporan en sus algoritmos de biisqueda Ia deteccion de regiones que presenten escasa similitud al ser
oompamdasoononassewencias.Pmlom,mobjeﬁvosecemémdism'iarmsiswnmdebﬁsqueda
capaz de cuantificar las diferencias entre secuencias e identificar en qué regiones de las mismas se hallaban

2.2. CARACTERISTICAS DEL PROGRAMA

El proprama Redigen (Repiones de Identidad Génica), fue disefiado en conjunto con Felipe Hoffa
(Ingenieria Civil en Computacién, Universidad de Chile) para comparar dos secuencias mcleotidicas y
cuzntificar el mimero de diferencias que exista entre ellas. El programa Redigen esti escrito en Java 14y
fimciona como aplicacién en cualquier plataforma que tenga disponibles las librerias Java. Como minimo
requiere un procesador Pentium 2 con 128 Mb de memoria RAM y 300 Mb de disco duro. Los limites del
programa no fizeron explorados, ya que soportaba sin inconvenientes todos los procedimiertos gjecutados.
Tedricamente los Jimites dependen més que nada de las capacidades de la méquina, que progresan

constantemente,
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Fl programa opera de la siguiente forma: Sean Ay B dos secuencias mucledtidicas en direccién 5°-3°. De
la secuencia B setomaunﬁagmentodelongimd&stablecidaporelusualiquueseiniciamelpﬁmer

mxclec'rtidodeella_Pamrefcﬁmosal]argodcﬁtcﬁagmentoalmomcnmdeejwnarelpmgmmdechnos

tamafio de ventana de comparacin. El mcledtido central de este fiagmento se alinea con el primer
mcledtido de Ia secuencia A y se registra el mimero de diferencias. Luego, se desplaza una posicién hacia
la derecha sobre Ia secuencia A y cuenta el nimero de bascs diferentes. Asi, hasta que el micledtido central
dcmteﬁagmcntoalwnceelﬁtﬁmonucleéﬁdodelamenciaA.E:i&stemomento,tomlasecucncia
wmplmnmhﬁadelﬁagmeﬁodehsmummiaBysemﬁmhmmciapmapoderreaﬁmh
comparacion en direccion 5°-3”. Luego, s¢ ejecuta la comparacion a través de la secuencia A tal como sc ha
descrito (Figura 2). Fl mimero de diferencias encontradas en cada posicién de la secuencia A par las
hebras sentido y antisentido del fragmento se ubican en una matriz. Fsta matriz tiene tantas colummas como
clmjmerodeparesdebascslasemenciaAElmimerodeﬁlaswtﬁdadopordosvec&selmﬁmerodepares
de bases de la secuencia B menos el tamafio de ventana. 1a comparacion se inicia y termina ex el
mcledtido central de la ventana porque, eventuaimente, medio fragmento podria tener homologia suficiente
para estabilizar el alineamiento y generar falsos positivos por hibridacion cruzada.

Para diferenciar ficilmente las regiones de interés del usuario, €l programa calcula el porcentaje de
idmﬁdadmnmpedodﬁagmﬂoquedgﬁﬁmdﬂmemdedﬂﬁmchsemmdo.mwmes
mmﬂwmnchstﬁwdmm&uﬁgnmosmym]hnmweﬁjmmlmpmémmjykAmda
intervalo se le asigna un valor mmérico en unidades arbitrarias (UA) dependiendo del nivel de identidad de
Tos fragmentos. Enire 0y j % de diferencias se asignan 1000 UA, entre j y k % de diferencias se le asigna 1
UA y entre k v 100 % de diferencias recibe 0 (cero) UA. Por ejemplo, para menos de 50% de diferencias se
asigna1000UA,yaqueeseﬁ'agmmrodeBﬁencmésdeunSO%deidﬂnﬁdadconlasemenciaAenma
posicin. De usar ese fiagmento como sonda, éste podriz hibridizar de manera estable con la secuencia A
en un ensayo de hibridacion, que es lo que se busca evitar. Los valores ya transformados en unidades

arbinariassesmrmyesevalorﬁnalwermegadoenunanilivoExoelasociadoalaposiciénalaque
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comesponde ese valor. La representacion gréfica de los valores expresados en UA Ia llamaremos guivas de

identidad.

Debido a los puntajes arbitrarios asignados, las regiones de baja identidad quedan representadas en los
gxéﬂooscomovaﬂmmlawrva,nﬂmﬂasque]asregion&sdealtaidemidad, estin represertadas por crestas.
Cada punto en Ja curva, oon&spondealaposiciéndelmmleéﬁdoenqueconﬁenmlaoompamciénconel

frapmento de 1a otra secuencia.
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Secl: 5/—ACTGATCTCGATAGCTAGATCGATCGATCGCTAAGCTGATCGATCATGCE3'
IRNIRIARINAN NN

*AGATCATCGATACAGTACK » N° diferencias
Sec2: 5’/-CAGATCATCGATA A GTACHGATCAGATACGATACGATACGATACAGATA- 3’
Sec2’ :3'- CTAGTCTATGCTATGCTATGCTATGTCTAT-5
Ventana: 20 pb
Porcentajes en ventana:
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-10 -9 50 51 ca 50% = 10pb
O
(A 70% = 1l4pb
17 17 : 14 18 &@0?' 100%= 20pb
vy
; ' : W
. . . < / Si 0 < m < 50% —* 1000 UA
51<m < 70% —* 1TUA
15 11 i it 8 15
< >
14 13 . 10 19 71< m; <100% 0 UA
15 18 ; 3 16 19 -10 -9 50 51 /REEMPLAZO
< 10004 A 0 1 1000 O
2 N o 1 1 0
e /\ -— :
s e GRAFICA 0 0 )
D et ——
Posicion 0o 2 1001 O SUMA

Fing:ﬂpmgmmM@nmmhmmdaddgmdehﬁésmhdeMs)gm(m)medim
ﬁmmm,mlmwymmmm&mmmmam@sdchm
deﬂaﬁywﬂddmodedfauﬂasﬂmmﬂe(uﬂmnm@&eﬂnm&daﬁﬁmm&m
mgmpmwmlmyseleadgmmmmwmmmmhsmwmmm
wmksmUAwsmmyemmxgaﬁmmshpedcﬁnmmnseumﬁﬁmksdﬂﬁmcﬁssdmh
secuencia A. Si un punto en la curva de identidad muestra un valor superior a 1000 UA significa que ese fragmento de la
secuencia B ha encontrado una posicion en la secuencia de A con la que tiene menos de un 50% de diferencias. Por lo
mo,ﬁmmﬂma&mgm&Ammmmmmo,@ammmdME
secuencia B.

2.3. ANALISIS PRELIMINARES PARA OPTIMIZAR USO DEL PROGRAMA

e Nivel de identidad de secuencias no relacionadas: Primero, para estimar el porcentaje de identidad de
wﬂqﬁamrdemendasnordmimndassecmmréhsswumﬁsdeﬁm&mmmﬁmdcm
(acceso genebank: BC061061), raiz de A. Thaliana (NM_202765) y atp7a (AB007134) de ratén
utilizando los programas Redigen y ChustalW, ajustando los parametros para evitar la formacion de
gaps. Un gap es un espacio introducido en el alineamiento que compensa inserciones y deleciones en

mwcumdawnrwpaoaboﬁaﬁldpmgmmRedigmsewrmarbbsm&ﬁpaﬁ

20




pancrestica de raton y nodulina de 4. thaliana usando ventanas de 150 y 300 pb con parametros
porocrmlales50-70(defectodelmmaﬁodevenmydelospmérnmmwnnml%j-kseobsermmés
adelante).
-Eﬁ:ctodeltamafiodcventam;Dada]amomidaddalmrangodesolucion&sdenu'odelos cuales
scleccionar los mejores partidores posibles, se evalud el cambio en los patrones graficos al cambiar el
tamafio de la ventana. Para el par de secuencias aip7a-afp7h se utilizd ventanas de 30, 100, 150, 200,
245, 250, 255, 300, 350, 400, 500 y 600pb. Para comparar ¢ conjumto de genes relacionados

metabdlicamente (incluidas atp7a-aip7b) s utiliz6 ventanas de 50, 100, 300y 600pb.

o Forma de las curvas de identidad al comparar genes con un alto grado de homologia: Considerando su
estrecha relacién filogendtica, se analizé los patrones de la comparacién de las secuencias completas
(incluyendo 5> y 3™-UTR) y las regiones codificantes (cds) del par atp7a-atp7b y se evaluo el
dwphMemomtehsams.Mwmpammnhassmumchsomnplaas&msmmuabanfbm
similares annque aparecian ligeramente “desplazadas’ sobre el eje x (Figura 3). Ese desplazamiento
moﬁvé]aoonmaraciéndelasmenciasoodiﬁmnt&sdea@?ayatp?b.Estcwtejosermlizf)oon
ventanas de 150 y 300pb y con los parimetros porcentuales 30-40, 50-7¢ y 60-80. Para cuantificar el
dmp]azarrderﬁodelasmrvasdeidcnﬁdadgenemdasseanoté]aposiciéndclmcleéﬁdoenquese

produce ¢l primer cambio en Ia forma de ellas (ver Tabla 3, Resultados).
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ﬁglm&Dmhmmhnodehsmg:anmrdpmngeﬁpldmmpamrmm&qﬂa
y@?bMimeﬁeﬁi&smmtmpo&mhpﬁmmemmdemmmﬁmM
ﬂechasuqm@arqumhmnpmadbndemomaqﬂaﬁ;ayhﬁmnjamhmnﬂaap?bﬁﬁ
hwnmad&MemWaamﬁzﬁmnmmnﬂodemdeﬁO;bymmm 60-30.

® Efedodepmmmmm:Cmdﬁndcmmhmmchummgiéndemymmﬁuﬂm
hqwamﬂmm&spamhsmgimmdebajaﬁmﬁdaixevahéclefeﬁomhfomudchswwas
al utilizar distintos valores para los parametros porcentuales j-k (30-40, 50-70 y 60-80). Se compart las
secuenciasdeham?ayatp?baltamndodmdmdeingrwoa]pmgmmaRedigmyoonvmde
100 y 600 pb.

e Efecto del mimero de secuencias ingresadas a la comparacion: Se comparo el efecto en las curvas de
Mdaddmgrwralmngrmmummiamnsélomamomapmeownmgmpode
secuencias.

e Similitudes entre secuencias de un grupo de genes metabdlicamente relacionados: Para evaluar la
similitud entre secuencias de este conjunto de genes, se compard tres grupos que incluian todos los
genm,peroquembiabanLasemmiadelamalsetambalavemana(sod,ap%yarox),oon

ventanas de 50, 100, 300 y 600 pb y parametros 30-40, 50-70 y 60-80.
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2.4. SELECCION DE CLONES
2.4.1. Seleccién de 1a region a amplificar

Para un par de genes (azp?ayam7b)sewmparélassecuenciasoompletasdeellos, incluyendo las
regiones 5” y 3"-UTR para encontrar las regiones de alta y baja identidad. Para la comparacion se witlizo el
programaRedigenconmavemanada%OpbylmrmgOporcenmﬂem:reSOy’TO%.EnIosmultados
graficos, se&smgiéhsmnasnﬁsmrmﬁasdebajaidenﬁdadpmatmenmrcgiénmﬁsmdmsamh
secuencia donde seleccionar un buen par de partidores especificos.

Patalmgmpodedocegenmmdabéﬁmememhciomdos,laelemiéndelasmgimdsbajaidmﬁdadse
realizo ingresando al programa Redigen las secuencias conmpletas (incluyendo Ias regiones 5° y 3-UTR) de

cada uno de ellos (Tabla 1). En las curvas s escogio como regiones de baja identidad aquellas en que todas

las curvas tuvieran valores inferiores a 1000 UA.

Genes involucrados en metabolismo celular de cobre utilizados en este trabajo.

Gen | ID GeneBank L"(%‘;)gm Largo sonda (bp)® Protefna Especie
atp7a | ABO0TI134 4575 202(aMk) -293(bMk) Transportadora-Cn tipo-P ATPasa Mus musculus
ap7b | NM_007511 4854 207(aWs)-262(bWs) Transportadora-Cu tipo-P ATPasa Maus musculus
ces AF173379 1052 220(b-ccs) Chaperona de Cu para superdxido dismutasa Mus muscuius
sodl M35725 535 261(b-s0d) Cu-Zn superéxido dismutasa Mus musculus
app NM_000484 3058 200(b-app) Precursor del beta amilotde Mus musculus
mt! J10605 391 134{b-mt) Metglnﬁoneilm—l Mus muscults
nramp AF029758 2261 289(b-nramp) ‘ Resistencia natural assoc. prot-2 macréfago Mus musculns
rCTR AF268030 1423 258(b-rctr) Transportador Cu 1 Rattus norvegicus
ep V49430 3363 269(b-cp) Ceruloplasmina Mus musculus
atox! AF004591 432 251(b-atox) Chaperona Cu para Atp7a Mus musculus
proe NM_011170 2153 206(b-prpc) Proteinz pridnica Mus musculus
act NM_007393 1892 522 Melanoma x-actina Mus musculus
tub NM 011655 1591 269 Tubulina, beta 5 Mus muscolus
g3p M32599 1228(mRNA) 452 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Mus musculus

Tabla 1: La tzbla lista algumos de los genes involucrados en el metabolismo cetular de oobre utilizados como sonda en
elmwneuabajo,seﬁalmﬂodcéﬁgodeaooesoneBmknmﬂmddgmylongﬂudddgm,lmgimddehmnday
mmhe&h@n%m&ﬂ@s@wﬁﬁmdmhedehmndam&wsd&ﬁom&ﬁﬂim@d
programa Redigen.
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Para Jos tres genes ‘house keeping’ {0 de expresion constitutiva) —tubulina, actina y gliceraldehido fosfato
dmhidmgemsa—msesdemionéhssewenciasmﬁmciéndcsuniveldeidenﬁdad, debido a que en nuestro
asmdionosedmabaevahmmidmﬁdadsinouﬁﬁmﬂmmhnomnﬁmdﬁndclwvalmobtmﬁdmporh
hibridacién de los genes en estudio. Al momento de la comparacién no se tenian antecedentes de la
ablmdanciadelosnm:scrﬂnsdemtosgenmnisie:dsﬁanvaﬁadonmensuexpmiénm]ascondicion&s
experimentales como sugieren Eisemberg y Levanon (2003). Sin embargo, aiin sin tener esta informacidn, se
decidi6 utilizarlos en la normalizacién del nivel de expresion considerando que estos genes no estan
involucrados en el metabolismo cchular de cobre. Se realizé una comparacion de estas secuencias con Ia del
gnmodcgmwmamdiomdpmgmmRedigmpamdmmhibﬁdadénmmdamnhsmléuﬂasde
mestro interés. El grupo completo de genes sometidos a este estudio se muestra en la Tabla 1.

2.4.2. Verificacién del nivel de identidad de las regiones definidas por el programa Redigen.

Se evaluo las regiones de alta y baja identidad previamente scloccionadas entre cada una de las secuencias
de las ATPasas (@7ayap7b),miﬁmndooﬁmprogmnmdeaﬁanmdeswumdasdismmblesm
red: BLASTyCIustalW.Fstaomnpamdénessﬁloapmthda,puestoquehssemenciasmgrwadasal
analisis fizeron de mayor longitud que aquellas que serén sembradas en las membranas, pero nos dio una idea
de la similitud entre Ias secuencias antes de comenzar con el disefio de los partidores. Las regiones de alta y
baja identidad se obtuvieron de curvas generadas con ventanas de 250 pb.

Sabiendo que cada punto en lz curva corresponde a Ia posicién de!l micledtido en que contienza la ventana
quesehacompa:ado,semmémlasemmciadwdeelmm]eéﬁdodciniciodelvalleocxwtahastaelﬁnalde
ésteysesuméZSOpb(pu%bquehvemmaqueaﬂisemiciaﬁme&mlmghud).Estasewenciafuc
mgrmadaalosprogramasBLASTyChlstaIlemtoconlassemmciascompletassenﬁdoyamisenﬁdodela
otlaA’I'Pasa,sepamdamente.Dadoquedwmosesﬁxmrlawﬁdadde]ahibﬁdadéndemnbassemencias,
en ambos programas se ajusto los pardmetros de andlisis de tal forma que la apertura y extension de gaps

estuviese fuertemente sancionada.
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ElpmgrannCh)staIWmetmegamuhadOSporcenhlalm, sino que ubica un asterisco cada vez que
encuentra una identidad entre secuencias de DNA. Para estimar ¢l porcentaje de identidad obtenido en las
compa:acionwoonClustaIW,secmﬁéelmﬁmerodeasteriscosysedividiémteva]orporeltarmﬁodcl
ﬁagnmmgmado.EnmdashsmnmadmmﬁmdasmnmpmgtmmsepmaﬁzéhapaMay
extension de gaps.

Pa:aeloonjuntodegenwmladonadosmnelmetahoﬁsmocelu]ardelmbm, se procedié de la misma
ﬁmna,ingtmandoalospmgrannsclﬁagmerﬂodelaregiéndebajaidemidadmparejaconaadaunade]as
secuencias sentido y antisentido del conjunto.

2.4.3. Verificacion de regiones de alta/baja identidad

Utilizando el programa ClustalW, se compard la secuencia delimitada por los partidores seleccionados para
cada ATPasa con las secuencias sentido y antisentido de Ia otra ATPasa y se establecié €l porcentaje de
identidad con Ia relacion ‘mimero de asteriscos/longitud de ventana®. Este andlisis se realiz6 para el resto de

los genes del grupo y en la comparacion se inchuy6 a las secuencias de los genes “house keeping’.

25. DISENO DELOS PARTIDORES

Para obtener los partidores de las ATPasas, se ingreso la secuencia completa de cada una de ellas (inclnidos
los extremos 5° y 3° no codificantes), en el programa Primer Premier 5.0. Dos de los parametros fucron
ajustados antes de Ia bitsqueda: longitnd de los productos (200 - 300 pb) y de los oligos generados (20 +2
pb) v se dejé los demés parimetros sin alterar, segim los propone por defecto el programa. En Ia eleccion de
los partidores de los otros genes relacionados con €l metabolismo celular de cobre se procedid de la misma

forma,
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2.6. AMPLIFICACION POR PCR DE LOS FRAGMENTOS
a) atp7a (Menkes)

Umvadcﬁnidoslosparﬁdor&s,losﬁagmaﬁosdeahaybajaidenﬁdaddeagﬂaﬁmmmmﬁﬁmdos
mediante PCR. Se utilizd el fragmento g3p (gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa) como control positivo
de amplificacion. Las reacciones de amplificacién por PCR fireron realizadas en ¢l termociclador PTC-100
(M Research). Los tubos contenian 1.5 ng cDNA de una linea silvestre de fibroblastos de ratém, 1x PCR
Buffer (Invitrogen), 1,5mM MgCl, 2.5 mM dNTPs y 2.5 U de Taq DNA polimerasa en un vohumen final
de 50pl. Se utilizé un programa de 30 ciclos (desnaturalizacion 30 scgundos a 95°C, alineamiento 30
segmdmaSS“CyextensiéanﬁmrtosaG?C)conunacﬂcnsiénﬁmla 68°C por diez mimos.

SeveliﬁcéeltamafiodelosproductoschCRconiendounaelechnibrwisenungeldeagarosaall%y
1pg/pl EtBr en buffer TAE (Tris, dcido acético, EDTA) 2 100mV.

b)atp7b (Wilson)

Para obtener los fragmentos de atp7b se intentd una amplificacién con PCR anclado desde cDNA de
higada de ratén (Grgano en que s expresa mayoritariamente) utilizando el fiagmento g3p como control
positivo. El PCR anclado (o ‘single-sided’) permite la amplificacion especifica de DNA cuando Ia region 57
de Ia molécula de interés es desconocida. En este caso, aungue se conoce la esta regidn, se realizd un PCR
anclado para aumentar la representacion de la region de la que se extraeria el producto de PCR, pues no se
consignié amplificar ¢l fragmento con los partidores directamente a partir de cDNA.

Como sustrato para el PCR anclado se utilizd el 10% del producto de una transcripeion reversa. Para la
transcrpeion reversa se desnaturd 100ng de mRNA de higado de ratén y 20 pg/mi oligo dT2152 76°C por 10
minutos. Luego se agrego First Strand Buffer 1x, DTT 0.01M y dNTPs 0.5mM y se puso a 42°C por dos
mimitos antes de agregar 200 U de Superscript RT (Invitrogen). La reaccién se efectud en un bafio a 42°C
por 50 mimstos y se detuvo neutralizando Iz enzima a 70°C por 15 mimztos.

El cDNA obtenido de la reaccion anterior se desnaturd a 95°C por cinco mimitos y fuego se agregd PCR

Buffer Tx, MaCh 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, oligo dT 0.02 pg/ml y Taq DNA polimerasa 5 U/pl. Se agregd
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s oy

ademés un partidor antisentido para aip7b (bWs) 3.5 pmol/pl para aumentar en el producto la representacin
de In region que contiene las sondas de alta y baja identidad de atp7b. La amplificacién por PCR anclado
oconsto de 35 ciclos de 1 mimito de desnaturacién a 95°C, alineamiento 1 minuto 30 segundos a 42°C y
extemsién1mhnﬂo309egundosa7TC.Elprog1mtmﬁamawdmsi6nﬁnald610nmnmsa72°C.

Del producto de PCR anclado se tomo 1.5 pg 'y se agrego PCR Buffer Ix (Invitrogen), MgCl, 1,5mM,
dNTPs2.5mMy2.5 UdeTanNApoIimcrasayseIlevéalmvqumenﬁnaldf:SO;ﬂ.Pamelﬁagmento de
alta identidad de amp7h se wutilizo un programa de 30 ciclos (desnaturalizacién 30 segundos a 95°C,
alineamiento 30 mgmdosaSS“Cymﬂcnsién3nﬁnﬁos368°C).Pmadﬁagmmnodebajaidenﬁdadde
ap%muﬁﬁﬁdnﬁmopmgmadcmﬁﬁwdﬁ;pmomajuﬁéh@aaﬁndeaﬁnmnﬁeﬁoa%@
para evitar la sintesis de un fragmento inespecifico.

En ambos casos, ¢l tamafio de los fragmentos amplificados se verificd corriendo electroforesis en geles de
agarosaal 1%a 100mV.

¢) Grupo de genes relacionados

Elpmtooolowi]izadoparalaampliﬂwciéndclosﬁagmentosdeahaybajaidcntidaddeap?aymp?b se
oonsewéparalaampliﬁwciéndcIosﬁagmeﬁosoon&spmﬂicrﬁwalmtodelosgenesinvohmdosmel
metabolismo celular de cobre. Los tiempos de cada etapa en los ciclos de amplificacion se mantuvieron
constanttes y se modificd 1a temperatura de alineamiento y de extension segim se muestra en la Tabla 2.

En cada caso, €l producto de la amplificacion se fraccion6 mediante electroforesis en geles de agarosa al

1%y 100 mV hasta lograr una buena definicién.
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Partidores utifzados para la amplificacién de sondas.

Nombre Tm(C) T g (°C) P.sentido (5'-3) P.asentido(5'-3)
s 55 68 TGAAGCCACTATTGTAACTC AGGITICTTAGCCACAGG
Py 55 p CAGGCTGTGGTATTAGCT AGTOCGACCTCTICTTIC
s 5 P CGCAGATGCTGICAAACC GCOACTTTCTTOCCTTCA
s 8 = GGAGACCTTGGGATACAG CIGICCTTICATCIORTG
B 55 p= TOOCTTATCCAAGATCACAG CGAGGAOCAAATAACCTGA
BSOD 55 P TGACTGCTGGAAAGGACG AGTTTAATGGTTTGAGGGTA
wPrPe 3 p TGTTOCT TCGCATICTOG TGITAGCACIGACTGATG
BT 55 & OCGTGGGCTGCTOCAAAT TAGGAAGACGCTGGGITG
AcHER) 65 n GICGTCGACAACGGCTOCGGCATGTG GOCAGCCAGGTCCAGACGCAGGATGG
GIFEK) 55 ACCACAGTCCATGOCATCAC TCCACCACCCTGITGCTGTA
Tub(HE) & 7 CATTGCCACCATCAAGACCA TCAACGCCAACCTCCICATA

Tabla 2; La tabla mmestra Ias emperaturas de alincamiento y elongacion para los partidores ntilizados en la sintesis de los
wmmmm&lmmmmmemmdeMm;Tdmg
temperatura de extension.

2.7. CLONACION EN EL VECTOR (pGEM-T", Promegga)

Se clont los fragmentos (previamente verificados mediante electroforesis) tilizando los extremos poliA
generados por la polimerasa (plismido tiene extremos poliT). La reaccion s efectud a 4°C ON con Ias
condiciones de ligacion estindar sugeridas, que corresponden a 50 ng de DNA del plésmido, 1 unidad de T4
DNA ligasa. La reaccion se detuvo desnaturando Ia enzima a 65°C por 10 mimutos.

2.8. TRANSFORMACION PARA OBTENCION DE CLONES CON EL FRAGMENTO

Sc transformd las células de la cepa DH5-0.de Escherichia coli segyin el protocolo establecido por el Inoue
y col, 1990, y se selecciond las transformantes que lievan €l vector por la resistencia al antibidtico
(ampicilina) codificada en €l vector. Las placas de medio LB-agar con ampicilina 50 pg/ml en las que se
realizd esta seleccion se sembraron ademas con IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) y X-gal, lo
que permiti6 discriminar entre las que tenian y Ias que no tenian €l inserto. Las colonias que Hevan el vector
mas el inserto no expresan la enzima B-galactosidasa que codifica el vector y tienen un color blanco ya que

no pueden degradar el X-gal.
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2.9. CULTIVO DE COLONIAS POSITIVAS

Se piod Ias colonias transformadas con el vector mas el fragmento clonado sembrindolas en placas de
medio LB-agar con ampicilina 50 pg/ml. para aislarlas. Una vez separadas, se replico las colonias positivas

creciéndolas en medio LB liquido con ampicilina 50 pg/m! a 37°C ON'y 220 pm.

2.10. VERIFICACION DE CLONES POSITIVOS

Se extrajo ¢l DNA plasmidial de Ias colonias positivas utilizando el protocolo “Miniprep 1, 1L, IV
(Birnboim, H., 1979; Sambrook, J. y col, 1989). Se digiri6 con la enzima que flanquea el inserto agregando
10pg de DNA a digerir, Buffer 1x correspondiente 2 Ia enzima, y 1 U de la enzima de digestion EcoRI. La
reaccién de digestion se detuvo desnaturando la enzima por calor a 65°C por 5 mimitos.

Fl tamafio de los fragmentos producidos se verificd mediante electroforesis a 100 mV en geles de agarosa
al 1%. Como marcador de peso molecular se utilizé 100 bp DNA ladder (Promegp).

2.11. STOCK DE CLONES POSITIVOS

Para cada uno de los fragmentos, se seleccion6 tres colonias positivas con inserto verificado y se crecieron
ON en medio LB liguido con ampicilina 50 pg/ml a 220 rpm. Los stocks fireron congelados en glicerol 15%
a-80°C. Fnadelante, los inoculos para recuperar el inserto fireron tomados de estos stocks.

2.12. OBTENCION DEL DNA A SEMBRAR

2.12.1. OBTENCION DE LOS FRAGMENTOS

Para In extraccion de DNA plasmidial se utilizo el protocolo de “Miniprep L IL T, Se cuantificd las
muestras midiendo la absorbancia a 260nm en cubetas de cuarzo y se establecié su nivel de pureza utilizando
Ia relacidn 260/280.

El DNA sembrado en las membranas se obtuvo por amplificacion por PCR de los fragmentos a partir de
DNA plasmidial. Las condiciones de amplificacion par cada uno de los fragmentos se explican en la

seccién 2.6. El volumen final preparado para cada uno de los fragmentos fue 20001,
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Los fragmentos amplificados fueron precipitados ON en 0.IM LiCL Lucgo se centrifigd a 4°C por 30
segundos a 15000 rpm y el pellet se lavd con EtOH 70% frio. Se centrifigd mievamente a 4°C por 30
segundos a 15000 rpm. El pellet se secd a 37°C y se resuspendié en dH,0 sin micleasas. Se cvantifico
midiendo su absorbancia en cubetas de cuarzo a 260 om.

2.122. DILUCION DE LAS SONDAS

Se sembr6 distintas concentraciones de los fragmentos en las membranas de hibridacién. La unidad que se
wtilizd en todos los casos para hacer las diluciones fie ng DNA/punto (los que se obtendrian en las
membranas al finalizar el proceso de siembra). En el cilculo, se considerd que €l sembrador manual que se
1s6 deposita en Ia menibrana 0.1 pl de Ia nmestra cada vez y que €l proceso de sembrado se realizaria coatro
veompormcmbrana,DepmdiendodclawﬁdaddeDNAobtelﬁdodespue&edeIapmcipﬂmifn se generd
dosgmposdedilucionwenplawsEUSAdc%pocillos.Dmdeallitomélasmmtlaselsmnbradornmmwl.
Las cantidades de DNA (expresadas en ng) sembradas al final del proceso de siembra se detallan a
contimacién. Los genes a los que corresponde cada fragmento estén listados enla Tabla 1.

e 200,100, 10,2y 0,2 ng DNA/purtto para los clones b-ws, b-mt, b-sod, act, g3p, by plr.

e 100,10,2, 1,5y 0,2 ng DNA/punto para los clones a-mk, b-mk, a-ws y b-ces.

2.13. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

2.13.1. CULTIVO CELULAR
Liamamos muestra al cDNA de hebra simple suspendido en la sohucion de hibridacién que estard en
contacto con la sonda sembrada en 2 membrana. Las rmiestras se obtivieron a partir de RNA total de células
de epitelio intestinal Caco2 y células hepaticas HepG2, crecidas a 37°C'y con 5% CO, en medio DMEM con
10% suero fetal bovino. Se tratd un grupo de cada linea celular con 100uM Cullis durante 24 horas, mientras

que ¢l tratamiento control permaneci6 slo con el medio de cultivo.
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2.132. EXTRACCION DERNA TOTAL

La recuperacién de cétulas se realizé mediante 1m tratamiento suave con Tripsina — EDTA (Gibco BRL).
Tnicialmente las c&lulas fiieron lavadas con tampén fosfato salino (PBS) y se incubaron en 0,01% de Tripsina
EDTAa37°Cpor5mimrtos.Enadclante,todoelprooedhnientoserwlizénmﬁeniendo]asoéhﬂasenhiclo,
paraevitarlaamiénchNAams.Iadig&sﬁénsed@vooon]aacﬁciénchl\dEM-SFByelmediooonlas
cdlulas fie centrifigado a 3000 rpm por 5 mimitos. El pellet se lavé una vez con PBS y se centrifugo
mevamerﬁea3000rpmpor5nﬁmﬁos.lascélu]ashvadassem1spendiemnenlnﬂdcrmctivoRNAwiz
(Ambion) por cada 107 células y se prosiguié con €l protocolo de extraccion segim las indicaciones del
proveedor. ElRNA obtenido se cuantifico midiendo su absorbancia en cubetas de cuarzo 2 260mm.

La calidad del RNA se revisd en un gel desnaturante (1,2% de agarosa en MOPS 10x/formaldchido
12,3M). De las muestras de RNA sc tom6 3pl y se Hevo a un volumen final de 25 pl (MOPS 1x,
formaldehido 6,7%, formamida 50%) que se incubd a 55°C por 15 mimitos. Las muestras se chequearon
mediante electroforesis en gel desnaturante por 50 mimstos 2 80V. Luego se tifi6 las bandas en una solucién
de EiBr 0,2 pg/ml por 45 minutos con agitacién suave.

2.13.3. DIGESTION DNA GENOMICO

En los casos en que las mestras de RNA total estaban contaminadas con DNA gendmico, éste se elimind
antes de la extraccién de mensajero incubando a 37°C por 30 niimtos con 1 unidad de DNAasa 1 por pl
(Buffer DNAasa 1x). La reaccion se detuvo con Termination mix 1x (0,1M EDTA pHS.0,
glicdgenolmg/mi). La solncion se llevo a Ix NaOAc pH 4,5 e isopropanol 70% y se incubé 10 mimitos en
hielo. Se centrifiigd a 14000 rpm por 15 mimstos 2 4°C y ¢l sobre nadante se lavé con 0,1 volimenes de
EtOH 80%. Se centrifiugd 2 14000 1pm por 5 minutos a 4°C y se removid el sobre nadante. Se dgjé secar el

pellet al aire y se resuspendio en agua sin nucleasas.
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2.134. EXTRACCION DERNA MENSAJERO

Para la extraccion de mRNA a partir de RNA total, s utilizd el kit PolyATtract mRNA. signiendo las
indicaciones del proveedor (Promega). Se cuantificd midiendo la absorbancia en cubetas de cuarzo a 260nm.
Se obtuvo un rendimiento inferior al 1%.

2.13.5. SINTESIS DE cDNA

Para la sfitesis de 12 hebra simple de cDNA de las células Caco2 y HepG2, tratadas y no tratadas con 100
pM CuHs, se signi6 dos protocolos: el tradicional, que utiliza un oligo dT como partidor para sintetizar la
hebnadecDNA;ymavaﬁadénpropu&stapmamtehabajo,enqueseprehendiéamnem;arlaremwemacién
de las secuencias de inferés utilizando una mezcla de los partidores antisentido de Ias sondas.

Para €l protocolo tradicional se incub6 todo ¢l RNA total extraido durante 5 mimutos a 70°C con 3pmol/ul
de primer oligo dT. Fl tubo con la reaccién se puso en hielo y luego se agregé buffer 1x MMLV RT,
dNTP’s, 5U de enzima transcriptasa reversa MMLV y agua hasta completar los 25l Tuego se incubé a
42°C por 1 hora y se detuvo la reaccion desnaturando la enzima a 70°C por 15 mimitos.

En el protocolo altemativo se siguid el mismo procedimiento, pero en lugar del partidor oligo dT se agregd
35pmol/ul de cada wo de los partidores (sentido y antisentido) de los genes involucrados en la muta
metabélica del cobre listados en la Tabla 1.

2.13.6. MARCACION DE MUESTRAS DEDNA

El marcaje de las muestras de DNA se realizé siguiendo ¢l protocolo de Gibeo para el kit Random Primer,
que wtiliza «?P-dCTP suministrado por la Comisién Chilena de Energia Nuclear. Para ello, se desnaturé
25ng de DNA en 20 yl de agua destilada por diez mimitos en agua hirviendo. Luego se agregé 0,0lmM
dATP, dTTP y dGTP, 151l de Random Primer Buffer, 50mCi de o”P-ICTP, agua destilada y 3U de
Polimerasa Klenow. El tiempo necesario para obtener una marca visible varié segim la longitud de las
moléculas a marcar: se marcd los fragmentos obtenidos por PCR durante unz hora y €l cDNA durante tres

horas. La reaccién se detuvo con 5l de Stop buffer y se purificd en colunmas del kit Wizard DNA Clean Up
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de Promega signiendo las instrucciones del proveedor. Se cuantificd la marca incorporada midiendo sus

cuentas por mimito {cpm) un contador de centelleo Packard 1600PR.

2.14. TRATAMIENTO DE MEMBRANAS

2.14.1. SIEMBRA

Se cort6 manualmente las membranas de nylon y el proceso de sembrado en cuadruplicado sigui6 las
instrucciones del distribuidor. Las membranas tenian 8 cm. deanchoy 12 cm. de largo.

Fl sembrador mannal consiste en un soporte metalico con 96 puntas de acero {que lamaremos sembrador),
msoportepa:a]aplamchUSAoonlasdﬂucionmdelasonda(nmtdzdewrga)yunsoportepamlabase
sobre Ia que se fijan las membranas (matriz de siembra). Se debe inmovilizar las membranas para evitar
desplazamientos que alteren Ia forma del punto.

2.14.2. PREPARACION DEL DNA SEMBRADO

Una vez sembradas las membranas, se desnaturd ¢l DNA sumergiendo las membranas en una solucién de
0,5M NaOH y 1,5M NaCl por 7 mimutos sin agitacion. Luego, se las lav dos veces en una solucion 1,5M
NaCl 0,5M Tiis pH 7.4 y ImM EDTA con agitacién durante 3 mimtos y se las dejo secar al aire. Se 6 Ias
sondas a Ia membrana por entrecruzamiento con luz ultravioleta durante 45 segundos en el equipo CL-1000
Ultraviolet Crosslinker (UVP) a 254nm.

2.15. HIBRIDACION

2.15.1. PREHIBRIDACION

Se dispuso Jas membranas en botellas de hibridacion para ser prehibridadas en un homo de hibridacion a

42°C durante una hora con 2ml de una solucién de 1x buffer de prehibridacion, 100mM buffer fosfato de

sodio pH 6.5, 20% formamida y 5% SDS.
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2.152. HIBRIDACION

Se realiz6 tres ensayos de hibridacion para fratar de mejorar los resultados, estimados a través de la
intehsidad de la seftal de hibridacion.

Prhnem,paraeva]uarlamlidaddelastmdacondicionesqueﬁvorecmlahibridaciénconsuhomélogo
(descartar, por gjemplo, que Iz formacion de estructuras secundarias disminuye Ia concentractén efectiva de
sonda), se hibridé las membranas:

* con sélo un fragmento marcado en la muestra.
e con diluciones del fragmento marcado (*) con otro sin marca (1*/10 y 1*/100 con respecto a la masa de
los fragmentos).

Por ejemplo, para generar la dilucién 1/10 del fragmento aMk se agregd a una botella 50 ng de fragmento
marcado con o P-dCTP y 500 ng de la sonda aWs sin marca. Para Ia dilucién 1/100 se agregd 5000 ng de
aWs sin marca radiactiva a otros 50 ng de aMk marcado con o P-dCTP. De manera equivalents, se prepard
Ias diluciones para las sondas bMk (diluido con bWs fiio), aWs y bWs (preparadas con aMk y bMKk fio,
respectivamentc). El agregar fragmento de la ofra afpasa tuvo como objetivo sélo aumentar levemente Iz
complejidad de la muestra. No constituy6 un elemento de competencia a nivel de identidad de secuencias
porque, como se observa en la Tabla 5, los fragmentos tienen un bajo nivel de identidad entre ellos.

Seguidamente, Ias nmuestras utilizadas en los experimentos de hibridacién del conjunto de genes en estudio
fueron de cDNA de hebra simple sintetizado a partir ds RNA total.

Finalmente, se realizé una hibridacién con mucstras sintetizadas con los partidores de los genes en estudio,
pero s¢ cambid la presentacién de Ia sonda en la membrana para poder sembrar una mayor cantidad de ella.
Se serribrd las sondas de mt. sod, ccs y prpe clonadas en el vector pGEM-T™Easy (200, 50, 20, 4 y 04 ng
DNA/punto). En estas hibridaciones, s¢ sembrd cinco diluciones del vector como control de hibridacion

inespecifica y fragmentos, también clonados, de los genes ‘house keeping’: g3p, act'y tub.
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ElDNAnmdo,semezclépreviamcanonSOpg/nﬂdeDNAdempennadesalménysedmnawrbm
aguaa 100"Cpordiezmi1mtos.Estanmclaseagregéalasolucifmdelasmembmsmprehfbﬁdadényse
procedié con 1a hibridacién a 42°C ON.

2.16, LAVADOS Y EXPOSICION

Concluida Ia hibridacién se recuperd Ja solucién con la sonda y se Javd las membranas. Primero, 10
mimztos a temperatura ambiente (TA) con solucion I (2x SSC), luego 10 mimutos a TA con solucién IT (2x
SSC, 0,1% SDS). Después dos lavados de 15 minutos a 65°C con solucion IIE (1x SSC, 0,1% SDS) v
finalmente dos lavados de 15 mimtos a TA con solucidn IV (0,1x SSC). Las membranas lavadas fueron
inmovilizadas en una pelicula plistica dentro de un casete de revelado. Sobre ellas se puso dos placas
radiograficas y la exposicion s¢ realizé a —80°C por un tiempo que dependié de la marca radiactiva detectada
en las membranas (al menos dos horas).

2.17.REVELADO

Sedmngelélosmsaederwehdoawmpaanmmnbiemeamdemvdaﬂasphms.laseihlseobmvo
con Izs soluciones de revelado y fijacion utilizadas para €l proceso. Se lavé las peliculas con abundante agua
yselasdejésemralaile.Elﬁempodereveladodependiédelahﬂmsidaddelammmlammbranaydc

Ia resolucién y Ia calidad de los puntos en la matriz, considerando su posterior andlisis computacional.

2.18. ANALISIS DELOS PUNTOS

Para ¢l analisis de los datos de hibridacién se obtuvo una imagen digital utilizando el programa Kodak
Digital Science 1D, con el que ademas se obtienen datos de intensidad de Ia seftal de los puntos. Para estimar
el valor promedio de la sefial considerando el ruido alrededor de ella, se utilizd un programa disefiado por
Pablo Moreno (Ingenieria Civil en Biotecnologia, Universidad de Chile). Este programa calcula la densidad
de color de cada uno de los pumtos de sonda sembrados, realiza un promedio de ellos y le resta a este valor el
prmnediodccinoopumosimaginariosquecrmbaa]rededorde]asiembrapaxawﬁmarlasaﬁaldenﬂdodela

placa en esa zona. Ademds realiza el andlisis de Lz desviacién de los valores de estos dos grupos de puntos, de
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mancmquesia]gmainegularidadenlamembranaal:tmahaelvalormeradodelasdia]yalcjéndolodel
promedio, Ia excluia del anlisis. Los resultados del programa de Moreno evaluaron [a calidad del resultado
conires tipos de calenlo para Ia sefial de hibridacion:

i) Tomando el promedio de los cuatro puntos sin excluir ninguno de ellos.

ii) Tomando solo el méaximo valor dentro del grupo.

i) “Tomando los tres mejores valores del cuadruplicado (cs decir, aceptando como valor real el

promedio de las intensidades de tres puntos que tuviera Ja menor desviacion estandar).
SemﬁzémpequeﬁoWdiodebsmdﬂdmdehbﬁdadmrw]imdasmrMusumimdel

Laboratorio de Bicinformatica y Fxpresion Génica (Mauricio Gonzilez Agiiero trabajé con las lineas
celulares 804 y 805) para evaluar cusl de estas opciones de andlisis entregaba resultados mas confiables y
con menores variaciones entre réplicas. En todos los casos se evalué ademds la calidad de la informacion
tomando como valor de intensidad Iz diferencia entre sefial y ruido (S-B) o Ia razon entre sefial y ruido (S/B).

Finalmente, se decidio trabajar con el promedio de los tres mejores purtos.

2.19. CULTIVO CELULAR

Se cultivo las lineas celulares de epitclio intestinal (Caco2) y hepéticas (HepG2) a 37 °C y 5% CO, en

medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB).
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3.RESULTADOS

Improgmmsdealhwﬂeﬂodesecumchsdismnibl&smhredsuclenmnmmms&umdas
(aminoacidicas o nucleotidicas) buscando las regiones que presenten mayor similitud dentro de ellas. En este
trabajo de Memoria de titulo, se evalud el desempefio de un algoritmo implementado en vn programa
mnmﬁadmﬂﬁseﬁadomm&smmmr@mdebajammmhsmmdas(mdwﬁ&ms)
quesemmpameuMpmpésﬁoﬁmidmﬂﬁwrsecumdasquesirmwmosoMasmpwﬁmsm

ensayos de hibridacion en micro o macroarregios de DNA.

3.1. PARTET: Programa Redigen
3.1.1. Analisis de los parimetros de biisqueda del programa Redigen pam Iz identificacién de dominios
de baja identidad.

En la mayor parte de los estudios de las variaciones en los parimetros de biisqueda del programa Redigen
se utilizd las secuencias de los genes atp7a y atp7b (Menkes y Wilsan). La principal razdn para escoger estos
genes fue el alto grado de similitud que presentan sus secuencias mucleotidicas (53.7% de identidad), lo que
se traduce en un buen nivel de exigencia para examinar la sensibilidad del programa en evaluacién.
Informacion sobre las secuencias utilizadas en las comparaciones, asi como los tamafios de ventana,
parametros porcentuales y orden y cantidad de dichas secuencias se describe con mayor detalle en Materiales
y Métodos (secciones I y 1IT). Las secuencias de afp7a y atp7b fieron comparadas reciprocamente en todos
los cascs, es decir se evalué a cada una de ellas tanto como secuencia mévil ast como secuencia fija. A modo
de guia de nomenclatura, es pertinente aclarar que al mencionar dos secuencias en comparacién, la primera

de ellas siempre comesponderé a Ia secuencia fija y Ia segumda a la secuencia movil.
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a) Efecto del tamaiio de ventana: Sewmpmélasseawnciasdza@?ayatp?bcmelpmgrmmRedigen
vaﬁandohlmghddelﬁagmeﬂomévﬂ.Enlostmtmmﬁosdeveanﬁmdosseobservédiferencias
melgmdodeoscﬂadénymhnmgnﬁnddclmvdmdeidmﬂidad[fﬁﬁzmﬂohvmmdc100bp,se
registrd los mayores niveles de identidad, aunque estos valores se alteman muy frecuentemente con
dominios en Jos axalmelniveldeidenﬁdadpmentalmmmdadisnﬁmlciémEsdecir,]aﬁecumciade
oscilacién de log valores es afta. En contraposicion, al utilizar ventanas de 300 y 600 bp la magnitud y
frecuencia de oscilaciones en los valores de las unidades de identidad se redujo notablemente. En cuanto a las
zonas en que se ubican las regiones de baja identidad, tanto en atp7a como en aip7b, sc observo que estas
Son mas o menos constantes en su ubicacién amgue mayor es su extension mientras mayor s el tamafio de
1a ventana (Figura 4).

Es necesario aclarar que los bajos valores de UA de todos los graficos en el eje Y antes de Ia posicidn 1
en el gje X, s¢ producen por un artefacto del procedimicnto, ya que los mucledtidos no apareados se cuentan
como diferencias y eso genera valores bajos. Recordemos que Ia primera comparacion se realiza alincando el
mcledtido de la mitad de Ia ventana con el primer micledtido de la secuencia fija para luego ir desplazindose
en direccién 5°—37, por lo tanto antes de alinear €l primer micleétido de la ventana con el primero de Ia
secuencia fija siempre habri al menos un nucledtido sin alinear y que seré considerado como una diferencia.

En general en los andlisis de las curvas de identidad se observo que mientras menor ¢s ¢l tamaio de Ia
ventzana, mayor es la variacion del nivel de identidad. Probablemente, esto se debe a que cuanto menor ¢s la
longitud de la secuencia a alinear, mayor ¢s el peso porcentual de una diferencia entre las secuencias
ooxrq:a:adas.Porotapaﬁe,seobservéquelafbnmdelascmvassemanﬁencmlaﬁvamerﬂeoonsmmeal
cambiar ¢l tamafio de ventana de comparacitn. Esto puede atribuirse 2 que Ias secuencias tienen regiones
bien definidas de alta y baja identidad que manifiestan pequefias variaciones al cambiar el tamafio de ventana
mnquesemnmmﬂwnbiomdmnmﬁodevemmmﬁmcquesermuydrésﬁmpmaafedarm

pomemajedeidenﬁdadeonlawcuenciaqucsewmpma(mﬂejadomlasunidad&axbﬂmﬂasdeidenﬁdad).
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Elam':lisispmniﬁéddadaradanésqueclhm’bdchvmmmauﬁﬁmdebewmrmlaciomdownel
tamaﬁodelosgenasqueseoompaxmCmelusodevaﬁamspequez’:as(oonrelaciénalasmencias

mgrmhsahomnpmacién)elpmgmnmamegamnasqwmpmmtmahosmvelmdcidentidad.
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Figm4:ﬂﬂnddﬂmﬁodevuﬂmamdvahrdemﬂa&sdti¢hnﬁdﬂdelmmmm3e
graﬁoéhomnpataciéndempmomarp?bommmﬁosdevunana100(ve11100),300(m300)y6001b(vm11600)
ampmﬁnmosjykdcmyso,rmpedivanﬁmAhsvalompomamksqmimikmdecﬂoaﬁ(%ﬁ)dedifa'emjas
se les asignd 1000 UA, a aquéllos entre 60 y 80% (K) les correspondio 1 UA y a los valores porcentuales
correspondientes a més de un 80% de diferencias, 0 UA. Los saltos discretos en las curvas de identidad generadas por las
mmmymwm@mmm@%tammemdemmmmm@
con la secuencia de afp7a Eje X, posicion en afp7a del primer nucledtido del fragmento de afp7b con que se compara;
cje Y. unidades arbitrarias correspondientes al porcentaje de identidad entre secuencias.
b)Eibdodelmmxérmemmlemawuﬂhrddbdodelmpmémmedwse
realizd previamente una comparacion del grado de identidad de tres secuencias al azar utilizando ClustalW.
laomqnaradéndclasseweuciasdeatph,lipampm@ﬁmdcratm(Prd:p)yrajzdeArabidopszs
thaliana (rAf) sugiere que las secuencias no relacionadas se parecen azarosamente alrededor de un 45%
(atpT7a - rAt= 47.8%; atp7a— Pnlip=43 2% Pnlip - rAt= 46.2%).
Graficamente, en la misma Figura 4 podemos observar para las posiciones alrededor del nucledtido 270
(ejeX)elvanrm]aﬂadocsl4,000UAEsoq1ﬂaedeckqmlosﬁagrrmuosﬁdciadosenmosnuclédidos

tienen a lo més 14 posiciones con un nivel de identidad superior al 40% (entre 0 y 60% de diferencias). Ya

39




que sabemos que dos secuencias escogidas al azar tienen cerca un 45% de identidad, Ia eleccion de estos
parametros porcentuales nonos permitird seleccionar una sonda especifica.
Luego,seymﬁzéhﬁuchmﬁéndcvalomdeidenﬁdadalmﬁarlospmémdmspmﬂalm(i-k),esdecir,
manteniendo fijo el tamafio de ventana y cambiando sblo la exigencia en €l porcentaje para asignar la
identidad. Mientras més pequefia era la diferencia entre j y k (variaciones de 5 6 10 puntos porcentuales),
menos evidente fue Ia distincién de las regiones comparadas. Es decir, las fluctnaciones de los valores de UA
en el eje Y dismimyen. Sin embargo las tendencias en la forma de las curvas se mantienen (Figura 5). St
ambos parametros tenian valores superiores a 70, todos los valores de la curva se desplazaron a la region
donde los valores de UA son >10°, es decir, todas las secuencias méviles tienen més de un evento en el que

se parecen més de 30%a cualquier region de Ia secuencia fija (Figura 6).
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Figura 5: Efecto de los pardimetros porcentuales en las curvas de identidad de atp7a y atp7b. Las secuencias de
mmmmmmmmmw@pmﬁﬁ)ydmmmmm
segiin cuatro pares de pardmetros porcentuales: 30-35, 49-51, 50-70 y 75-80. Este tltimo par s grafica separadamente

pmmndadmdenngﬁuﬂdessvmmaamyameﬁaamwmmlasmasnmﬁmhﬂﬂaﬁadem
forma, h@aﬂhleddmmlajemqwmdﬁﬁoédmhmdemmmaka&dmddmﬁém
1900 existe una regién con bajos valores de UA en las cuatro curvas, lo que indica que atm con pardmetros muy
exigentes, esa region de la secuencia encuentra pocas regiones con las que hibridaria de forma cruzada.

Las numerosas fluctuaciones que se observan para una ventana de 100 pb en el grafico A de la Figura 6
muestran que ¢l peso de las diferencias entre secuencias es mucho mayor cuando la ventana es pequefia. Por
otro lado, en el grafico B de la figura 6 la curva de una ventana de 600 pb muestra escasas variaciones. Al
analizar el efecto de los parametros porcentuales se observa que sin importar el tamafio de ventana, no se

proch:oenemehssecuemiasnmd:osevaﬁosdeidaﬂidadsupaioralﬁmﬁaﬂhmdemloraaﬂ)y,entodos
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curvas. Lasamsdcparémdrmpomﬂﬂ&syﬁnafmsdcverﬂmwnvalmwmwmedimabsaqm
utilizados seubimnﬂehsﬁnmspm%smmﬁgum%idoahdﬂémmiademagrﬁmdmlos

valores de identidad de las curvas, se utilizé su logaritmo en base 10 para poder comparar los resultados en

un solo grafico.
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Figura 6: Efecto del tamaiio de ventana relacionado con los pardmetros porcentuales en las curvas de
identidad de ap7a y atp7h. A, ventana de comparacion 100 pb; B, ventana de comparacion 600 pb. La secuencia de
atp7a se mantuvo fija. Debido a las grandes diferencias de orden de magnitud entre ellas, se grafico el resultado del
logaritmo en base 10 de las unidades arbitrarias asignadas a los porcentajes de identidad para cada secuencia. La linea
amlmwmladgadodeﬁaﬂihdompmﬁrmm—m,mmchﬁmmmm~%.ahm
aanlospnoschvalorBaogl(ln)hﬂimqemmapoddénseauﬂmammﬂniadewp?aqmﬁmmm
de identidad superior a 70% (entre 0 y 30% de diferencias).
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Usando los parimetros porcentuales 30-40, Ia comparacién de las secuencias de cualquier par de genes de
la ruta metabolica del cobre entrega lineas rectas de valor cero sin importar el largo de la ventana (50, 100,
300 6 600 pb). Sin embarpo, entre los pares de secuencias més parecidas surgen algunas variaciones: aip7a-
atp7b 'y sodl-ccs que muestran regiones bien marcadas en las curvas con valores de 16 10° UA, lo que
significa que existen regiones exttre estas secuencias que tienen identidades por sobre el 70%.

En Ja comparacién de la secuencia de lipasa pancredtica de raton con Ia secuencia de rafz de 4. thaliona
(wcuenciasnore]aciona(hs)uﬁlizandoRedigenseobsewaqueelnﬁ:dmovalormostmdoporlasmvas
bordea las 300 UA. Fl promedio de los valores de identidad era todavia menor aéin cuando se utiliz0 una
ventana pequefia para la secuencia movil

Finalmente, los resultados obtenidos en los an4lisis comparativos, indican que las curvas generadas con los
parimetros porcentuales 50-70 entregan una informacién clara y resuelven bien las regiones de baja
identidad. Con €l propésito de ilustrar mas claramente Ia utilizacion de los parémetros porcentuales se ha
ideado el siguiente gjemplo. Si un fiagmento posee hasta un 50% de diferencias (es decir, son idénticos en
mis de Ia mitad de las bases) entonces €l fragmento tienc una aita probabilidad de hibridar en forma cruzada
y se le entrega un alto puntaje (1000 UA). En cambio, si el mimero de diferencias esth enfre 50 y 70%,
ambas secuencias se parecen entre 30 y 50%, la probabilidad de que ocurra hibridacién cruzada seria menor,
por Io tanto se I asigna un puntaje menor (1 UA). La diferencia de magnitud en los valores asignados
permite ver claramente en los grificos Ios saltos en identidad, de ser menor esta distancia (por ¢jemplo 3,2y
1 UA), los mimeros sc mantienen dentro de un rango pequefic que no permite discriminacion. Finalmente, si
Ias diferencias son mayores al 70%, las secuencias son idénticas en menos de un 30% y se considera que una
hibridacion azarosa entre ambas moléculas no es estable y no permanecera en las condiciones de hibridacidn,
ctorgandosele un puntaje igual a O (cero) UA. Las hibridaciones serén més estables mientras méas puntos de
1mién tengan entre si, por lo tanfo, secuencias con n alto porcentaje de diferencias se disociarin hasta

encontrar &l alineamiento ideal.
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c)EﬁdoddoﬂmdempmdéndehsmmchsszamﬁmrhswmamdmeWepamsde
secuencias, el programa Redigen tomz una ventana de la que llamamos ‘secuencia movil® (segunda
swamda)nnﬂﬁﬂmdohprmmswumdaﬁjamgrmdaCmﬁdmdom,semﬁzémwmpamdén
entre los patrones de identidad al nvertir el orden de comparacién de dos secuencias estrechamente
relacionadas, en este caso afp7a y atp7h. Las diferencias entre ambos patrones son minimas y reflejan el
gadodednﬂﬁhﬂmﬁcwﬁsmmcmsmenbaxgohswmspmwendwphmdasmmmpmah
ota.

Cuando se comparan las secuencias codificantes de atp7a y atp7b s observa que, independiente del
pmém&omMmloeleﬁodevﬂm&amdohvmﬂnamﬁvﬂmwmndeaaqﬂahsmsmﬁn
casi totalmente sobrepuestas v las diferencias son minimas. Cuando la ventana es de atp7b, los valores de los
desplazamientos son mayores (en mimero de nucledtidos, ver Tabla 3). Si bien los valores de la siguiente
tabla fueron tomados sdlo en una regidn de las curvas, es necesario mencionar que el patron s¢ mantuvo 2 lo

hrgodcmmﬁgniﬁmﬂodem&&rmdadcdmphmﬁemomcﬁsmﬂidonﬁsadcm.

Cuantificacion del desplazamiento de 1as curvas de comparacién de afp7a 'y afp7h.

secuencia afsecuencia bamafio de ventana 3-51/[40 ml D 60/80
aip7a/atp7b-v150 13 14 0
atp7a/ap7b-v300 13 13 0
atp7b/atp?a-v150 163 163 151
atp7B/atp7a-v300 163 163 163

Tabla 3: La comparacién de Ias secuencias codificantes (‘cds”) de las secuencias de afp7a y aip7b entrega curvas con
formas tan similares que sugerian un desplazamiento de Ia misma curva (ver Figura 3). La tabla nmestra Ia magnitnd -en
mimero de nucledtidos— de dicho desplazamiento. Estos valares fiteron tomados sblo en una regién de la curva, sin
embargo ¢l desplazamiento parece tener un valor constante a Io largo de toda la curva.

d) Efecto del aumento en el mimero de secuencias comparadas: Uno de los usos esperados para el
pmg:mmRedigenmelarélisisdehsdifexmdasmﬂesemmdasdemgmpodegm&srelaciomdos. Porio
tanto, se evalud la relevancia del mimero de secuencias ingresadas. El programa Redigen toma fragmentos

de Ia segunda ingresada v los compara con la primera secuencia completa, que se mantiene fija. Una vez
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concluida esta comparacion, toma la secuencia complementaria del fragmento en direccion 5°-3" y lo
oompraxaoonhmiamnmldadelapmmmia.Asihasmwmﬁagmemosmmdahsegunda
secuencia. Cuando concluye el proceso entre las dos primeras secuencias del conjunto de genes ingresados,
mﬁmhmmdmmhpmmthmmhdchmm&mmcgoddmﬂisi&se
obsméquehvaﬂajademgre&rsmmmmhsmmbssehnﬁaﬂm&lﬁmoque
signiﬁwhgxmadasdeummumhfomm&mdamdchsmwas%idérﬁmamﬂadeh
wnmamdénqueserwhzémgr&sandosélodmrdemmdmmmgmdicham(ﬁgumﬂ.Enla
oomparaciéndcigmpodcsewemiasdelaFigura?,Iosvalor&sdclasalrvasoscilanrrmyporwbajodelas
1000 UA para nueve de las diez comparaciones. Esto significa que con estas secuencias no se produjeron
alineamientos con mas de 50% de identidad. En la curva resultante de la comparacion de sod! con ccs se

observa que una region de sod! posee alta identidad con la secuencia de ces (gen que codifica para la

proteina chaperona de Sod]1).
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cobre. Las comparaciones se realizaron utilizando una ventana de 300 pb y parimetros porcentuales j = 50-70.
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3.1.2. Establecimiento de las identidades entre fragmentos

La estimacion del porcentaje de identidad entre fragmentos de ATPasas se realizd en dos ctapas: En la
p:imelaaproxilmciénseuﬁﬁzélospmgxmnasBLASTyChstaIW,hgr&sandolasemmdamnml&adch
regiénaaxm]imrdmmadelasA’IPasas(previameﬂeseleocionadaoomodealtaobajaidcmidad, segim las
curvas hasta ahora analizadas) més 1a longitud de la ventana que generd esa curva, Este fragmento extra s
ingxmadebidoaque]asanvasobtaﬁdasconelprogrmmRedigmrepmemanhposidéndelnudeéﬁdoen
quese@ahvcntmn,ymﬁﬁmmmclukmmmﬂisisapmﬁmdoamdashspmﬂﬂmmdasdeﬁa
regiéndea]iaobajaidmﬁdadEstosemrqaarémnlashebmsommletassmﬁdoyanﬁsaﬁidodelaoﬁaatp—
aaLuegodelmpmnmalﬁliﬁsmnﬁtemydeaqﬁmadelmﬁ@BLASTﬁedmedmdammo
herramienta para estimar valores de identidad por diferentes razones: (1) sdlo entrega resultados si detecta
alineamientos sobre in valor de probabilidad (‘e value®) segiin sus pardmetros de biisqueda (eflos privilegian
Ias similitudes y no mmestran los resultados si las secuencias son muy diferentes) y (2) alteraba la longitud de
las secuendias ingresadas para lograr un mejor alineamiento, sin importar la penalizacién asignada a esto por
¢l usuario. Como se explic en la introduccion, BLAST (blastn) utiliza métodos heuristicos en la bisqueda
de identidades entre secuencias sin importar que el mejor alineamicnto corresponda solo a un fragmento de
la secuencia completa. Sin embargo, se utilizd la base de datos BLAST Mouse Sequences para estimar
hibridacién cruzada con una secuencia del genoma de raton que no pertenezca al grupo de genes
relacionados con el metabolismo celular de cobre.

El porcentaje de identidad calculado a partir de los alincamientos realizados con €l programa ClustalW se
enmarcd dertro de los parimetros porcentuales de identidad cbtenidos mediante el programa Redigen. Este
resultado sugiere que el programa Redigen amoja aproximaciones confiables de los porcentajes de identidad
entre secuencias, ya que sus resuliados coinciden con los entregados por un algoritmo ya probado que calcula
las similitudes entre secuencias. Por lo tanto, se aceptd como valida 1a busqueda de partidores para regiones

de alta o baja identidad (segin correspondiese) dentro de dichas regiones. Con el programa ClustalW se
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realizd la segunda etapa de la estimacion del porcentaje de identidad, ingresando a la comparacién la region
ya seleccionada para su amplificacién mediante PCR (ver Métodos seccion 2.4.3.).

3.1.3. Biisqueda de regiones especificas en genes relacionados

a) Seleccién de regiones de alta y baja identidad en atpZa y atp7b: Se analizd las curvas obtenidas de Ia
comparacion de ambas secuencias con el programa Redigen con una ventana de 300 pb y j% = 50-70. Se
considerd como regiones de baja identidad aquellas en que el valor de la curva firera menor a 1000 UA. Se
tomd como regiones de alta identidad a aquellas con valores por sobre las 1000 UA.

b) Seleccion de regiones de baja identidad en Ias secuencias de genes relacionados metablicamente: Se
ingresd al programa Redigen las secuencias nucleotidicas de los genes involucrados en Ia ruta metabdlica del
cobre (ver Métodos, Tabla 1) y se las compard con una ventana de 300 pb y parémetros porcertuales jk =
50-70. Se considerd como regiones de baja identidad a aquellas zonas en que todas las curvas comcidian con
valores inferiores a 1000 UA (ver Figura 7).

c) Evaluacién de Ias regiones de baja identidad en los genes: Se estimo el grado de identidad entre Ias
secuencias de los genes ‘house keeping” (tubulina, fub; actina, act y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
23p) y de &stos con las secuencias de los genes involucrados con Iz ruta metabdlica del cobre. Se analizo las
curvas resultantes de dicha comparacién. No se observé valores mayores a 700 UA en ninguna de las cmrvas
obtenidas.

d) Aproximacion al porcentaje de identidad: Con el programa ClustalW se evalué el porcentaje de
identidad aproximado de Ias regiones de alta identidad (para atp7a y atp7b) y de baja identidad (para todas
las secuencias, Tabla 1) ya seleccionadas, compardndolas con las hebmas sentido y antisentido de las
secuencias de los genes involucrados en la ruta metabélica del cobre. Las regiones de alta identidad de afp7a
y atp7h presentarcn valores superiores al 60%. Las regiones de baja identidad de todos los genes estudiados

presentaron identidades inferiores al 40%.
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€) Seleccién de partidores: Se wtilizd el programa Primer Premier v. 5.0 en la bisqueda de pares de
parﬁdorspmalasmgion&sdebqiaidmﬁdadselemiomdas.ﬂpardeparﬁdomesoogidoﬁleaquelmejor
calificado dentro del conjunto de resultados que entregd el programa Primer Premier.
I.anomenclaturadiseﬁadapa:alosparﬁdomoonsisﬁéenmaaob,sioormpoudianaparﬁdorwpma
region&sdealtaobajaidentidadmpecﬁvmnmlmalatmsoarefeﬁdaaladirwciéndelparﬁdnr(smﬁdu
yanﬁsenﬁdo)ylmaabreviaciéndcdosomleu'asdelnonmredelgen.Lassecuenciasdelosparﬁdor&s
seleccionados se muestran en 1a Tabla 2 (ver Métodos, seecion 2.6).
f)Vmiﬁwciéndeahaybajaidentidadde]assondas:Sew]cul()elporcemajedeidcnﬁdaddelas
secuenciasdetcrrrﬁnadasporlosmrﬁdormseleocionadosoon]assecuenciassentidoyanﬁsemidodelos
genes involucrados en la ruta metabdlica del cobre. Comcidiendo con la aproximacion realizada en la
seccién 2 4, los valores para los fragmentos de baja identidad aparecian bajo €1 40%, alrededor dei 30%. En
ia Tabla 4 sc muestran los valores méximos de identidad obtenidos con el programa ClustalW para los
ﬁagmentosdcbajaideﬂtidaddelgrupodegcnminvolucradosmlamtamﬁabélicadeloobm.Enelwsode

las secuencias de atp7a'y atp7b este valor se obtiene de la comparacién con la ofra afp-asa.
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Cmnpamdéndeﬁagmmtmsdmdmadmmmmndmmnlm@mmvdumdmmdmmbdimm
de cobre mediante ClustalW.

Fragmento | Porcentaje
a-aip/a 71%
b-atp7a 39%
a-atp7b T0%
b-atp7b 40%

b-ces 32%
b-sodl 40%
b-app 40%
b-mtl 37%
b-nramp 27%
bcir 35%
b-cp 34%
b-atox_ 35%
b-proc 28%

Tabla 4: Los valores de la fabla corresponden al méximo porcentaje de identidad de en Ia comparacion de los
fragmentos de baja identidad con el grupo de genes relacionados con €l metabolismo celular de cobre. Se incluyen
ademés, los fragmentos de altz identidad para Ias secuencias de atp7a y atp7h. Los resuliados se corresponden con los
pmémdrming&dosdmgmnReﬁmpmahmlwdﬁndehsmgimdedﬂybajaidaﬁd&l

3.2. PARTE IT; Ensayos experimentales.

3.2.1. Obtencion y evaluacion experimental de fragmentos seleccionados con Redigen.

Se amplificd los fragmentos por PCR utilizzndo los partidores disefiados y estableciendo las condiciones
Gptimas de temperatura y tiempo de elongacion. Las diluciones de los producios de PCR sembrados en Ias
membranas se realizaron dependiendo de las cantidades obtenidas de los fragmentos amplificados,

a) Especificidad de los fragmentos versus concentracion de sonda sembrada: Las membranas fieron
sembradas con las cuatro sondas de ap7a y ap7h de alia y baja identidad en cuatro diferentes
concentraciones y cada una de ellas en triplicado (Figura 8). Cada una de estas membranas se hibridé con los
fragmentos purificados de alta y baja identidad de atp7a y atp7h marcado con P (cuatro eventos de
hibridacién independicntes). Se expuso las membranas ya hibridadas a placas radiograficas y de estas tiltimas

se midi6 la intensidad de Ia sefial. En 1a Figura 8 sc rimestra una imagen representativa de estas hibridaciones.
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Como se observa para cada wno de los fragmentos marcados con P, Ia scfial de hibridacion mas infensa se
obsmmnmmp&ﬁvawnda&dgmasdehsmnceﬁadmﬁﬁmdagdhlmwmhmwﬁam
detectado sélo por Ia sonda especifica (por ejemplo en la tercera columna de aWs y bWs). El andlisis
densitométrico indimqucennmgfmmsosedetectbsﬁalnetadehlbddadénconvalor&esuperiormal40%
dclvalormé:dmo(elalaloorrwpondealahibﬁdaciéndelﬁagnmﬂosembradocomosondaoonelmismo
fragmento presente en la muestra para cada concentracion de siembra). Esto coincide con las hibridaciones
tedricas mostradas en Ja Tabla 5. Para cada umno de los cuatro fiagmentos, se observd que deniro de una

mucstra simple, el fragmento es altamente especifico.
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Fignra 8: Especificidad de los fragmentos versus concentraciin de las sondas sembradas, Se hibrid6 las
membranas con las cnatro sondas marcadas con o 2P-dCTP. El nombre del fragmento marcado en la mnestr se cbserva
dentro de cada rectingulo, que corresponden a eventos de hibridacion independientes. E1 nombre de 1a sonda senbrada
se observa a I fzquierda. Se sembrd por triplicado cuatro concentraciones de Ias sondas de ata y baja identidad de atp7a
y atp7b: 100, 10, 2 y 0.2 ng DNA/punto. La cantidad de sonda sembrada dismimiye hacia la derecha (separadas en
cuadrados). Se sembrd como DNA heterdlogo las mismas concentraciones de vector pGEM-T, pero las cantidades
sembradas por punto dismimyen hacia abajo. Solo se observa hibsidacion cruzada en 100ng DNA plasmidial/pento
(mﬂmomﬂﬁ&nm@ﬂo)fmamdamn@,mxﬁﬁnmdehbﬁdadﬁnm&ﬁmmamﬂom&ﬂambhnmmh
mmestra (fectAngnlo en negrita) y se aparece relacionado con la cantidad de sonda sembrada en la membrana.
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Porcentaje de identidad dentro del grapo de fragmentos de altay baja identidad de afp7a y afp7b.

clonid aMk bMk aws bWs
aMk 1000 351 327 312
bMk 242 1000 239 35,5
aws 319 338 1000 348
bhWs 240 397 275 1000

Tabla 5: ConmmﬁénmndmgmmChﬁdWmﬂehsmﬁﬁasdclmﬁaguﬁmm&ahaybajamﬁdad
deap?aya@%.lmmhwmmmpondmavdmpmwﬂﬂ&m&sﬁmmﬁnﬁ@ddmmﬂzﬁen@mde
Mwmmgdmmmmmmmmmmmmmmm@
corresponde al alineamiento de una secuencia consigo misma.

Enalgmmsdclasseﬁalwdehﬂ)ﬁdaciémseobsewéqucexistcmlépﬁmoameelﬁnﬁtcdedetecdéndcla
sondaymlidaddelaseﬁal(ﬁﬁensidaddeseﬁalversusmidoasociado).Enlamayoﬁadelosmsosnose
obtuvo informacion de Ia sonda sembrada en mayor concentracion posiblemente porque Ia sefial aleanzd el
nivel de saturacion. Sondas sembradas en mayor concentracion tenian m buen grado de hibridacion con su
homo6logo en esta mmuestra simple (que contenia sdlo un fragmento en la muestra) y las menores cartidades
tenian una sefial muy baja. Resultados de un experimento postetior a este trabajo de tesis utilizando
membranas sembradas con las sondas disefiadas por Redigen, sugieren que Ia cantidad 6ptima de sonda
sembrada podria estar asociada de manera inversa con el largo ésta (Figura 9, realizado por Manricio
Gonzalez-Agjiero). En dicho ensayo se hibridé ¢cDNA de fibroblastos wild type (wt) de ratdn en situacion
control y expuestos a 100 pM Cu-His. Las membranas utilizadas fiieron sembradas con sondas de genes
axyaaq;miénseveafectadapor]ae)q)osiciénaoobrc,cmeeﬂasalgunasdelassondasgeneladasmﬁte
trabajo (b-sod, a-ws7, b-ws5, a-mk9 y b-mk9). Se sembrd ademas sondas de genes que se utilizaron como

control de expresion.

51




Control
1 2 3 4 5

s + .
100ng L = .
11 Z' 13 14 15

. : -
20ng

Tratados
MT SOD1-a

18 |4,

ul) =@
i g

§ ‘e

(1) . e ‘fa L1

e v B9 "
o

W NV A WN R

P e O I S
00O SN OY»n A W N = O

. atox1
. g3pl1

ccsl
b-sod
sod

. app695
. b-ws5
. b-mk9
. a-mk9

. tub

. pGEM-T
. mt-pc3.1
. aws7

. mtl

. prpc8

. dH20

. Collier

. D-Rap

Figura 9: Expresion de genes relacionados con e metabolismo de Cu en fibroblastos wt. Fibroblastos wt (wild
type) de raton fueron tratados o no con 100 pM Cu-His. cDNA de estas células se hibridd con membranas idénticas
sembradas con sondas de genes involucrados en el metabolismo celular de cobre. La lista de estos genes se observa a la
derecha de las imAgenes. En el panel superior se observa el resultado de hibridacion de las células control y en el inferior
¢l resultado de hibridacién de las oélulas tratadas. Cada una de las sondas fue sembrada en dos cantidades (100 y 20 ng
DNA/punto) y se indica su posicién con el niimero que le comresponde en la columna de Ia derecha. atox, chaperona de
atp7a, g3p, gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa, ccs, chaperona de sod, b-sod, baja identidad superoxido dismutasa,
sod, siper Oxido dismutasa, app, precursor del f-amiloide, a-ws, alta identidad afp7b, b-ws, baja identidad atp7h, a-mk,
alia identidad atp7a, b-mk, baja identidad afp7a, pGEM-T, vector de clonamiento, mt pe3.1, metalotioneina inserta en
vector pc3.1, mt, metalotioneina, prpe, proteina pridnica, dH;O, agua destilada, collier y d-rap, genes de Drosophila
melanogaster.

Una sonda larga necesitaria mas espacio para encontrar a su blanco en la muestra (por eso es mas eficiente
en concentraciones menores), pero una vez que lo encuentra es mas eficiente en el proceso de “acomodarse’

hasta un alineamiento perfecto. Esto, porque su longitud le permitiria anclarlo por alguna region hasta que se
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estabilicen Jas hibridaciones correctas. Por otra parte, una sonda més pequeiia necesitaria una mayor cantidad
Mmdamhnwmzpamgmmrmmsaﬁdqueemagminfonmdénconﬁahle.&mmde
moléculas sembradas por punto podria, sin embargo, gencrar cierta interferencia entre ellas al momento de
encontrar a su blanco en la muestra.

M:Dadoquedgmasdehshbﬁdadmmmmosﬁmmmuhadodgnmopmamaﬁm,semﬁzﬁoﬁo
experimento para evaluar en qué paso del procedimiento estaba Ia causa. Se evalud una de las muestras a la
quesehabiaagregadounemesodelﬁagmmﬁodsacﬁnamamdamdiacﬁvmneﬁeporunﬁmlpoumveom
mayor al utilizado para marcar fragmentos, Se hibridd y lavd la membrana sin cambiar las condiciones
wtablecidasyhlegodematohomsdeexposdéna—SG“Cseobmvounasefﬂlpmfectammueamﬁzableen
Ia posicién correspondiente a actina en cuatro de sus cinco diluciones sembradas. Con este antecedente, se
realizo las signientes hibridaciones aumentando el tiempo de marcaje de tas mmestras de cDNA de una a fres
horas.

b) Evaluacion del limite de deteccién de diferentes cantidades de sonda versus distintas conceriraciones
del fragmento en Ia muestra: Se sembrd las membranas con las cuatro sondas de atp7a 'y afp7b de alta'y baja
identidad en cuatro difcrentes cantidades y cada una de ellas en triplicado. Se hibrido dichas membranas con
una mmuestra alpo mas compleja: solo un fragmento marcado y luego ¢l fragmento de una atp-asa marcado
diluido con el fragmento no marcado de Ia otra atp-asa (uma boteila por cada fragmento marcado). En cada
una de las botellas se dispuso un fiagmento de atp-asa marcado con o P-dCTP y se agrego la cantidad
necesaria de otro fragmento no marcado para variar Ias proporciones de 1/10 o 1/100 con respecto a la masa
del fragmento marcado (ver seccion 2.15.2.). El andlisis densitométrico de Ia intensidad de los puntos fue
graficado como porcentaje de Iz seffal de méxima intensidad (en cada membrana, de cada fragmento consigo
mismo). Se observd sefial ain en las cantidades mas pequefias de sonda sembrada y no se observd una
relacién entre la intensidad de Ta sefial y la cantidad sembrada de ella. Esto indicaria que el limite de
deteociénwtaporsobrelamayordﬂuciéndslﬁagmcntoenlanmmﬁa(l/lOO)demaImqtﬂeradelassondas

de las atp-asas (dato no mostrado).
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En hibridacién de las sondas con su blanco en la muestra cuando es la iiica moléenla con a2 que puede
hibridar se observan diferencias en la intensidad de la sefial de hibridacion segin la cantidad de sonda
se:mbradaen]amembranaQsandoelﬁagme:ﬁoenhnmmﬁamessuhmnélogo,hhﬁcnsi(hddelasdial
de hibridacién es considerablemente menor (30%) que la intensidad de la scfial de las sondas con un
fragmento bomdlogo.

hFigumlOmeaquchssmdasdcaqﬁamnmpamdediscﬁmelmmomhnmma
mnquemndifermdasdesmsﬂaﬁidadquenopmwmmﬂrasodadasahwﬁdaddemdamh
membrana 12 hibridacién de las sondas de atp7a de alta v baja identidad sembradas en 10 ng de DPNA
mgiaeummymseiﬁldehfbﬁdadénmmdohmolécuhmmdamhmmﬁawlﬁnﬁsmnmmadaI_as
olras cantidades de sonda sembrada entregan resultados que no mmestran una relacion entre Ia cantidad de
sonda sembrada y I sefial de hibridacion con la molécula marcada en I muestra. La Figura 11 mmestra los
resultados de hibridacién de los experimentos equivalentes con las sondas de arp7b de alta y baja identidad
sembradas en membranas de nylon en cuatro diferentes cantidades. Los minimos valores de intensidad de Ia
sefial de hibridacién observada para la sonda de alta identidad de arp7b no pueden asociarse ni a cantidad
sembrada ni a las diluciones de atp7a en Ia muestra. Por otro lado, los altos valores de las intensidades de 1a
sonda sembrada a 100 ng DNA por punto sugeririan que con esa camtidad de moléculas en la membrana se
genera un alto porcentaje hibridacion cruzada. Decimos esto, porgue para las diluciones de batp7a sc
obtienen sefiales de hibridacién cuya intensidad corresponde a alrededor del 60% del méximo de Ia sefial. En
un ensayo de hibridacion, esta intensidad de sefial podria interpretarse expresién de afp7b cuando en realidad
comresponde a la abundancia de afp7a (como se observa en este grafico). Sin embargo, 1a casi mila sefial
detectada en los puntos con menores cantidades de sonda sembrada no permiten conchuir la especificidad de
deteccion de las sondas de afp7h. Las posibles cansas de estos resuftados en la intensidad de la sefial de

hibridacién de las sondas de alta y baja identidad de afp7a y atp7h se comentan en Ia Discusion.
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Figura 10: Sensibilidad de deteccion de las sondas de ap7a. Se grafic el porcentaje de hibridacion de las sondas de
altaybajaidaﬁdaddeatp?a(l\dk)oonﬁagtmﬁosdehseaﬂﬂadcap?b(Wi]mWs);xmmsmlanumaEl
mmﬁjedehhi&dénﬁnmhﬂﬁomﬁnﬁ&ddnﬁﬂmmhdehhkhd&gdﬂaﬂ&dhhﬂmmdam&
atp?aomﬁgonﬁsm(mpmﬂossmhaimmlanﬁsmmmhm)ﬁlﬁagmﬁmdemp%nnrmdoconanP-dCIP
fuse diluido con el mismo fragmento de afp7h fiio, segim las proporciones indicadas en cada grifico. Izquierda: Grandes
cantidades sembradas del fragmento de alta identidad de afp7a detectan Ia secuencia de afp7h en la muestra solo cuando
es la {nica molécula presente en la muestra, mientras que las cantidades pequefias de sonda sembrada (2 y 02 ng
DNM)mMM&meBMWm&wﬁmhmm
La hibridacién del fragmento de baja identidad de atp7a no permite realizar comentarios concluyentes. Las intensidades
de Ia sefial de hibridacion en 100 como con 0,2 ng DNA/punto no parecen relacionarse con Ia concentracion de molécula
marcada en la muestra. Las cantidades intermedias (10 y 2 ng DNA/punto) si permiten observar diferencias y sugieren
relacionarse con la dilucién de ap7b en la muestra. En los resultados de ambas sondas, los porcentajes de hibridacion
(mmoammb@mhmhm)mmqmqumﬁmmmmymmmw
diferencias en la especificidad de las los fragmentos de alta y baja identidad.
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Figura 11: Sensibilidad de deteccion de las sondas de afp7b. Se graficd el porcentaje de hibridacion de las sondas de
alta y baja identidad de atp7h (Ws) con fragmentos marcados de la secuencia de afp7a (Menkes, Mk) en la muestra. El
porcentaje de hibridacion fue calculado con respecto al méximo valor de hibridacion, obtenido al hibridar cada sonda de
atp7h consigo misma. El fragmento de atp7a marcado con o P-dCTP fue diluido con atp7a frio segiin las proporciones
indicadas en cada grifico. Izquierda: No se observa consistencia en los datos de hibridacién de sonda de alta identidad de
atp7b, los pequeiios valores de intensidad de la sefial no se relacionan con la cantidad de sonda sembrada. Derecha: A
pesar de que no se observa sefial de hibridacion en cada una de las cantidades de sonda sembradas, este fragmento de
atp7h parece ser poco especifico pues muestra un alto nivel de hibridacion con ¢l fragmento marcado de afp7a en la
muestra.

55




¢) Primera hibridacién a partir de RNA total: Se sembrd membranas en cuadruplicado y en cuatro
distintas cantidades las sandas de los genes afp7a, atp7h, ccs, sodl, mt y prpe clonadas en el vector pGEM-
TmEasy.SehibﬁdémsmmnbramscmcDNAdehebmshrmlemmdomnanPdCIPshﬂaimdown
oligodTapmﬁrdeRNAtotaldeoéhﬂasCamZyHepGZt:aiadasynoﬁamdasoonIOOpMdeCu-His.
Luegodemexposidénmdahnmhea-SOTmseobservéseﬁaldehibﬁdadénmningmndchs
membranas para ninguno de los fragmentos sembrados, aim cuando se expuso una nueva placa 2 estas
membranas por 15 dias (vida media del isétopo).

d)Segundaln'bridaciénapmﬁrdeRNAwlal:Conelﬁndeamnentariareprmmtaciéndclosgenﬁ
blanco en la muestra, se sintetizd ¢<DNA de hebra simple con los partidores antisentido de las sondas
sembradas en Ia membrana a partir de RNA total de células HepG2 y Caco? tratadas y no tratadas con
100pM de Cu-His. Este ¢cDNA se hibridé con membranas idénticas 2 las del paso anterior. No fise posible
observar sefiales Inego de una exposicion toda la noche y uego de una exposicion de 15 dias, se advierte una
sefial débil correspondiente a los ‘house keeping” (act, fuby g3p).-

&) Tercera hibridacién a partir de RNA total: Se ajustd el protocolo de hibridacién seguido en ¢l paso d),
aumentando el tiempo de marcaje de las muestras de una a tres horas y se realizd un muevo ensayo. Se
hibridd durante toda la noche membranas sembradas con cDNA de hebra simple sintetizado con partidores
antisentido de las sondas. Se Ias sembrd en cuadruplicado y en cuatro concentraciones (100, 10,2y 02 ng
DNA/plmto).Enhsphmsmdiogréﬁmsﬁeposibleobservmsaﬁalmalgumsdehswncenﬂadmdc
algunas de las sondas como las de los genes “house keeping’, m# y sodl de HepG2. Se observo sefial en las
sondas de atp7a y atp7h y se realizé un breve andlisis para estos dos genes aungue Ia sefial de hibridacion no

era intensa (Figura 12).

36




20

1.5

1.0 4

0.5 4

Expresién normalizada G3P
o
o

-15 4 EEE Menkes
[ Wilson

HCalta HCbaja HCHalta HCHbaja
Tratamiento/identidad sonda
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cobre. Las células HepG2 fueron tratadas o no por 24h con 100uM CuHis. Con partidores antisentido de las sondas
smixacksmhnmham,scsimaizbcDNAapmﬁr(hRNAumldewascémhsnmtﬁrﬂdoomanPdCIP.Este
¢DNA se hibrido toda la noche con membranas que tenian las sondas de baja identidad sembradas en cuadruplicado en
cuatro diferentes cantidades. Si bien la intensidad de las sefiales de hibridacion para la mayoria de las sondas no fue
aoem:ada,melgéﬁmsemﬂrahﬂaﬂdﬂdesﬂﬂdelmﬁa@mﬁdealﬂybajamﬁdaddeaqﬂayaqﬂb
sembrados en 100ng DNA por punto. Esta sefial fue normalizada con respecto a la expresion del “house keeping’
M@B-ﬁs&todmﬁdmgmm&ﬁéhﬂmm@lﬂi@dmmﬁo&hsdﬂmpmnﬁmhmh
sensibilidad de ninguno de los fragmentos ya que los valores de expresion normalizada de las sondas de alta y baja
identidad de ambas atp-asas no son congruentes. En las oélulas expuestas a cobre (HCH) advertimos que la sonda de baja
identidad de arp7h evidencia un aumento de la expresion de esta atp-asa (responsable de la excrecion del metal).
CmﬁdﬂMqrddﬁomsdcodén&hsmmﬁhghMNMdedgmbhm,mmd
nivel de expresion observado con las sondas de baja identidad represente la situacion real. HC, células HepG2 control,
HCH, células HepG2 expuestas a cobre; alta, sonda de alta identidad de las atp-asas; baja, sonda de baja identidad.

3.2.2. Aplicacién de sondas generadas.

Una vez concluidos los experimentos disefiados inicialmente para este trabajo de Memoria de titulo, el
Laboratorio de Bioinformética y Expresion Génica (INTA, Universidad de Chile) utilizo las sondas aqui
diseiiadas para estudiar los niveles de expresion de los genes involucrados con el metabolismo celular de
cobre en las lineas celulares de fibroblastos de raton 804 (MT /1) y 805 (wt). Para realizar estos ensayos,
sembraron en cuadruplicado dos cantidades de sondas en membranas de nylon (algunas generadas en este
trabajo y otras inchiidas por ellos). Estas membranas fueron hibridadas con cDNA de las lineas celulares

recién mencionadas. Los datos obtenidos se clasificaron de tres formas: M3 (el promedio de las tres
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intensidades con menocs desviacién estandar), Prom. (¢l promedio de las cuatro intensidades) y Méx. (el
méximo valor de intensidad de entre Ios puntos sembrados).

Lucia Tapia (Tapia y col. 2004) estudid los cambios de expresion en genes relacionados con el
metabolismo celular de cobre en respuesta a I exposicién a cobre en las lineas celulares 804 y 805. Observo
quclac:qmsiéndemdea;tosgmes(msLmﬂysocﬂ)mmemaenoéhﬂassilmmmhmosidéna

cobre, sin embargo su expresién se manticne o dismimye ligeramente en céhulas mitantes.
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4. DISCUSION

Como se ha mencionado, los métodos de alineamiento en general favorecen la deteccitn de secuencias o
dedominiosencllasqueprmaﬁenunakoniveldsshnﬂhdmnoﬂassewenciaspmaﬂwmhbasede
datos. Para ello, utilizan aproximaciones (métodos heuristicos) que permiten el hallazgo de soluciones
ahorrando tiempo de biisqueda. Por ambas razones, resulta infructuoso recurrir a estos programas para
encontrar regiones que represcnten especificamente 2 una timica secuencia. Con estas regiones especificas se
podﬂaeﬁﬁrmwhsemmdaselemiomdagmmemmmmﬁnimﬁomumdomrmésdemmmch
presente en la mezcla de secuencias 2 hibridizar al ser utilizada como sonda en microarreglos/macroarreglos
de DNA.

Considerando entonces que la tilizacion de métodos heuristicos no permite la eleccion de regiones que
puedan servir como sonda en microarreglos/macroarreglos de DNA. (porque privilegia Ia velocidad ante Ia
sensibilidad) y que ClustalW busca el mejor alineamiento global para una secuencia o grupo de ellas, se hizo
necesario desarrollar y antomatizar un algoritmo (software) que seleccionara Ias regiones distintivas de una
secuencia para con el resto de ellas. Para esto, se privilegid el hallazgo de diferencias penalizando las
identidades entre secuencias de, en este caso, DNA.

Con ¢l propésito de cuantificar el porcentaje real de identidad entre los fragmentos ya seleccionados con ¢l
programa desarrollado en este Memosia de titulo (Redigen) y los genes listados en Ia Tabla 1, se decidi6 usar
ClustalW. Fste procedimicnto permitié ademéas descartar algimals) posicidn(es) en la(s) que la sonda
completa pudiese tener hibridacién cruzada y producir resuftados de dificil interpretacion. Avn cuando
sabemos que la comparacion es solo aproximada y no representa Ia hibridacion real de Ia sonda en las
condiciones experimentales, este procedimiento permite estimar con mayor precision Ia posibilidad de

hibridacion cruzada de las secuencias de interés, informacion que, estimamos, puede contribuir a incrementar
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1a calidad de las sondas que se utilizaran en el arreglo. El aporte del procedimiento que utilizamos en la
interpretacién de resultados obtenidos en ensayos de hibridacién utilizando microarreglos ha sido discutido
por Evertsz y cols. (2001).

4.1. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS DE OPERACION DE PROGRAMA.

Para una mejor comprension de la seleccién de parimetros porceniuales, tal vez sea necesario aclarar que
al aumertar estos valores los eventos de alta identidad ocurren con mayor probabilidad. Por gjemplo: un

punto en Ia curva de porcentajes 80-90 con un valor de 15.000 UA tiene a lo més 15 posiciones en las que

tiene entre 20 y 100% de identidad. Fl limite inferior es un valor bajo y es nmy probable que dos secuencias
cualesquiera tengan ese grado de similitud, por eso en las curvas generadas por estos parametros los valores
son frecuenternente altos.

Ya que en general dos secuencias no relacionadas pueden Hegar a parecerse hasta alrededor de un 45%,
decidimos no utilizar parimetros porcentuales sobre el 60% en Ia comparacién de secuencias puesto que, de
ser ast, siempre se obtendrén valores alios que no permiten discriminar regiones de alta o baja identidad en
Ias curvas. Por otra parte, valores inferiores al 40% generan regiones estrechas que dificultan Ia seleccion de
frapmentos lo cual podria generar un grado importante de hibridacion cruzada, pues se pasan por alto
identidades inferiores al 60%. Por lo tanto y para obtener un rango de resultados que resolviese bien regiones
de baja identidad, se decidié utilizar los parimetros 50-70 en la comparacion de secuencias.

Fn una primera fase, se decidi6 comenzar con el anilisis de patrones de identidad enfre secuencias
utilizando solamente afp7a y atp7h debido a su alto grado de similitud (53,7% identidad en secuencia
mcleotidica, 73% homologia en secuencia aminoacidica) pues los posibles problemas de hibridacion
cruzada en hibridaciones experimentales podrian entregar resultados més inferesantes de estudiar.

Las curvas genéradas por las secuencias completas de afp7a y aip7b aparecen con formas similares y
ligeramente desplazadas wma con respecto a la otra, insimiando una relacion entre ambas secuencias. Esto
Tlevé a una comparacion sdlo de las regiones codificantes de dichas secuencias, lo que generd curvas que

aparecen casi superpuestas. El resultado sugiere que las mayores diferencias entre dichas sccuencias se han
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gencmdomlaregiénS’nooodiﬁmxﬁc,yawaporreiteradasinsercimenlasemenciadcmp?bo
deleciones en afp7a. Esto, porque cuando es aip7b la secuencia movil, Ia curva de las secuencias completas
apmewdwpuéedehmde]asmgi@moodiﬁwﬁwywmﬁohmmdamﬁvﬂwap?a,lascurvas
ammnwdsmmpu&m_Esdedr,mdehregiénmdﬁmhsvaﬁadmdeaqﬂasmm
mieniras que las variaciones en Ia region 5° de afp7b son mucho mayores.

Este desplazamiento observado (cuantificado en mimero de pb) coincide con los nucledtidos de inicio de
la regién codificante mostrados en Ia base de datos (atp7a, 14.4489; a7, 163.4551). Los valores
observadosenlosd&cplamnﬁﬂosdedichasmnvasminddenmnlosregisﬂadosenlaTab}aBparaIa
ventana de 300pb v pardmetros porcentuales 50-70. Los valores de desplazamiento se mantienen constantes
demmdemmgodetmmiosdevmﬂnaydemxémﬁ!mmmnmd&s,mmquemn}k=60—80mobsem
una tendencia a la superposicién de las curvas de identidad. La finalidad de estos andlisis no fue definir
regiones de alta o baja identidad con €l programa Redigen, sino describir €] comportamiento del programa y
rescatar la informacién adicional posible de obtener de las curvas que genera, pues podrian ser tiles para
expresar graficamente las similitedes entre secuencias.

En la comparacion con distintos tamafios de ventana se observd que con ventanas pequefias se gencran
curvas con valores de identidad attos sin importar el largo de las secuencias ingresadas. Algo parecido ocurre
con las secuencias muxy largas, como cox!7 (acceso: AB047323) que afm con ventanas de 300pb muestra
valores altos de UA en las curvas generadas. Esto sugiere que existe una mayor probabilidad de que la
ventana de biisqueda encuentre alguna posicion con un alto grado de identidad cuando las secuencias son
extensas. Este fendmeno se observa mas claramente en la Figura 13. Al comparar los valores de las curvas
(e}qu&eadose.nUA)oonlalongimddelasemenciaomlaqueseoompara(vertablaadjlmta),seveque
existe una relacidn directa entre ambas variables aim cuando se hubiese utilizado wna ventana de gran

tamafio (600 pb).
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en el metabolismo celular de cobre utilizando una ventana de 600pb y parimetros porcentuales 60 — 80. Mientras mayor
es la longitud de la secuencia fija (ver tabla a la izquierda) mayores son los valores que se observan en las curvas de
identidad. Fsto es independiente del largo de la secuencia movil y del largo de la ventana utilizada en la comparacion.
Las secuencias de atox y mt no aparecen en este grifico porque la longitud de estos genes es menor al tamafio de ventana
escogido para la comparacion.

El estudio de las curvas indica que las secuencias que no poseen relacion funcional o filogenética exhiben
curvas con valores bastante bajos (150 UA en promedio) incluso cuando se utilizan ventanas relativamente
pequeiias (100pb). Estos valores indican que las similitudes entre estas secuencias (en este caso relacionadas
con mangjo cehilar de cobre) no son mayores a las generadas por secuencias que no tienen ninguna relacion
funcional entre si. De este modo, las sondas pueden ser seleccionadas desde cualquier region de la secuencia
de interés pues tienen una baja probabilidad de generar hibridacion cruzada.

De la gran cantidad de curvas de identidad analizadas concluimos que la comparacion de secuencias con
ventanas de 300pb brinda un margen de +50 pb para la seleccion de partidores, pues las curvas casi no se
modifican en ese rango de tamaiio de ventana. Esto significa que a partir de una curva generada con 300pb
de tamafio de ventana permite seleccionar partidores que amplifiquen fragmentos con un tamafio entre 250 y

350 pb.
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Experimentalmente, las sondas no mostraron resuitados que permitieran concluir Ia ufilidad del programa
Redigenen]aselecciéndelasnﬂsnws.Iasmmn&edeellosonprincipahncrneexperhnentalw,pu&snose
considerd en todo el proceso de hibridacién algunos criterios que en ese momento no estaban documentados.
Algunos de esos factores son €l cambio de concentracion y viscosidad de la solucién de sonda al momento
de la siembra y verificacion de la calidad de Ia siembra una vez fijado el DNA en las membranas. Aungue el
tiempo requerido para poner a punto las condiciones de hibridacion (tiempo de marcaje) y de evaluacién de
las opciones de siembra de las sondas en la matriz (si purificadas o clonadas en el vector) fue superior al
calculado inicialmente para realizar un mimero mayor de pruebas, mestros resuliados permiten presumir que
wn aumento en la concentracion de sonda sembrada en la membrana incrementa Ia probabilidad de detectara
su homélogo en la muestra a pesar de los posibles impedimentos estéricos cansados por su longitud. Esto,
porque tiene una mayor probabilidad de encontrarlo en Ia muestra. Por ofro Iado, la menor cantidad de sonda
sembrada Iocaliza ignalmente a su blanco en la muestra, pero Ia cantidad no parece ser suficiente como para
mostrar una sefial en las placas radiograficas expuestas toda 1ma noche a la marca de o P-dCTP.

Muchos de Ios ajustes al procedimiento de hibridacion afectaron el andlisis de Ia expresion de los genes
involucrados en el metabolismo celular de cobre en HepG2 (Figura 12). Ademis de las causas antes
mencionadas, Ia carencia de sefiales que puedan interpretarse en el andlisis de expresién génica de las célnlas
control puede atribuirse a un error de procedimiento en Ia obtencion de RNA total. Si bien el ajuste de los
tiempos de marcaje (segim el tipo de muestra) produjo diferencias en los resultados de los ensayos de
hibridacién, aim deben ajustarse los pardmetros de obtencion de sondas y mmestras y produccion de
membranas de certificada calidad, Antes de ser utilizadas en ensayos de hibridacién, se debe comprobar que
las sondas fueron efectivamente fijadas a la membrana y si la cantidad real en la membrana es la que el
usuario deseaba sembrar tnicialmente.

Los resultados experimentales de este trabajo no entregaron resultados que pemmitieran evaluar Ia
sensibilidad de las sondas de baja identidad seleccionadas con el programa Redigen. Sin embargo, si pueden

ser empleados como antecedente que ayude a mejorar €l procedimiento de las fituras hibridaciones con
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micro o macroarreglos al nivel de laboratorio, ya que han quedado en evidencia aspectos que es importante
mejorar.

42 ESTRATEGIAS ACTUALES DE SELECCION DE SONDAS

Actualmente, son muiltiples las estrategias desarrolladas para seleccionar Ia mejor sonda para. detectar
variaciones en la expresién génica en distintas condiciones experimentales, El disefio de sondas para los
microarreglos construidos por Affymetrix y el software OligoArray disefiado por Rouillard y col. (2001)
utilizan métodos heuristicos. En ambos casos se evahia tanto la longitud de las sondas como la posibilidad de
que generen hibridaciones cruzadas. Estas sondas no superan los 50 pb. En particular, Affymetrix (cuyas
sondas no superan las 25pb) toma varias sondas de distintas regiones de un gen para tener una deteccion mas
precisa, tanto asf que pueden diferenciar miembros de wuna familia, variantes de empalme alterativo de
intrones y detectar la presencia de alelos.

Por su parte, ¢l programa OligoArray nicia Ia biisqueda de oligos en direccion 3’25 exigiendo que
cumplan con un cierto porcentaje de identidad. Si el fragmento cumple con Ias exigencias de identidad, deja
de buscar y estudia la posible formacion de estructuras secundarias fiiertes que puedan interferir con la
hibridacion.

La gran ventaja del reducido tamafio de estas sondas es su alta especificidad. En este contexto, el programa
Redigen se convierte en una herramienta masiva para €l hallazgo de regiones de baja identidad ya que busca
optimizar Ia relacién sensibilidadftamafio de las sondas, de mancra que éstas puedan ser obtenidas sin
grandes problemas en los Iaboratorios tradicionales con técnicas ya conocidas (por gjemplo, obtencién de
sondas como productos de amplificacién via PCR).

Existe, eso si, otro alporitmo que busca regiones especificas llamado LALIGN (Evertsz y col,, 2001). El
programa LALIGN también busca identidades entre Ias secuencias que compara y entrega la longitud del
mejor alineamiento y el porcentaje de identidad en este segmento, Los autores que lo utilizan consideran que
Ia combinacién de ambos parimetros puede ser un buen predictor de hibridaciones cruzadas (Southem y

col., 1999). Sin embargo, ya que el uso de este algoritmo comprueba que se produce hibridacién cruzada
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emresecv.lmciasdegenesdchnﬁsmafanﬁﬁa,nonospermitediscrmﬁmrhmresiéndelosgcnesque
poseen Ias secuencias seleccionadas como sondas.
Iaprincipaldwver@iadelprog‘amaRedigénesquemseaplicafécihnmﬁeagenomsynomposible
aplicmloagruposnmym:mcrososdegenm,bésiwnenteporquelabﬁsqlwdadeidemidadmmcleéﬁdopor
m;cleéﬁdotomadctmsiadoﬁempoaxmqueseutilicetmproomadordegtmlmpacidaddedaﬂo.
Comparando la velocidad de andlisis del programa OligoaArray {oligos de 50pb en 6343 genes en 24 horas
oommproomadorde7001Vle),oonladelpmgmmaRedigm(ﬁagmmtosde300pben12genfsenl‘/z
hora con un procesador de 800 MHz) en términos del mimero de genes explorados por hora, OligoArray es
més30vwesmésveloz.ElpmgtmnRedigennoesﬁm]atbnnaciéndeesmmnasmmdaﬂasqmsi
rw]izaOIigoAnayyqueenelwsodeAﬂ‘ymetrixnosepro@chim,porlamsanngimddesussondas.
Shmbargom&sﬁopmgrmnamﬁsahsecumciamnmldadelgmsinhmo@rmlmginﬂnﬁe:m'asque

OligoArray se detienc apenas encuentra un oligonucledtido que tenga las caracteristicas requeridas.

Denhodelgmpodegenmsmdiadosnoseobsmnregion&soonunniveldcidenﬁdadsupeﬁoraISWAy
que permitiera sugerir que las secuencias codifican proteinas relacionadas metabolicamente utilizando
domiios commmes. Sin embargo, al comparar las secuencias nucleotidicas de dos proteinas que interactian
directamente se obtuvo un resultado interesante. Se compard las secuencias de los genes que codifican
proteinas (sod1, citocromo ¢ oxidasa, ap7alb) que interactian con chaperonas de cobre (cas, coxl7, atoxl,
respectivamente). Sélo el par de secuencias correspondientes a sod! y su chaperona cos presenian un
exclusivopardemgidnwdeahaidemidadmandoseoompa:rmoonlmavemmadeﬁOpbypaxémdms
#%=50-70. La comparacién de las secuencias proteicas de Sod! y Ces con ¢l programa Clustal W mostro un
27°A>deidenﬁdadymn43%dcsimﬂimdenmidnosanﬁnoaddicos(calwladosconrmpecxoalalongimd
de Ces). EsiarcgiéndeahahomologiaestéubiwdamsialﬁmldehsewenciadeCas (residuos 85 a200),
Cmdpmpésﬂodedammﬁads&dgmrdadénmmmd&sdcidenﬁdadmlmgﬁﬁm

mﬂmmrdpmgmmkdigmyhmmemehspmmtﬁmdaswhsmmmmm
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compaxan,serevisc')sielsiﬁoqueﬂevambreenmnbaspmminasmwdiﬁmdopordicharegiéndcaha
identidad con €l programa de anilisis de estructura de proteinas de SwissProt. En ambas profeinas
(relativamente pequefias) los residuos que tmen cobre se encuentran disperscs en Ia secuencia aminoacidica
]inealynoseuﬁwnnmaﬂmnmdemodehsregimwdeahaidenﬁdadqueommhsmmdas
mcleotidimsdesod]yccs.Sedspmndiéde&stoqucalmsvalmmdeidenﬁdadmlascuwasgenemdaspor
elprogtamaRedigennoseasociannecmaﬁamsMBcoanahnemociénmlaspmteimspmalasque]as
codifican ni con tma conservacién de los sitios de union al metal,

4.3. ANALISIS DE RESULTADOS EN ENSAYOS DE HIBRIDACION

Con los resultados obtenidos del andlisis experimental de las sondas seleccionadas con el programa
R@gmpu@nwmﬂp@dpﬂm%hﬁmoMndadehdmbmmﬁsﬁxﬂswﬁdad&.Emmmdios
postmiommﬁzadosenlaboﬁoriooonﬁbroblastosdemtc’n,seobservéqueparadossondasdelnﬁsmo
gm(sod],verFigumS)habiadisﬁrﬂosgadosdedﬁemiénmhsdisﬁMswﬂidadessembmdasycsto
pamciatenerrelaciéninversaomeltamaﬁodclasonda,yaqueunadsellasmeldobledeltmnaﬁodclaoﬁa.
anensayohwndanﬁs]mgawﬁammmcjordawciénwnmammwﬁdadmhmmbmna,
ndaﬂasquehsmdanésmmtaﬁamamayormmmidaddeseﬁﬂmhmyormnﬁdaddedmbm&
estos ensayos se tenia la cantidad de sonda descada efectivamente unida a la matriz de niylon, por lo tanto s
descartaban ¢l efecto de Ia calidad del prmto sembrado sobre la intensidad de Iz sefial de hibridacion. Si bien
Ia alta densidad de sicmbra puede generar interferencia entre las molécnlas sembradas, ésta se reduce si la
sonda es mis corta. De esta forma el incremento en la cantidad de sonda en Ia membrana tiene la ventaja de
reconocer su blanco en la mmestra inchiso cuando esta pobremente representada, como se observo en los
experimentos de este trabajo en los que se diluyd la muestra.

Al realizar Ia hibridacién con sélo un fragmento marcado en la muestra, las intensidades de Ia sefial de
hibridacién fuvieron un méximo de 30% con respecto a la intensidad de la sefial de hibridacion de la sonda
con su homdlogo (méximo). El porcentaje sugiere que las sondas se comportaron como una sonda de

cualquier gen y que el grado de hibridacién cruzada que se generd no debiera diferir de la hibridacion
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cruzadapromlcidaemxedossewmdasnorelaciomdas.Esto,apmrdequcmmteensayosemmnﬁﬁcéel
nivel de hibridacién entre moléculas de dos genes con um alto nivel de homologia.

EnlosacpemnMenquehsmdasembmdamnwpmdiaalmﬁagmemosdomdosnoseobsewé
sefial en Ias membranas reveladas. Podemos atribuir este problema tanto a la sonda como a Ia ruestra. Al
sembrar Ias moléculas clonadas en €l vector pudo producirse una dismimucién importante de Ia
concentracién efectiva de sonda. Fsta situacion se previé al diluirlas, puesto que se sembr una mayor
canﬁdaddeDNAporpunto,smembalgopmeceserquemtcamnmﬁomﬁlesuﬁcienteylaconcenmdén
efecﬁvadelasondawyépordebqiodclos]imimdedﬂteooiéndennwn'oensayo.Noscsembrélma
wmﬁdadafmmayordesondapamevilarimerferenciasmtremolécuﬂasmelprocmodehibridaciénque
finalmente disminnyeran ain més I concentracién efectiva de la sonda. Entre Ias posibilidades analizadas
pteviamemz,seveﬁﬁcémediﬂca]mwnﬁeMmmnChsquueelveaormgmaabahfnﬁdadénmda
oonningtmodclosgen&ebqiowmdio.l’owuolado,siconsideramoslosefectosdelanmwﬂamlaausencia
deseﬁaldemtosmpcrimentos,wpo&blequelosgm&smmdiadoswténmsamemempmenmdosenel
RNA total por lo que su deteccién no es posible en estas condiciones de hibridacion (recordemos que el
mRNA corresponde a un 1 —2% del total). Estudios realizados en €l laboratorio con posterioridad al témmino
deestetabqiodeMemoriadctittﬂoconﬁmlaronlabajaproporciéndeiosu*anscﬁtosmmdiadosenlaslinws

En todos los ensayos pudo tener un gran efecto sobre 1a intensidad de la sefial de hibridacién alguna falla
cnelproomodcﬁjaciéndelassondasa]ammnbmnadenylonEmﬂnglmodcloscmerimemosrwlizados
en esta Memoria de Titulo se verificd que los fragmentos estuvieran covalentemente unidos 2 la membrana
Iﬁquclamnﬁdaddesondaﬁjadaﬁlcmlaqueesperébmnossembrar.Tmmooosem]izblmmnﬂiodslos
efoctos de la concentracién de agentes desnaturantes en el proceso mismo de hibridacién, ni de Ia estrictez de
los lavados sobre Ia remocién de Ia sonda que se hubiera fijado a las sondas durante Ia hibridacién.

Cuando se decidié aumentar Ia representacién de las secuencias blanco en la nmzestra sintetizando cDNA a

pazﬁrdeRNAtotaIconlospalﬁdor&sanﬁscrﬁdodelassondas,semmerrtétambiénelﬁempodenmmjc
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pmmwo&wom%dwmemﬁmevﬁm&hm@&wmién&emhémmh
pmfbﬂidaddemlimrhbﬁdadonwmncDNAsiﬂdimdoamrﬁrdemRNA,pmammemarh
concentracion efectiva de Ias moléculas blanco en la muestra. Sin embargo, la masa de RNA total extraida
no permiti6 Ia obtencion de mensajero suficiente para la sfntesis de cDNA. Finalmente, ya que no se pudo
extracrmrﬁciememRNApammcjorarlammtIa,scdecidiémejorar]apr&semaciéndelasondayse
preparémlamlevaseﬁedcdﬂucionesoonﬁagmerltospmiﬁmdos(noinsertosmelvector).

EnlospmnmmehdmdehsnmbrmashibﬁdadaSMmmhnpommwldcsefmlmzonas
sembradasoona]lasdﬂucionesdelasond&Dmconocemosaquesedebié&tasemepemIaambuimosa
madcfonmdénmhmmnhmammdamr]aspmsdelsmbmdmdmomemodem.ﬁlms
wﬁdadmsemmﬂaﬁamﬂammdaqucnosemwe@nﬂemnlmhvadmpm&dom.

Iaimposﬂ)ilidaddeevalumdifermdasdemcpr&dénprhdpahnﬂem]ashibﬂdadmmdehssondasde
atp7b m@ﬁmmemrbienenlaampliﬁmciéndelassondasode]adﬂuciéndcelIas.Tambiénpudo
debelseadefectosenelprocedimientodeproducciéndclasmcmbmnas,yasmenelpromodesiembrao
deﬁjaciéndelassondas,defectosquenoalmzamnaserconegidoseneltiempodispom'blepa:amlimrlos
experimentos de este trabajo.

A pesar de no poder evaluar sensibilidad ni diferencias de expresion en ensayos de hibridacion que
utilizaron las sondas seleccionadas tedricamente con ¢l programa Redigen, se consigui6 una estrategia de
clonamiento de ellas, buscando partidores restringidos a una regitn de baja identidad y a un tamafio de
ﬁagmexﬁo.Condiclmwuamgiamepoéblegmmarumhbmiamnhsswmdasdealgunmdcbsgm

involucrados en el metabolismo celular de cobre.
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5. CONCLUSION

ElpmgmmRedigenesdcﬁcﬂmejopmalmusumiosysepuedeapﬁwrauﬂqﬁergmpodegm&e
que se estudie. Seoﬁginépmmmdoenunamanmadeselecdmmsmdasmpedﬁmspamesmdiosde
expresién pénica que fuera accesible a muchos Taboratorios. Fl punto en el que diverge mestro programa de
lwotmpmgtmmsdsmnﬂalwpmamnmamdéndemmdas&GWMqueelnﬁmmwaaode
diferenciasseaelquemmblezcaelgradodeidenﬁdadenuesemmciasymmaapmﬁnndéndclmimcmde
identidades. El uso de aproximaciones en 1a bitsqueda descartaria secuencias que podrian ser buenas sondas
y que no descamos perder.

Iaspmyeocionmdeusoddprogrmmkedigmapmnanaladiﬁlsiényuﬁﬁzaciénmloshboratoﬁos
dondesmpo&'bleanalizargenmoonson&!squesmﬁagmemosdsPCRynooonsondassmteﬁzadasin
situpormaquinasqueelevansuoostodeproduccién.Paraelﬁmn'oyoomomejomsalprogramapodﬁan
eliminarse algunos “bugs’ quemqlﬁemserequiermpamrecomcerlassecuenciasyanalizaﬂas,haoerma

interfase mas amigable y més atractiva en su presertacion.
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