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Durant segles, els éssers humans han observat el procés de I'heréncia sense entendre
gaire bé com es transmetien els trets fisics de pares a fills. Moltes cultures han fet
servir aquestes observacions per millorar les seves condicions econdmiques, en
camps com la ramaderia o l'agricultura [1]. La investigacid de I'’heréncia, que
actualment s’anomena Genética, no va comengar fins al segle XIX. A principis del
segle XX, els cientifics van comencgar a admetre de forma generalitzada que els trets
fisics s’hereten de forma discreta (que posteriorment es van anomenar gens) i que els
cromosomes de linterior del nucli de la cél-lula sén els diposits de la informacié
geneética. Finalment, es va elucidar la composicido quimica dels cromosomes i es va
identificar I'acid desoxiribonucleic (ADN) com a portador de la informacié genética.
Actualment, al conjunt complet de la informacié genética d’'un organisme codificat en la

sequéncia de nucledtids del seu ADN se 'anomena genoma [2].

La Biologia Molecular és la ciéncia que estudia 'estructura i la funcié dels gens. El
descobriment de l'estructura de I'ADN com un duplex helicoidal de polimers de
nucledtids per James Watson i Francis Crick el 1953 [3] ha permés als cientifics
reexaminar la majoria dels fendmens bioldgics. Aixi, en les ultimes cinc décades s’ha
formulat una visid general de I'heréncia bioldgica i de la transferéncia d’informacio
genética que ha permés establir 'anomenat “Dogma central de la Biologia Molecular’
[4, 5], que descriu el flux d’informacié genética des de I'ADN fins a les proteines

passant per 'ARN (Figura 2.1.):

1. La informacié codificada en 'ADN consisteix en una sequéncia especifica de
bases nitrogenades. El primer pas de la transmissié de la informacié genética
consisteix en duplicar la cadena d’ADN original. Aquest procés s’anomena

replicacid, ja que s’obté una copia o replicat de la informacié genética original.

2. El mecanisme de descodificacio i utilitzacié de la informacié genética pel
govern dels processos cel-lulars comenga amb la sintesi d’'un altre tipus d’acid
nucleic, l'acid ribonucleic (ARN). La sintesi de 'ARN es porta a terme
mitjangant I'aparellament complementari de les bases de ribonucledtids amb
les bases d'una molécula de ADN en un procés també conegut com a

transcripcié.
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3. A partir de 'ARN es sintetitzen les proteines i els enzims en un procés conegut

com traduccio.

ADH

1060000

transcripcio ARN

A@ﬁ?’&:@@%

mMARHN transportat
al citoplasma

Figura 2.1. Representacio grafica del “Dogma central de la Biologia Molecular”.

L’elucidacio i I'analisi dels genomes complets de desenes d’espécies, com és el cas
del genoma huma en el marc del projecte Human Genome Project (HGP)[6-8], han fet
aparéixer una nova branca de la Biologia coneguda com Genomica [9]. Aquesta nova
branca de la Ciéncia intenta no unicament trobar I'estructura i la identitat dels gens en
el éssers vius, siné també entendre com funcionen de forma global les biomolécules a
I'interior d’'un organisme. A més, han aparegut altres branques afins com pot ser, per
exemple, la Protedmica [9]. La Protedmica es pot definir com la Genomica funcional a
nivell de les proteines, és a dir, intentar correlacionar les proteines que es poden

obtenir a partir d’'un genoma.

El coneixement de l'estructura i les funcions dels gens ha permeés I'aparicid de

técniques que intenten aprofitar aquests nous coneixements per tal de poder satisfer
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les necessitats humanes en camps tan variats com [l'agrobiotecnologia, el medi
ambient o la biomedicina. D’aquesta forma s’han desenvolupat experiments que
permeten I'analisi simultani de milers de gens per tal de descobrir les seves funcions
[10] o la utilitzacié d’oligonucleotids com a agents terapéutics [11]. Per exemple, dues
terapies que han proporcionat bons resultats sén la terapia antigénica i la terapia
antisentit. La primera es basa en el disseny d’oligonucleotids capagos d’inhibir una part
del procés de transcripcié mitjangant la formacio d’hélices triples [12]. Aixd comporta el
disseny d’oligonucleotids amb una seqliéncia de bases adient ja que s’haura d’enllagar
amb un fragment determinat de la cadena d’ADN. La terapia antisentit es basa en el
disseny d’oligonucledtids capagos d’enllacar-se a '’ARN missatger abans que es

produeixi la traduccio [13, 14].

L’estudi dels acids nucleics com a molécula clau per a la transmissié de la informacié
geneética va comencgar a mitjans del segle XIX. A la Figura 2.2. es mostren algunes

dates clau en la historia de I'estudi dels acids nucleics.

.y ; : ; . o s

1859 : Danwin fa publica la seva teoria sobre 'evolucio de les especies. , @
d

1866 Es publica el treball de Gregor Mendel amb les seves lleis de 'heréncia. \l

Aguest treball s ignorat fins principis del segle X

1869 nuclein. Aquest descobriment sera menystingut durant 70 anys.

1800 Carl Correns, Hugo de Vries i Erich wvon Tschermak-Seyseneqq redescubreixen el treball de Mendel.
1902 S'atribueix la primera malaltia humana a causes genétiques: alkaptonuria per Sir Archibald Garrod.
1903 Es descobreixla implicacid dels cromosomes en 'heréncia.

1905 El bidleg William Bateson utilitza per primer cop el terme "genética” en una carta a Adam Sedgwick.

1910-11 ﬁ;? Thomas Hunt Morgan demostra que els gens resideixen als cromosomes

mitjancant experiments estudiant les mutacions de la Droshopila melanogasier.

1913 Els mapes genétics demaostren la disposicid lineal dels gens als cromosomes.

1927 Hermann Muller mos;ra gue els raigs X causen canyis en els gens, “
CONequts com mutacions.

1931 Harriet Creighton i Barbara McClintock mostren que la recombinacio génica és n
causada per Un entrecreuament dels cromaosomes.

Friedrich Miescher identifica una substancia acida que es troba al nucli de les cél-lules | 'anomena

1941 Edward Tatum | George Beadle demostren gue els gens codifiquen proteines i aue a partir d'un gen

es codifica una Unica proteina. 3

Oswald Avery, Colin McLead i Maclin McCarty demostren que ' ADMN es X b -Z";
1944 la mol&cula clau en la transmissié de I'heréncia perd no és acceptat per  Bambr g-"'-
-

o
.

la comunitat cientifica.
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1950 [:ﬁ) @ Ensin Chargaff demostra que les proporcions de cada nucledtid segueixen unes
/}-‘_;--} @ regles: igual quantitat de A/T i GfC malgrat que aquestes difereixen entre organismes.
=
1952 Marta Chase i Alfred Hershey confirmen gue 'ADN és la molécula clau en la transmissic de
I'heréncia confirmant els resultats de 1944,
1952 Linus Pauling publica una estructura per la molécula de ADN: la triple hélix. ey
1952 Rosalind Franklin obté el patrd de difraccid de raigs X de 'ADN. % -
Francis Crick | James Watson publiquen L
1953 I'estructura de doble hélix amb cadenes de nucledtids
antiparal-leles | un aparsllament de bases especific.
1956 S'identifiqguen 23 parells de cromosomes a les cél-lules humanes. ]
R T R U
1958 A v VW\ Matthew Meselson | Franklin Stahl demostra que la replicacid de ' ADN
. = WIOGK &5 semiconservativa.
1960 Sydney Brenner, Frangois Jacob i Matthew Meselson descobreixen 'ARN Ay
missatger com a clau en proces de sintesi de proteines. c". alv c:
1961 Descobriment que el codi genétic esta organitzant en triplets | desxiframeant ’ : g 3‘
de les primeres lletres. “Ale olg l:_.f'.
1966 Es desxifra completament el codi genétic. v " X
1970 Roy Britten inicia estudis sobre la cingtica de l'associacidfdissociacid de les cadenes d'ADM
trobant porcions de les cadena amb seqiéncies molt repetides.
1972 Stanley Coheni Herbert Boyer creen la primera molécula d"ADN recombinant al laboraton: gens
d'una espécie sonintroduits a altres espécies i funcionen correctament.
1977 Fred Sanger desenvolupa la tecnologia per segienciar ADN.
1983 o Kary Mullis desenvolupa la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) gue permet
- amplificacid de I'ADM. _
1987-88 S'inicia el Projecte per la sequenciacid del genoma huma. \‘% 3 éf {;‘1
e |
1989 Francis Callins i Lap-Ches Tsui seqiencien un gen huma per primer cop. 1 *»

. El gen codifica la proteina CFTR que causa la fibrosis guistica. j N
1990 Frimera tractament amb &xit mitjangant terapia génica de nens amb deficiéncies immunoldgigues.
1995 S'aconsequeix seqienciar el primer genoma complet d'un organisme de vida lliure.

1995 Steve Fodor presenta les bases de la tecnologia dels Gene Chip mentre gue
Fat Brown inventen la tecnologia de les micromatrius d' ADM
1996 Es publica el primer genoma d'un organisme eucariota, sl llevat de la cervesa.
2001 Es déna a congixer el primer eshorrany del genoma huma.
2003 Es completa amb &xit el Projecte Genoma Huma amb el 99% del genoma

seqlenciat amb una precisid del 99.99%.

Figura 2.2. Cronologia del descobriments relacionats amb els acids nucleics adaptat de [15].
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2.1. Estructura dels acids nucleics

2.1.1. Conceptes basics i estructures habituals

Existeixen dos tipus d’acids nucleics, 'acid desoxiribonucleic (ADN) i I'acid ribonucleic
(ARN). L'ADN i 'ARN poden considerar-se com polimers formats per quatre tipus de
monomers que reben el nom de nucleodtids [5]. Cada un d’aquests nucleotids es pot
considerar com el derivat 5-monofosforilat d’'un adducte sucre-base nitrogenada
anomenat nucleosid (Figura 2.3.) ja que sén molécules de ribosa o desoxiribosa
fosforilades amb bases puriniques o pirimidiniques unides als seus carbonis 1'. A les
purines, aquest enllag es produeix mitjancant el nitrogen 9, mentre que en les
pirimidines I'enllag es produeix mitjangant el nitrogen 1. L’enlla¢ entre el carboni 1’ del
sucre i el nitrogen de les bases s’anomena enlla¢ glicosidic. Donat que tots els acids
nucleics es poden considerar com polimers de nucleodtids se’ls pot assignar la
denominacié genérica de polinucledtids. Els polimers petits amb un nombre petit de

bases reben el nom d’oligonucleotids.

Desoxiribonucledtids Ribonucledtids
NH, NH,
Fosfat ; Fosfat .
< Bas.e nltr.og.ge_na_da. < Bas_e nltr_o_gepa_da.
o purina, pirimidina o purina, pirimidina
) CH, Q 0 CH, O

O4H H OH OH

Sucre: desoxiribosa Sucre: ribosa

Figura 2.3. Estructura general de les unitats monomériques dels desoxiribonucledtids i dels

ribonucleotids.

Tant en el cas de 'ADN com de I'ARN, el nucledtid conté un hidrat de carboni amb cinc
atoms de carboni, la ribosa pel ARN i la 2’-desoxirribosa pel DNA. La diferéncia entre
els dos hidrats de carboni radica unicament el grup hidroxil 2’ de la ribosa en 'ARN,
que es troba substituit per un hidrogen a 'ADN. La connexié entre les successives
unitats monomeériques als acids nucleics es realitza mitjangant un grup fosfat unit a

I'hidroxil del carboni 5’ d’'una unitat i a I'hidroxil 3’ de la seglient. Aix0 produeix un
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enllag fosfodiéster entre dos hidrats de carboni consecutius. D’aquesta forma es
constitueixen cadenes llargues d’acids nucleics que poden arribar a contenir milions
d’unitats monomériques. Per una altra banda, el grup fosfat és un acid fort que va ser
la causa per la qual, historicament, aquestes molécules es van anomenar acids

nucleics [9].

Els sucres units mitjangant I'enllag fosfodiéster constitueixen I'esquelet de la molécula
d’acid nucleic. Aquesta estructura repetitiva és incapag de dur a terme la codificacio de
la informacié genética. La importancia dels acids nucleics en 'emmagatzematge i la
transmissio de la informacié radica en el fet que sén heteropolimers, és a dir, en el fet
que cada monomer de la cadena conté una base heterociclica que sempre va unida al
carboni 1’ de I'hidrat de carboni. Existeixen dos tipus de bases que es denominen
purines i pirimidines. L'ADN té dues purines, adenina (A) i guanina (G), i dues
pirimidines, citosina (C) i timina (T). L'ARN té les mateixes bases excepte que la timina
es troba substituida per I'uracil (U) (Figura 2.4.). Tanmateix existeix també una petita

proporcio de bases amb modificacions com ara la hipoxantina o la 5-metilcitosina [16].

Pirimidines ’ ’
ANy
Uracil (o] T4
Il Citosina
H c H H
AN / C
C/ \N3 \c/ %Na
| (I: I |
C C
/SN N W
| \0 H/ T1 \o
H H
Purines
H H
A
Adenina i
C
//NT'-.C/ \\xN1
H—C\ (|:| I H—C
—~C
Ng N, O

Figura 2.4. Estructura de les bases nitrogenades. A la meitat superior es troben les bases

pirimidiniques i a la meitat inferior les bases puriniques constituents de 'ADN.
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Quan es parla de l'estructura dels acids nucleics s’ha de tenir en compte que la
configuracié d’'un acid nucleic es refereix als enllagos covalents presents a la molécula,
mentre que la conformacio es refereix a I'estructura tridimensional de la molécula [17].
Aixi, la configuracié d’'una molécula és constant mentre que la conformacié depén del
medi en el qual es troba (temperatura, pH, concentracié de sals, ...). Aix0 implica que
mentre la conformacié és dinamica ja que una molécula pot adoptar diferents
estructures a I'equilibri, la configuracidé és estatica. D’aquesta forma, la configuracié
sera l'estructura primaria de la cadena d’acids nucleics mentre que la conformacio
sera l'estructura secundaria o terciaria. A continuacié es mostra una descripcié de

cadascuna d’aquestes estructures.

Estructura primaria

Les cadenes de polinucledtids presenten entre d’altres dues caracteristiques
importants. En primer lloc, una cadena de polinucledtids té un sentit o direccionalitat.
L’enlla¢ fosfodiéster entre les unitats monomériques es produeix entre els carbonis 3’
d’'una unitat i el 5’ de la segient. Aixi, els dos extrems d’'una cadena sén diferenciables
ja que I'extrem 5’ presenta un grup fosfat sense reaccionar i 'extrem 3’ presenta un
grup hidroxil també sense reaccionar. D’altra banda, una cadena de polinucleotids té
una individualitat proporcionada per la seqiiéncia de les bases. Aquesta seqliéncia és
el que es coneix com estructura primaria o configuracio. La importancia de I'estructura
primaria és que la informacid genética s’emmagatzema en aquesta [1]. Un gen no és
meés que una sequéncia concreta de bases d’ADN que codifica la informacié mitjangant
un llenguatge de quatre lletres, en el qual cada “lletra” és una de les bases

nitrogenades.

Estructura secundaria

Al plegar-se la cadena de nucleodtids es formen determinades disposicions localitzades
dels nucleotids adjacents que constitueixen el que s’anomena com estructura
secundaria.

L’elucidacié de l'estructura secundaria de 'ADN la van dur a terme James Watson i

Francis Crick el 1953 [3]. Aquests van aprofitar una série de descobriments duts a

terme a l'inici de la década dels cinquanta com ara les lleis de Chargaff [18], les quals
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postulen que el nombre de bases
d’adenina és igual al nombre de bases
de timina i que el nombre de bases de
guanina és igual al nombre de bases
de citosina, o la determinacié de les
formes tautomeériques cetoniques de
les bases nitrogenades [19]. També va
ser clau el desenvolupament de la
técnica de difraccié de raigs X i les

fotografies dels patrons de raigs X

d'unes fibres d’ADN que Rosalind

Franklin va proporcionar a Watson i Figura 2.5. Patro6 de difraccio de raigs X de
la molecula d’ADN obtinguda per Franklin.

Crick. A partir d'aquestes fotografies
(Figura 2.5.) es va determinar que ’ADN presentava un patré creuat caracteristic d’'una

estructura secundaria helicoidal [3].

Les dades relatives a la densitat de la fibra van suggerir que hi havia d’haver dues
cadenes d’ADN a cada molécula helicoidal. El fet determinant per obtenir I'estructura
correcta va ser la intuicio de Watson i Crick que una hélix de doble cadena es podia
estabilitzar mitjangant ponts d’hidrogen entre les bases de cadenes oposades si les
bases s’aparellaven d’'una manera concreta: els parells AT i G-C que permeten
I'aparicié d’enllagos d’hidrogen forts entre les bases. La geometria d’aquests parells de
bases permet que qualsevol sequéncia de bases s’ajusti a la doble hélix sense
distorsionar-la i presenta dos ponts d’hidrogen en el cas del parell de bases AT i tres
ponts d’hidrogen en el cas del parell de bases G-C (Figura 2.6.). Aquest major nombre
de ponts d’hidrogen proporciona als parells de bases G-C una lleugera major estabilitat
[19].

Parell de bases G-C Parell de bases A-T
3 ponts d'hidrogen 2 ports d'hidrogen
H
=) (+) H H
N O ene(H={N H ) ) o, 7
o = \ 4 - N :.N H) - (s] C a
c—(c o—(cC c N
| ' 4 % = = = S
NG r 4 r 4 Y
-~ — o o - ¥, 4\
a” - po—u & Wor—d A~ N L L
(+) I\ | =4 ]
[ fo C —(N} N = il
o \ . , \ .
T N ... (@ it -1 gh? la ot ] ‘?"_3 la H o cit C-1'de la
Rl o desaxiribosa desaxiribosa _ o desoxiriboza
. Adenina Timina
Guanina Citosina

Figura 2.6. Aparellament tipus Watson i Crick de les bases G-C i A-T adaptat de [17, 20].
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En el model proposat per Watson i Crick (Figura 2.7.), I'esquelet hidrofil de
fosfat/desoxiribosa es situa a I'exterior, en contacte amb el medi aquds, mentre que els
parells de bases s’apilen interiorment els uns sobre els altres, amb els seus plans
quasi perpendiculars a I'eix de I'hélix [3, 21]. Aquest apilament de les bases permet
que es produeixin interaccions de van der Waals molt fortes entre elles, estabilitzant el
conjunt de l'estructura. El model indica també que, encara que les bases es trobin a
I'interior, s’hi pot accedir a elles a través de dos solcs espirals profunds, anomenats
solc major (major groove) i solc menor (minor groove). El solc major proporciona un
acceés directe a les bases des de fora de I'hélix mentre que el menor es troba davant
de l'esquelet format pels sucres. Aquest fet implica que el model molecular de
I'estructura d’ADN de cadena doble ha de tenir les dues cadenes d’ADN en sentits
oposats. Donat I'aparellament de les bases AT i G-C es pot dir que les cadenes de
I’hélix doble s6n complementaries i que, per tant, permeten I'autoreplicacio, és a dir,
que a partir de cadascuna de les cadenes de la doble hélix es pot obtenir dues

molécules d’ADN idéntiques a l'original [22, 23].

Solc menor | Adenina Timina

———e )

Guanina Citosina

Solc major |
) Esquelet de sucres

i fosfats

Figura 2.7. Model de la doble hélix d’ADN proposat per Watson i Crick adaptat de [5].
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En el moment en el que Watson i Crick van proposar el seu model, ja s’havien obtingut
dos patrons de difraccié de raigs X forga diferents el que indicava que la molécula
existeix en més d’'una forma [24, 25]. La forma B, que s’observa a les fibres d’ADN
preparades en condicions d’humitat elevada, i la denominada forma A, que s’observa
en condicions d’humitat més baixa. Malgrat que I'hélix B és la forma d’ADN que es
troba a les cél-lules, I'hélix A també té una importancia biologica ja que les molécules
d’ARN de doble cadena i els hibrids ARN-ADN formen sempre I'estructura A [16].

Estructura terciaria

L’estructura terciaria dels acids nucleics apareix quan existeix un plegament d’ordre
superior dels elements d’'una estructura secundaria regular. En molts casos, les
molécules d’ADN que es troben a les cél-lules sén circulars, és a dir, que no tenen
extrems 5’ o 3’ lliures. Els cercles poden ser petits o grans i poden estar formats per
una sola cadena o per dues cadenes en forma de doble hélix a la seva forma B. Moltes
d’aquestes molécules circulars es troben superenrotllades, presentant altres torsions

addicionals al propi eix de I'hélix [5].

2.1.2. Estructures secundaries del ADN poc habituals

Com s’ha esmentat a l'apartat anterior, les dues cadenes de la doble hélix es
mantenen unides degut a les interaccions per pont d’hidrogen que es produeixen entre

els parells de bases nitrogenades.

Altres aparellaments de bases so6n també possibles malgrat que I'aparellament tipus
Watson-Crick sigui el dominant en els acids nucleics naturals. Aquests son els de
Hoogsteen, el de wobble i les seves variants invertides: Watson-Crick invertit,

Hoogsteen invertit i wobble invertit (Figura 2.8.) [17].
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=N o
| —
N-¢ 6 N-H
R \ y ‘0 R
+  N= S—-N 4+
N'H..{ A\
H H N, C 2 H
}—<
H-N H
H

CG Watson-Crick Invertit

R H 0
+ N '-:‘J H q/-ﬂ.*.
U o)
N ;'._‘ _‘; “H
| A 0" B ¢
H

AT Hoogsteen Invertit

Quimica dels acids nucleics

AU Watson-Crick Invertit

QLB
Ho=N_ o H-N U 3-H
? A »—N
aN-{ 6 N-H---0 R
+ N={ -
N'H
H
GU Wooble
H
RN A NH A
+ [ al NN
N J.'N' (I'l-" _///I M
: H'N
H H

AC Wooble Invertit

Figura 2.8. Altres aparellaments de bases: WC invertit, Hoogsteen, Hoogsteen invertit, wobble i

wobble invertit adaptat de [17].

A la Figura 2.9. es mostren combinacions coplanars on poden intervenir més de dues

bases. Els aparellaments de tres bases permetran la formacié d’estructures triples.

Aixd succeeix quan la cadena doble s’uneix a una tercera cadena mitjangant un

aparellament tipus Hoogsteen.
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Figura 2.9. Aparellaments de triades de bases (T-A)*A, (T-A)*T, (C-G)*G i (C-G)*C" adaptat de
[17].

Finalment, s’han observat I'aparellament de quatre bases en el mateix pla. El que
presenta més rellevancia biologica és el que es coneix com G-quadruplex (Figura
2.10.) on es troben quatre guanines estabilitzades per ponts d’hidrogen i que esta

present als telomers (extrems fisics dels cromosomes eucariotes).

H C-l'
1'-C VAN
HN N° \I/\y;[ >
Y
N\
HM‘N N\ .H

H

., N‘( H

<l)k,l\ res
Cl'

H

Figura 2.10. Aparellaments de 4 bases formant un G-quadruplex adaptat de [17].
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Aquesta gran varietat de possibles aparellaments de bases provoca que els acids
nucleics (tant els oligonucledtids com els polinucleotids) puguin presentar multiples

motius estructurals [20].

¢ Regions d’'una unica cadena

Les molécules de nucledtids d’una uUnica cadena poden adoptar diverses estructures
que depenen de la seva seqléncia i de les condicions de la solucié. A temperatura
elevada o preséncia de substancies desnaturalitzants, la majoria es trobaran en forma
desestructurada o de random coil [5]. Aquesta estructura es caracteritza per la
flexibilitat i la llibertat de rotacié al voltant dels enllagos de I'esquelet la qual cosa
permet canvis continus. En canvi, en condicions properes a les fisioldgiques les
interaccions d’apilament (base stacking) tendiran a formar regions d’hélix d’'una cadena

de bases apilades.

e Estructures dobles

A més de les formes de B- i A- ADN descrites anteriorment s’ha descobert altres
variacions de I'estructura de ’'ADN depenent de les condicions del medi com poden ser
el C-, el D- i el T-ADN. Pero s’ha de destacar una altra estructura que presenta dues
cadenes i forma helicoidal perd en la qual el gir es produeix cap a I'esquerra que es va

anomenar Z-ADN i va ser descoberta I'any 1979 [16].

e Forquetes (hairpins)

Les estructures en forma de forqueta apareixen quan la cadena de I'acid nucleic gira
sobre si mateixa per tal de formar parells de bases, de forma que poden quedar
regions de bases nitrogenades sense aparellar. Aquestes estructures soén molt
habituals en les cadenes d’ARN in vivo (ARN de transferéncia i ARN ribosomic) i en
les cadenes d’ADN apareixen alternades amb l'estructura de doble hélix [16]. A la

Figura 2.11. es representa en format tridimensional una estructura tipus forqueta.
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44— Gir format per bases desaparellades

Figura 2.11. Estructura tipus forqueta amb un cos central amb parells de bases i un gir amb
bases desaparellades adaptat de [26] .

Els oligonucleotids amb estructura dumbbell consisteixen en una forqueta ciclica [27].

Girs format per
bases desaparellades

Cos central de
bases aparellades

Figura 2.12. Oligonucleotid ciclic amb una estructura tipus dumbbell [28].

A la Figura 2.12. es representa I'estructura tridimensional d’'un oligonucleotid en la
conformacioé dumbbell. S’observa 'aparellament de les bases tipus Watson-Crick en el
que seria la part estructurada central i les dues zones desestructurades en els extrems

de l'oligonucledtid on es produeix el gir de la cadena.
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e Estructures triples

A Tlany 1957 es van publicar els primers treballs que anunciaven la formacio
d’estructures triples en acids nucleics [29, 30]. En els darrers anys ha ressorgit l'interés
per I'estudi d’aquestes estructures degut a la seva possible implicacié en processos
biologics i a les seves potencials aplicacions biomeédiques com, per exemple, les

terapies antigéniques i antisentit [1].

Una hélix triple apareix quan, per exemple, una cadena de nucledtids es col-loca en el
solc major d’'una hélix doble d’ADN i les seves bases interaccionen per ponts
d’hidrogen tipus Hoogsteen amb les purines de [l'aparellament Watson-Crick.
L’estructura triple pot formar-se a través d’'una Unica cadena polimeérica (estructura
intramolecular) o a partir de diferents cadenes polimériques (estructura intermolecular).
La incorporacié de la tercera cadena, també anomenada TFO (Triplex Forming
Oligonucleotides), en el solc major de I'hélix doble provoca un eixamplament d’aquest

solc i la seva divisio en dos solcs asimétrics [1].

Les hélixs triples en els acids irpuri=pir (pir-pury*pur
nucleics es divideixen en dos ..*..._...._

- . . | ARRUY '“ Y |
families, depenent de la identitat ey e——

s pypvsasarsay || Pl

de les bases (purina o pirimidina)
de la tercera cadena [1]. Aixi,

com en els aparellaments de terdiegee sesseeier

bases, tindrem les (pir-pur)*pir on
la tercera cadena és rica en HL‘“ i N ENTITE

(XTI Y (1]
pirimidines, i les (pir-pur)=pur on —
la tercera cadena és rica en Figura 2.13. Representacié de les estructures
purines. A la familia (pir-pur)=pir, obtingudes en les families d’estructures triples. (| )
la tercera cadena és paral-lela a representa un aparellament tipus Watson-Crick i ()
la  cadena de purines i representa un altre tipus d’aparellament.

interacciona amb aquestes per

ponts d’hidrogen Hoogsteen per donar les triades (C-G)*C* i (T-A)*T (veure Figura
2.9.). La formacié d’aquesta triada requereix la protonacié del nitrogen 3 de la citosina
de la tercera cadena i, per tant, presentara un interval d’existéncia que dependra del

pH del medi. D’altra banda, la familia (pir-pur)=pur, la tercera cadena és antiparal-lela a
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la cadena de purines del duplex i interacciona amb aquesta per ponts d’hidrogen
Hoogsteen invertit per formar les triades (C-G)*G, (T-A)*A i (T-A)*T. A la Figura 2.13.

es mostren algunes de les opcions existents en la formacié d’estructures triples.

e Estructures quadruples

Hi ha diversos motius estructurals que poden adoptar les estructures formades per

quatre cadenes.

G-quadruplex
En preséncia d’un i6 monovalent les cadenes de nucledtids riques en guanines poden

agregar-se i formar una hélix de quatre cadenes que es coneix com G-quadruplex [1,
9, 31, 32]. El G-quadruplex és una estructura inusual de 'ADN que es pot trobar a les
regions telomériques al final dels cromosomes. Durant el procés de replicacié és
necessari que existeixi una regié al final d’'una de les cadenes d’ADN que serveixi com
a encebador per a la sintesi de la cadena complementaria. Aquestes regions extra son
riqgues en guanines i la seva preséncia és molt important en el procés de replicacio. El
fragment extra amb un alt contingut de guanines es replega sobre si mateix i les
guanines s’aparellen mutuament per ponts d’hidrogen tipus Hoogsteen (Figura 2.10.)
[1, 17]. Les quatre guanines, conegudes com G-quartet, es troben apilades unes sobre

les altres a una distancia de 3,4 A.

Figura 2.14. Estructura d’'un G-quadruplex. Adaptat de I'arxiu PDB 139D [33] corresponent a

[34] on cada color representa una cadena d’ADN.
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Aquest tipus d’estructura pot formar-se a partir d’'una Unica cadena (estructura
intramolecular), o bé a partir de dues cadenes o quatre cadenes de nucleodtids
(estructura intermolecular) [31, 32]. La disposicié de les cadenes pot ser paral-lela o
antiparal-lela depenent de la naturalesa de la seqiéncia o del medi ionic en el qual es
trobi I'estructura. En el cas de la formacié d’estructures quadruples intermoleculars la
posicid relativa de les cadenes pot provocar la formaciéo de dos tipus diferents
d’estructures (veure Figura 2.15.). Aixi, hi hauran les estructures quadruples paral-leles
en les quals les quatre cadenes es trobaran en el mateix sentit i les estructures
quadruples antiparal-leles en les quals les cadenes es trobaran en sentits diferents dos
a dos. Les estructures quadruples antiparal-leles sén les més ampliament estudiades a
la literatura degut a que son les que formen les estructures quadruples intramoleculars
[32].

Paral-lel Antiparal-lel ¥

Figura 2.15. Esquema d’estructures quadruples en disposicions paral-leles i antiparal-leles.

Bi-loop

A diferéncia de les estructures G-quadruplex, la formacié d’estructures tipus bi-loop no
necessita cadenes amb un contingut elevat en guanina sind que es formen per
aparellaments de bases tipus Watson-Crick i interaccions degudes a I'apilament de
bases [35, 36]. A la bibliografia es troben descrites com dimers d’estructures cicliques
o lineals en les quals es formen quatre parells de bases de tipus Watson-Crick
intermoleculars que permeten I'estabilitat de I'estructura formada per les quatre
cadenes. Malgrat no tenir una implicacioé bioldgica tan obvia com en el cas dels G-

quadruplex, aquest motiu estructural pot estar implicat en processos de reconeixement
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de molécules d’acids nucleics com, per exemple, la reordenacié genética que es

produeix durant la formacio de I'esperma [36].

Figura 2.16. Estructura quadruple tipus bi-loop adaptada de [37]

A la Figura 2.16. s’observa un exemple duna estructura bi-loop. Degut a
'apantallament de les repulsions dels grups fosfat degut als efectes dels cations
metal-lics, les dues cadenes de I'estructura tipus dumbbell es poden apropar fins que

es formen ponts d’hidrogen intermoleculars adoptant una estructura quadruple.

2.2. Variables experimentals que afecten a les conformacions dels acids

nucleics

Com hem vist a I'apartat anterior les diferents conformacions que poden adoptar els
acids nucleics es basen en els parells de bases estabilitzats per ponts d’hidrogen.
Donada la feblesa d’aquest tipus d’enllagos és logic pensar que canvis en el medi
podran afectar aquests enllagos i, per tant, provocar canvis en I'estructura adoptada.
Aixi, entre els factors experimentals que poden afectar la conformacié de I'ADN

destaquen els seglents: temperatura, pH, forgca idnica (tant per la concentracié de sals

- 96 -



Nous desenvolupaments, aplicacions bionalitiques i validacié de Métodes de Resolucié Multivariant

Bloc I. Capitol 2. Quimica dels acids nucleics

com pel tipus de sal), concentracié de 'acid nucleic, polaritat del solvent o preséncia
de ions metal-lics [16, 17].

Al ser els acids nucleics polimers, s’han de tenir en compte dos efectes relacionats
amb la complexitat d’aquests [16]. En primer lloc, els efectes polifuncionals que sén
deguts a la preséncia de grups funcionals veins amb propietats quimiques diferents.
Aixi, grups carboxil, amida, amino, grups fosfat i grups hidroxil lliures als extrems de
les cadenes. Tota aquesta varietat de grups funcionals diferents implica que, al
estudiar un procés, es pot estar observant una suma de diferents processos
simultanis. Per exemple, la protonacié o desprotonacio de les bases nitrogenades pot
possibilitar o impossibilitar la formacié de qualsevol dels parells de bases descrits
anteriorment. En segon lloc, i molt relacionat amb I'anterior, s’hi troben els efectes
polielectrolitics, que es produeixen per l'aparici6 o desaparici6 de carregues
eléctriques en els grups funcionals del polimer. Un canvi de pH, un procés de
complexacié o una modificacié de la forca ionica del medi pot provocar canvis en la
compensacio parcial de les carregues idniques que apareixen al polimer induint canvis

conformacionals degut a I'atraccio/repulsio entre les carregues.

Donada la complexitat estructural dels acids nucleics, els efectes secundaris que
afecten un grup funcional i/o un parell de bases es troben ampliament influits per la
preséncia de grups funcionals proxims, I'apilament de bases nitrogenades i de les
interaccions per ponts d’hidrogen existents. En aquest casos, els efectes descrits
anteriorment produeixen un comportament cooperatiu a la molécula. L’'existéncia
d’aquests processos cooperatius provoca que els canvis en les estructures dels acids
nucleics siguin bruscos, degut a que la formacié o el trencament dels enllagos entre un
parell de bases indueix a la formacié o al trencament dels enllagos propers. La
importancia d’aquests efectes és proporcional a la longitud de la cadena dels acids
nucleics i, per tant, de la complexitat estructural dels acids nucleics. Aixi, aquests
efectes tindran gran importancia en els polinucleotids perd en els oligonucleotids (amb
els quals s’ha treballat majoritariament en aquesta Tesi Doctoral) aquests efectes

poden arribar a ser practicament menyspreables.

A continuacié es descriuen els principals factors experimentals que poden afectar

I'estabilitat de les conformacions dels acids nucleics.
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Efecte de la temperatura

Les conformacions dels acids nucleics presenten una gran dependéncia amb la
temperatura del medi [17]. Aixi, a temperatures baixes els acids nucleics acostumen a
trobar-se en una conformacié estructurada mentre que a temperatures més elevades
es troben en una conformacié desestructurada. Aquesta transicio des d’'una
conformacio estructurada a una conformacié desestructurada mitjangant 'augment de
la temperatura del sistema és el que es coneix com desnaturalitzacié termica (melting).
En el cas dels acids nucleics es pot dur a terme el procés contrari, conegut com
renaturalitzacié (annealing), en el qual en baixar la temperatura del medi es produeix la
transicié de conformacié desestructurada a conformacié estructurada. El procés de
desnaturalitzacié-renaturalitzacié acostuma a ser reversible ja que la velocitat a la qual
s’escalfa o es refreda la solucié és més lenta que la velocitat a la qual es produeix

I'equilibri entre les conformacions de I'acid nucleic presents en el sistema [9, 38].

Aquesta transicié entre les conformacions estructurada i desestructurada es produeix
en un interval estret de temperatures (Figura 2.17.), i permet determinar el que es
coneix com temperatura de fusié o melting (T.,) que correspon a la temperatura a la
qual la meitat de I'acid nucleic es troba en la conformacié estructurada i l'altre meitat

en la conformacié desestructurada.

a) b)

AT TR WY SR RO Y

W RO WL O Ol Wil WA desnaturalkzacio

Doble hélix *ADN /. g
Desnaturalitzacié I | Renanralitzacio A — % "
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AV oW oW W o’
WO W ™ |
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Cadenes d'ADH separadesen la
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Figura 2.17. a) Representacié esquematica d’'un experiment de desnaturalitzacié i , b)

representacié de la corba de desnaturalitzaci6 i determinacio del valor de T,, adaptat de [39].
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El procés de desnaturalitzacié (o renaturalitzacié) d’'un acid nucleic acostuma a
provocar canvis en les propietats espectrals. Aquests canvis poden ser seguits
mitjangant diferents técniques; com ara l'absorci6 molecular a [ultraviolat (on
generalment es treballa a 260 nm), la fluorescéncia, la ressonancia magnética nuclear,

el dicroisme circular o I'espectroscopia Raman [17].

Habitualment si es segueix la transicié entre les conformacions estructurades i
desestructurades mitjangcant absorcid6 molecular s'observa el fenomen de la
hipercromicitat [40]. Aquest és 'augment de I'absorcio de les bases de I'acid nucleic en
augmentar la temperatura (Figura 2.18.a). Aquest fet és degut a I'afebliment de les
interaccions per apilament entre les bases nitrogenades veines. Cal destacar que
aquesta hipercromicitat es troba, en general, al realitzar experiments de
desnaturalitzacié d’estructures duplex a cadenes desestructurades. Si s’estudien altres
estructures la hipercromicitat pot ser minima o, fins i tot, es pot produir-se el fenomen
contrari conegut com a hipocromicitat. Una altra técnica molt utilitzada per estudiar
aquests canvis conformacionals és el dicroisme circular [41]. En aquest cas, també, es
sol observar una disminucié de la intensitat del senyal en augmentar la temperatura
perd acompanyada de canvis significatius en la forma de I'espectre obtingut (Figura
2.18.b). Aquests fets es produeixen per la creixent desorganitzacié de la molécula que
provoca una menor simetria en la mateixa i, en consequéncia, un senyal de dicroisme

circular diferent.

a b
4
0.3} 3t \
0.25}
a =)
;i 0.2} =
g E
e g
2 k3]
5 0.15¢ E
= i
0.1
0.05}

240 260 280 300
Longitud d'ona (nm) Longitud d'ona (nm)

240 260 280 300
Figura 2.18. Espectres obtinguts en augmentar la temperatura. a) Augment de I'absorbancia a

I'absorcié molecular i, b) Disminucié del senyal de dicroisme circular.
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El valor de la temperatura de fusioé (T,,) que es determina té un interés limitat en el
camp bioquimic en el qual habitualment es treballa a la temperatura fisioldgica. Per tal
d’extreure més informacié, s’han establert les equacions per determinar parametres
termodinamics com l'entalpia, I'entropia estandard i 'energia lliure de Gibbs a partir de
la corba de fusi6 [38, 42]. Aquests calculs es basen en I'establiment d’'un model de dos
estats (totalment estructurat i totalment desestructurat) la qual cosa pot provocar
I'aparicié d’errors importants si existeixen intermedis en concentracions que no siguin
menyspreables. També és necessari un coneixement previ del sistema ja que les
equacions a utilitzar seran diferents depenent de la molecularitat i I'estequiometria de
la reaccio. Per exemple, en el cas més senzill de dues Uniques conformacions es pot
definir la fraccié desestructurada com una funcié de la hipercromicitat (és a dir, de

I'absorbancia (A), veure corba a la Figura 2.17.b):

A

f _ experimental

A

-A

estructurat

A

Equacié 2.1.

desnaturalitzat ~— /“estructurat

A partir d’aqui es pot determinar el valor de la constant d’equilibri en cada punt. Aixi

per a la dissociacié d’'una estructura de doble hélix es tindra:

K(T)= [Desestructurat]®  (1-f)2
[Estructurat| of

Cr Equacio 2.2.

On a partir de la fraccidé desestructurada (f) i de la concentracio total d’oligonucleotid
(cr) es pot obtenir el valor de la constant d’equilibri a cada temperatura. L’Equacié 2.2.
pot adoptar diferents formes en funcié de les caracteristiques del sistema estudiat. Per

exemple, en el cas d’oligonucledtids autocomplementaris seria:

[Desestructurat]®  2(1-f)? .
[Estructurat] 2f T

K(T)= Equaci6 2.3.

A partir de 'estudi de la dependéncia de K amb la temperatura es poden obtenir els

parametres termodinamics utilitzant I'equacio classica:
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AG®=—RTIn(K(T))=AH° - TAS® Equacio 2.4.

A la practica, I'aplicacié d’aquesta férmula es fa més facil en representar la constant
d’equilibri amb I'invers de la temperatura. Aixi, es podran extreure els parametres

termodinamics a partir de 'ordenada a I'origen i la pendent de la recta obtinguda.

&
(o)
IN(K(T))= F; +A: Equacié 2.5.

Efecte de la concentracio salina

Les bases nitrogenades sén neutres en el rang de pH fisiologic (entre 5 i 9). El mateix
passa amb les pentoses, que només poden perdre el protd del grups hidroxils a valors
de pH extremadament basics. En canvi, el grup fosfat presenta una carrega negativa,
per la qual cosa els acids nucleics es poden considerar com a polianions que
interaccionen amb molécules carregades positivament com, per exemple, els cations.
Aquesta interaccié electrostatica apantalla les repulsions entre les carregues negatives

dels grups fosfat estabilitzant les estructures ordenades de I'ADN [1].

Entre les possibles interaccions entre la cadena d’ADN i els cations cal destacar la
condensacio de contraions [17]. En aquesta, els cations es troben a molt poca
distancia de 'ADN perd amb llibertat per moure’s de forma paral-lela a I'hélix doble. A
més d’'aquesta interaccid deslocalitzada, alguns ions tenen preferéncia per
interaccionar de manera localitzada amb determinats grups funcionals. Aixi, per
exemple, els cations més habituals en els estudis d’equilibris entre conformacions

(Na*, K*, Mg®, Ca®") tenen preferéncia per enllacar-se als grups fosfats.

En general, I'efecte estabilitzador dels cations divalents és més gran que I'efecte dels
cations monovalents. Aquest fet es pot explicar perqué la capacitat apantalladora dels
ions divalents és molt més gran que la dels ions monovalents. Malgrat aix0, en alguns
casos com els G-quadruplex I'efecte estabilitzador és més gran en el cas del cations
monovalents perqué, a més de la carrega, s’ha de tenir en compte el tamany del i6.
Aixi, depenent de [l'estructura formada i de la seqliéncia, es podran observar

preferéncies per ions amb un radi més gran o més petit.
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Efecte del pH

Un altre factor que afecta les conformacions dels acids nucleics és el pH de la solucio
[17]. Per aixd, molts experiments que es realitzen al laboratori utilitzen dissolucions
amortidores que permeten mantenir el pH de la solucié al voltant d’aquests valors de
pH. En la literatura es poden trobar diferents exemples d’aquests dissolucions
amortidores entre els quals destaquen el tampo de fosfats, el PIPES (piperazina-N,N’-

bis[acid etanosulfonic]) o el cacodilat de sodi.

Per una altra banda, és interessant conéixer si es produeixen canvis conformacionals
al variar el pH del medi. Al modificar el pH de la solucié existeix la possibilitat de que
es produeixi la protonacié/desprotonacio dels atoms de nitrogen que es troben a les
bases (Taula 2.1.) [5]. Quan es produeix aquesta protonacié/desprotonacio,
I'estabilitat del parell de bases corresponent es veura afectada i aix0 pot implicar
canvis conformacionals. Un clar exemple dels efectes de la modificacié de pH és la
formacioé d’hélixs triples, amb la triada de bases (C-G)*C", a partir d’'una hélix doble i

que necessita la protonacié de les citosines de I'altre cadena [1].

A la taula seglent es mostres els valors de pK, per a la ionitzacié de les bases

nitrogenades.

Taula 2.1. Taula de valors de pK, dels fosfats i de les bases nitrogenades dels acids nucleics
adaptada de [5].

Fosfat | Base
lonitzacié lonitzacié
Primaria Secundaria N de la base on
pK, .
es perd el protd
pKa1 pKa2
5 AMP 0,9 6,1 3,8 N1
2.4 N7
5 GMP 0,7 6,1
9.4 N1
5 TMP 1,0 6,4 9,5 N3
5 CMP 0,8 6,3 4.5 N3
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Efecte de la concentracio dels acids nucleics

La concentracié d’acid nucleic en la solucié és un altre factor a tenir en compte.
Habitualment es treballa amb concentracions d’acid nucleics de I'ordre micromolar ja
que, a partir d’aquesta concentracié, les senyals espectroscopiques obtingudes
acostumen a ser bones. Per una altra banda, el treball amb concentracions més
elevades pot donar lloc a fendmens d’agregacio [2]. Aixi, si s'augmenta un o dos
ordres de magnitud la concentracié de treball s’augmenten, al mateix temps, les
possibilitats de formacié d’estructures intermoleculars d’ordre superior, és a dir, la

formacio d’estructures tricatenaries o tetracatenaries.

Es pot conéixer la formacié d’estructures intermoleculars mitjancant la realitzacio
d’experiments de desnaturalitzacié térmica a diferents concentracions d’acid nucleic
[17, 42]. Per exemple, la desnaturalitzacié d’una estructura unimolecular no depén de
la concentracié i, per tant, no observarem canvis en la temperatura de fusié en
augmentar la concentracié d’acid nucleic. En canvi, la fusi6 d'una estructura
bimolecular depén de la concentracio d’acid nucleic. En aquest cas, en augmentar la
concentracié d’acid nucleic s’observa que la temperatura de fusié augmenta. Aixd es
deu a que en tenir més molécules monomeériques en solucid, la probabilitat de
formacio de ponts d’hidrogen intermoleculars també augmenta i, per tant, I'enllag entre
dues molécules es pot mantenir fins a temperatures més elevades. Aquest fet es pot
aprofitar per determinar els parametres termodinamics associats a un procés

multimolecular. L’equacio per calcular AH® i AS®, en aquest cas, és:

i_RIn(c)+AS°
T, AH® AH°

m

Equacié 2.6.

2.3. Descripcio dels sistemes experimentals estudiats

Tres dels treballs inclosos en el capitol 5 d’aquesta memodria mostren els resultats
obtinguts en I'estudi dels equilibris conformacionals induits pels canvis de temperatura,
pH i forgca ionica del medi per diferents oligonucleotids. Aixi, s’ha realitzat I'estudi

experimental dels sistemes seguents:
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Estructures dumbbell | bi-loop

En el primer treball (apartat 5.2.) s’estudien els equilibris en solucié de I'oligonucledtid
ciclic d<pTGCTCGCT>. Aquest oligonucleotid adopta una estructura tipus dumbbell en
medi aqués a forga idnica i temperatura baixes. A més, I'oligonucledtid estudiat adopta
una altra estructura en medi aqués a baixes temperatures perd a forces ioniques
elevades [37, 43]. En aquestes condicions es forma un dimer del tipus bi-loop degut a
'apantallament de les repulsions dels grups fosfat pels cations metal-lics. D’aquesta
forma les dues cadenes de I'estructura dumbbell es poden apropar més fins que es
formen ponts d’hidrogen intermoleculars i es forma una estructura quadruple

intermolecular.

L’objectiu principal d’aquest treball era estudiar els equilibris entre aquestes dues
estructures. Aixi, es volia estudiar la seva estabilitat térmica en condicions tant de
forga idnica baixa, on s’esperava trobar I'estructura tipus dumbbell, com en condicions

de forca idnica elevada, on s’esperava trobar I'estructura tipus bi-loop.

Estructures triples

En el segon treball (apartat 5.3.) s’estudien els equilibris acid-base de quatre
oligonucledtids i les possibles interaccions entre ells. Es va treballar amb la sequéncia
h26 (5-GAAGGAGGAGA-TTTT-TCTCCTCCTTC-3') i les sequéncies s11AG (5—
AGAGGAGGAAG-3), s11TG (5-TGTGGTGGTTG-3’) i s11CT (5° — CTTCCTCCTCT
-3).

La seqliéncia h26 presenta una primera estructura de forqueta amb el gir format per
les quatre bases de timina i una segona estructura d’hélix doble (veure, per exemple la
Figura 2.11.). En canvi, els altres tres oligonucledtids no presenten una estructura
secundaria definida i es troben en solucié en forma d’una Unica cadena. La interaccio
de cadascuna d’aquestes tres cadenes d’oligonucledtid amb I'estructura en forma de
forqueta permet l'obtencié de dos tipus diferents d’estructures triples (paral-lela i
antiparal-lela) que presenten unes caracteristiques biofisiques totalment diferents [1,
44, 45].
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L’objectiu principal d’aquest treball va ser estudiat la dependéncia de la formacié de les
estructures triples amb el pH. A més es pretenia estudiar I'estabilitat térmica de
cadascuna d’aquestes estructures triples formades per tal de poder avaluar la seva

possible importancia biomédica.

Estructures quadruples

Finalment, a I'apartat 5.4., es van estudiar els canvis conformacionals induits per la
temperatura de [loligonucleotid 5-TAGGGTTAGGGT-3'. S’ha observat que la
interaccié de dues moléecules a temperatura baixa permet formar una estructura de G-
quadruplex intermolecular en la qual es formen aparellaments quadruples de bases de
guanina enllagades per ponts d’hidrogen [32, 46]. A la literatura s’ha descrit que poden
existir estructures diferents simultaniament en solucié depenent de la temperatura i de

la preséncia de cations monovalents.

L’objectiu principal d’aquest treball ha estat la resoluci6 de totes les estructures

presents en diferents condicions experimentals.

2.4. Micromatrius d’ADN

2.4.1. Conceptes basics

El 24 d’abril de I'any 2003 es va publicar la sequenciacié dels aproximadament 30000
gens que formen el genoma huma gracies al programa Human Genome Project (HGP)
[47-49]. Encara que aquest projecte va ser iniciat als anys vuitanta sota la direccio de
James Watson, va ser a partir de la década dels noranta quan I'aparicid de noves
técniques instrumentals (com la reaccio en cadena de la polimerasa [50, 51], PCR) van
permetre un rapid progrés, que va culminar amb la sequienciacié completa del genoma
huma. El seglent pas consisteix en localitzar i determinar la funcié dels gens [52].
Donada la necessitat d’analitzar un gran nombre de dades, han aparegut noves
técniques instrumentals que permeten aquests estudis. Entre aquestes técniques,

destaca la tecnologia de les micromatrius d’ADN [53, 54]. La tecnologia de les
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micromatrius d’ADN permet I'estudi massiu i simultani de molts gens, tot proporcionant

I'oportunitat d’estudiar la seva expressio génica i les possibles interaccions entre ells.

L’aplicacié més popular de la tecnologia de les micromatrius d’ADN és el conegut com
gene discovery [55] que permet la identificacié de nous gens i ampliar el coneixement
sobre el seu funcionament i nivells d’expressio en condicions biologiques diferents. Per
exemple, en estudiar com és l'expressié d’'un grup de gens en teixits normals i
cancerosos es pot observar que I'expressié d’alguns gens és significativament diferent
en els dos teixits, per la qual cosa aquest gens es consideraran sospitosos d’estar
relacionats amb l'aparicié del cancer. Una altra aplicacio és el diagnostic de malalties
[52, 56, 57]. En aquest cas, l'analisi dels experiments de micromatrius permet
identificar els gens relacionats amb malalties provocades pel medi ambient com, per
exemple, malalties que tenen a veure amb els sistemes respiratori, nervidos o
immunologic. Mdltiples treballs s’han publicat estudiant diferents tipus de cancer amb
base a l'expressid génica en les cél-lules tumorals. Una altra aplicaci6 és el
desenvolupament de farmacs [10, 52, 58, 59] (farmacogenomics) que estudia la
possible relacié existent entre I'administracié d’un farmac i els perfils genétics del
pacient. Una analisi comparativa dels gens d’una cél-lula malalta i una cél-lula normal
ajuda a identificar la constitucié bioquimica de les proteines sintetitzades a partir de
gens de la cél-lula malalta. Els investigadors poden utilitzar aquesta informacié per
sintetitzar farmacs amb els que combatre aquestes proteines i reduir els seus efectes.
Finalment, la investigacié toxicologica [60, 61] (foxicogenomics) que estudia les
correlacions entre les respostes a substancies toxiques i els canvis en els perfils
genetics dels organismes exposats a aquestes. La tecnologia de les micromatrius
d’ADN facilita els tests de toxicitat dels farmacs, de forma que la determinacié
d’efectes col-laterals i incompatibilitats potencials dels farmacs en una etapa inicial pot
ajudar a estalviar temps i diners degut a la seleccié de farmacs amb més possibilitats

d’éxit.

Els origens de les micromatrius d’ADN s’han de buscar a la década dels setanta quan
Ed Southern va comencar a realitzar estudis d’hibridacié entre sequéncies d’ADN
lliures i seqiiéncies unides a un suport solid [62]. No va ser fins 'any 1995 quan el grup
del Dr. Pat O. Brown a la Universitat de Stanford [63] va descriure els microarrays

d’ADN tal i com es coneixen actualment.
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Basicament, una micromatriu és una placa suport revestida de vidre o plastic en la
qual les sequéncies d’ADN es fixen a determinats punts anomenats pouets (spots)
(Figura 2.19.) [53]. En cadascuna de les plaques poden ser impresos fins a 20000
spots de forma que es podran analitzar fins a 20000 seqiéncies, ja siguin de gens
coneguts o del que es coneix com Expressed Sequence Tags (EST) que son

sequéncies d’ADN que s’expressen perd que se’n desconeix la funcié.

Figura 2.19. Instrumentacio utilitzada en un experiment de microarrays d’ADN adaptada de
[64]. a) Instrument de deposicié de les sondes a la placa (spotting) i b) exemple de capgal

d’'impressioé de les sondes.

Hi ha dos tipus basics d’experiments de micromatrius d’ADN:

1) Sondes d’ADN complementari, de entre 500-5000 bases, i que van ser

desenvolupades a la Stanford University.

2) Graelles d’oligonucleotids (o xips d’ADN), de entre 20 i 100 bases, que van ser
desenvolupades per la casa comercial Affymetrix, Inc. que ven el producte sota

el nom de GeneChip®.

A continuacio es fara una breu descripcié de procés experimental necessari en el cas
de dur a terme un experiment de micromatrius d’ADN complementari seguint

'esquema que es mostra a la Figura 2.20. [65].

En primer lloc, es preparen les sondes o clons dADN complementari. Per aixd es
defineixen i es seleccionen els gens que s’estudiaran a I'experiment. Per dur a terme
aquesta seleccio es poden fer servir les bases de dades aparegudes arrel del projecte

de sequenciacio del genoma huma. En aquestes bases de dades hi ha milers de
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sequéncies conegudes de bases d’ADN les quals corresponen a fragments d’ADN que
codifiquen un gen o una etiqueta d’expressidé de la sequéncia (EST). Aquestes
etiquetes d’expressio de la sequiéncia corresponen a sequiencies de bases d’ADN de
mida variable i que, en alguns casos, s’ha vist posteriorment que corresponen a gens
presents en el genoma huma [65, 66]. El seglient pas és la immobilitzacié d’aquestes
sondes o clons en el suport solid utilitzat que acostuma a ser de vidre. En cada pouet
del suport es dipositen fraccions de nanolitres de les sondes préviament obtingudes,
purificades i ampliades per PCR. Aquestes sondes es distribueixen en plaques
d’aproximadament 400 pouets, és a dir, un experiment complet de micromatrius d’ADN

generalment fara servir més d’una placa.

mostra referéncia excitacio
r"‘q.___,.
-n-""\..____,
1 L, S
clons d'ADN = & laser1 laser2
R e

transcripeio
inversa

Purificacia i :
amplificacio PCR

marcatge
fluorescent

hibridacio de @
les mostres al
suport

§39800°
2 o 0% Analisi
de dades

Figura 2.20. Esquema general del procés de fabricacié i mesura d’'una micromatriu d’ADN del

tipus sondes d’ADN complementari adaptada de [65].

D’altra banda, es preparen els ADN complementaris de mostres problema i de
referéncia. En aquest procés es veu reflectit el Dogma central de la Biologia Molecular
que s’ha mostrat a la Figura 2.1. ja que a partir de 'ADN es prepara 'ARN missatger i
d’aquest s’obté el seu ADN complementari. La generacié d’ADN complementari a partir
d’ARN missatger es porta a terme mitjangant transcripcié inversa amb la peculiaritat de
que es marca ’ADN complementari amb fluorofors. Una vegada sintetitzats els ADN
complementaris problema i referéncia es marquen, respectivament, un amb el fluordfor

verd Cye-3 i I'altre amb el fluorofor vermell Cye-5 [65, 66]. Generalment es fa servir el
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colorant vermell per a 'ADN complementari de la mostra problema i el colorant verd

per a '’ADN complementari de referéncia.

El seglient pas és dur a terme la hibridacié, és a dir, la unié mitjangant ponts
d’hidrogen del ’ADN complementari de les mostres problema i de referéncia amb les
sequéncies sonda d’ADN préviament unides al suport. Aixi, les sondes d’ADN presents
a cada pouet del suport competeixen pels ADN complementaris marcats de les
mostres problema i de referéncia. Durant aquest procés es poden produir quatre
situacions diferents a cada pouet. En primer lloc, hi ha el cas que no es produeixi
hibridacié ni de la mostra problema ni de referéncia. En segon lloc, pot donar-se que
unicament s’hibridi una de les mostres, és a dir, que s’hibridi per ponts d’hidrogen o la
cadena de la mostra problema o la cadena de la mostra de referencia. Finalment, hi ha
el cas on a un determinat pouet s’hibriden les dues cadenes (tant les de mostra com la
de referéncia), malgrat que pot haver-hi preferéncia per una de les dues. El darrer pas,
abans del procés de mesura espectroscopica, és el rentat de les restes d’ADN

complementari que no s’han hibridat especificament [53].

L’excitacié laser de la micromatriu proporciona una emissié fluorescent amb uns
espectres caracteristics els quals sén mesurats utilitzant un microscopi d’escaneig
laser confocal. Les imatges monocromes (una corresponent al colorant verd i l'altre al
colorant vermell) del escaner sén importades pel programari en el qual soén
pseudocolorejades i fusionades. Aixi, d’acord amb les quatre possibilitats que s’han
descrit al paragraf anterior s’obtindra una expressio génica determinada pel gen o EST
que es troba en un determinat pouet. D’aquesta forma, un pouet apareixera de color
negre si no s’han hibridat ni TADN complementari problema ni ’ADN complementari de
referéncia. El pouet apareixera de color verd si només s’ha hibridat I’ADN
complementari de la mostra problema i vermell si només s’ha hibridat 'ADN
complementari de la mostra de referencia. En el cas, que s’hidridin les mostres
problema i de referéncia al mateix pouet s’obtindra un senyal de color groc malgrat que
depenent de I'abundancia pot existir una tonalitat vermella o verda. D’aquesta forma,
els nivells de I'expressio génica relativa a les mostres problema i a les mostres de
referéncia poden ser estimades a partir de les intensitats de fluorescéncia i els colors

emesos per cada pouet durant 'escaneig [54, 65].
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Aquestes imatges escanejades sén analitzades utilitzant programari d’analisi
d’'imatges. Aquests programes avaluen I'expressio dels gens quantificant la relacié de
la intensitat de fluorescéncia per a cada pouet. Aixi, les intensitats quantificades
proporcionen informacio sobre I'activitat d’'un gen especific en una determinada cél-lula
o teixit. A partir d’aquestes relacions d’intensitats de fluorescéncia es realitza I'analisi
de les dades experimentals per tal de determinar les possibles correlacions entre les

expressions dels gens.

2.4.2. Tractament de dades

L’expressi6 relativa dels gens en una série de mostres es pot tabular en forma de
matriu de dades [10]. Aixi, la matriu de dades D, les dimensions de la qual sera de n
gens per m mostres en condicions diferents, representara la totalitat de les dades

d’expressio on cada valor sera el log, de la relacié de les expressions.

C5ij, vermell

Equacié 2.7.
C3

X :|092

ij, verd

on C5; és la intensitat de fluorescéncia del gen i a la mostra problema j i C3; és la

intensitat de fluorescéncia del gen i a la mostra de referéncia j.

Aixi, x; sera negatiu si C3>C5 i positiu si C5>C3, el que equival a dir que un gen estara
sobreexpressat respecte la mostra de referéncia quan x; sigui positiu i un gen estara

subexpressat respecte la mostra de referéncia quan x; sigui negatiu.
Fonts de variabilitat i pretractaments de les dades

En els experiments de micromatrius d’ADN es tracta de determinar si la variacié que
es pot observar en les dades és deguda a variacions en els processos bioldgics entre
la mostra problema i la mostra de referéncia [10]. En els primers treballs que van
aparéixer utilitzant la tecnologia de les micromatrius d’ADN Unicament es publicaven
les relacions entre les intensitats de forma que no es podia conéixer la qualitat de les
dades originals. Actualment aquest fet esta canviant degut a la implantacié del protocol

MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment) [67, 68] que defineix els
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estandards minims per publicar dades de micromatrius d’ADN. D’aquesta forma, un
dels principals objectius en el disseny d’experiments de micromatrius d’ADN sera
intentar assegurar que les fonts de variacid no relacionades amb els processos
bioldgics tinguin un efecte minim. Entre aquestes fonts de variabilitat es pot destacar
[10, 53]:

o L’extraccié de 'ARN dels teixits, on factors com la quantitat de mostra o la puresa
de I'ARN extret poden afectar a les posteriors etapes de mesura.

e EI procés dhibridacio, que es pot veure afectat per diferents variables
experimentals com la temperatura o el temps, els quals poden provocar resultats
diferents en experiments replicats.

e El marcatge de les sondes. Aixi, es poden tenir diferéncies de resposta entre els
pouets d’'una mateixa placa ja que la seva situacié no és exactament la mateixa i
entre els pouets de plaques diferents.

o El procés d’escaneig pot tenir fonts de variacio relacionades amb la instrumentacio
a causa de les possibles diferéncies en els rendiments dels lasers i dels detectors.

¢ L’analisi de les imatges obtingudes, on s’ha de quantificar cada pouet a partir dels
pixels que el formen. Es necessiten diverses mesures per a cada punt, a més

d’una mesura del fons per tal d’obtenir la intensitat neta.

Per tal d’aconseguir minimitzar aquestes fonts de variabilitat el disseny d'un
experiment de micromatrius d’ADN inclou la mesura de répliques. Aquestes repliques
poden ser de dos tipus diferents. En primer lloc, els replicats técnics amb els quals es
controla I'error experimental. En segon lloc, els replicats bioldgics, en els quals dos o
meés teixits que provenen de la mateixa font i que es tracten de forma idéntica

serveixen per determinar la variabilitat global de les dades.

Per tal de minimitzar les variacions implicites a I'experiment que poden ser tant
sistematiques com aleatories es realitzen pretractaments de les dades com a pas previ
de l'analisi estadistic [10, 69]. Aixi, s’acostuma a centrar les dades respecte la mitjana
o la mediana de cada fila de la matriu de dades que les conté, la qual cosa implica que
la mitiana o mediana de cada fila sera igual a zero. Per exemple, es troben a la
bibliografia molts treballs que consisteixen en una série de mostres de teixits
cancerosos que es comparen amb una mostra de referéncia de teixit no cancerés [70-

72]. També existeix la possibilitat de centrar les dades respecte a les columnes per
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eliminar alguns tipus de biaix que desplaci tots els valors de la relacid de
fluorescéncies en un valor determinat. En segon lloc, es poden dividir tots els elements
d’una fila de la matriu de dades de forma que la seva desviacié estandard sigui igual a
la unitat. Aquests diferents tipus de pretractaments de les dades afecten la variabilitat
de les dades i permeten amplificar senyals débils o disminuir senyals forts [10, 54].
Alternativament, existeixen altres métodes de pretractament com poden ser els de
suavitzat LOWESS (LOcally WEghted Scatterplot Smoothing) o la normalitzacié

respecte la intensitat total.

2.4.2.1. Métodes de classificacid

Actualment, un dels objectius que s’intenta assolir quan s’analitzen dades de
micromatrius d’ADN és la classificacié de les mostres estudiades segons aspectes
biologics. Aixi, s’intenta agrupar les mostres en un nombre petit de grups que permeti
disminuir la complexitat de les dades i aconseguir extreure similituds o diferéncies
entre mostres d’'una forma més intuitiva. A continuacid, es descriuen breument alguns
dels metodes més utilitzats per trobar aquests tipus d’agrupaments, els quals formen
part del que s’anomena analisi d’agrupacions (Cluster Analysis). L’analisi
d’agrupacions es pot definir com el procés de classificacié d’'una série d’objectes en
grups basant-se en relacions de similitud. La idea principal és definir els grups de
forma que es minimitzi la variacié dins de cada grup al mateix temps que s’intenta
maximitzar la variacidé entre grups diferents [10, 54]. Es poden trobar dues situacions
diferents a I'hora de realitzar aquesta classificacio depenent de si es fa servir
coneixement previ (analisi d’agrupacions supervisat) o no (analisi d’agrupacions no

supervisat). La diferéncia entre les dues estratégies es mostra a la Figura 2.21.
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Figura 2.21. Representacioé esquematica dels diferents tipus d’analisi d’agrupacions. a) Analisi

agrupacions no supervisat i b) Analisi d’agrupacions supervisat.
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En el primer cas (esquerra de la figura), es mostra un exemple d’analisi d’agrupacions
no supervisat. Aixi, s’intenta agrupar les mostres tenint en compte Unicament la seva
situacié a l'espai, és a dir, les distancies existents entre els diferents punts. En el
segon cas (dreta de la figura), es mostra un exemple d’analisi d’agrupacions
supervisat. Aixi, en primer lloc es classifiquen els objectes coneguts i, posteriorment,
s’intenta trobar un métode que serveixi per discriminar entre els diferents tipus
d’objectes de la forma més precisa possible. Habitualment s’acostuma a dir que els
meétodes supervisats serveixen per classificar les mostres mentre que els métodes no

supervisats es fan servir per agrupar les mostres o els gens.

Analisi d’agrupacions supervisat

L’analisi d’agrupacions supervisat classifica la major part de les mostres basant-se en
informacié coneguda prévia [73]. Aixi, els meétodes supervisats utilitzen aquesta
informacié prévia, que sol ser oferta per un conjunt de dades d’entrenament o
calibratge, i una vegada s’aconsegueix la creacié d’'un bon model, s’utilitza per predir
noves mostres. Alguns dels principals métodes que han estat ampliament utilitzats a
'ambit quimiomeétric sén el métode de Minims Quadrats Parcials (Partial Least
Squares, PLS) [74, 75], 'Analisi Discriminant Linear (Linear Discriminant Analysis,
LDA) [76, 77], les xarxes neuronals artificials (Artificial Neural Networks, ANN) [78, 79]
o les Maquines Suportades Vectorialment (Suport Vector Machines, SVM) [80, 81].

Analisi d’agrupacions no supervisat

Mentre I'analisi d’agrupacions supervisat necessita informacié precisa sobre la
classificacid d’algunes de les mostres, els meétodes d’analisi d’agrupacions no
supervisat no disposen d’aquest tipus d’informacié. D’aquesta forma, la formacié dels
grups es fara unicament en base a similituds entre les mostres o els gens de la nostra
matriu de dades [73]. Alguns dels métodes d’analisi d’agrupacions no supervisat més

utilitzats en 'analisi de dades de micromatrius d’ADN son :

Analisi d’agrupacions jerarquic

L’agrupament jerarquic transforma les distancies multidimensionals entre objectes

d’'una matriu de dades en un conjunt de particions jerarquitzades [10, 73, 82]. Aquesta
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jerarquitzacié es pot representar graficament mitjangcant un dendrograma en forma
d’arbre en el qual cada grup queda inclos en un grup més gran fins arribar a un unic
grup (Figura 2.22.). Entre els algoritmes que realitzen aquesta agrupacio jerarquica es

poden diferenciar dues classes:

1) Els algoritmes aglomerants, en els quals s’inicia amb tants grups com objectes i
iterativament es redueix el nombre de grups mitjangant la unié dels grups més

semblants de mostres fins arribar a un unic grup.

2) Els algoritmes particionals, en el quals s’inicia amb un Unic grup i iterativament
es divideix aquest grup inicial fins arribar a tenir el maxim nombre possible de

grups, és a dir, un nombre de grups igual al nombre d’objectes.

Hi ha diferents tipus de formes de mesurar les distancies i métodes d’enllagar els
diferents grups [73]. Per mesurar les distancies es fa, servir per exemple, la distancia
euclidea, la distancia de Mahalanobis, la distancia de Manhattan o el coeficient de
correlacioé de Pearson. Per enllacar els diferents grups hi ha métodes com el de 'enllag
simple, I'enllag complet, I'enlla¢g mitja, I'enlla¢c al vei més proper o meés llunya o el

meétode de Ward.
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Figura 2.22. Dendrograma aplicat a dades de micromatrius d’ADN adaptada de [70].

Algunes aplicacions d’aquest métode a dades de micromatrius d’ADN es poden trobar
a la literatura [70, 71, 82].
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Els métodes d’analisi d’agrupacions jerarquics van ser en un principi els metodes més
utilitzats per a I'analisi de dades de micromatrius d’ADN. L’avantatge més gran és que
no necessiten cap tipus d’informacié prévia. Malgrat aixd, també presenten
inconvenients com la dificultat de treballar amb conjunts de dades molt grans a causa

dels recursos computacionals necessaris per calcular les matrius de similituds.

Analisi d’agrupacions no jerarquic

Mentre que en el cas de I'analisi d’agrupacions jerarquic es transformen totes les
dades experimentals en grups sense necessitat de cap coneixement previ, I'analisi
d’agrupacions no jerarquic necessita saber com les dades han de ser particionades
[10, 73]. Aixi, per exemple, es necessita un coneixement previ del nombre de grups
present a les dades. Malgrat aix0, a diferéncia dels meétodes d’analisi supervisats, no
es necessita el coneixement previ d’assignacié d’'una mostra concreta a un grup en

particular.

Els principals meétodes d’analisi d’agrupacions no jerarquics es descriuen a

continuacio.

Métode k-means

El métode de k-means es fa servir ampliament en l'analisi de dades de micromatrius
d’ADN ja que proporciona bons resultats basant-se en uns principis molt simples. La
idea basica és mantenir una estimacié del centroide de cadascun dels grups i
particionar les dades iterativament de forma que es calculi la suma dels quadrats dels
errors en cada punt i, d’'aquesta forma, els centroides de cada grup siguin recalculats
aconseguint que la suma dels quadrats dels errors sigui minima [73, 83]. Com a
métode no supervisat, no es necessita conéixer una classificacié exacta de les
mostres sind que Unicament es necessita definir el nombre de grups i, si és possible,

identificar els centroides d’aquests grups.

Aixi, l'algoritme k-means segueix els passos seglents:

1) Inicialitzacié amb la definicié del nombre de grups (si és possible, es designa

un centre per a cadascun d’aquests grups).
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2) Assignacio de cada objecte al centre del grup més proper, de forma que aquest
objecte passa a ser d’aquest grup.

3) Calcul del nou centre del grup fent la mitjiana geométrica de tots els objectes
que pertanyen al grup.

4) Calcul de la suma dels quadrats dels errors. Si aquest valor no ha millorat en
les ultimes iteracions s’acaba el procés. Si ha millorat, es torna al segon pas

per continuar amb I'optimitzaci¢ iterativa.

El métode k-means s’ha establert com un métode aconsellable per treballar amb
conjunts de dades molt grans degut a la seva complexitat petita que li permet dur a
terme un elevat nombre d’iteracions en poc temps. Es poden trobar moltes aplicacions
d’aquest métode a dades de micromatrius d’ADN [84-88]. Malgrat aix0, presenta
inconvenients com ara la incertesa en el calcul de I'dptim global durant la optimitzacio.
Existeix la possibilitat d'utilitzar el meétode k-means conjuntament amb técniques
d’algoritmes genétics o de logica difusa per tal d’assegurar la determinacié correcta de

I'd0ptim global.

Analisi per components principals (Principal Component Analysis, PCA)

L’analisi per components principals s’utilitza en I'analisi de les dades de micromatrius
d’ADN com a eina d’exploraciéo dels possible grups de mostres. Aquest métode
s’explica amb detall al capitol de métodes quimiomeétrics i, a continuacio, només es fan
unes breus consideracions aplicades a I'analisi de dades de micromatrius d’ADN [89-
91].

L’analisi per components principals descompon la matriu de dades en el producte:
D=UV' +E Equacié 2.8.
En aquesta equacié U s’anomena matriu de scores i proporciona informacié sobre la
distribucio de les mostres en el nou espai vectorial definit pels components principals.
V' s'anomena matriu de loadings i descriu la naturalesa dels components principals

(en aquest cas, proporciona informacié sobre els perfils d’expressié génica associats a

cada component principal). Les dimensions d’aquestes matrius sén D (m, n), U (m, nc)
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i VT (nc, n) on m és el nombre de mostres, n és el nombre de variables (en aquest cas,

gens) i nc el nombre de components principals seleccionats.

L’analisi per components principals intenta capturar la maxima variancia de les dades
en els components principals que son eixos que expliquen la maxima quantitat de
variancia i que tenen la propietat de ser ortogonals (no correlacionats) amb altres
components principals del mateix conjunt de dades [10, 73]. El nombre de components
principals seleccionats pot ser conegut préviament o pot ser determinat quan el nou
component sigui utilitzat per explicar majoritariament soroll. A partir de la representacio
de les matrius de loadings i de scores es podra obtenir informacié sobre els perfils
génics i les agrupacions de les mostres, respectivament. Aixi, per exemple, en la
representacié grafica de la matriu de scores es pot determinar el nombre de grups
presents en les dades i identificar les mostres que pertanyen a cada grup com es
mostra a la Figura 2.23.
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Figura 2.23. Grafic de scores adaptat de [91] on es mostra la separacié mitjangant tres

components principals de diferents tipus de mostres.

A més del métode d’analisi per components principals, en aquesta Tesi es proposa la
utilitzacié del Métode de Resolucié Multivariant de Corbes per Minims Quadrats
Alternats (MCR-ALS) per a l'analisi de dades de micromatrius d’ADN. Actualment,
Uunicament es troben referéncies d'utilitzacié similars per part del grup del Dr. Haaland
[92-95]. En aquests treballs, el métode MCR-ALS s’ha fet servir per a I'analisi de dades
d’espectroscopia d’'imatges hiperespectral que presenten una estructura molt similar a
les dades de micromatrius d’ADN. En aquests treballs, MCR-ALS s’ha aplicat per filtrar
el senyal de les sondes de DNA del senyal original (que també conté les contribucions
del blanc i de les possibles impureses) de forma que es permet la determinacio

correcta de I'expressio relativa dels gens.
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