



















































































Sistema de Ecuaciones para Optimizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en exones del gen del

factor H del complemento

Fig. 9. Diagramas de flujo del software de MATLAB y la validacién implementada para el cédigo
La segunda parte del trabajo con el software involucré la validacion, para asegurar
que los resultados calculados con el software equivaldrian a los que adquiriria un
usuario experto al segmentar las bandas. El umbral fue validado por dos
investigadoras del INMEGEN y por una muestra de 10 alumnos de Ingenieria
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Fig. 10. Gréfica de los valores de AND obtenidos entre el algoritmo automatico y el manual. Cada usuario eligié
aleatoriamente el exén y el nimero de banda a validar. Se pudo notar en los usuarios expertos de INMEGEN, gue

aprendian a usar el programa y los AND de sus siguientes selecciones eran mucho mas cercanas a 1 que los primeros.

Se hizo el andlisis estadistico de los valores promedio de cada banda al
relacionarlas con las condiciones de Tm y Mg que las ocasionaron. A continuacién
se muestran las graficas y el ANOVA [del tipo modelo lineal general] de cada exén
analizado. El objetivo del ANOVA es determinar si las diferencias entre los

resultados de cada condicidn pueden estadisticamente ser consideradas
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diferentes o la diferencia no es significativa [19] ya que compara el grado de

variabilidad entre los resultados con una prueba inversa de Fisher [20]. Ademas,

se hizo un analisis de Tukey con intervalo de confianza de 95% para comparar las

medias obtenidas y determinar, en caso de ser diferentes, qué variantes eran

diferentes de otras y cuales no.

Analisis Estadistico

EXON 3
Primer F Tm F tedrica | Primer R Tm F | Promedio Tm Mg
tedrica | Tmtedrica | funcional | funcional
TTCACCAATGCT | 56 AAGCAGGTGAAAGT | 56 56 68 2x
GGGCAGGCT CTTGCTTTCCT
Exon 3
140 T T

Cantidad de DNA

65
Tm
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Andlisis estadistico de la PCR del exon 3
El ANOVA demostré que el Magnesio si es un factor determinante para los

resultados de este exoén al encontrar diferencias estadisticamente significativas en

los resultados. La prueba de distribucion de F inversa demuestra que el Magnesio

es un factor estadisticamente determinante para la cantidad de DNA creado. La

prueba de intervalos de confianza de Tukey encontré diferencias estadisticamente

significativas en la cantidad de DNA creado entre la PCR con Tm= 62°C contra las

PCR con Tm= 64°C, 66°C y 68°C, respectivamente, pero demuestra que la

cantidad de DNA creado entre 64°C, 66°C y 68°C no es estadisticamente

diferente. La prueba de Tukey para Mg no encontré diferencias significativas entre

ninguno de los resultados.

EXON 5
Primer F Tm F tedrica | Primer R Tm F | Promedio | Tm Mg
tedrica | Tm funcional | funcional
tedrica
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TTTCCTCCAAT 51 TGCTGATATTCCT | 52 515 3x
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Andilisis estadistico de la PCR del exon 5
Aunque la prueba inversa de F no encuentra diferencias entre los factores, la

prueba de Tukey demuestra que el valor méas alto de Tm (57°C), y el valor mas

bajo de Mg (0.0°C) son estadisticamente diferentes al resto de los resultados, que

no son estadisticamente diferentes entre si.

EXON 7
Primer F Tm F tedrica | Primer R Tm F | Promedio | Tm Mg
teérica | Tm funcional | funcional
tedrica
TGTTCATTTTAA | 46 TTTCGGCAACTTC | 48 47 53 3x
TGCCATTTTG GAAAACT
Exon 7
150 T . T

Cantidad de DNA

—&—0 Mg
—8— 1x Mg
50+ —&—2x Mg
—&— 3x Mg T
W, e £ . 4 - £
49 50 51 52 53 54 55

Tm
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Main Effects Plot for Cantidad Exon 7
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Andlisis estadistico de la PCR del exon 7
Los resultados de la PCR no son estadisticamente diferentes en las diferentes

temperaturas, revelando una afinidad muy alta de los primers por el segmento de
DNA para el que fueron disefados. La prueba de F inversa demuestra que los
resultados en variaciones de Tm son estadisticamente diferentes, pero no puede
demostrarlo con Mg. En cambio, la prueba de Tukey demuestra que el valor con 0
Mg anula totalmente la reaccion para este exén y no encuentra diferencias entre

los valores de Mg.

EXON 10

Primer F Tm F | Primer R m F | Promedio Tm Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio
(°C) (°C) (°C) nal

TGAATGCTTATG | 52 AAACCTGCAG | 49 50.5 55 2x

GTTATCCAGGT GAACAAAGC
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Analisis estadistico de la PCR del exon 10
En forma similar al exén 5, la prueba inversa de F no encuentra diferencias entre

los factores, mientras que la prueba de Tukey demuestra que el valor mas alto de
Tm (57°C), y el valor mas bajo de Mg (0.0°C) son estadisticamente diferentes al

resto de los resultados, que no son estadisticamente diferentes entre si.
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EXON 16
Primer F Im  F | PrimerR Tm F | Promedio Tm Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio-
(°C) (°C) (°C) nal
CTATGAGAATACA | 53 TTGTTTACACGA | 51 52 53 1x
AGCCAAAAGTTC AGCACAGAGA
‘ Exon 16 ‘
120 T L] L] T T ‘l
100 - / .
e
80, ki
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= BOF |
5] —&—0 Mg
(_55 e 1x Mg
40+ —8—2x Mg .
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1] : # : )
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Main Effects Plot for Cantidad Exon 16
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704 ﬁ
g 60
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301, . . ' . } . i
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Anadlisis estadistico de la PCR del exén 16
La prueba de F inversa encuentra estadisticamente diferentes los valores de Tm,

no en los de Mg, mientras que la prueba de Tukey sélo demuestra diferencias en

el valor de 0 Mg y ninguna diferencia estadisticamente significativa en Tm.

EXON 17
Primer F Tme F | Primer R :I'm Promedio T|;n Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio
(°C) (°C) (°C) nal
GGACCTAGGCACA | 56 GCGTTTGCTTC | 59 57.5 57 3x
TTAATCAATCAC TCCCTCCACCA
Exon 17

Cantidad de DNA

140

40
20¢
0 & : & A
51 52 53 54 55 56
Tm
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Main Effects Plot for Cantidad Exén 17
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Andlisis estadistico de la PCR del exon 17
La prueba de F inversa no demuestra que los valores de la PCR sean

0.0

0.5

1.0 1.5

estadisticamente diferentes en las variaciones de ninguna de las 2 condiciones,

pero los resultados con la prueba de Tukey son muy diferentes: Los valores

obtenidos con Tm de 51°C, son a su vez diferentes de los valores a 55°C y 57°C.

Los valores a 53°C no son estadisticamente diferentes a los obtenidos a 55°C

pero si a los de 57°C.
EXON 18
Primer F Tm F | PrimerR Tm F | Promedio Tm Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio
(°C) (°C) (°C) nal
ACATTCTTCCCAC |57 ATGAGTAGAGG | 59 58 64 2x
AATGCCCCTTC
CAGCTGTGCCC
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Exon 18
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Main Effects Plot for Cantidad Exén 18
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Anadlisis estadistico de la PCR del exon 18
La prueba de F inversa no encuentra diferencia estadisticamente significativa

0.0 0.5 1.0 1.5

entre los diferentes valores del DNA creado, mientras que la prueba de Tukey

confirma que la PCR con Tm= 60°C polimeriza una cantidad de DNA

estadisticamente diferente a la PCR con Tm=64°C y 66°C. En cuanto a Mg, la
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prueba de Tukey sdlo encuentre diferencia estadisticamente significativa entre el

valor de DNA creado mas alto, a 0.5 yL de Mg, y el mas bajo, a 1.5 uL.

EXON 19
Primer F Tm  F | PrimerR Tm Promedio Tm Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio
. (°C) . (°C) (°C) nal
ACAGCATGTGGGA | 59 TGCATGTCACC | 56 57.5 66 3x
AACTGCCACC
ATGCCCCACT
Exon 19

130

120

110

100

80

DNA polimerizado

61 B2 63
Tm

65

66
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Andlisis estadistico de la PCR del exon 19
La prueba de F inversa no demuestra diferencia significativa entre los valores de

DNA creado de Tm ni Mg, mientras que la prueba de Tukey determina diferencias

estadisticamente significativas en ambas variables dependientes, en ambos casos

entre los valores mas bajos (Tm=60°C y Tm=0.0) y los dos valores mas altos.

EXON 20

Primer F Tm F | PrimerR Tm F | Promedio Tm Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio
(°C) (°C) (°C) nal

CGTTTACACTGGC | 59 ACCCAGGACTAT | 59 59 66 2x

TTCCAGAAGGG GTGCTCGGACT
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Exon 20
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Fitted Means

Tm Mg

1404

1301

<4 /

100 4

Mean

Anadlisis estadistico de la PCR del exdn 20
La prueba de F inversa demuestra que la Temperatura es un factor

estadisticamente significativo, pero no lo puede asegurar para Mg. La prueba de

Tukey, por otro lado, reconoce que el Magnesio en 0 es un factor determinante
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para un bajo rendimiento de la PCR, pero no encuentra diferencias significativas

en los demas niveles de Mg ni en los niveles de Tm.

EXON 22
Primer F Tm F | PrimerR Tm F | Promedio Tm Mg
tedrica tedrica Tm tedrica | funcional | funcio
X (°C) ’ (°C) | (*0) | nal
TGTGTGTGTGTTT | 58 ACAGTGAGCCTC | 59 58.5 57 3x
GTGGTGAGGACA AGAAGCTGTGGA
Exon 22
140
120
100
<L
b4
QO 80
5
-
5
= B0
[3:]
O
40
20
0
5
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Main Effects Plot for Cantidad Exén 22
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Andlisis estadistico de la PCR del exon 22
El exon 22 fue el Unico en el que la prueba de F inversa encontro

significativamente diferentes ambas variables dependientes. La prueba de Tukey

solo encontré diferencias significativas en la variable Tm cuando Tm=51°C con

respecto a Tm=57°C.

Analisis general

Es un factor significativo segun la

Prueba de F Inversa

Es un factor significativo

segun la Prueba de Tukey

Exon Tm Mg Tm Mg
Exén 3 No Si Si No
Exén 5 No No Si Si
Exén 7 Si No No Si

Exén 10 No No Si Si
Exén 16 Si No No Si
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Exén 17 No No Si Si
Exon 18 No No No Si
Exdén 19 No No Si Si
Exén 20 Si No No Si
Exén 22 Si Si Si No

Los resultados para cada exdn son heterogéneos y aunque las graficas sugieren

tendencias, so6lo se puede afirmar estadisticamente que el 50% de las variables

independientes (Tm o Mg) del estudio cambian la cantidad de DNA creado

significativamente.

Utilizando MATLAB, se obtuvo una linea de tendencia, donde se evalua qué tan

precisa es la regla de Wallace para calcular Tm, utilizando el método de

linearizacién de minimos cuadrados, obteniendo la siguiente grafica:

43



Sistema de Ecuaciories para Optimizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en exones del gen del

factor H del complemento

Tm

14
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T

Diferencia con respecto a regla de Vallace

50 65

]
B0
Tm funcional

70

Que describe cdmo la regla de Wallace empieza a ser mucho mas imprecisa

cuando la Tm funcional rebasa 50°C. La relacién entre la Tm funcional y la

diferencia con la regla de Wallace puede ser descrita por la linea

y = 0.53337x — 27.129

donde x es la Tm funcional y y es la diferencia que tendria con respecto a la regla

de Wallace. Sin embargo, para predecir la Tm hace falta un despeje mas:

Tmreal — TMwatiace = 0.53337 (Tmreal) — 27.129

TmWallace = Tmreal = 053337(Tmreal ) - 27.129

TMmygniace = 46663(TMpq; ) + 27.129

_ TmWauace — 27129

Tmyeq =

.46663
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La linearizacion tiene una R-cuadrada de 0.4681, lamentablemente lejos del 0.95

que se requeriria para asegurar que la linea modela adecuadamente el fendbmeno.

En cuanto al Magnesio, la relacién es muy heterogénea, no parece seguir ningun
tipo de tendencia asociada a Tm. Sin embargo, se confirmé que la generalizacién
de Promega: “Incluir el magnesio a una concentracion de 1.5 mM generalmente
incrementara la Tm tedrica alrededor de 5-8°C en oligonucledtidos” [15] es

incorrecta porque la cantidad de Mg no parece estar relacionada con la Tm.
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