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L VONIENENDEL AL EMPRESARIO VENTER
55y 2000))Crenologialde una investigacion historica

austriaco Gregor
de la herencia,
asa desapercibido.

mes Watson y Francis Crick
desentranaron la estructura en
doble hélice de la molécula del
acido desoxirribonucleico (ADN).

Research Council

1977 Allan Maxam y Walter Gilbert en Harvard
University y Frederick Sanger en U.K. Medical

(MRC) independientemente

desarrollan métodos de secuenciacion del ADN
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1985 Kary Mullis inventa la
reaccion en cadena de la
polimerasa.
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DEIEIVONIEIVIENIDEIS ﬁ i EMPRESARIO VENTER
(BE5/2000)ICrenelegia de una investigacion historica

ano se convirtiod
al presupuesto del
- donaciones del

dlld.

DNSE

al=

consorcio liderado por Francis Collins

Jenciado de manera precisa.

Jescifrar hasta el 97 por ciento
a humano, del cual el 85 por ciento se

P e

i

e

F h f%ﬁﬁ

2000 Craig Venter, presidente de la empresa PE
Celera Genomics, anuncio de haber completado la
secuencia, primera fase de todo el proyecto. En sodlo
siete meses, Venter ha tomado la delantera a diez
anos de trabajo del gigantesco proyecto publico y ha
logrado una lectura completa de los 3.000 millones
de letras quimicas que contienen las instrucciones
para fabricar una persona



http://www.temasdeoncologia.com/serie1/cap8/Cap8.htm
http://www.temasdeoncologia.com/serie1/cap8/Cap8.htm

clenionmlzl ritinsElnle)s

: \Whoele-genome

.f' shotgun

Las 2.9 x 10° bases del genoma
humano: se; encuentran dispononibles
para todo publicoren internet:

http.//www. erisempl. org

http.//pbublic.celera.com/cds/login. clim
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Strategies for Generating
the Human Genome Sequence

Celera HGP
Shotgun 2=
fragmentation_ o Landmark maps
g | i
Insert "'“ - iINED
fragment
into whlcle Insert large || Wf'l i
fragments
Into BAC
Random i
sequencing
phase
o~
S~~~
‘-\.’Q
Hinlmum
ganome Regional tiling path
assernuy assembly  from ordered
approach BACs _—_ A
approach / l ——— =
wea Regional l
as7mbler
v e TP
WA L---{-------S ST SEEEF
Component
assembly Random
/ sequencing
Regional R phase
human
assembly U
Reconcile l-‘mﬂﬁw

iler
Working draft
Assemble sequenced clones
and integrate maps

ACTCGAGG TCAGAC CGGATCTATTCTCCTAG CGT
JULULPEL L PP


http://www.aldeaeducativa.com/Efemerides/Efemerides2.asp?which1=1317&Which=6/26/2007
http://www.aldeaeducativa.com/Efemerides/Efemerides2.asp?which1=1328&Which=10/1/2007

Hydrogen Base DNA
bond . (double-stranded)

Deoxyribose
sugar

Phosphate
group

Virus), que cont a informacion necesaria para la sintesis de una
macromelecula con funcion celular especifica. Por ejemplo: Proteinas,
ARNm, ARNI ribosomico, ARN de transferencia y ARN pequenos.

« Desde el punto de vista genetico un gen es considerado como la
unidad de almacenamiento de informacion y unidad de herencia, al
transmitir esa informacion a la descendencia.

14/05/2008 5



GENOMAHUMANC
-

GEnpIMIEresitedo) el materiall genético contenido en las células
RN Braenismoeren particular. Por 1o general, al hablar de
SHeIMEREN J0S Seres) elicarioticos nos referimos solo al ADN
contenideorenMelNnlcieo, organizade en cromosomas. Pero no
debemos olvidai®gue tambien la. mitocondria contiene genes
- (genomarniiteconadrial).

« Cuando el primer or ad,pragla secuencia completa del genoma
humano fiuie publicado en el ano 2001, se estimo que el humero
de genes codificantes proteinas era alrededor de 30.000 —
40.000.

« Sucesivamente en el ano 2004 se completd el proceso de
anotacion del genoma y el valor fue adjustado a 20.000 - 25.000
secuencias codificantes.

14/05/2008 Nature 431 (2004) 931945
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JiaIIEENEERalgUnos tipes de genomas

Fago A

Escherichia coli 4x106
| Levadura 2x107
Caenorhabditis elegans 8x107
Drosophila melanogaster 2x108
Humano 3x10°

14/05/2008 7



MEGEISMENEEAZa@0s en el genoma que
conuivUyENaNaVanap/lidad genica

1es en el numero de

14/05/2008



IIRANSERIPIOMA HUMANO

(i

set habla del genoma
mumrnr giteto Nno tiene sentido
Pl EINt: criptoma humano.

= cocepto de transcriptoma surge para
representar tedo este MRNA transcrito
bajo unas circunstancias, de forma global.

La transcriptomica permite cuantificar el
nivel de expresion de genes, empleando
teegricas basadas en micromatrices. 9



/C

SPIICING
-adura) |nd|ca unoe de
@S, gue Junto al
capp # Ia
polladenllacn '%evan a
maduracio Ios
transcript&prlmarlos de
genes.

Se calcula que cada gen
humano pueda originar en
promedio 4 diferentes
transcriptos.
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) //C/ng alternativo
=

TRASCRITTO PRIMARIO

exon 1 exon 2 exon 3

mRNA MATURO A)

exonl _—""—_ exon2 _—"—_ exon3

P : ‘h - /

recettore di _ ) orinone

meim IJI“.E.HI A

mRNA MATURO B)

Proteina:
L inibitore

ormonale

10



Trarisdrivdiogie
cocliflezinites

N SEI0MNGS Vamos al OCU|

af) &l ¢ giiipo de gene
- 501 PEJUERES Im:
20 mucleoudrf'

s ARN'de interfierencia (SIRNA) (exogenous)

m tasiRNAs, rasiRNAs, scnRNAs, piIRNAs
(endogenous SiRNA)

14/05/2008
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Froceorflics

LGenomeland
'— -

i

[arcomplejicac deNamiologiathumana se puede explicar considerando que los
ProEEses  tiaNSEHPEIONaIES, “post-transcripcionales  y  post-traduccionales
dEnErRnBnEalmento’ en el niimero: de proteinas de algunos ordenes de

- madnittieE conEsPECto al numero de genes.

.

d

Catalysis Signaling Structure Regulation Defence

Enzymes Receptors Collagen = DNA-binding Antibodies

14/05/2008 13



PROMEOMA HUMANC

‘N EONOCEREINproteomal de Wn organismo es tener una
magen! dingmical de todas las proteinas expresadas
POIMESENOIFanISMo 7 momento dado y bajo
determinaedasy condiciones concretas de tiempo y
2MDIENLES &y

| 3 proteomicar puede definirse como la genomica

uncional anivel de proteinas.

- Es la ciencia que correlaciona las proteinas con sus

genes, estudial el conjunto completo de proteinas que
se pueden obtener de un genoma.

14/05/2008 14



MBtificaciones Post-traduccionales

-Fesiorilacions (ElIfgenomar humano se estima

duENsreduceraliededor de 500 protein kinasas

= NI[OIE) _

Clivaiemproteolitico’ (el genoma humano se
produce alrededor de 560

3sas Degradome. - que a Su vez

pueden generar las neo-proteinas cripticas)

+ Glicosilacion (lar mitad de las proteinas
conocidas son potencialmente glicosilada —
Glicome)

14/05/2008 15



Gealizacionisubeelular ‘Localizome)

g celula o]t] es  altamente
conmpaitmentaliz por lo tanto la funcion de
Una" preteineres) ente correlacionada con
su Joccjlugmor"

ente marcar proteinas a partir de
e cDNA en combinacion con
tecnicas de screening visual por microscopia,
ha permitido el estudio del Localizoma.

14/05/2008 16



EXINESIONILE]IH0) especifica

Eierderlarexpresion e‘lias proteinas a nivel
sijlele) fele[f] HH* seleccion de anticuerpos
G d [

SPECIficos! Pulf cada proteina de interes.
>

o

Je:)
e €

L AlIGS O PIoLell EXPIESSIC
-« Welleome Tirust Sanger Institute (Phage Display Technology
SCFl
« Swedish umalﬂ’roteln Atlas — HPA (Monospecific Antibodies
MSADS)

\

14/05/2008 17



“@Mmics” and “Om era lecmSm

iaiter ElNLERMING “fo//'cg'""r Comoer “omes” han sido

adeptados por esi biologes moleculares y los

PIGIRIGHNEEEES Pala Indicar™ aguellas disciplinas vy

pnigitejele)lejejfz)cls) LISz SHit( ion.

[ecn oJo JJ’az J/f//Q 'reyr esentan  herramientas

i la funcion de todos los

umaflﬂi» y los productos
solo experimento.

« La integracion de los datos provenientes de los
diferentes abordajes "omiics” permitira comprender
como las celulas los tejidos y los organismos cumplen
sus funciones.

14/05/2008 18



Array de “omicas”

Célula

Citoplasma




' f, .

communities of cells

Estudiar y caracterizar la funcion biologica
en el contexto de un sistema biologico



0 blochip

Los microarrays (micromatrices
0 microarreglos) representan
una herramienta essencial
para los estudios de omica,
| gue permiten los analisis
Wi .'-.E.f.‘cualitativo y cuantitativo, en
oot @*"‘**'forma simultanea, masiva Yy
¢c:e0: evoe0 -ee o Miniaturizada, de genes Yy/o

ecoiees: s ceu e productos genicos.

PR 00800000
000 0000 G000
® @ e X

Scrence 270. 467-483 (1995)
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evada a(?e]'w por medio de dos caracteristicas

m} ftales:

14/05/2008 22



Spot de sondas de DNA:
cada spot representa un
determinado gen

Cada spot del ordenamiento esta
compuesto por multiples copias
del mismo oligonucleétido, cuya
secuencia es especifica por un
determinado gen

Portaobjeto: soporte no poroso impermeable y
rigido cubiertos con poli-lisina



IMTPOS DE J\/J_J’Or\P” de ADN

o J\/J]Proarra\/s en| portaobjetos
Gene= mr)

—

- ChIps MICroelectronicos

14/05/2008
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sulidiesiae ADIN .arrays

NEENOLPacorde S
< Reguiacion ¢ Jem C
“HibreEacion Genc

14/05/2008

mica Comparada
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@ ) fagacilepielE

\)\J‘J‘f

MICroalfays  de

c]én _- |de las ultimas aplicaciones de los
c permite la identificacion de

IUGECIONES Y J% 3 partir de una secuencia conoada

MHrJoJ rJHI O | €

CACTGTCCGGGT . CTCGTAGGGCAG

TETCCGEET L CTCGTAGGECAG

CACTGTCCGE

_-;’.ET-"‘TI CGEGGEGE

14/05/2008

GTT CTCGTAGGGCAG|

TI""Tf' T-!u"-.illi-!
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Regulatory proteins bind to 5. Labeled enriched pool 6. Hybridize to microarray

J

promoter DNA regions in vivo of protein-bound DNA fragments for detection

I 5 1 A A
BAQYPR\ > IR > I~ X~

1. Cross-link the protein-DNA complexes

2. Lyse cells and sonicate DNA

3. IP chromatin to capture and purify bound DNA
4. Release and amplify DNA fragments

« Region promotora de los genes (500 bp o enhancera 20 kb)

# Programas especificos permiten determinar la secuencia del promotor de cada gen

« Transcription Regulatory Regions Database (TRRD)
http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/dbases/trrd4/trrdintro.htm



HIBIEECIONNIENONIICA comparada
conl sllerozirrelfele PN
o

- ESP RN MEedo c]tr"’ge,nét] 00 molecular que permite
montorear anomalias cromosomicas. Las alteraciones se
slesiiicans enl pendidas,  ganancias y amplificaciones de
DINA; SIncltyendor mutaciones ai nivel de cromosomas
PO{.}IAFOJ VPO IOC.
Hermjcd monitorear tumores y defectos congénitos a
7de criomosemas en metafase o DNA genomico.

. La técnical se'basa en la hibridizacion competitiva donde
se colorea el DNA tumoral con un marcador fluorescente
y el DNA blance con otro.

« Permite el estudio de material de archivo como
muestras congeladas o embebidas en parafina con el fin
de correlacionar la evolucion clinica con aberraciones
Ccromosomicas.

14/05/2008

29



ESHEIOSFEESARNICON arrays

Larexpriesion genicares; el proceso por medio del cual la

iemmecion codificadaren el ADN se transforma en las

2| desarrollo y funcionamiento
de la celtiar |

2 ex_preg]é' genica de una celula proporciona

, POy sul respuesta al medio
- Los miicroarrays de RNA permiten la determinacion del
perfil de exprésﬁ(')n, es decir la cuantificacion relativa de

los ARN transcriptos, mediante la comparacion de los
ARNmM aislados de dos muestras diferentes.

14/05/2008 30



Normal

Trizol/RNAzol single-step RNA isolation
Rneasy kit column binding and elution

RNA Total cDNA

i

La RT PCR utilizando primers
oligodT, incorpora moléculas
excitables por luz, como Cy3
y Cy5



Los cDNAs marcados
con diferentes
fluoroforos son co-
hibridizados sobre un
solo soporte de
sondas

cDNA marcado con Cy5 cDNA marcado con Cy3






Adquisicion de las imagenes: la cuantificacion relativa,
se realiza por medio de equipos de barrido de
imagenes con dos lasers de excitacion

YN T T K
i i 1 @ Mo




El diSEno exper]me‘nte es esencial en los
e (PEFMENTES de microarrays Yy es crucial desde la

ecoleccion de mg@rm v criterios de inclusion, la
,éle jon deltmi ay a ensayar y el método para
inferir los resultados.

14/05/2008
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ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN
TUMORES COLORECTALES HUMANOS POR
MEDIO DE MICROARRAYS DE cDNA

En nuestro estudio comparamos los perfiles de expresion de tejidos
colorectales “enteros”y de la mucosa adyacente no-cancerosa a partir
de resecciones quirurgicas, con el proposito de:

1) entender mejor los mecanismos genéticos de la oncogénesis en
los turnores de colon humano.

2) identificar nuevos potenciales marcadores de utilidad para la
practica clinica



Muestras de CCR

Un total de 82 tejidos tumorales y sus mucosas adyacentes correspondientes, se
obtuvieron de 41 pacientes con diagnodstico de adenocarcinoma colorectal

esporadico.
Cada espécimen extraido se evalud en relacion a su contenido de células
tumorales, mediante la tincidon con hematoxilina-eosina. Solo se incluyeron en
este analisis, aquellos tejidos que contenian mas de un 75% de células
tumorales.

Las muestras fueron conservadas a -80° C para su posterior analisis molecular.

Banco de biopsias de tumores colorectales

41 Tumores 41 Mucosas
Extraccion con

TRIZol /

Control de calidad en gel de agarosa

25 Tumo‘és E Mucosas



Pacientes

Solamente fueron incluidos en el ensayo 38 muestras de nuestro
banco (25 tumores y 13 mucosas normales) que presentaron alta
calidad de RNA.

Las muestras normales fueron agrupadas en cantidades equimolares
para generar un unico standard de referencia, que se usd como
control en todas las cohibridizaciones sobre los microarrays.

n = 25 tumores Pool de referencia = 13 mucosas
11 Ref
T2 Ref
13 Ref
Tn Ref




Las lectoras de microarrays
producen imagenes compuestas
por una matriz de pixels, donde
cada uno de ellos representa la

intensidad de fluorescencia de
una peguena area proveniente
de la muestra
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Los resultados primarios o
datos crudos (valores primarios—E
de las emisiones Cy3 y Cy5), 'k
obtenidos a través del uso de
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Analisis de datos

Los 25 set de datos crudos (19.200 x 25 = 480.000 puntos) se cargaron
en una serie de programas obtenidos de la bioinformatic facility del TIGR
(The Institute for Genomic Research):

1- Express Converter v1.5; lee los archivos de datos de los
microarrays de varios formatos y los transforma generando un
output con el formato deseado.

2- MIDAS (Microarray Data Analysis System) v2.18; el MIDAS
nos permitid preprocesar y realizar la normalizacion de los datos

3- MeV (MultiExperiment Viewer) v3.0; una aplicacion que permite
el andlisis estadistico, la identificacion de los genes y de los
patrones de expresion de intereés.

4- EASE (Expression Analysis Systematic Explorer) para la
agrupacion funcional de los datos.

http://david.niaid.nih.gov/david/ease.htm



Analisis de la expresion global de los
genes en los pacientes con CCR

T-test
genes conocidos (3%)

1
OD

Deiial

U)

(p<O0. 001)/'
el

4.095 clones \\\\

o) e (D))
=S5Ts (u,4)/0>

O
O
Q

Diferencialmente expresados en colon vs. mucosa normal

e

> 2 fold change 77 up-regulados

12 down-regulados



Confirmacion independiente de los
datos

El objetivo de la confirmacion independiente de los
datos es generar confianza en las estimacionesy
descubrimientos eventuales; esto se logra al
demostrar que los datos que emergen del estudio con
microarrays, se replican por meétodos clasicos de

deteccion molecular:
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Validacion con Real —Time PCR
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005A | 001B J oo7B2 Joosc2 Jo14c2 | 013D Jo12 mMTS
OATP1A2 (SLCO1A2)

CAT2 (SLC7A2) -1,60 -0,56 0,06 -0,74 -1,23 0,31
OAT4 (SLC22A11) -3,99 -0,86 -2,08 0,67
MCT1 (SLC16A1) -3,67 -1,70 -2,70 -0,42 0,00 -2,81
ZNT5 (SLC30A5) -1 0 0 -1 0,58 -2
0,07
0,00 0,58 0,36
-0,67 -3,23 -2,95 0,28 -4,38 -3,12 -4,85
SELI 0,55 0,38 -1,46
-0,15 -1,78
CSPG3 -10,87 0,22 -1,58 -3,05 -0,32
-2,20 -2,18
F2 (PROTROMBINA) -0,85 -0,86 -2,31
GDA 2,51 -1,38
RABL3 0,41 -0,32 -0,90 -0,92
0,58 -0,42 0,00 0,00
TFCP2L2
TRIM50C
WDR31
TMEM56
ALDH8A1
CACDNA2D2
FKBP6
HMGCLL1
MTSS1
RP1L1




VIELOEOSIEEradfUPamIento Y

VISUEIZaCIONNEEN OS5I Eatos

ERanalisisSFaERaghiipamientor orClustering de la matriz de expresion
GONSISLENER eI genes) basandese en la similitud de su perfil de
EXINESION

EXIStEn MELeEes: N0 supervisados (class discovery) y supervisados
(Classification) basa’;wose datos previos para concentrar los

pationestaEreExpresion; re
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Las células NK detectan la
menor expresion de HLA-I

PN

Inhibicion de las NK

-y &

> )

. &

turnoral?

Sobrexpresion
de HLA-E

/ l; )‘l
ﬂ}’: 4

La interaccion de HLA-E con el
receptor CD94/NKG2A determina
la inhibicion de las NK

B 4

-

ESCAPE TUMORAL




Cetuximab mediated-ADCC

NKs Cetuximab  Colon tumor cell



Colon tumor cell



HEterogeEnEidad de la muestra

N
"

-l NELErOGENEIaaa gUe o presentan lineas celulares
menelizadas " es minima ante la que pueda
presentaifing epsi Eu_r aﬁg un tejido tumoral.

' L -
- TlamMPOCOrAEBEMOS olvidarnos que los tejidos son de

C Versal com ;JO\ ioni celular y que cada una de estas
- celulas activara diferentes programas de expresion
ante diferente esﬁmulos.
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Microscopio Leica AS LMD

Muestra
microdisecaday
colectada en
buffer de lisis
para ARN o
proteinas




iﬁ#’m"ak

: - - i

'i
'ﬁi‘?t ._;‘ i

HLA-E/B-actin

8
8-
7
G-
5-
4
3
2
1
0

Patient1 Patient 2 Patient 3 Patient4




Inmunohistoguimica de HLA-E
sobre 42 tumores CCR humanos

o~ SRR
LA-E expression

Medium Cytoplasmic Expression %%




Estadistica del conteo de células
HLA-E positivas

P<0.0001
P<0.0001 P<0.01
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Duke's Band C Duke's C
P =0.0028 P =0.0068

Mﬂ‘l:ow o
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—e—High HLA-E

% Disease Free
% Disease Free

T

75 100

-

o
N
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Number of CD57 positive cells
Number of CD57 positive cells

Normal Duke's B Duke's C HLA-E Low HLA-E High




Hipotesis y objetivos futuros

« Los pacientes con altos niveles de HLA-E y mal prondstico no
serian buenos candidatos para una terapia con anticuerpos
monoclonales.

« Esto podria tener una relevancia particular en los pacientes de
Duke’s C, los cuales muestran una fuerte correlacion entre la
expresion de HLA-E y la baja sobrevida libre de enfermedad.

« Nuestro objetivo sera estudiar en 20 biopsias EGFR negativas y
40 EGFR positivas (20 que respondieron al tratamiento y 20 que
no respondieron) la expresion de las proteinas HLA-E y CD56
por inmunohistoquimica de micromatrices de tejido de colon
(TMA, Tissue Microarray).



IE0Ea)5 de proteinas

son de gran utilidad en el

daliSISEPROLEOMICO. Uncional, V' consisten en chips de

proteiashinmovilizadas enl una posicion concreta sobre

i3l SUPENHicIanselida.

Lar complejidad® diversidad! estructural de las proteinas
hechogue el desarrollo de los microarrays de

| ayaisido tecnicamente complicado.

- : .
- No existe una tecnica equivalente a la PCR capaz de amplificar
la cantidad de proteina existente en una muestra.

~ No tienen una carga negativa como en el caso del ADN, sino
que la carga de las proteinas es muy variable.

14/05/2008 57



P 4

Michoelaystdendentificacion vy
aulzlgitiflezicldr) el giotepl

i

b 4

~Sepbasan en larcaptura de proteinas
POl IMEEIer @e’ moeleculas de diversa
natulelezar ue permanecen ancladas
a/la superiicie del microarray.

.

-

« Affibodies
* Aptameros ( Eastern Blotting)

AntiCUErPOS
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VIGlo8a)5 ae sereenng inverso de proteinas

“SViediani reenig Inverso se inmovilizan
JJDCJcJoJ [esigue representan todo el

’ 0 celular.

EJ rOSJDJe iealizar un; screening de todos los
' | oresentes en el suero de un

paciente. en busca de una determinada
proteina.

« Esta técnica tiene un enorme potencial en la

deteccion de biomarcadores en analisis
proteomicos.
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cDNA

/ Tumor
Biopsia RNA Later <<

¢

Fijacion Metacarn

4

Inclusion en Parafina

4

Corte en Microtomo

4

Coloracion: Violeta de Cresilo

4

LLCM: cortes diseccion laser

— Epitelio

—* Estroma

4
’ Cuantificacion: gPCR

(‘ Proteinas

Cuantificaciéon: Bradforo









paraffin block

Immunchistology
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PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS MICROARRAYS DE ACIDOS NUCLEICOS
DISPONIBLES COMERCIALMENTE

Empresa

Advanced Array
Technology SA

Affymetrix, Inc.

Agilent Technologies,
Inc

BioDoor Gene
Technology Ltd.

BioForce
Manosciences, Inc.

Producto

StaphyChips™

Rat HepatoChips

Lymphochip

GeneChip® Porcine Genome
Array

Agilent G4130A

Human 1B Oligo Microarray

Rice Oligo Microarray Kit
60-meR

BioDoord 000

BiodoorHCV

ViriChip™

Caracteristicas

Microarray para la deteccidn de las secuencias
de ADN de las 5 especies mas importantes de
Staphylococcus, asi como para la deteccion de
resistencia a antibidticos beta-lactamicos

Determinacion del patrdn de genes expresados
en cultivos de hepatocitos incubados en
presencia de compuestos quimicos o
contaminantes ambientales

Clasificacion molecular de linformas

Analisis del transcriptoma completo del cerdo
doméstico

Microarray para el screening del genoma de
rata y estudios toxicogendmicos para la
determinacidn de los efectos en el organismo
de una sustancia tdxica, farmaco o pesticida

Analisis de expresion génica en desarrollo de
farmacos y estudio de enfermedades

Determinacion de la actividad de genes en arroz y
cereales. Identificacion de variedades con alta
toleranda a sequia, salinidad, frio o pestes para
sembrar en terrenos poco cultivables

Analisis de expresion de 4.000 genes humanos
completos

Diagndstico de Hepatitis C

Perfil de expresion de ARN y deteccion de virus




PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS MICROARRAYS DE PROTEINAS
COMERCIALIZADOS

Empresa Producto Aplicacion

HerboChip®
Advanced Gene

Technology, Corp. Busqueda de compuestos activos en plantas.

Herbolink®(AGTChip)

TranSignal™ WW domain Determinacion de interaccion entre
arrays proteinas

L TranSignal™ PDZ domain
Axcell Biosciences
arrays

Determinacién de la funcién de proteinas

TranSignal™ SH3 domain
arrays

Designarray™ Analisis de enfermedades concretas

Azign Bioscience A/S
Specifictargetarray ™ Analisis de dianas terapéuticas

AntibodyArray™ Signal 400 anticuerpos contra proteinas de
Transduction Antibody sefializacion bien caracterizadas

150 anticuerpos contra proteinas que

Hypromatrix, Inc. Apoptosis AntibodyArray regulan la apoptosis

60 anticuerpos contra proteinas involucradas

CellCycle AntibodyArray en ciclo celular

Screening de 1.800 proteinas de diferentes
familias génicas como quinasas, proteinas
asociadas a membrana, proteinas de
sefializacion celular y proteinas implicadas
en metabolismo

Protoarray™ Human Protein

Invitrogen Microarray




PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS MICROARRAYS DE TEJIDOS DISPONIBLES

COMERCIALMENTE

Empresa

Ambion, Inc

Ardais Corp.

BD Biosciences -
Clontech

Chemicon Inc.

Clinomics Biosciences,
Inc

Expression Pathology,
Inc

Producto Caracteristicas

LandMark™ Tissue Analisis del perfil de expresion diferencial de
MicroArrays dianas especificas

Ardais Tissue Arrays (ATAs) Validacion de dianas de alto rendimiento

BD Clontech™ Cancer Cell Perfil de expresion génica de 26 lineas
Line Profiling Array celulares representadas en 11 tejidos

Perfil de expresion de proteinas en

Chemicon’s TMAs diferentes tipos de tumor

HER-2neu response array, c- Caracterizacion de alteraciones genéticas vy
kit response array patrones de expresion

Determinacion de cambios cuantitativos en

la expresion de proteinas en un gran

numero de muestras de tejido enfermo vy

sano.

Liquid Tissue™ Identﬁficacién y validacion de marcadores
proteicos

HistoChip™




OSHMICROARRAYS DE EXPRESION Y SU EMPLEO
\NEANTAXONOMIATMOLECULAR DEL CANCER

o Cufmrg Tayeisea nuestia capacidad para clasificar un
UIMGIREELErmMINade deforma ne ambigua, mayores seran
NUEStaSPOSsIpIldades XItG‘GI‘I la curacion de ese
PACIENLE:

14/05/2008 68



YEOH EJ, et a_J. CJass]‘f] cation, JlJor/J ne discovery, and prediction of
outcome in ] lymphoblastic leukemia by gene expression
profiling. Ccl icer Cell 2002; 1: 133-143.
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Genes for class distinction (n=271)

Hyperdiploid >50 BCR- Novel TEL-AML1
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ALIZADEH AA, et al. Distinct types o
identified by gene expression il

FEMaINCErESPOREIWEI oIt rent therapy and have prolonged
SURVIVal: i
- Purpose, 1o test
distinguishiemeng previeusly established B-cell non-Hodgkin lymphoma
dditional molecular classes of DLBCL with different

s— A cDNA microarray analysis was performed by using a special
chip (Lymphochip) that contained gene probes that are selected from
cDNA libraries prepared from normal and malignant lymphocytes at
different stages of differentiation and activation (a total of 17,856 cDNA
clones). Ninety-six mMRNA samples were analyzed, including 62 patient
samples (42 DLBCL, 11 CLL, 9 FL) and 34 control samples derived from
either normal lymphocytes or tumor cell lines.
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Results — Based on global
similarity in gene expression
patterns, hierarchical clustering
algorithm accurately segregated
the morphologically recognized
classes of lymphoma (DLBCL vs
FL vs CLL). In addition, restriction
of the clustering algorithm to
genes that define germinal center
B cells revealed 2 distinct gene
expression  patterns  among
patients with DLBCL. This
molecular sub classification of
DLBCL provided independent
prognostic information.

GC B-like DLECL Activated B-like DLECL
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i




ROSENWALD A, et al. The use of molecular profiling to predict survival afier
chemotherapy ror diffuse large B-cell lymphoma. N Engl J Med 2002, 346:
1937-1947.

Germinal-Center NHC Class I Lymph-MNode Proliferation
B-Cell Signature Signature Signature Signature

Subgroup of Diffuse Large-B-Cell Lymphoma

0.25 0.50 1.00

Relative Level of Expression (x median value)
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EECIORES PSS el pulmon, prostata y
e

b

GARBER MED, et al. Diversity of gene expres
Proc Nat! Acad Sci USA 2001; 98: 13784-1

human lung tumors
y using 24,000-element
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UbdiviSienRreifthie tUmors based on gene expression patterns
fa| hfully recajpit nelogical classification of the tumors into
squamous, large cell;, sma Il, and adenocarcinoma.

m The gene expression patterns made possible the subclassification of
adenocarcinema inte su%roups that correlated with the degree of
tumor differentiation as well as patient survival.

m  Gene expression analysis thus promises to extend and refine standard
pathologic analysis.
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Van 't Veer LJ, Dai H, Vand Vijver MJ, He YD,
expression profiling predicts clinical outcorne of
2002; 415: 530-536.
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: Katayam et aI#Antlsense transcrlptlon in the mammallan
transcriptome. Science. 2005 Sep 2;309(5740):1564-6.
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Calin GA, et al Frequent deletions an
genes miR15 and miR16 at 13q14 in chrc

Natl Acad Sci U S A. 2002 Nov 26;99(24

aiDelecion de 30/ Kkb correspondientes al
MIRNA cl,bcdr rm;_ :

BIAUMERLGIGE Ia Ill’ vidad anti-apoptotica

pueden ser explotados para la terapia
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He L et al Nature. 2005 Jun 9;435(70#

polycistron as a potential hurman oncoge

I

-SAmMpPICacion demica y sobrexpresion del miR-

17-92 quenneliye 7 miRNAs del intron 3 del gen

Cl30rfi2BN(13g31.3) en limfomas a células B

- Estarianiregulando, la expresion de factores de
transcripcion| (E2F) que regulan negativamente
a otros factore ﬁles como c-Myc
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Waeos niveles de miRNA

1CEN

-
.

S Apcompresion delfiuncionamiento de los

MIRINASSUEIErE gUE JUEdan un papel importante

e la difereneiacion celular.

- Los|tumores muestran un perfil de expresion
muy Cercanoeia ejjglcﬁ'e origen y una reducida
expresion de los mIRNA.

« Estudios funcionales sugieren que los miRNA
podrian ser factores claves en la perdida de la
capacidad de diferenciacion celular.

14/05/2008 79



ONEEYERE; O tUM

el

14/05/2008

OF suppressor ?

A depende de

traves de

80



[

MIRINASICOIMON G/ G JJ_J-' erapeuticos

W

=/ IS0 delBrieciologiarantisentido podria revelarse
N2l Bloguearrios mIRINAS oncogenicos.

Paral losImIRNAS supresosres tumorales la estrategia
Seria IneEmentar su fiuncionalidad o estabilidad en la

celuias

- Los inhibideres e@j@cos de los miRNAs se definen
antagomis;

- Kritzfeldt J, Rajewsky N, Braich R, Rajeev KG, Tuschl T,
Manoharan M, Stoffel M. Silencing of microRNAs in vivo with

‘antagomirs’. Nature. 2005 Dec 1; 438(7068):685-9.
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