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Fins ara hem vist la gran varietat d’estudis dirigits a intentar esbrinar quins sén
els processos i canvis que pateix una cél-lula normal perqué es transformi en una
cel-lula tumoral, i com aquests coneixements ens poden ajudar a pronosticar el
curs evolutiu de la malaltia.

El problema cabdal del cancer és com simplificar un tema tan genéric per poder
aboradar-lo de la millor manera. Les linies cel-lulars i els models animals sén una
ajuda molt important, perdo mai deixen de ser models que sovint no sén aplicables
a les cel-lules humanes in vivo. Si que ens ajuden a l'estudi d’una via concreta,
pero després cal situar aquell procés dins d’'un entramat de vies paral-leles, que
s’entrecreuen, o que compensen aquell efecte. Es per tant molt més complicat del
que podem dibuixar sobre un paper amb fletxes amunt i avall.

Trobats en aquest punt, la nostra manera d’intentar clarificar el panorama, dins
del cancer colorectal almenys, va ser abordar-lo des de dos punts de vista
diferents, perd complementaris. Per una banda, voliem veure quines eren les
alteracions a nivell de DNA de forma general, és a dir, a nivell dels cromosomes,
no pas de les mutacions concretes. Per aix0 ens vam aprofitar de la técnica de la
CGH, per estudiar aixi les alteracions a nivell cromosomic. Per altra banda, ens
vam centrar en l'estudi dels patrons d’expressié génica. En aquest cas vam
utilitzar la tecnica de les microarrays per veure les alteracions a nivell
transcripcional.

El nostre material d’estudi eren biopsies humanes de cancer colorectal de
pacients sense antecedents familiars. La quantitat de mostra era limitada, i per
aixd ens vam haver de restringir a un estalvi maxim del material a utilitzar. Les
dues tecniques esmentades s6n molt adients perquée amb una quantitat
relativament petita de mostra obtenim molta informacié de I'estat del DNA i I'RNA
respectivament. Son aproximacions globals, per respondre a qliestions
complexes. Per tant, la nostra manera d’enfocar el problema sera des d’un punt
de vista general, amb la intencié de poder donar explicacié al comportament del
conjunt de tumors a partir d’'una gran quantitat d’informacié que cal destriar molt
bé.

L'empresa semblava molt ambiciosa, per aixd ens vam centrar en un grup de 50
mostres de cancer colorectal esporadics, dels quals es disposava de ['historial
clinic i patologic, aixi com de la preséncia o no de mutacions dels gens TP53 i
KRAS.
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Objectiu general

Obtenir una classificaci6 molecular dels tumors colorectals humans amb
una possible aplicacié pronostiga.

Objectius especifics

Caracteritzacio genomica
1. Analitzar les alteracions a nivell cromosomic d‘una série de tumors

colorectals, i correlacionar-les amb les caracteristiques clinicopatologiques.

2. Classificar els tumors en funcid de les alteracions cromosomiques per tal

d’identificar subgrups amb un comportament diferent.

Caracteritzacio transcripcional
3. Aplicacié de la RAP-PCR com a meétode d’amplificaciéo de I'RNA per hibridar

les mostres sobre microarrays de cDNA.

4. Classificar els tumors en funci6 de les diferéencies d’expressié geniques per

tal d’identificar subgrups amb un comportament diferent.

Marcadors especifics de pronostic

5. Buscar nous marcadors moleculars de pronostic del cancer colorectal.
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4.1. Pacients i tipus de mostra

Tots els teixits estudiats procedeixen de pacients diagnosticats de cancer
colorectal a I'hospital de Bellvitge de I'Hospitalet del Llobregat entre els anys
1996 i el 1998. Els criteris d’inclusié foren els seglients:

. adenocarcinomes primaris intervinguts de forma electiva (cirurgia no urgent)
i recessié complerta del tumor.

. obtencié de mostres fresques de mucosa tumoral i la seva corresponent
normal aparellada, en un interval inferior a les dues hores després de
I'extirpacio del tumor.

. pacients sense mort postoperatoria i amb un seguiment minim de 4 anys.

Per tant, de tots ells es va obtenir tant mucosa normal com tumoral. Els teixits es
recollien en fresc al quirofan i es congelaven a -80 °C inclosos en OCT (Tissue-
Tek® O.C.T.™ Compound, Sakura Finetek Europe B. V.). Al Departament
d’Anatomia Patologica del mateix hospital es va fer I'estudi patoldgic dels tumors.
I el seguiment dels pacients es va dur a terme a I’'hospital Duran i Reynals, també
de I'Hospitalet.

De tota la série del banc de tumors es van seleccionar 50 casos amb les seglients
caracteristiques:

caracteristica numero de pacients %

estadi de Dukes B1 5 10
B2 25 50

C1 2 4

Cc2 18 36

sexe home 26 52
dona 24 48

TP53 normal 33 66
mutat 17 34

KRAS normal 17 34
mutat 33 66

localitzacié recte 20 40
colon esquerre 15 30

colon dret 15 30

terapia quimioterapia 11 22
radioterapia 1 2

quimio + radio 9 18

sense tractar 29 58

recidiva si 21 42
no 29 58

supervivencia mort 15 30
viu 35 70

Taula 9. Resum dels 50 casos de cancer colorectal seleccionats.
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L'edat mitjana dels 50 pacients és de 65 anys (+ 13,25). Es van seleccionar
només casos de Dukes B i C, i 29 d’ells no van seguir tractament quimioterapic ni
radioterapic. A continuacid es detallen les caracteristiques clinicopatologiques de
tots els casos:

Taula 10. Detall de les caracteristiques clinicopatologiques dels 50 casos escollits.

sense recidiva

n°cas edat” sexe localitzacio eDSJEg'SC(’S quimioterapia radioterapia després de 44 MSI®
mesos

9 67 home dret B2 no no si si
11 54 home esquerre B2 si si si no
12 55 home esquerre B2 si no si no
14 64 dona esquerre B1 no no si no
16 70 dona esquerre Cc2 no no si no
17 31 dona esquerre Cc2 si si si no
19 49 dona esquerre B1 no no no no
21 68 dona esquerre B1 no no si no
23 65 home esquerre B2 no no si no
25 67 home esquerre B1 no no si no
46 68 home dret B2 no no si no
53 61 dona esquerre Cc2 si si si no
63 74 dona esquerre Cc2 no no si no
67 56 home esquerre Cc2 si si si no
69 52 home dret B2 si si si si
72 73 home dret Cc2 no no no no
74 86 home esquerre Cc2 no no si no
75 76 home esquerre B2 si no no no
78 62 home esquerre B2 si no si no
81 67 dona dret B2 no no si no
90 88 dona esquerre Cc2 no no no no
99 65 home dret B2 no no no si
102 78 home dret B2 no no no no
103 80 home esquerre B2 no no no no
104 62 dona dret C2 si no no no
108 61 home esquerre Cc2 si no no no
109 43 dona dret B2 si no si no
113 73 dona dret B2 si no no no
114 76 dona dret B2 no no si no
118 51 dona esquerre Cc2 si si no no
122 62 home esquerre C1 no no si no
124 74 dona esquerre Cc2 si si si no
127 30 dona esquerre Cc2 si no si no
135 63 dona esquerre B2 si si si no
138 80 dona esquerre B2 no no si no
143 37 dona dret C1 si no si no
144 72 dona esquerre B2 no no no no
145 73 dona dret B2 no no si no
146 65 dona esquerre B1 no no si no
147 76 dona esquerre Cc2 no no no no
151 79 home dret B2 no no no no
154 54 home esquerre Cc2 si si no no
165 76 home dret C2 no no no no
171 85 home esquerre Cc2 no no si no
175 46 dona esquerre B2 si si no no
186 56 home esquerre B2 no no no no
187 63 home esquerre B2 no no no no
223 75 home esquerre B2 no no no no
271 67 home esquerre B2 si no no no
282 78 home esquerre C2 no si no no

(1) edat en anys
(2) segons la classificaci6 d’Astler-Coller
(3) inestabilitat de microsatél-lits
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4.2. Extraccio de DNA

L'extracci6 de DNA es va fer seguint el protocol convencional d’extracci6 amb
fenol/cloroform (Sambrook et al., 1989) a partir del teixit congelat. El DNA
obtingut es valorava en un gel d’agarosa al 0,8% per comprovar la seva qualitat i
concentracid. Es diluia a una concentracié final d’'uns 100 ng/ul, que era adient
per després fer el marcatge per la CGH. Els mateixos casos es van diluir a 20
ng/ul per fer la PCR quantitativa.

4.3. Microdisseccio

Prévia a I'extraccié de I'RNA s’enriquia el teixit tumoral mitjancant microdisseccid.
Es feia amb |'objectiu de seleccionar la zona del tumor on hi ha un tant per cent
més elevat de cel-lules tumorals, evitant aixi les zones necrotiques o amb un
elevat component inflamatori. Resumint es tracta de marcar I'area d’interes de la
seccid del bloc d’OCT i descartar la resta. Per aix0 vam seguir la seglient
estrategia:

. es feia un tall de 5 um i es tenyia amb hematoxilina i eosina per fer-ne la
valoracié patologica.

. el patoleg seleccionava l'area d'interes del tall i macroscopicament se
solapava damunt del bloc per marcar la mateixa area i es feien 10 talls de
50 pm cada un.

. es tornava a fer un control de la morfologia de la seccié mitjancant un tall
de 5 um i una nova tincié d’hematoxilina i eosina que valorava el patoleg.

. es tornava a seleccionar |'area d’interes i es feien 10 talls més de 50 pm.

. préviament a I'extraccié de I'RNA es feien 2 rentats amb 1 ml de PBS 1x (de
I'anglés, phosphate-buffered saline) (KH2PO4 1.47mM, Na2HPO4 x 7H20
4.29 mM, NaCl 137 mM, KCI 2.68 mM) i centrifugant un minut a 1000 rpm i
a 49C, amb l'objectiu d’eliminar les restes d'OCT.

4.4. Extraccio de I’'RNA total

L'extraccio de I'RNA total es va fer seguint el protocol convencional d’extraccio
amb tiocianat de guanidina i fenol/cloroform (Chomczynski i Sacchi, 1987). El
material de partida eren els 20 talls de biopsies de colon de 50 um de gruix. La
disgregacié mecanica es feia mitjancant una xeringa d'1 ml i 25 GA 5/8 (BD
Plastipak™).

A continuacié es purifica I'RNA amb el kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen Inc.). Vam
seguir el protocol de I'RNA Cleanup, amb I'objectiu d’eliminar els fragments d’/RNA
degradats, aixi com possibles restes dels reactius d’extraccié. El protocol es basa
en una columna que conté una membrana de silicagel, on s’hi uneix I'RNA
especificament. Després es renten els contaminants i es dilueix I'RNA amb aigua.
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Finalment es resolien els RNAs en un gel d’agarosa al 0,8% per valorar la seva
qualitat. Si era correcta es procedia a la quantificacid a |'espectrofotometre i es
diluien a 5 ng/ul en aigua.

4.5. Hibridacié genomica comparada (CGH, de lI'anglés Comparative
genomic hybridization)

a) Introduccid a la técnica

La CGH és una hibridacio in situ damunt de cromosomes metafasics de quantitats
iguals de DNA total de dues mostres marcades de diferent manera (Kallioniemi et
al., 1994; Kallioniemi et al., 1993). Es tracta de marcar el DNA d’una mescla de
cél-lules tumorals amb un fluorocrom, i el DNA d'una mostra de referéncia amb
un altre fluorocrom, i s’hibriden sobre cromosomes metafasics normals. Aixi
podem visualitzar i mapar sobre els cromosomes la quantitat relativa del DNA del
tumor respecte la referéencia. L'objectiu d’aquesta tecnica és identificar regions
cromosomiques amb un increment del nimero de copies de DNA (guanys o
amplificacions), i d’‘altres amb una reduccié del nimero de copies (pérdues).
D’aguesta manera es poden reconeixer regions dels cromosomes on hi hagi
possibles oncogens (regions amb guanys), o d‘altres on es pot pensar la
preséncia putativa de gens supressors de tumors (regions amb pérdues) (Figura
12).

La mesura de la senyal de fluorescéncia resultant de la hibridacié es fa mitjangant
un sistema d’analisi de la imatge digital. Amb I'ajuda d’un software obtenim les
intensitats netes dels dos fluorocroms, després de restar-li la senyal de fons, aixi
com la rad de les intensitats netes al llarg de tots els cromosomes, des de I'1p
fins I’Xq. La resolucié de la técnica és de 10 Mb.

control

NAVAVA.

tumor

WAVAVAS

Figura 12. Esquema de la CGH (hibridaci6 genomica comparada). La técnica es basa en la
hibridacio de quantitats iguals de DNA normal (en aquest cas de color verd) i tumoral (en aquest
cas de color vermell). Aixi, quan hi ha la mateixa quantitat de la mostra d’estudi i del control,
veurem els cromosomes tenyits de color groguenc, quan predomini el DNA tumoral, es veura de
color vermell (i parlarem de guany cromosomic), i quan hi hagi menys quantitat de la mostra
tumoral en relacié a la normal es veura de color verd (i parlarem de pérdua cromosomica).
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La CGH es basa en una técnica anterior com és el FISH (de I'anglés, Fluorescnce
in situ hybridization), perd amb un abordatge totalment invers. Aixi, en un FISH

estem marcant una sonda de DNA especifica i coneguda i I'hibridem sobre
cromosomes de cél-lules tumorals. En canvi amb la CGH, hibridem tot el DNA
d'una mostra, format per seqliéncies anonimes i desconegudes sobre

cromosomes metafasics normals. D’aquesta manera tenim informacié de |'estat
global del genoma de la mostra en estudi, obtenint un perfil de totes les regions
cromosomiques guanyades i perdudes. Amb |'actual coneixement de la seqiéncia
del genoma huma i de la seva localitzaci6 subcromosdmica, aquesta informacié
ens pot ser molt util per tal d’identificar quins gens hi ha en les regions alterades.
Com que la resolucié de la técnica és de 10 Mb, sera necessari buscar el gen o
gens candidats emprant altres tecniques com poden ser el FISH, o la PCR
quantitativa. Es un abordatge una mica arriscat, perque en un fragment de 10 Mb
hi poden haver molts gens. Perdo d’aquesta manera, si es confirma el guany,
amplificacié, o pérdua d’un gen determinat es pot postular la relacié entre aquest
i el procés tumoral.

Aplicacions

. caracteritzacié de llocs recurrents (o llocs calents, de I'anglés hot spots) de
reorganitzacions genomiques desequilibrades.

. definici6 de nous gens implicats en el procés tumoral (Sakakura et al.,
2001).

. analisi de la progressio i I'evolucié clonal dels tumors (Heselmeyer et al.,
1996).

. classificacio dels tumors (Chibon et al., 2003).

. estudi i caracteritzacido de models per a I'estudi del cancer com sén les linies
cel-lulars existents de diferents tipus de tumors (Ribas et al., 2003).

. diagnostic de determinats tipus de tumors. Es aixi en leucémies i limfomes,
perque gracies a la CGH es poden detectar canvis quan l'activitat mitotica
d’aquestes cel-lules és baixa i no es podrien estudiar mitjancant Ia
citogenética convencional. Cal assegurar-se que més del 50-70% de les
cel-lules de la mostra sén d’origen tumoral (Ried et al., 1999).

. pronostic dels tumors: els resultats de CGH s’han correlacionat amb la
superviveéncia dels pacients, arribant a la conclusié que un major nombre
d’alteracions genetiques resulta amb una major agressivitat del tumor
(Visakorpi et al., 1995).

Avantatges

« només calen 800 ng de DNA.
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. la dificultat en I'estudi dels tumors solids mitjancant la citogenética classica
degut a que és molt dificil o impossible d’obtenir metafases, es pot
solucionar gracies a la CGH. Aquests tumors presenten moltes reorganit-
zacions desequilibrades, per tant aquesta técnica ens permet estudiar el seu
perfil genétic. Podem parlar de l'obtencié d'un fingerprint (0o empremta
genetica) dels cromosomes per cada mostra.

. la possibilitat d’estudiar un gran nombre de mostres, i fer un screening (o
cribratge) dels canvis en el nimero de copies de seqliencies de DNA de
series de tumors grans, degut a la facilitat de la técnica.

. proporciona el mapatge directe d’aquelles regions guanyades o perdudes.

Inconvenients

. degut a I'heterogeneitat del tumor pot ser que només unes quantes cel-lules
presentin canvis en el niumero de copies. Si aquests guanys o péerdues no
estan presents en més del 50% de les cél-lules no seran detectables per la
tecnica de la CGH (Ried et al., 1999).

. el mateix problema tindrem si hi ha contaminacié de teixit normal, cosa que
es pot evitar mitjangant l’enriquiment de cel-lules tumorals per micro-
disseccié.

. tampoc podrem detectar les translocacions equilibrades, inversions, ni
reorganitzacions cromosomiques petites, ja que només estem estudiant el
contingut total de DNA d’una barreja de cel-lules tumorals en referéncia a un
control normal.

. no ens informa de la ploidia de les cel-lules en estudi, ja que com s’ha dit
estem mirant el contingut total de DNA en relacié al control, i en la
preparacié de les mostres s’igualen les quantitats de DNA del cas d’estudi
respecte la referencia per tal que siguin comparables. En aquest cas la millor
solucié és utilitzar altres tecniques alternatives amb aquesta finalitat, com
son la citogenetica convencional o la citometria de flux.

. les regions centromeriques, i les regions heterocromatiques dels
cromosomes 1, 9, 16, 19, i 22 no es poden valorar degut a lelevat
polimorfisme en el nUmero de copies entre diferents individus.

b) Protocol

Per dur a terme una hibridaci6 de CGH necessitem marcar les dues mostres
control i tumor (sondes) per una banda, i preparar els portes amb les extensions
de cromosomes metafasics, per l'altra. A la Figura 13 estan esquematitzats els
diferents passos a seguir.
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Preparacio de les Preparacio del
metafases DNA genomic
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Marcatge del DNA
control i tumor

HIBRIDACIO
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CAPTURA de les imatges

l

Analisi de les imatges

Figura 13. Esquematitzacio grafica dels passos a seguir per fer una CGH.

Marcatge del DNA
Utilitzem el Nick Translation Kit de la casa Vysis, Inc. Per cada cas es marquen
800 ng de DNA genomic del tumor amb el fluorocrom vermell, i DNA genomic de
sang periferica amb el fluorocrom verd, que fem servir de control.

En un volum final de 50 pl es fa la seglient mescla per a la reaccié

de marcatge:

Taula 11. Marcatge de les sondes de la CGH.

mescla: H,0 lliure de nucleases 20,5 - X ul
DNA (800 ng) X ul
dTTP 0.1 mM 5l
dNTP a 0.1 mM cada un (dATP, dCTP, dGTP) 10
Buffer 10x?! 5 pl
SpectrumGreen dUTP o bé Red dUTP? 2,5 ul
enzim nick translation® 7 ul

condicions de la reaccié: 1 horai 15 minuts a 16 °C
10 minuts a 70 °C

"DNA polimerasa |, DNasa | en 50% de glicerol, 50 mM Tris-HCI pH 7,2, 10 mM MgSQ,, 0,1
mM DTT, 0,5 mg/ml, que se subministra amb el seu tampd concentrat 10 vegades (500 mM
Tris-HCI, pH 7,2, 100 mM MgSQO,, 1TmM DTT) de la casa Vysis, Inc. 2 Fluorocroms de la casa

Vysis, Inc.

En aquest punt es pot aturar el protocol i guardar els tubs a la nevera fins
I'’endema o bé continuar amb els seglients passos.



- 60 - Materials i metodes

Precipitacio de les sondes

Ajuntem els 50 ul de la mostra procedent del tumor i els 50 ul de la mostra
control

Afegim 10 pl (10 pg) de DNA Cot-1 huma (1mg/ml) (Invitrogen, Life
Technologies)

Afegim 10 pl d'acetat sodic 3 M (0,1 volums)

Afegim 300 pul d’etanol al 100% fred (2,5 volums)

Ho deixem precipitant fins al dia seglent a la nevera a 4 °C

L'endema ho centrifuguem 12 minuts a 12000 rpm a temperatura ambient
Decantem el sobrenedant i deixem assecar el pellet a 37 °C

Ho resuspenem amb 12 ul de solucié A (50% formamida desionitzada i 50%
MASTER MIX: 20% dextra sulfat en 2x SSC)

Preparaci6 de les metafases

Descongelar les extensions metafasiques normals de limfocits de sang
periferica (Vysis, Inc.), passant-les del congelador a la nevera, i després a
temperatura ambient.
Cada portaobjectes conté dues extensions, a dret i esquerra, per aixo fem
una ratlla separadora al mig amb un llapis de diamant per distingir les dues
arees.
Incubar el porta 5 minuts en una solucié desnaturalitzant a 70 °C dins d’una
cubeta Coplin. SOLUCIO DESNATURALITZANT:
49 ml de formamida
7 ml de 20x SSC pH
14 ml aigua mQ
Deshidratar els portes passant-los 2 minuts en les segilients solucions i en el
seglient ordre (també s’utilitzen Coplin):
ler) etanol al 70% fred
20n) etanol al 90% fred
3er) etanol al 100% fred
Deixar assecar a temperatura ambient davant d’un ventilador.

Hibridacié

Desnaturalitzar la sonda 5 minuts a 70 °C.

Posar tot el volum (els 12 ul) a cada una de les meitats del portaobjectes.
Posar un cobreobjectes de 22x22 mm al damunt de cada extensi6o de
cromosomes i segellar tot el seu perimetre amb pega per evitar |'evaporacio
de la sonda.
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« Incubar dins d’'una cambra fosca i humida a 37 °C durant 36 o 72 hores (de
2 a 3 nits).

Rentats

« Retirar els cobreobjectes i la pega amb cura.

. Rentar durant dos minuts a 70 °C amb una solucié de SSC 0,4x i Tween-20
al 0,3%.

. Rentar durant 2 minuts a temperatura ambient amb una solucié de SSC 2x i
Tween-20 al 0,1%. (Aquests dos rentats es fan dins d'un Coplin i es van
agitant els portaobjectes amb I'ajuda d’unes pinces).

. Deixar assecar davant d’un ventilador.

« Un cop sec posar una gota de DAPI II/Antifade (4.6-diamidino-2-fenilindol
dihidroclorid, a 0,1 ug/ml, de Vysis, Inc.) a cada una de les arees on hi ha
les extensions de cromosomes i posar un cobreobjectes damunt. Aquesta
ultima tincidé tenyeix les bandes dels cromosomes i ens servira per tal de
poder-los identificar.

Un cop acabat ja es pot mirar al microscopi de fluorescéncia amb els filtres
corresponents per veure els tres fluorocroms: Sepctrum Red, Spectrum Green i
DAPI.

Captura i analisi de les imatges

MICROSCOPI: Olympus Optical BX51, Hamburg, Germany.
PROGRAMARI: Cytovision Ultraworkstation (Applied Imaging, Sunderland, UK).

Es busquen aquelles metafases on tots els cromosomes estiguin ben estesos i
amb el minim nombre possible de solapaments, i que alhora presentin una bona
tincio amb els tres colors (verd, vermell i DAPI). Es capturen les imatges dels tres
canals i després s’analitzen mitjancant el programa Cytovision. Resumint cal
seguir els segients passos:

. fer el cariotip de cada metafase amb la imatge marcada amb DAPI.

. corregir els eixos dels cromosomes.

. analitzar com a minim 10 metafases per cada cas i obtenir la mitjana
resultant dels canvis entre els dos canals en forma de perfil de les
alteracions damunt de cada cromosoma (fent la raé del canal vermell/verd).

. avaluacié dels perfils de cada cas.
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c) Analisi de les dades

S’introdueixen en una fulla de calcul d’Excel els resultats de guanys i perdues en
valors numeérics de la seglient manera:

+1 guany
-1 perdua
0 no canvi

Cada brag de cromosoma és introduit a la taula independentment, a excepcid dels
cromosomes 13, 14, 15, i 19 on només considerem el brag llarg. Aixi els camps
d’estudi son els seglients:

ch01pchO1q ch02p ch02g ch03p ch03q ch04p ch04g chO5p chO5q
ch06p ch06q ch07p ch07q <ch08p ch08q ch09p ch09g <ch10p chi10qg
chllpchliq ch12p chl12q chi13 chi4 ch15 chl6p chl6q ch17p
ch17qch18p ch18q ch19 ch20p ch20q chxp chxq

Les amplificacions sén considerades a part, perque els mecanismes subjacents al
guany d'un bragc de cromosoma sén diferents al d'una amplificacio. Aixi
estudiarem aquests dos successos de forma independent.

Totes les analisis estadistiques es van fer amb el paquet estadistic SPSS per a
Windows, versi6 9.0 (SPSS, Inc.).

Els clusters es van fer amb el programa estadistic R (http://www.r-project.org/).
Per a més detalls veure l'apartat 4.9. de I'analisi estadistic.

4.6. PCR quantitativa (QPCR)

Amb [l'objectiu d’identificar el gen candidat d'una de les zones amplificades
recurrentment a la série de 50 casos es va utilitzar la PCR quantitativa. Aquesta
técnica ens permet monitoritzar a temps real els cicles d’amplificacié d’una
seqliencia mitjancant la utilitzacié de fluorocroms a la reaccié, de manera que es
quantifica el nUmero de copies inicial de DNA.

Hi ha diferents métodes que es basen en la utilitzacié de fluorocroms inespecifics
de la doble cadena de DNA com el SYBR® Green, o bé en la utilitzacié de sondes
especifiques pel gen que estem estudiant. Nosaltres vam escollir aquesta segona
aproximacio. I concretament vam utilitzar el sistema anomenat Tagman (Applied
Biosystems), que s’aprofita de l'activitat 5-exonucleasa de la DNA polimerasa.
Breument, es tracta de dissenyar uns oligonucledtids que amplifiquen un
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fragment del gen d’interés, alhora que s’utilitza una sonda que hibrida amb una
part de la zona amplificada. Aquesta sonda esta associada a la part 5 a una
molecula fluorescent que emet en una determinada longitud d’ona. I a la part 3’
hi ha una altra moléecula (quencher, en anglés apagar) que inhibeix I'emissié de la
fluoresceéncia. Aixi, mentre la sonda esta intacta no s’‘emet fluorescéncia (Figura
14). A cada cicle de la PCR, la sonda es pot unir a la cadena senzilla quan se
separa el dsDNA, i en el pas de la sintesi de la cadena nova, s’hidrolitza la sonda
per l'activitat exonucleasa i s’allibera el fluorocrom donant un pic de
fluorescencia. Aixi a cada cicle, com que s’incrementa la quantitat de cadena
motlle nova de forma exponencial, també s’incrementa la quantitat de
fluorescencia emesa en el pas de l'allargament o sintesi. Aquesta senyal és
directament proporcional al nombre de molécules present al final de cada cicle
d’amplificacié.
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Figura 14. Esquema del métode de PCR quantitativa Tagman (vegeu el text).

La manera de quantificar el resultat és a partir de la definicid del valor Ct (de
I'anglés, treshold cycle): cicle a partir del qual la senyal de fluorescencia comenga
a ser exponencial. Aixi, com més quantitat de DNA motlle hi hagi a l'inici de la
reaccid, menys cicles tardara a arribar al seu Ct. I aquest valor es pot traduir a
un resultat quantitatiu si construim una recta patr6 amb una mostra de
concentracié coneguda.

Per poder calcular les vegades que un gen esta guanyat, necessitem un control
intern d’'un gen no amplificat. Nosaltres vam estudiar el gen de la ciclina D1
(CCND1) a nivell del DNA, i com a control de no amplificacié el gen de la B2-
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microglobulina. Alhora, calculem els resultats en funcié d’'un cas control que no
presenti amplificacié. Per tant, la diferéncia del nidmero de cicle en el qual
comenca l'amplificacié exponencial (Ct) entre dues mostres es pot expressar en
valors relatius del DNA inicial. Els calculs que fem sén els seglients:

Ct CICLINA D1 — Ct B2M = dCt

00Ct = OCt problema — 8Ctcontrol

contingut de DNA = 266Ct

Per tant, quan no hi ha guany ni pérdua el d33Ct és zero, i el contingut de DNA
normal sera 2°=1. Alhora de determinar els llindars de canvi vam utilitzar 10
casos que no presentaven cap canvi al cromosoma 11 (on es localitza el gen
CCND1), ni al 15 (on es localitza el gen de la B2M). D’'aquesta manera vam
establir que a partir d’'un contingut de DNA d’1,6 podiem parlar de guany, i a
partir de 0,4 de péerdua (vegeu l'apartat de Resultats).

Aixi i tot, préviament, per poder quantificar el DNA inicial necessitem assegurar-
nos que la cinetica de la reaccié d’amplificacié segueix una resposta lineal; com a
minim dins un rang conegut de concentracions, amb el qual després haurem de
treballar. Per aix0 abans d’estudiar les mostres vam construir una recta patré per
diferents concentracions conegudes amb els dos gens, el d’estudi i el de control
(Figura 15). La pendent de la recta en ambdds gens difereix només en 0,1, i per
tant es poden comparar els resultats obtinguts entre aquests dos gens per fer els
calculs pertinents.

40 ¢ 400 G
.
= 35 35
\ . \‘\‘ »
2 . BM 5 + QaINaDL
2 2
- — Lineal (B2M) - — Lineal (QILINADY)
15 15
10 10
y=-37x + 184 y=-38x+17,1
5 5
> R’=0,99 > R’=0,99
0 0
6 5 4 3 2 1 0 6 5 4 3 2 1 0

Figura 15. Recta patréo dels gens p2-microglobulina i ciclina D1. Es representa la
concentracio en l'eix de les abscisses i el valor de Ct en I'eix de les ordenades. Es van
utilitzar 4 dilucions per triplicat: 20 ng/ul (-1), 2ng/ul (-2), 0,2 ng/ul (=3), 0,02 2ng/ul (-4), i
0,002 ng/ul (-5).
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Vam utilitzar el termociclador d’ABI Prism 7700 (Applied Biosystems). Les PCRs
es feien en un volum final de 25 ul i per triplicat. Les condicions de les dues PCRs

eren les seglients:

Taula 12. Condicions de la PCR quantitativa pel gen ciclina D1.

oligonucledtids: forward 5'- CCATGAACTACCTGGACCGCT -3'
reverse 5’- CAGCTGCAGGCGGCTCT -3’

sonda: 5'- CCTGTCGCTGGAGCCCGTGAAA -3’

mescla: H,0 8 ul
Master Mix 2x? 12,5 ul
forward a 10 uM? 0,75 ul
reverse a 10 pM? 0,75 ul
sonda’® 1 pl
DNA (40 ng) 2 ul
condicions de la PCR: 10 min a 95 °oC
15 sec a 95 °C
1 min a 60 °C 40 cicles

'TagqMan® Universal PCR Master Mix, que conté 'enzim AmpliTagq Gold® DNA
polimerasa, AmpErase®UNG, dNTPs amb dUTP. 2Oligonucleétid de Invitrogen,
Life Technologies. *Sonda TagMan® marcada amb el fluorocrom FAM de la casa

Applied Biosystems.

Taula 13. Condicions de la PCR quantitativa pel gen B2-microglobulina.

oligonucleotids: forward 5'- GGAATTGATTTGGGAGAGCATC -3'
reverse 5'- CAGGTCCTGGCTCTACAATTTACTAA -3’

sonda: 5’- AGTGTGACTGGGCAGATCATCCACCTTC -3’

mescla: H,0 8 ul
Master Mix 2x?! 12,5 pl
forward a 10 uM? 0,75 ul
reverse a 10 uM? 0,75 l
sonda a 5 pmol/ul® 1 pl
DNA (40 ng) 2 ul

condicions de la PCR: 10 min a 95 °oC

15 sec a 95 oC
1 min a 60 °C 40 cicles

1TaqMan® Universal PCR Master Mix, que conté I'enzim AmpliTag Gold® DNA
Eolimerasa, AmpErase®UNG, dNTPs amb dUTP (Applied bisosystems).
Oligonucledtid de Invitrogen, Life Technologies. *Sonda TagMan® marcada amb
el fluorocrom VIC de la casa Applied Biosystems.
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4.7. RNA Arbitrarily Primed PCR (RAP-PCR)

a) Introduccid a la técnica

La RAP-PCR és una técnica de fingerprint que permet detectar canvis d’expressié
genica que va ser introduida per Welsh I'lany 1992 (Welsh et al., 1992). Es basa
en el métode descrit anteriorment també per Welsh i McClelland I'any 1990 de
I’AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR), usat per amplificar seqiiéncies de DNA (Welsh i
McClelland, 1990). La diferencia en aquest cas és que partim de I'RNA total d'una
mostra.

La RAP-PCR té molts avantatges enfront d’altres metodes de deteccié d’expressio
diferencial de gens, ja que és una técnica facil, calen pocs ng d’'RNA, i ens ddna
informacié dels patrons generals d’expressié génica entre diferents tipus de
mostres. D’aquesta manera permet |'estudi de molts casos simultaniament d’una
manera senzilla i rapida.

Breument es basa en la utilitzacié d’'un oligonucleotid arbitrari per a la sintesi de
la primera cadena (el cDNA) a partir de I'RNA total o missatger. En aquest pas de
la transcripcid inversa estem fent una seleccié d’aquelles seqliencies d’/RNA que
tinguin una millor homologia amb I'oligonucledtid escollit. A continuacié se
sintetitza la segona cadena mitjancant I'amplificaci6 del cDNA amb el mateix
oligonucleotid. En aquest segon pas se segueix la mateixa estratégia que I'AP-
PCR, amb cinc cicles d’amplificacié inicials de baixa astringéncia, durant els quals
I'oligonucleotid es pot unir a multiples llocs del cDNA amb més o menys
homologia. En aquests primers cicles se sintetitzen diferents productes de PCR
gue incorporen la mateixa seqliéncia de l'oligonucledtid a l'altre extrem. A
continuacié s'augmenta la temperatura durant 35 cicles més d‘alta astringéncia i
s'acaben d’amplificar tots els fragments. El producte resultant es pot resoldre en
un gel d’acrilamida obtenint un patré de bandes discretes (fingerprint). Tots els
productes amplificats tindran als dos extrems la mateixa seqliéncia
(complementaries) de I'oligonucleodtid utilitzat. I cada oligonucleotid té el seu
patré caracteristic d’'unes 50 a 100 bandes, i s‘amplifiquen fragments de 50 a
2000 parells de bases aproximadament (Figura 16).

Avantatges

L'aspecte més interessant és que la RAP-PCR és semiquantitativa, és a dir, ens
informa de la quantitat relativa d’una seqliéncia. Aix0 s’aconsegueix gracies a la
competicid que s’estableix entre tots els possibles llocs d’unié de I'oligonucleotid,
permetent que una diferéncia d’intensitat en el gel sigui el reflex de I'abundancia
relativa de les seqliencies de cDNA inicials. D’aquesta manera podem comparar
dues mostres i veure quines bandes estan sobreexpressades o infraexpressades
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en un teixit tumoral respecte la seva parella de mucosa normal. Per tant, d'una
manera facil podem identificar una gran quantitat de marcadors tumorals.

RNA total o missatger Primera seleccié de determinats RNAs

E— Transcripcio inversa =

S Segona seleccié

- 5 cicles de baixa astringéncia
- 40-50 °C

35 cicles d’alta astringéncia

5560 °C

p __—_‘_::___ﬁ__,zﬂ—._-:

PATRO DE BANDES — =17
del primer pUG (fingerprint)

Figura 16. Esquema del procés d’amplificacié de 'RNA mitjangant RNA Arbitrarily Primed PCR (RAP-PCR).

Limitacions

L'Unic inconvenient que hi ha és que estem treballant amb seqiéncies anonimes
(bandes), i per tant, per tal de verificar quin és el gen que esta formant una
banda discreta al gel, s’haura de clonar i seqlienciar. Actualment, aix0 no és gaire
problema gracies a la senzillesa d’aquestes tecniques. Amb |'objectiu de confirmar
gue la seqliéncia clonada és la correcta, es pot fer un Southern Blot del
fingerprint utilitzant com a sonda el clon marcat radioactivament.

El nostre abordatge

En aquesta tesi I'estratégia ha estat una mica diferent. El pas de la RAP-PCR s’ha
fet amb I'objectiu d’amplificar I'RNA de les mostres d'una manera semi-
guantitativa per després poder marcar i hibridar aquest producte sobre
microarrays de cDNA. El nostre interés era obtenir patrons de bandes prou rics en
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numero de seqliencies per tenir una maxima representativitat del transcriptoma
de la cél-lula. Tot i aixi, hem de tenir en compte que estem fent una seleccid
d’'una part de tots els gens que s’estan transcrivint a la cél-lula en un moment
determinat. Amb l'avantatge que alhora estem enriquint la mostra amb RNAs que
es trobin a baixes concentracions, perd que tinguin una bona homologia amb
I'oligonucleotid escollit. Aixi podrem detectar canvis d’expressié subtils de gens de
baixa expressid, que d’altra manera no podriem estudiar (Taula 14).

Taula 14. Us de mostres de complexitat reduida enfront cDNA total en estudis
d’expressio genica per arrays.

Avantatges Limitacions

« Sense biaix entre mRNAs rars i comuns

+ Solapament entre oligonucleotids del 20% al * Sense resposta lineal
40%
* Per tenir la representacié de més del 90%
: del transcriptoma es requereixen entre 5 i
transcriptoma 6 RAP-PCRs per mostra
* Poc requeriment de material: ~1ug RNA total
permet fer més de 20 experiments

* Es pot estudiar fins un 40%-60% dels gens del

+ Elevada sensibilitat i especificitat

Disseny de I'experiment

De cada cas es feien dues reaccions de transcripcié inversa (RT, de l'anglés
Reverse transcription) en el pas de la sintesi de la primera cadena de cDNA. A
continuacié de cada un dels dos tubs es feien tres répliques en el pas de la sintesi
de la segona cadena i amplificacié (Figura 17).

/ RAP1 / RAP1

RT1—— RaAPpP2 RT1——> RAP2

/ \ RAP3 / ™~ RAP3
teixit NORMAL / RAP1 teixit TUMORAL\ /RAPl

RT2—>RAP2

\ RT2 < RAP2

RAP3 RAP3

Figura 17. Esquema del disseny experimental dut a terme amb les 50 mostres de I'estudi.
RAP: RAP-PCR.
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A continuacié es purificaven els productes de la RAP-PCR i es resolien en gels
d’acrilamida al 6% per comprovar que el patré6 de bandes era correcte. Es
barrejaven tots els productes de les repliques del teixit normal per una banda i el
tumoral per l'altra, i es procedia al marcatge per a fer la hibridaci6 sobre
microarrays. Més endavant en aquest capitol s’expliqguen els protocols
detalladament.

b) Protocol

Transcripci6 inversa

La reaccié de sintesi del cDNA es va fer a partir de les dilucions d’'RNA a 5 ng/ul i
en un volum final de 20 ul. Les condicions de la reaccio i I'oligonucleotid utilitzat
foren les segients:

Taula 15. Condicions de la transcripcio inversa amb I'oligonucleotid pUG.

oligonucleodtid pU6: 5'- GCTTCTGACTTATTCTTGCTCTGAG -3'

mescla: H,0 0,4 ul
Buffer 5x1! 4l
dNTP 5 mM de cada un? 2 ul
DTT? 2 ul
pU6 a 100 uM? 0,1 pl
Inhibidor RNases* 0,5 ul
M-MLV Reverse Transcriptase! 1ul
RNA a 5 ng/ul 10 pl

condicions de la PCR: 1 hora a 37 °C
5 min a 95 °C

"Transcriptasa inversa de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV RT) a 200 U/ul, que se
subministra amb el seu tamp6 concentrat 5 vegades (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCI, 15
mM MgCl,) i 0,1 M DTT (Invitrogen, Life Technologies). > dNTP: desoxiribonucleotids trifosfat
(Amersham Biosciences Corp). *Oligonucledtid de Invitrogen, Life Technologies “RNA Guard™
(inhibidor porci d’RNases) a 30000 unitats/ml (Amersham Biosciences Corp).

Amplificacié mitjancant RAP-PCR

La reaccid d’amplificacié es va fer a partir del cDNA en un volum final de 50 pl.
Les condicions de la reaccié i I'oligonucleotid utilitzat foren les que apareixen a la
Taula 16.

Purificaci6 dels productes de la RAP-PCR

Vam utilitzar el kit CONCERT™ Rapid PCR Purification System (GibcoBRL, Life
Technologies) per tal de purificar el DNA i aixi eliminar totes les restes de la
mescla de la PCR. Es van diluir en aigua per tal de procedir amb el marcatge
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posterior. Abans pero, calia comprovar que la PCR havia funcionat bé mitjancant
I’electroforesi.

Taula 16. Condicions de la PCR amb l'oligonucleotid pUG6.

oligonucleotid pU6: 5'- GCTTCTGACTTATTCTTGCTCTGAG -3'

mescla: H,O0 33 ul
Buffer 10x* 5ul
dNTP 1 mM de cada un? 6 ul
MgCl,a 100 mM 0,5 ul
pU6 a 100 uM? 1l
Taq DNA polimerasa® 0,5 ul
producte de la RT 4 ul

condicions de la PCR: 1 min a 95 °C

1 min a 94 °C

45 sec a 40 °C 5 cicles
1 min 15 seca 72 °C

1 min a 94 °C

45 sec a 60 °C 35 cicles

1 min 15seca 72 °C
5 mina 72 °C

'DNA polimerasa Thermus aquaticus (Taq) que se subministra amb el seu tampo
concentrat 10 vegades (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM MgCl,, 0,1% gelatina) de la
casa Roche. > dNTP: desoxiribonucleotids trifosfat (Amersham Biosciences Corp).
®0ligonucleotid de Invitrogen, Life Technologies.

Electroforesi

Per tal de veure que els productes de la RAP-PCR s’havien amplificat bé, i que els
patrons eren els correctes, es resolien les mostres en gels de seqlienciacié
desnaturalitzants amb el 6% d’acrilamida i 8 M d’'urea. La composicid de la
mescla per fer el gel era la seglient:

« 51 mldeTBE 1,2%X iureaa9,4 M

« 9 ml de solucié al 40% acrilamida:bisacrilamida (29:1)

. més 600 ul de persulfat amonic al 10% i 25 ul de TEMED (N, N, N’, N’,-
tetra-metiletilen-diamina), que activen la polimeritzacié del gel

Els gels feien 50 cm de llarg, 30 cm d’ample i 0,4 mm de gruix. Abans de muntar
els vidres es tractaven de la seglient manera:

. al vidre gran s’hi escampaven 800 ul de SIGMACOTE (Sigma Chemical Co.),
una solucio repel-lent de silicona que evita que s’hi enganxi el gel.

. el vidre petit es tractava amb una soluci6 que contenia GORP (y-
metacriloxipropil-trimetoxisilan) de la casa Sigma Chemical Co. Aquest
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producte fa que el gel s’enganxi al vidre i aixi després es pot tenyir sense
perill que es trenqui degut a que aquests gels s6n molt prims. La composicio
de la solucié del GORP era la seglient:

75 ul d’acid acetic al 10%
2,5 ml d’etanol absolut
11 ul de GORP

S’escampava tot el volum damunt del vidre i es deixava actuar durant 5
minuts. A continuacié es netejava el vidre per treure l'excés i acabar-los
d’assecar amb etanol al 70%, i per ultim amb etanol absolut.

Finalment es munten els vidres amb els separadors de 4 mm de gruix i les pintes,
i se subjecten amb pinces. Cal deixar que el gel polimeritzi un minim de dues
hores.

Les mostres es diluien (1:4) amb el tampd desnaturalitzant de carrega DLB (93%
formamida desionitzada, 0.01 M EDTA, 0.01 M NaOH, 0.01% blau de bromofenol,
0.01% blau de xilen cianol). Es desnaturalitzaven a 95 °C durant 3 minuts, i a
continuacié es col-locaven en gel fins al moment de carregar-les per evitar que
renaturalitzessin.

Un cop el gel havia polimeritzat es muntava a al cubeta d’electroforesi que
s’'omplia amb TBE 1x (90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA) filtrat, i es feien precérrer
30 minuts a 80W per equilibrar el tampd de la cubeta i el gel. A continuacié es
carregaven 3 ul de cada mostra i es corrien unes 3 hores i mitja a 55W, fins que
I"4ltim blau (el xilen cianol) es perdia per I'extrem del gel.

Un cop finalitzada I'electroforesi se separaven els vidres amb cura, sabent que el
gel queda enganxat al vidre petit, i es procedia a la tincié de DNA mitjancant el
nitrat de plata.

Tincié de plata

Basat en el protocol descrit per Bassam (Bassam et al., 1991). Tots els passos es
fan dins d’'una cubeta on s’hi van afegint 1 litre de cada un dels reactius. Aquests
es poden arribar a reciclar fins a 5 vegades.

. Fixacié: 10 minuts en etanol al 10%.

. Oxidacié: 3 minuts en una solucié d’acid nitric a I'1%.

. Rentats: 2 rentats amb aigua destil-lada.

. Tincié: 20 minuts en una soluci6 amb nitrat de plata (AgNOs) a una
concentracio de 2 g/I.

. Rentats: 2 rentats amb aigua destil-lada.
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. Revelat: es fa amb una soluci6 de carbonat de sodi que es prepara al
moment en un litre d’aigua més 29.6 g de NaCO3
450 ul de formaldehid al 37%

Primer es posen dins la cubeta uns 250 ml de la solucié i s’espera a que
s’enfosqueixi degut a un precipitat marrd. Es llenga aquest volum i s’acaba
de posar la resta del liquid. Mentre anem barrejant es veu com van
apareixent les bandes de mica en mica.

. Aturar la reaccié: un cop les bandes sén prou nitides, i abans que
s’enfosqueixi massa el fons del gel, s'atura la reaccié amb una solucié d’acid
acetic al 10% durant uns 5 minuts.

. Rentat: es fa un rentat amb aigua per treure l'acid acéetic. I es deixa uns 10
minuts submergit en aigua per acabar d’eliminar-lo.

. Assecar i escannejar: es deixa assecar el gel a temperatura ambient i aixi es
pot escannejar sense que es faci malbé.

. Conservacio: es torna a posar el gel en una cubeta amb aigua un minim
d’'una hora perqué s’estovi. Es rasca amb I'ajuda d’un regle, quedant aixi el
gel tot cargolat, i dins d’'una cubeta amb aigua s’estén altre cop amb |'ajuda
dels dits. S’agafa (es pesca) damunt d'un paper de filtre intentant que quedi
llis i s'asseca al buit a 859C. D’'aquesta manera es poden guardar
permanentment.

4.8. Microarrays de cDNA

a) Introduccid a la técnica

La tecnologia dels arrays és una técnica que permet |'estudi massiu de molts gens
a nivell del seu RNA. Per microarray s'entén una matriu bidimensional de material
geneétic fixat en un suport solid. Breument i en general, es tracta de la
immobilitzacido de milers de sequéncies sobre les quals s'hibrida una mostra
complexa de cDNA marcat mitjancant diferents metodes possibles.

M'agradaria destacar el perquée de I'anglicisme array (en catala graella o matriu).
Es tracta de la disposicié dels gens diana seguint una graella ordenada de punts
en dues dimensions (Figura 18). D'aquesta manera s'aconsegueix miniaturitzar el
format classic dels Dot Blots i alhora es capgira el seu disseny, és a dir, es marca
la mostra més complexa i s'immobilitzen els gens o seqiencies d'interes. El
principal avantatge d'utilitzar el minim espai per posar el maxim de punts el
trobem en el fet de poder obtenir informacié de milers de gens alhora en un sol
experiment o hibridacié. La limitacid en aquest cas sera la técnica: robots més
precisos i puntes més fines permeten fer punts més petits i junts, ocupant menys
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espai. Tot aixd amb I'objectiu d'obtenir el maxim d'informacié amb el minim espai
i despesa possibles.

MOSTRA
BIOLOGICA

INFORMACIO
BIOLOGICA

Figura 18. Concepte d'un experiment en format de microarray. Una mostra és marcada amb
una molecula fluorescent o radioactiva i es fa reaccionar amb una série de molécules
ordenades en un suport solid. La localitzacié i mesura de les molécules unides a l'array
proporcionen informacio de la identitat i la quantitat del producte génic present a la mostra
d'estudi. El tipus d'informacio bioldgica obtinguda dependra de les mostres fixades en el
suport solid i de la mostra marcada en la fase liquida.

Classificacio de les microarrays

El format dels microarrays des del seu inici ha suposat una plataforma molt
flexible on I'aveng de la tecnica ha fet que n'apareguessin una gran varietat de
tipus i aplicacions. Es per aix0 que es poden classificar en base a diversos
parametres:

Taula 17. Possibles caracteristiques de diferents formats de microarrays.

CRITERI CARACTERISTIQUES NOM
suport e NO poros « suport rigid (vidre o plastic)
P ¢ poros « membranes
- . « oligonucledtids « Xips de gens
material immobilitzat . cDNA . arrays de cDNA

densitat de punts - alta *  microarrays
« baixa e macroarrays

impressio « generacié dels punts + Cinsitu’

o per diposit

Tipus de suport

Les hibridacions classiques desenvolupades als anys 70 utilitzaven membranes
flexibles de nitrocel-lulosa o nild, radioactivitat, i autoradiografies. En canvi, els
arrays, a part de les tecniques basades amb la radioactivitat també utilitzen
suports solids com el vidre, i un marcatge i sistema de deteccié basats en la
fluorescencia. En comparacié amb el format macroscopic dels experiments amb
filtres, la miniaturitzaci6 dels anomenats bioxips (per analogia als xips dels
ordinadors) representa una revolucidé en els analisis biologics.
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L'avantatge d'utilitzar superficies solides rau en el fet que no sén poroses, i
d'aquesta manera permeten la deposicié de petites quantitats de material en una
posicid molt precisa i definida. A diferéncia dels substrats com la nitrocel-lulosa,
on no es pot evitar la difusié del material i per tant no sén apropiats pels formats
microarray.

Els substrats no porosos també sén molt adients perque permeten I'Us de volums
molt petits de mostra. Les reaccions en volums petits redueixen el consum de
reactius i el cost, alhora que incrementen la concentracié d'acids nucleics reactius
de I'experiment unes 100.000 vegades en comparacié als metodes tradicionals.
Passem de tenir concentracions de l'ordre de 0,4-4 pM a 0,1-1 pM. L'elevada
concentracié accelera la cinetica de la reaccid, reduint el temps necessari per
obtenir una senyal de fluorescencia forta. A la Taula 18 es resumeixen les
caracteristiques dels dos formats, els filtres i els microarrays:

Taula 18. Comparacié dels dos tipus de suport dels arrays: el filtre i el vidre.

CRITERI FILTRE VIDRE
superficie porosa no porosa
substrat no uniforme uniforme
estructura flexible rigida
format semiparal-lel paral-lel
format en miniatura possible no si
compatible amb fluorescencia no si
concentracié de la mostra baixa alta
cinética de la hibridacié lenta rapida
volum del reactius gran petit

El seu format flexible permet alhora un gran ventall d'aplicacions, en funcio
principalment del tipus de sequéncies que fixem damunt del suport solid:

Taula 19. Aplicacions de les arrays.

TIPUS DE SEQUENCIA APLICACIO
cDNA - canvis d'expressio genica
- canvis d'expressio génica
oligos - mutacions puntuals
- SNPs

Avantatges i inconvenients de les microarrays

Sempre que apareix una nova tecnica, s’acull amb un optimisme a vegades
desmesurat. I aquest va ser el cas de les microarrays. La possibilitat d’estudiar
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tots els gens d’'una mostra en un sol experiment és molt atractiva. I en un inici es
publicaven articles sense que els resultats s’haguessin confirmat mitjangcant cap
altra técnica. Posteriorment, es va veure que molts dels gens escollits després del
cribratge per microarrays eren falsos positius i calia extremar molt bé els
parametres d’error de |'analisi estadistic. Per tant, si el que es vol és buscar gens
cal confirmar els resultats mitjancant altres tecniques, com poden ser la PCR
quantitativa, o el Northern blot.

Les fonts d’error poden ser moltes:

. hibridacioé creuada

. splicings alternatius

. contaminacié dels clons

. errors de seqlienciacid

. el fet que les condicions d’hibridacié sén iguals per a totes les
seqliencies de l'array, i per tant l'eficiencia d’hibridacié no sera igual
per a tots els clons

Per aixd, passada la novetat, s’han fet molts esforcos per tal d’estudiar la
reproductibilitat de la técnica. També hi ha hagut autors que han comparat els
resultats obtinguts mitjancant suports diferents, com sén els d’Affymetrix (basat
en oligonucleotids sintetics) i els de cDNA (Lee et al., 2003). En aquest cas, per
exemple, busquen aquells gens que donin el mateix resultat en tots dos suports, i
la concordanca global es defineix amb el parametre anomenat “coeficient de la
concordanca de concordances”.

Microarrays de cDNA

Els pioners en la utilitzacié de la técnica de les microarrays van ser el grup de
Patrick O. Brown l'any 1995 (Schena et al., 1995). Des d’aquell moment la seva
utilitzacié va anar creixent de forma exponencial. En aquesta tesi s’han usat
microarrays de cDNA, per aix0 em centraré en aquest format.

Les microarrays de cDNA s’elaboren a partir de llibreries de gens immobilitzats en
un portaobjectes de vidre. Cada punt individual de la graella conté el cDNA d'un
gen unic o un EST (de l'anglés, Expressed Sequenced Tag). Aquestes seqliéncies
son amplificades per PCR a partir d'una llibreria de clons. Soén varies les
companyies o consorcis que disposen d'un elevat nombre de clons que
representen la gran majoria de gens que s'expressen en una cel-lula. El gran
repte d'aquest tipus d'arrays és el control de les contaminacions en tot el procés
de clonatge, sequenciacio i amplificacid.

Actualment, molts laboratoris que es van afanyar a fabricar microarrays de cDNA
amb el maxim de gens possibles, estan reseqlienciant els clons dipositats als
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arrays per confirmar les dades que obtinguin a partir d'aquests. Es una feina
lenta, perd necessaria per obtenir uns resultats prou fiables i robustos.

Per altra banda, hi ha I'avantatge d'utilitzar clons de gens coneguts, aixi com EST
que encara no han estat estudiades. D'aquesta manera es poden fer troballes de
nous gens implicats en el procés objecte del nostre estudi.

Sonda i diana

Abans de continuar, és necessari aclarir un concepte de nomenclatura. La
confusié prové dels termes sonda i diana dins del context de la técnica dels
microarrays. En les hibridacions classiques, per exemple en un Southern Blot,
anomenem sonda al "nostre" gen marcat i en la fase liquida o lliure, i la mostra
fixada al suport solid és on hi ha la diana que és posada de manifest gracies a la
hibridaci6 amb aquesta sonda. En el cas dels microarrays d'expressid, en canvi, la
mostra marcada és la més complexa, el cDNA. Es per aixd que a partir d'ara quan
em refereixi a la sonda estaré parlant del cDNA; i en oposicid a aquesta tots els
gens immobilitzats en un suport solid seran les dianes. Es una decisié arbitraria
ja que en la literatura trobem I'Us de la paraula sonda (en anglés, probe)
indistintament tant per referir-nos al cONA com als gens que formen l'array.

El disseny experimental d'aquest tipus d'array es basa en la hibridacié conjunta
de dues mostres (control i estudi) marcades amb dos fluorocroms diferents. Aixi
les diferencies d’intensitat entre els dos fluorocroms representen diferencies
d’expressié del gen en questid. De forma general, se sintetitza el cDNA a partir de
I'RNA i es marca amb el fluorocrom en una segona reaccié (marcatge indirecte).
També es pot marcar directament en el pas de I'RT (de l'anglés, Reverse
Transcription). Existeixen diferents kits i fluorocroms al mercat.

Amplificacio de I'RNA

El principal problema que cal tenir en compte és la quantitat d’'RNA necessari per
marcar i hibridar, que sera el pas més limitant per I'aplicacié d’aquesta tecnica. I
més tenint en compte que sovint les mostres d’estudi sén biopsies humanes
petites i de les quals no es pot extreure una gran quantitat d’'/RNA. El marcatge
tipic per fer una hibridacidé requereix una quantitat de 2 a 4 pg d’/RNA poli(A)* o
de 25 a 50 pug d’RNA total. Es per aixd que també s’han elaborat estratégies per
tal d’amplificar I'RNA mitjancant el promotor T7 de I'RNA polimerasa (Van Gelder
et al., 1990). Es tracta de fer la sintesi del cDNA mitjancant un oligonucleotid
sintétic (dT) que conté el promotor T7. A continuacié es degrada la cadena de
I'RNA amb I'RNasa H, i se sintetitza la cadena complementaria amb la DNA
polimerasa d’E. coli, obtenint DNA de doble cadena (ds cDNA). L'RNA amplificat
(aRNA) s’obté mitjancant la transcripcié in vitro usant I'RNA polimerasa de T7. Els
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productes amplificats fan entre 0,2 kb i 6 kb. Amb una sola ronda d’amplificacio
es pot arribar a produir un increment d’entre 200 i 700 vegades més de producte.
S’han fet diferents estudis per tal de verificar la concordanga entre les mostres
amplificades i les no amplificades (Zhao et al., 2002). Arribant a la conclusié que
el coeficient de correlacié mitja entre mostres amplificades i les que no és del
0,82. Paral-lelament, menys d'un 4% dels gens que presenten un canvi de dues
vegades o més son diferents comparant els dos protocols.

En aquesta tesi, es va escollir un altre métode per tal d’amplificar la quantitat
d’'RNA de partida, la RAP-PCR (de l'anglés, RNA Arbitrarily Primed PCR). Aquesta
técnica ens permet allargar la quantitat de mostra aixi com disminuir la seva
complexitat. La informaci6 que ens déna no és la mateixa, perd si
complementaria.

Aguesta nova aproximacié s’ha posat a punt i s’ha validat en el nostre laboratori,
tal i com es descriu a l'article de I'annex II (Grau et al., 2005).

b) Esquema del métode seguit

PREPARACIO DEL XIP PREPARACIO DE L'RNA
ém assiva d’una llibreria de . Purificacié de I'RNA de les
clons (Research Genetics) Portaobjectes tractats dues mostres d’estudi

v l

Purificacié i preparacidé de . -
les PCRs en plaques de 384 Amplificacié per RAP-PCR

Marcatge per Kleenow Fragment

IMPRESSIO dels portes amb 4608
\ clons diferents per duplicat = 9216 /
L

Universitat de Yale
Hu-4.6K

HIBRIDACIO conjunta dels dos cDNA dins una cambra
humida a 65 °C durant 14-16 hores i rentats

Figura 19. Esquema general del material necessari per dur a terme una hibridacié sobre
microarray.

Disseny de I'experiment

Es van hibridar els 50 casos de la segiient manera:

1) el teixit normal marcat amb Cy3 i el teixit tumoral aparellat marcat amb
Cy5.

2) una mescla de teixits normals marcat amb Cy3 (referéncia) i el tumor
marcat amb Cy5.
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N -T1

Ref -T1

HU4.6K-1560

Figura 20a. Esquema de les hibridacions.

D'aquesta manera cada tumor s’hibridava dues vegades, amb la seva parella
normal i amb una mostra de referéencia, que sempre era la mateixa per tots els
casos. Aixi, amb aquesta doble estratégia, es tenia el tumor hibridat per
duplicat, i alhora ens permetia estudiar dues vessants del grup de 50 casos:

1) les diferencies d’expressid entre el teixit normal i el tumoral. Que ens permet
veure quins sén els gens importants per a la progressio del tumor.

2) les diferéncies d’expressidé entre els 50 tumors. Aixi podem estudiar els perfils
d’expressio del grup i fer noves classificacions.

c) Protocol

Marcatge de la sonda

El producte de la RAP-PCR purificada es marcava mitjangant el kit BioPrime® DNA
Labeling System (Invitrogen, Life Technologies). S’usa un protocol modificat
descrit per Pollack I'any 1999. Breument es tracta de marcar les seqiéncies
mitjancant I'enzim Klenow Fragment que incorpora els nucledtids marcats amb
fluorescencia. Encara que l'objectiu no és el d’amplificar, hi ha una sintesi neta de
DNA d’entre 10 i 40 vegades de la mostra original. A la Taula 20 es detallen els
reactius necessaris per al marcatge.

Al final teniem un volum de 55 ul de sonda marcada, juntament amb totes les
restes de nucleotids i fluorocroms no incorporats. El seglent pas necessari era la
purificacié per tal d’eliminar totes aquestes restes.

Purificaci6é dels productes marcats

Vam utilitzar el kit CONCERT™ Rapid PCR Purification System (GibcoBRL, Life
Technologies) per purificar la sonda i aixi eliminar totes les restes de la mescla
del marcatge. Els productes resultants de les sondes es van diluir en 50 pl d'aigua
per tal de procedir a la hibridacié sobre les microarrays de cDNA.
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Taula 20. Condicions del marcatge per Klenow Fragment.

oligonucleotid: octamers arbitraris

mescla: producte de la RAP purificada 21 ul
Random Primer Solution 2,5x! 20 pl

5 minuts a 95 °C i mantenir en gel mentre s’afegeix la resta de reactius

dNTP (1,2 mM dATP, dGTP, dTTP, 0,6 mM dCTP)? 5 ul
enzim Klenow Fragment! 1 pl
dCTP-Cy3 o dCTP-Cy53 3ul

condicions del marcatge: 2 hores a 37 °C

al final s’afegeixen 5 pl de I'Stop Buffer! per aturar la reaccié

' Klenow Fragment (fragment gran de la DNA polimerasa 1) a 40 U/ul en 50 mM fosfat de
potassi pH 7, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 50% glicerol, que se subministra amb la mescla de
nucleotids Random Primers Solution 2.5x (125 mM Tris-HCI pH 6.8, 12.5 mM MgCl,, 25
mM 2-mercaptoetanol, oligodesoxi-ribonucledtids a 750 pg/ml (octamers arbitraris)) i
I'Stop Buffer (0.5 M Na,EDTA pH 8) (Invitrogen, Life Technologies). 2 dNTP:
desoxiribonucleotids trifosfat (Amersham Biosciences Corp). * Fluorolink™ Cy3-dCTP o
Cy5-dCTP (5-Amino-propargil-2’-deoxicitidina 5’-trifosfat conjugat al fluorocrom Cy3 (Cy3-
AP3-dCTP) o Cy5 (Cy5-AP3-dCTP)) (Amersham Biosciences Corp).

Hibridacio

Les sondes es van hibridar damunt d’uns xips impresos a la Universitat de Yale
(EE.UU.) anomenats Human-4.6K (HU4.6K). Presenten 4608 cDNAs, d’una
llibreria de Research Genetics. Els punts estan distribuits en 4 x 4 subquadrants
(subarray) fent un total de 16, on a cada un dels quals hi ha 24 x 24 punts. Cada
cDNA esta representat per duplicat mitjancant dos punts adjacents. La distancia
de centre a centre de cada punt és de 175 uym i tenen un diametre de 125 pym. Hi
ha dos arrays idéntics a cada portaobjectes separats suficientment per permetre
la hibridacié de cada area amb un cobreobjectes independent (Figura 20b).

La llista amb els noms de tots els cDNA es pot obtenir a la pagina web:
http://keck.med.yale.edu/dna arrays.htm#Human.

Sempre hibridavem un total de 1200 ng de DNA tant del teixit normal o
referéncia com del teixit tumoral. Per aix0 calia quantificar la sonda mitjancant la
lectura a l'espectrofotometre. Miravem l|'absorvancia a 260 nm (on té el pic
d’absorvancia el dsDNA), a 550 nm (on té el pic d'absorvancia el Cy3) i a 650 nm
(on té el pic d’absorvancia el Cy5).
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Figura 20b. Esquema del xip Human-4.6K (HU4.6K) fabricat a la Universitat de Yale
(EE.UU.).

Amb aquests valors calculavem:
. concentracié del DNA

[DNA] = Absorvancia a 260 x 50 x factor de dilucié (ng/ul)

« Marcatge incorporat

~ ~
pmols Cy3 Abs. 550
= x factor de dilucio
Ml 0.15
N— -/
~ ~
pmols Cy5 Abs. 650
_ x factor de dilucio
Ml 0.25
N— g
pmols pmols fluorocrom/ul
. eficiencia del marcatge| —— | = — % 1000
ng concentracié (ng/ul)

Els valors de la quantitat del marcatge incorporat i de I'eficiencia del marcatge
ens servien de referéncia per veure que les sondes estaven ben marcades.
Altrament, pero, aix0 ja es veia perque les sondes quedaven d’un color rosa feble
en el cas del Cy3 i blau cel, en el cas del Cy5. I a I’'hora d’hibridar agafavem
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sempre la quantitat de 1200 ng de DNA total, perque empiricament vam
comprovar que ens donava una bona senyal de fluorescencia.

La hibridacié es feia seguint el protocol que van descriure Eisen M. B. i Brown P.
O. lI'any 1999 (Pollack et al., 1999). Aixi ajuntavem el volum necessari per tenir
els 1200 ng de la sonda de Cy3 amb la de Cy5 i els assecavem a dins d’una
centrifuga al buit. Aquest pellet sec el resuspeniem amb la seglient mescla de
tampd i solucié de bloqueig:

Taula 21. Mescla de la sonda per hibridar

sonda marcada i seca: Cy3 + Cy5 (1200 ng de cada un)

mescla: HZO ................................................................ 4.9 “|
7% SSC, 0,06% SDS! +ererenrriiiiiiiiiii, 7,3 ul
solucié de bloqueig (tRNA, polidA, Cot-1 DNA)? ----- 2,3 ul

condicions de la hibridacié: de 14 a 16 hores a 65 °C dins d’una
cambra individual de la casa CORNING

! Aquesta solucié a temperatura ambient precipita i és necessari escalfar-la a
65 °C just abans de ser utilitzada. 2 Solucié de bloqueig composada per 10
pg/ul de tRNA de llevat (Invitrogen, Life Technologies), 10 pg/upl polidA
(oligonucleodtid 20mer de Invitrogen, Life Tecnologies), i 10 ug/upl Cot-1 DNA
huma (Invitrogen, Life Technologies).

Aixi el pellet sec quedava resuspes amb la solucié de bloqueig a una concentracié
final d’1,6 pg/ul de tRNA, polidA, Cot-1 DNA, i amb el tampd a 3x SSC i 0,3%
SDS, en un volum final de 14,5 pl. La hibridaci6 es muntava amb un
cobreobjectes de 22x22 mm. S’utilitzaven cambres d’hibridacié individuals de la
casa Corning (Figura 21). Per mantenir la humitat a l'interior de la cambra hi ha
dos pous on posavem 10 ul de 2x SSC, es tancava quedant l'interior ben segellat,
i se submergia al bany maria dins d'un forn d’hibridacié model Mini Oven MKII
(HYBAID). Es deixava de 14 a 16 hores a 65 ©C.

Figura 21. Cambra d’hibridacié de Corning.
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Rentats

Dins de cubetes de vidre es posaven 200 ml de cada una de les solucions de
rentat. Els portes se submergien en cada una de les solucions durant 2 minuts en
agitacié i a temperatura ambient. A cada pas es canviaven els racks per tal
d’evitar arrossegar la solucié d’'una cubeta a I'altre. L'ordre era el seglent:

« 2% SSC (Na3CgHsO; x 5,5 H,O a 0,25 M, i NaCl 3M) i 0,1% SDS (dodecil
sulfat sodic): en el primer rentat s’ha d’anar amb cura a l'agitar fins que
cauen els cobreobjectes.

« 1x SSC: agitant durant 2 minuts.

. 0,2x SSC: agitant durant 2 minuts.

A continuacid i per assecar els portes se centrifugaven a 500 rpm durant 5 minuts
a temperatura ambient. I si al final encara no estaven del tot secs es podien
posar a l'estufa a 37 °C durant uns minuts.

Escanneig

Les imatges foren capturades amb |'escanner de la casa GSI Lumonics, ScanArray
4000. Els parametres inicials d’escanneig eren 80% de PMT (de l'angles,
photomultiplier) i 80% del laser (en angles, laser power). Segons la qualitat de la
hibridacié s’ajustaven aquests dos parametres. Les imatges es guardaven en
format *.TIF.

d) Analisi de les dades de microarrays

Les intensitats dels punts es van calcular amb el programa estadistic R
(http://www.r-project.org/). Es basa en un llenguatge semblant a S-Plus, pero
amb la diferencia de ser un software lliure, seguint el sistema operatiu del
projecte GNU (http://www.gnu.org/) i les idees de la Free Software Foundation
(http://www.gnu.org/fsf/fsf.html). Aquesta fundacié té com a finalitat I'eliminacio
de les restriccions de copia, redistribucid, comprensid i modificacié de programes
d'ordinador. Per a assolir aquest objectiu promouen el desenvolupament i I'Us de

programari lliure en totes les arees de la computacid. Per aix0 es permet l'accés

al codi font i fer canvis a qualsevol programa de forma lliure. D'aquesta manera
es pot modificar R per adaptar-lo a les nostres necessitats.

Nosaltres, vam utilitzar el programa especific per a microarrays que s’anomena
Spot (http://spot.cmis.csiro.au/spot/index.php). Es un programari elaborat pel

CSIRO australia (de I'angles, Commonwealth Scientific and Industrial Research
Organization). El programa Spot és una llibreria d'R, aixi un cop les imatges ja
estan analitzades, les dades crues estan disponibles en llenguatge R per ser
preprocessades. L’analisi és molt facil: mitjancant la introduccié dels parametres
corresponents al format del nostre xip, el programa Spot localitza tots els punts
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de la graella de forma automatica i calcula la intensitat tant del punt, com del
fons. A continuacié es fa I'analisi de les dades gracies a una aplicacié feta a mida
amb el llenguatge d’'R. L’analisi passa obligatoriament, per un filtratge dels punts
dolents (els que no es poden aprofitar), el calcul de les intensitats netes, i la
normalitzacié. Els detalls s’expliquen a continuacid.

Calcul de les intensitats netes

Les imatges escannejades tenen una resolucié de 16 bits, per tant els valors de
les intensitats obtingudes van de 2° (0 unitats) a 2! (65.000 unitats). De la
intensitat de cada punt es resta la intensitat del fons, i aixi obtenim les intensitats
netes amb les que treballarem per la resta de |'analisi.

De cada hibridacié tenim un resum dels resultats de tots els punts exemplificats
amb les grafiques de la Figura 22.

Experiment: 1704b-223TPOOLN
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Stdev M: 0.727123569856843
Gens eliminats: 206/ 4608

Ratio Cy3/Bck: 16.8712907587034
Ratio Cy5/Bck: 39.9235592852069
Punts que no varien: 611/ 9216
Gens sobreexpressats: 22/ 4608
Gens infraexpressats: 62/ 4608
Gens amb canvi: 84/ 4608

Figura 22. Exemple dels resultats de la hibridacio del cas 223 i el POOLN.

Filtratge

Es necessari fer un filtratge de les dades inicials per minimitzar els efectes
distorsionadors d’elements com la pols, bombolles, rascades, etc. En el nostre cas
varem decidir dissenyar un meétode automatic de filtratge dels punts en funcid
d’alguns parametres de qualitat que ens ofereix el programa Spot: la circularitat,
I'area i el perimetre. Aixi vam imposar un llindar que eliminaria aquells gens que
tinguessin les dues répliques amb una area correcta, perd que el coeficient de
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variacio entre les seves raons fos superior a 0,3. Per a aquells gens on només hi
hagués un punt correcte (amb una area superior a 30) vam decidir quedar-nos
amb aquest per no perdre tanta informacié. D'aquesta manera, a cada hibridacié
es descarten entre un 5i un 15% dels gens del xip.

Aguestes decisions van ser preses després de fer un estudi exhaustiu de varies
hibridacions i fent una inspeccié visual dels punts. L'avantatge d’'imposar un
llindar determinista, és que l'error sera sempre el mateix, i no dependra de la
subjectivitat de I'investigador. A més, la feina de repassar visualment una imatge
amb 9216 punts és poc fiable i pesada.

Normalitzacioé

La normalitzaci6 de les dades és necessaria per poder comparar diferents
experiments entre ells, és dir, per poder relacionar les intensitats de dos canals
d'hibridacions diferents.

En el nostre cas, degut al disseny experimental, tots els casos havien estat
hibridats amb una mateixa mostra referéncia. Aquesta es va aconseguir fent una
mescla del producte de la RAP-PCR de 12 teixits normals. Per tant, teniem les
dades de 50 hibridacions d’aquesta referéncia. A I'hora de normalitzar vam
escollir les 13 hibridacions més bones visualment, i vam calcular la mitjana de
cada gen. Aixo ens dona que la hibridacié anomenada de REFERENCIA seguia una
determinada distribuci6 (Figura 23).

Distribucié de la REFERENCIA

DENSITAT
04 0.8 1.0

0.2
L

0.0

log2(INTENSITAT MITJANA)

Figura 23. Grafica de densitat de les intensitats mitjanes de la hibridacio de
13 mostres REFERENCIA (mescla de 12 teixits normals). A l'eix de les
abscisses es representen les intensitats expressades en logaritme en base 2.
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A continuacié es van normalitzar les intensitats per quantils respecte a aquesta
hibridacié referéncia. De manera que les intensitats dels 50 casos seguissin una
distribucié igual que la distribucidé de referencia.

Calculs

Un cop disposem de les dades del canal dels 50 teixits normals i dels 50 teixits
tumorals normalitzades, vam procedir al calcul de les raons. En el nostre cas,
com que la REFERENCIA procedia de teixit normal, les raons entre el cas i la
referéncia, equivalen a la divisid entre el teixit tumoral i un teixit normal. Encara
que cal tenir en compte, que no estem parlant del teixit normal de la mostra
aparellada. A la Figura 24 s’esquematitzen els calculs realitzats.

TUMOR (Cy5) : NORMAL (Cy3) TUMOR (Cy5) : MESCLA N (Cy3)

Lo Lo

LOGARITME EN BASE 2 DE LA INTENSITAT NETA

Normalitzacié ajustant la distribucié dels 4608
valors a una distribucié de referencia
(MESCLA de Normals)

|

INTENSITAT NORMALITZADA

Divisio per la mitjana de valors dels 4608 gens de la MESCLA N

|

RAO dels 4608 gens
per cada hibridacid

Figura 24. Esquema dels calculs realitzats amb totes les hibridacions.

4.9. Analisi estadistic

Classificar

De forma general, classificar pot ser merament una forma convenient
d’organitzar una gran quantitat de dades que ens serveix per poder extreure la
informacid de manera més eficient. El fet de descriure patrons de similituds i
diferéncies entre els objectes en estudi mitjancant I’'adjudicacié a diferents
classes o grups és una manera de resumir les dades.
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Aquesta definicidé general té moltes aplicacions possibles, des dels estudis de
mercat, fins la medicina i la biologia. En el cas de la medicina és molt Gtil per tal
de distingir malalties que poden semblar la mateixa a nivell fenotipic, perd que
son originades per causes diferents. Aixi, en el nostre estudi, tot i que parlem de
la mateixa malaltia, el cancer colorectal, si que podem afirmar hi ha molts
possibles camins per arribar-hi. Gracies als estudis moleculars, tant a nivell de
DNA com RNA, es pot diferenciar una malaltia a nivell gendomic o d’expressio.

Analisi de clusters no supervisats (analisi multivariable de classificacid)

L’'analisi multivariable de classificacié, més freqientment anomenada analisi
cluster, és un métode estadistic descriptiu que té per objectiu la recerca de grups
similars de variables que es van agrupant en conglomerats (en angles, clusters).
Aguestes agrupacions desconegudes a priori, son suggerides per la propia
essencia de les dades. El resultat obtingut el formen les classes o clusters
“interpretables” (és a dir, que els grups formats siguin homogenis dins el grup, i
heterogenis entre ells).

L'interés d’aquest tipus de classificaci6 rau en la possibilitat que ofereix
d’analitzar i interpretar un gran nombre de dades mitjangant Il'agrupament,
generant aixi una informacié més senzilla i practica.

Abans d’iniciar un analisi de clusters cal prendre tres decisions clau:

1. Seleccionar les variables
2. Escollir la unitat de mesura de les distancies
3. Escollir el métode de classificacié de les dades

En el nostre cas les variables eren de dos tipus. En I'estudi de CGH, els guanys i
pérdues dels cromosomes. I en |'estudi de microarrays, les dades d’expressio
dels gens.

Pel qué fa a la mesura de les similituds, la majoria de meétodes utilitzen la
distancia euclidea al quadrat.

I per ultim, el metode de classificacié és el que definira com s’agrupen les
mostres per tal de formar els clusters a analitzar. Dins dels métodes de
classificacié no supervisats, es distingeixen dues categories:

a) els jerarquics permeten la construccio d'un arbre de classificacio,
denominat dendrograma, que serveix per Vvisualitzar els resultats
obtinguts.

b) els no jerarquics, tenen l'objectiu de realitzar una sola classificacié dels
individus en K _grups. Aixd0 implica que l'investigador ha d’especificar a
priori el nUmero de grups que han de ser formats.
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En el nostre cas, vam escollir un métode de classificacid jerarquic anomenat Ward
(Ward, 1963).

Aquest métode calcula la mitjana de totes les variables de cada cluster. Després
calcula la distancia euclidea al quadrat entre cada mostra i la mitjana del seu
grup. Per ultim se sumen les distancies de tots els casos. A cada pas de l'analisi,
es proven totes les unions possibles de parelles de clusters, i s’escullen aquells
que resulten amb el menor increment de la pérdua d'informacié. Aquest terme,
de pérdua d’informaci6, va ser definit per Ward com a |'error de la suma total de
les distancies al quadrat (ESS, de lI'anglés error sum-of-squares).

Analisi de components principals (ACP)

L'ACP és un metode estadistic utilitzat per identificar patrons a les dades, i
expressar els resultats de manera que es ressalten tant les diferencies com les
similituds. Es basa en la construccidé de les matrius de variancia i covariancies de
totes les observacions (en aquest cas raons dels gens), per tal de descompondre
les dades en unes noves variables. Aixi es defineixen N espais vectorials (el
mateix nombre que variables) que presenten una variancia maxima i per tant sén
totalment independents (ortogonals en l'espai) entre ells. D’aquesta manera el
primer eix vectorial és el que explica la maxima variancia, el segon eix vectorial
explica la maxima variancia restant, i aixi successivament. D’aquesta manera
cada eix factorial queda definit per una combinacié lineal de diversos gens, on
cada un d’ells té un pes determinat (o contribucid) a I’'hora d’explicar la variancia
total d’aquell eix.








