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DEL MONJE MENDEL AL EMPRESARIO VENTER  DEL MONJE MENDEL AL EMPRESARIO VENTER  
(1865/2000) Cronologia de una investigaci(1865/2000) Cronologia de una investigacióón histn históórica rica 

Werner Horvath: "Gregor 
Mendel: The Pea-Approach to 

Genetics"

1953 James Watson y Francis Crick 
desentrañaron la estructura en 
doble hélice de la molécula del 
ácido desoxirribonucleico (ADN).
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1977 Allan Maxam y Walter Gilbert en Harvard 
University y Frederick Sanger en U.K. Medical 
Research Council (MRC) independientemente 
desarrollan métodos de secuenciación del ADN

1985 Kary Mullis inventa la 
reacción en cadena de la 
polimerasa. 

1865 - El monje agustino austríaco Gregor 
Mendel demuestra las  leyes de la herencia, 
pero su descubrimiento pasa desapercibido.  



DEL MONJE MENDEL AL EMPRESARIO VENTER  DEL MONJE MENDEL AL EMPRESARIO VENTER  
(1865/2000) Cronologia de una investigaci(1865/2000) Cronologia de una investigacióón histn históórica rica 

2000 El consorcio liderado por Francis Collins
ha conseguido descifrar hasta el 97 por ciento 
del genoma humano, del cual el 85 por ciento se 
ha secuenciado de manera precisa. 

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

1990 el proyecto genoma humano se convirtió
en una realidad gracias al presupuesto del 
gobierno estadounidense y a donaciones del 
Wellcome Trust de Gran Bretaña.
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http://www.temasdeoncologia.com/serie1/cap8/Cap8.htm
http://www.temasdeoncologia.com/serie1/cap8/Cap8.htm
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Por quPor quéé secuenciar el secuenciar el 
genoma humano?genoma humano?

HierarchicalHierarchical
ShotgunShotgunHGPHGP

Science 291 (2001) 1304Science 291 (2001) 1304--13511351

WholeWhole--genomegenome
shotgunshotgunCELERA CELERA 

Nature 409 (2001) 860Nature 409 (2001) 860––921921

Las 2.9 x 10Las 2.9 x 109 9 bases del genoma bases del genoma 
humano se encuentran dispononibles humano se encuentran dispononibles 
para todo publico en internet:para todo publico en internet:

http://www.ensembl.orghttp://www.ensembl.org

http://public.celera.com/cds/login.cfmhttp://public.celera.com/cds/login.cfm

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


GENESGENES

Un gen desde el punto de Un gen desde el punto de vista molecularvista molecular es una secuencia lineal es una secuencia lineal 
de nuclede nucleóótidos en la moltidos en la moléécula de ADN (o ARN en el caso de algunos cula de ADN (o ARN en el caso de algunos 
virus), que contiene la informacivirus), que contiene la informacióón necesaria para la sn necesaria para la sííntesis de una ntesis de una 
macromolmacromoléécula con funcicula con funcióón celular especn celular especíífica. Por ejemplo: Protefica. Por ejemplo: Proteíínas, nas, 
ARNm, ARN ribosARNm, ARN ribosóómico, ARN de transferencia y ARN pequemico, ARN de transferencia y ARN pequeñños.os.

Desde el punto de Desde el punto de vista geneticovista genetico un gen es considerado como la un gen es considerado como la 
unidad de almacenamiento de informaciunidad de almacenamiento de informacióón y unidad de herencia, al n y unidad de herencia, al 
transmitir esa informacitransmitir esa informacióón a la descendencia. n a la descendencia. 
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GENOMA HUMANOGENOMA HUMANO
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El El GenomaGenoma es todo el material genes todo el material genéético contenido en las ctico contenido en las céélulas lulas 
de un organismo en particular. Por lo general, al hablar de de un organismo en particular. Por lo general, al hablar de 
genoma en los seres eucarigenoma en los seres eucarióóticos nos referimos sticos nos referimos sóólo al ADN lo al ADN 
contenido en el ncontenido en el núúcleo, organizado en cromosomas. Pero no cleo, organizado en cromosomas. Pero no 
debemos olvidar que tambidebemos olvidar que tambiéén la mitocondria contiene genes n la mitocondria contiene genes 
(genoma mitocondrial).(genoma mitocondrial).
Cuando el primer borrador de la secuencia completa del genoma Cuando el primer borrador de la secuencia completa del genoma 
humano fue publicado en el ahumano fue publicado en el añño 2001, se estimo que el numero o 2001, se estimo que el numero 
de genes codificantes protede genes codificantes proteíínas era alrededor de 30.000 nas era alrededor de 30.000 ––
40.000.40.000.
Sucesivamente en el aSucesivamente en el añño 2004 se completo 2004 se completóó el proceso de el proceso de 
anotacianotacióón del genoma y el valor fue adjustado a 20.000 n del genoma y el valor fue adjustado a 20.000 -- 25.000 25.000 
secuencias codificantes.secuencias codificantes.

Nature 431 (2004) 931Nature 431 (2004) 931--945945



TamaTamañño de algunos tipos de geno de algunos tipos de genóómasmas

Organismo Organismo TamaTamañño Genomao Genoma

Fago λ 5×104

Escherichia coli 4×106

Levadura 2×107

Caenorhabditis elegans 8×107

Drosophila melanogaster 2×108

Humano 3×109
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MMecanismo localizados en el genomaecanismo localizados en el genoma que que 
contribuyen a la variabilidad gcontribuyen a la variabilidad géénica nica 

los polimorfismos glos polimorfismos géénicos nicos 

las variaciones en el nlas variaciones en el núúmero de mero de 
copiascopias
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TRANSCRIPTOMA HUMANOTRANSCRIPTOMA HUMANO
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MMientras que se habla del genoma ientras que se habla del genoma 
humano, este ephumano, este epííteto no tiene sentido teto no tiene sentido 
para el transcriptoma humanopara el transcriptoma humano..
Por eso es importante estudiar quPor eso es importante estudiar quéé
porciporcióón del genn del genóóma es transcripto a RNA ma es transcripto a RNA 
mensajeromensajero
El concepto de transcriptoma surge para El concepto de transcriptoma surge para 
representar todo este mRNA transcrito representar todo este mRNA transcrito 
bajo unas circunstancias, de forma global.bajo unas circunstancias, de forma global.
La transcriptLa transcriptóómica permite cuantificar el mica permite cuantificar el 
nivel de expresinivel de expresióón de genes, empleando n de genes, empleando 
ttéécnicas basadacnicas basadass en micromatrices.en micromatrices.



Splicing y Splicing y SplicingSplicing alternativoalternativo

El termino El termino splicingsplicing
(soldadura) indica, uno de (soldadura) indica, uno de 
los procesos, que junto al los procesos, que junto al 
cappingcapping y a la y a la 
poliadenilacipoliadenilacióón, llevan a la n, llevan a la 
maduracimaduracióón de los n de los 
transcriptos primarios de transcriptos primarios de 
genes.genes.

Se calcula que cada gen Se calcula que cada gen 
humano pueda originar en humano pueda originar en 
promedio 4 diferentes promedio 4 diferentes 
transcriptos.transcriptos.
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TranscripciTranscripcióón de los genes no n de los genes no 
codificantescodificantes

Solo nos vamos a ocupar de lo que ocurre Solo nos vamos a ocupar de lo que ocurre 
en el grupo de genes cuyo producto final en el grupo de genes cuyo producto final 
son pequeson pequeññas molas molééculas culas de ARN de ARN de de unos unos 
2020 nuclenucleóótidos. tidos. 

microARN microARN (miRNA) (endogenous)(miRNA) (endogenous)
ARN de interferenciaARN de interferencia (siRNA) (exogenous)(siRNA) (exogenous)
tasiRNAs, rasiRNAs, scnRNAs, piRNAs tasiRNAs, rasiRNAs, scnRNAs, piRNAs 
(endogenous siRNA)(endogenous siRNA)
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Proteomics in GenomelandProteomics in Genomeland

La complejidad de la biologLa complejidad de la biologíía humana se puede explicar considerando que los a humana se puede explicar considerando que los 
procesos transcripcionales, postprocesos transcripcionales, post--transcripcionales y posttranscripcionales y post--traduccionales traduccionales 
generan un aumento en el numero de protegeneran un aumento en el numero de proteíínas de algunos ordenes de nas de algunos ordenes de 
magnitud con respecto al numero de genes.magnitud con respecto al numero de genes.
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PROTEOMA HUMANOPROTEOMA HUMANO

Conocer el proteoma de un organismo es tener una Conocer el proteoma de un organismo es tener una 
imagen dinimagen dináámica de todas las protemica de todas las proteíínas expresadas nas expresadas 
por ese organismo, en un momento dado y bajo por ese organismo, en un momento dado y bajo 
determinadas condiciones concretas de tiempo y determinadas condiciones concretas de tiempo y 
ambiente. ambiente. 
La proteLa proteóómica puede definirse como la genmica puede definirse como la genóómica mica 
funcional a nivel de protefuncional a nivel de proteíínas. nas. 
Es la ciencia que correlaciona las proteEs la ciencia que correlaciona las proteíínas con sus nas con sus 
genes, estudia el conjunto completo de protegenes, estudia el conjunto completo de proteíínas que nas que 
se pueden obtener de un genoma. se pueden obtener de un genoma. 
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Modificaciones PostModificaciones Post--traduccionalestraduccionales

FosforilaciFosforilacióónn (el g(el géénoma humano se estima noma humano se estima 
que produce alrededor de 500 protein kinasas que produce alrededor de 500 protein kinasas 
-- KinomeKinome))
Clivaje proteoliticoClivaje proteolitico (el genoma humano se (el genoma humano se 
estima que produce alrededor de 560 estima que produce alrededor de 560 
proteasas proteasas –– Degradome Degradome -- que a su vez que a su vez 
pueden generar las neopueden generar las neo--proteproteíínas cripticas)nas cripticas)
GlicosilaciGlicosilacióónn (la mitad de las prote(la mitad de las proteíínas nas 
conocidas son potencialmente glicosilada conocidas son potencialmente glicosilada ––
GlicomeGlicome))
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LocalizaciLocalizacióón subcelular (n subcelular (LocalizomeLocalizome))

La cLa céélula eucariotica es altamente lula eucariotica es altamente 
compartimentalizada por lo tanto la funcicompartimentalizada por lo tanto la funcióón de n de 
una proteuna proteíína es altamente correlacionada con na es altamente correlacionada con 
su localizacisu localizacióón.n.
El desarrollo de metodologEl desarrollo de metodologíías que permiten as que permiten 
sistemsistemááticamente marcar proteticamente marcar proteíínas a partir de nas a partir de 
bibliotecas de cDNA en combinacibibliotecas de cDNA en combinacióón con n con 
ttéécnicas de cnicas de screeningscreening visual por microscopia, visual por microscopia, 
ha permitido el estudio del ha permitido el estudio del LocalizomaLocalizoma..
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ExpresiExpresióón tejido especn tejido especííficafica

El estudio de la expresiEl estudio de la expresióón de las proten de las proteíínas a nivel nas a nivel 
de tejido requiere la seleccide tejido requiere la seleccióón de anticuerpos n de anticuerpos 
especespecííficos por cada proteficos por cada proteíína de interna de interéés.s.

Atlas of protein expressionAtlas of protein expression
Wellcome Trust Sanger Institute (Phage Display Technology Wellcome Trust Sanger Institute (Phage Display Technology 
scFvscFv))
Swedish Human Protein Atlas Swedish Human Protein Atlas –– HPA (Monospecific Antibodies HPA (Monospecific Antibodies 
msAbsmsAbs))
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““OmicsOmics”” and and ““OmesOmes”” eraera

Tanto el termino Tanto el termino ““omicsomics”” como como ““omesomes”” han sido han sido 
adoptados por los biologos moleculares y los adoptados por los biologos moleculares y los 
bioinformaticos para indicar aquellas disciplinas y bioinformaticos para indicar aquellas disciplinas y 
metodologmetodologíía de nueva istitucia de nueva istitucióón.n.
Las tecnologLas tecnologíías as ““omicsomics”” respresentan herramientas respresentan herramientas 
úútiles para tratar de definir la funcitiles para tratar de definir la funcióón de todos los n de todos los 
ggéénes del gennes del genóóma humano y los productos ma humano y los productos 
correspondientes en un solo experimento.correspondientes en un solo experimento.
La integraciLa integracióón de los datos provenientes de los n de los datos provenientes de los 
diferentes abordajes diferentes abordajes ““omicsomics”” permitirpermitiráá comprender comprender 
como las ccomo las céélulas los tejidos y los organismos cumplen lulas los tejidos y los organismos cumplen 
sus funciones.sus funciones.



ArrayArray de de ““omicasomicas””
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Cual es el objetivo de las omicas?Cual es el objetivo de las omicas?

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



DefiniciDefinicióón de n de microarraymicroarray o o biochipbiochip

Los microarrays (micromatrices 
o microarreglos) representan 
una herramienta essencial 
para los estudios de omica, 
que permiten los analisis 
cualitativo y cuantitativo, en 
forma simultanea, masiva y 
miniaturizada, de genes y/o 
productos genicos.

Science 270Science 270:: 467467--483 (483 (19951995))
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NociNocióón Generaln General

La detecciLa deteccióón de los n de los áácidos nucleicoscidos nucleicos con microarraycon microarray, sea DNA , sea DNA 
o RNA, es llevada a cabo por medio de dos caractero RNA, es llevada a cabo por medio de dos caracteríísticas sticas 
ffíísicosico--ququíímicas fundamentales:micas fundamentales:

LaLa complementariedad de bases nitrogenadascomplementariedad de bases nitrogenadas
La formaciLa formacióón de secuencias duplex a travn de secuencias duplex a travéés de puentes s de puentes 
hidrhidróógenogeno
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Portaobjeto: soporte no poroso impermeable y 
rígido cubiertos con poli-lisina

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

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



TIPOS DE TIPOS DE MICROARRAYSMICROARRAYS de ADNde ADN

Microarrays en portaobjetosMicroarrays en portaobjetos
GeneGene--ChipChip
Chips microelectrChips microelectróónicosnicos
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Estudios de Estudios de ADNADN con con arraysarrays

Genotipado de SNPsGenotipado de SNPs
RegulaciRegulacióón gn géénicanica
HibridaciHibridacióón n GGenomica enomica CComparadaomparada
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ResecuenciaciResecuenciacióón mediante n mediante 
microarraysmicroarrays de ADNde ADN

La La resecuenciaciresecuenciacióónn es una de es una de laslas ultimas aplicaciones de los ultimas aplicaciones de los 
microarrays de ADN, que permite la identificacion de microarrays de ADN, que permite la identificacion de 
mutaciones y SNPs a partir de una secuencia conocida.mutaciones y SNPs a partir de una secuencia conocida.
Menos del 0,1% del genoma humano presenta variaciones Menos del 0,1% del genoma humano presenta variaciones 
entre distintos individuos siendo las formas mas frecuentes de entre distintos individuos siendo las formas mas frecuentes de 
variaciones los SNPs o polimorfismos de una sola base.variaciones los SNPs o polimorfismos de una sola base.

CodeLink CodeLink pp450 SNP Bioarrays450 SNP Bioarrays
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Estudio de la regulaciEstudio de la regulacióón genica n genica 
mediante mediante microarraysmicroarrays de ADNde ADN

Estudio de rEstudio de regulaciegulacióón n de la expreside la expresióón n 
genica (fgenica (factores de actores de transcripcitranscripcióónn
especificosespecificos, , metilacimetilacióón de n de las islas las islas CpGCpG, , 
acetilaciacetilacióón de histonasn de histonas).).
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Where the proteome meets the Where the proteome meets the 
genome genome 

RegiRegióón promotora de los genes (500 bp o n promotora de los genes (500 bp o enhancer enhancer a 20 kb)a 20 kb)

Programas especificos permiten determinar la secuencia del promoProgramas especificos permiten determinar la secuencia del promotor de cada gentor de cada gen
Transcription Regulatory Regions Database (TRRD) Transcription Regulatory Regions Database (TRRD) 

http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/dbases/trrd4/trrdintro.htmhttp://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/dbases/trrd4/trrdintro.htm



HibridaciHibridacióón genomica comparada n genomica comparada 
con con microarraymicroarray de ADNde ADN
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Es un mEs un méétodo citogentodo citogenéético molecular que permite tico molecular que permite 
monitorear anomalmonitorear anomalíías cromosas cromosóómicas. Las alteraciones se micas. Las alteraciones se 
clasifican en pclasifican en péérdidas, ganancias y amplificaciones de rdidas, ganancias y amplificaciones de 
DNA, incluyendo mutaciones a nivel de cromosomas DNA, incluyendo mutaciones a nivel de cromosomas 
completos y por loci. completos y por loci. 
Permite monitorear tumores y defectos congPermite monitorear tumores y defectos congéénitos a nitos a 
partir de cromosomas en metafase o DNA genpartir de cromosomas en metafase o DNA genóómico. mico. 
La tLa téécnica se basa en la hibridizacicnica se basa en la hibridizacióón competitiva donde n competitiva donde 
se colorea el DNA tumoral con un marcador fluorescente se colorea el DNA tumoral con un marcador fluorescente 
y el DNA blanco con otro. y el DNA blanco con otro. 
Permite el estudio de material de archivo como Permite el estudio de material de archivo como 
muestras congeladas o embebidas en parafina con el fin muestras congeladas o embebidas en parafina con el fin 
de correlacionar la evolucide correlacionar la evolucióón cln clíínica con aberraciones nica con aberraciones 
cromoscromosóómicas.micas.

GenoSensorGenoSensorTM Microarray PlatformMicroarray Platform



Estudios de Estudios de ARNARN con con arrayarrayss

La expresiLa expresióón genica es el proceso por medio del cual la n genica es el proceso por medio del cual la 
informaciinformacióón codificada en el ADN se transforma en las n codificada en el ADN se transforma en las 
proteproteíínas necesarias para el desarrollo y funcionamiento nas necesarias para el desarrollo y funcionamiento 
de la celula.de la celula.
El perfil de expresiEl perfil de expresióón gn géénica de una cnica de una céélula proporciona lula proporciona 
informaciinformacióón sobre su fenotipo y su respuesta al medion sobre su fenotipo y su respuesta al medio
Los Los microarraysmicroarrays de RNA permiten la determinacide RNA permiten la determinacióón del n del 
perfil de expresiperfil de expresióón, es decir la cuantificacin, es decir la cuantificacióón relativa de n relativa de 
los ARN transcriptos, mediante la comparacilos ARN transcriptos, mediante la comparacióón de los n de los 
ARNm aislados de dos muestras diferentes.ARNm aislados de dos muestras diferentes.
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Transcripcion reversa

cDNA

AAAAA
AAAAA

AAAAA
AAAAA

Tu
m

or
al

AAAAA
AAAAA

AAAAA
AAAAA

N
or

m
al

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

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



cDNA marcado con Cy3cDNA marcado con Cy5

Los cDNAs marcados 
con diferentes 

fluoroforos son co-
hibridizados sobre un 

solo soporte de 
sondas
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Adquisiciòn de las imágenes: la cuantificación relativa, 
se realiza por medio de equipos de barrido de 

imágenes con dos lásers de excitación



DDiseiseñño experimentalo experimental

El diseEl diseñño experimental es esencial en los o experimental es esencial en los 
experimentos de microarrays y es crucial desde laexperimentos de microarrays y es crucial desde la
recoleccirecoleccióón de muestras y criterios de inclusin de muestras y criterios de inclusióón, la n, la 
eleccieleccióón del microarray a ensayar y el mn del microarray a ensayar y el méétodo paratodo para
inferir los resultados.inferir los resultados.
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ANANÁÁLISIS DE LA EXPRESILISIS DE LA EXPRESIÓÓN GN GÉÉNICA EN NICA EN 
TUMORES COLORECTALES HUMANOS POR TUMORES COLORECTALES HUMANOS POR 

MEDIO DE MICROARRAYS DE cDNAMEDIO DE MICROARRAYS DE cDNA

En nuestro estudio comparamos los perfiles de expresiEn nuestro estudio comparamos los perfiles de expresióón de tejidos n de tejidos 
colorectales colorectales ““enteroenteross”” y de la mucosa adyacente y de la mucosa adyacente nono--cancerosacancerosa a partir a partir 
de resecciones quirde resecciones quirúúrgicas, con el proprgicas, con el propóósito de:sito de:

1) entender mejor los mecanismos gen1) entender mejor los mecanismos genééticos deticos de la oncogla oncogéénesis en nesis en 
los tumores de colon humano.los tumores de colon humano.

2) identificar nuevos potenciales marcadores de utilidad para la2) identificar nuevos potenciales marcadores de utilidad para la
prprááctica clctica clíínicanica



MMuestras de CCRuestras de CCR
Un total de 82 tejidos tumorales y sus mucosas adyacentes corresUn total de 82 tejidos tumorales y sus mucosas adyacentes correspondientes, se pondientes, se 
obtuvieron de 41 pacientes con diagnobtuvieron de 41 pacientes con diagnóóstico de adenocarcinoma colorectal stico de adenocarcinoma colorectal 
esporesporáádicodico..
Cada espCada espéécimen extracimen extraíído se evaludo se evaluóó en relacien relacióón a su contenido de cn a su contenido de céélulas lulas 
tumorales, mediante la tincitumorales, mediante la tincióón con hematoxilinan con hematoxilina--eosina. Solo se incluyeron en eosina. Solo se incluyeron en 
este aneste anáálisis, aquellos tejidos que contenlisis, aquellos tejidos que contenííaann mmáás de un 75% de cs de un 75% de céélulas lulas 
tumorales. tumorales. 
Las muestras fueron conservadas  a Las muestras fueron conservadas  a --8080ºº C para su posterior anC para su posterior anáálisis molecular. lisis molecular. 

Banco de biopsias de tumores colorectales
41 Tumores                                               41 Mucosas

25 Tumores                                     13 Mucosas

Extracción con 
TRIzol

Control de calidad en gel de agarosa

Banco de biopsias de tumores colorectales
41 Tumores                                               41 Mucosas

25 Tumores                                     13 Mucosas

Extracción con 
TRIzol

Control de calidad en gel de agarosa

Banco de biopsias de tumores colorectales
41 Tumores                                               41 Mucosas

25 Tumores                                     13 Mucosas

Extracción con 
TRIzol

Control de calidad en gel de agarosa

Extracción con 
TRIzol

Control de calidad en gel de agarosa



PacientesPacientes

Solamente fueron incluidos en el ensayo 38 muestras de nuestro Solamente fueron incluidos en el ensayo 38 muestras de nuestro 
banco (25 tumores y 13 mucosas normales) que presentaron alta banco (25 tumores y 13 mucosas normales) que presentaron alta 
calidad de RNA.calidad de RNA.
Las muestras normales fueron agrupadas en cantidades equimolaresLas muestras normales fueron agrupadas en cantidades equimolares
para generar un para generar un úúnico nico standardstandard de referencia, que se usde referencia, que se usóó como como 
control en todas las cohibridizaciones sobre los microarrays.control en todas las cohibridizaciones sobre los microarrays.

n = 25 tumoresn = 25 tumores Pool de referencia = 13 mucosasPool de referencia = 13 mucosas

T1T1

T2T2

T3T3

TnTn

RefRef

RefRef

RefRef

RefRef



Las lectoras de microarrays 
producen imagenes compuestas 
por una matriz de píxels, donde 
cada uno de ellos representa la 
intensidad de fluorescencia de 
una pequeña área proveniente 

de la muestra



Adquisiciòn de la imagenSegmentaciòn
Flagging y Filtrado

Los resultados primarios o 
datos crudos (valores primarios 
de las emisiones Cy3 y Cy5), 
obtenidos a través del uso de 
equipo de escaneo



Analisis de datosAnalisis 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 TIGRTIGR
(The Institute for Genomic Research):

1- Express Converter 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- MIDASMIDAS (Microarray Data Analysis System) v2.18; el MIDAS 
nos permitió preprocesar y realizar la normalización de los datos 

3- MeVMeV (MultiExperiment Viewer) v3.0; una aplicación que permite 
el análisis estadístico, la identificación de los genes y de los 
patrones de expresión de interés. 

4- EASEEASE (Expression Analysis Systematic Explorer) para la 
agrupación funcional de los datos.

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



AnAnáálisis de la expresilisis de la expresióón global de los n global de los 
genes en los pacientes con CCRgenes en los pacientes con CCR

DatasetDataset

4.095 clones4.095 clones

TT--testtest

(p<0.001)(p<0.001)
584 genes conocidos (3%)584 genes conocidos (3%)

668 ESTs (3,4%)668 ESTs (3,4%)

Diferencialmente expresados en colon vs. mucosa normalDiferencialmente expresados en colon vs. mucosa normal

584584
≥≥ 2 fold change2 fold change 77 up77 up--reguladosregulados

12 down12 down--reguladosregulados



ConfirmaciConfirmacióón independiente de los n independiente de los 
datosdatos

El objetivo de la confirmaciEl objetivo de la confirmacióón independiente de los n independiente de los 
datos es generar datos es generar confianza en las estimacionesconfianza en las estimaciones y y 
descubrimientos eventualesdescubrimientos eventuales; esto ; esto se logra al se logra al 
demostrar que los datos que emergen del estudio con demostrar que los datos que emergen del estudio con 
microarrays, se replican por mmicroarrays, se replican por méétodos cltodos cláásicos de sicos de 
deteccideteccióón molecular:n molecular:

qRTqRT--PCRPCR
Western blottingWestern blotting

InmunohistoquimicaInmunohistoquimica



ValidaciValidacióón con Real n con Real ––Time PCRTime PCR



005 A 001 B 007 B2 008 C2 014 C2 013 D 012 MTS
OATP1A2 (SLCO1A2) #DIV/0! 1,42 #NUM! #DIV/0! #DIV/0! 10,52 #DIV/0!
CAT2 (SLC7A2) -1,60 -0,56 0,06 -0,74 -1,23 0,31 0,82
OAT4 (SLC22A11) -3,99 4,22 -0,86 -2,08 1,65 1,61 0,67
MCT1 (SLC16A1) -3,67 -1,70 -2,70 -0,42 0,00 1,32 -2,81
ZNT5 (SLC30A5) -1 0 0 -1 0,58 2,21 -2
GLUT1(SLC2A1) 1,79 0,07 2,96 1,03 6,44 4,72 1,24
LUNAPARK 0,00 1,56 0,77 0,58 0,79 2,47 0,36
TMEM130 -0,67 -3,23 -2,95 0,28 -4,38 -3,12 -4,85
SELI #DIV/0! 0,83 0,55 0,38 -1,46 0,90 0,83
PAK6 -0,15 1,24 4,07 -1,78 7,77 5,83 3,68
CSPG3 -10,87 0,22 -1,58 -3,05 -0,32 0,93 1,68
IFN- γ -2,20 2,12 1,48 6,11 2,77 4,32 -2,18
F2 (PROTROMBINA) #DIV/0! -0,85 -0,86 #NUM! 2,34 -2,31 12,96
GDA #DIV/0! 3,33 1,59 -2,51 #DIV/0! #DIV/0! -1,38
RABL3 #DIV/0! 0,41 -0,32 -0,90 0,94 1,82 -0,92
SQSTM1 0,81 0,58 -0,42 0,00 1,08 0,00 1,38
TFCP2L2
TRIM50C
WDR31
TMEM56 
ALDH8A1
CACDNA2D2
FKBP6
HMGCLL1
MTSS1
RP1L1



MMéétodos de todos de aagrupamiento y grupamiento y 
vvisualizaciisualizacióón de los datosn de los datos

El anEl anáálisis de agrupamiento o Clustering de la matrlisis de agrupamiento o Clustering de la matrííz de expresiz de expresióón n 
consiste en reunir genesconsiste en reunir genes basbasáándose en la similitud de su perfil de ndose en la similitud de su perfil de 
expresiexpresióónn
Existen mExisten méétodos no supervisados (class discovery) y supervisados todos no supervisados (class discovery) y supervisados 
(classification) bas(classification) basáándose en datos previos parandose en datos previos para concentrar los concentrar los 
patrones de expresipatrones de expresióón relacionados. n relacionados. 
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¿¿Estrategia de escape tumoral?Estrategia de escape tumoral?
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Cetuximab mediated-ADCC

Colon tumor cellNKs
CD16

EGFR

Cetuximab

ADCC



Colon tumor cellNKs
CD16

EGFR

Cetuximab

ADCC

CD94/NKG2A

HLA-E



HHeterogeneidadeterogeneidad de la muestrade la muestra

LaLa heterogeneidad que presentan lheterogeneidad que presentan lííneas celulares neas celulares 
inmortalizadas es minmortalizadas es míínima ante la que pueda nima ante la que pueda 
presentarpresentar una biopsia tomada de un tejido tumoral.una biopsia tomada de un tejido tumoral.

Tampoco debemos olvidarnos que los tejidos son de Tampoco debemos olvidarnos que los tejidos son de 
diversa composicidiversa composicióón celular y quen celular y que cada una cada una dde estas e estas 
ccéélulas activarlulas activaráá diferentes programas de expresidiferentes programas de expresióón n 
ante diferentes estante diferentes estíímulos.mulos.
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Microscopio Leica AS LMDMicroscopio Leica AS LMD

Muestra 
microdisecada y

colectada en 
buffer de lisis
para ARN o
proteínas

Muestra 
microdisecada y

colectada en 
buffer de lisis
para ARN o
proteínas





Inmunohistoquimica de HLAInmunohistoquimica de HLA--E E 
sobre 42 tumores CCR humanossobre 42 tumores CCR humanos

D
u

ke
’ s

C
   

   
   

   
   

   
D

u
ke

’s
B

   
   

   
   

   
   

N
or

m
al

Positive control

Low HLA-E expression

Medium Cytoplasmic Expression
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Estadistica del conteo de cEstadistica del conteo de céélulas lulas 
HLAHLA--E positivas E positivas 



Inmunohistoquimica 
del infiltrado de CD57



HipHipóótesis y objetivostesis y objetivos futurosfuturos

LLos pacientes con altos niveles de HLAos pacientes con altos niveles de HLA--E y mal pronE y mal pronóóstico no stico no 
serseríían buenos candidatos para una terapia con anticuerpos an buenos candidatos para una terapia con anticuerpos 
monoclonales. monoclonales. 
Esto podrEsto podríía tener una relevancia particular en los pacientes de a tener una relevancia particular en los pacientes de 
DukeDuke’’s C, los cuales muestran una fuerte correlacis C, los cuales muestran una fuerte correlacióón entre la n entre la 
expresiexpresióón de HLAn de HLA--E y la baja sobrevida libre de enfermedad.E y la baja sobrevida libre de enfermedad.
Nuestro objetivo serNuestro objetivo seráá estudiar en estudiar en 20 biopsias EGFR negativas y 20 biopsias EGFR negativas y 
40 EGFR positivas (20 que respondieron al tratamiento y 20 que 40 EGFR positivas (20 que respondieron al tratamiento y 20 que 
no respondieron)no respondieron) la expresila expresióón de lan de las s proteproteíínanass HLAHLA--EE y CD56 y CD56 
por inmunohistoqupor inmunohistoquíímica de micromatrices de tejido de colon mica de micromatrices de tejido de colon 
(TMA, Tissue Microarray)(TMA, Tissue Microarray)..



MicroarraysMicroarrays de protede proteíínasnas

Los microarrays de proteLos microarrays de proteíínas son de gran utilidad en el nas son de gran utilidad en el 
ananáálisis protelisis proteóómico funcional, y consisten en mico funcional, y consisten en chipschips de de 
proteproteíínas inmovilizadas en una posicinas inmovilizadas en una posicióón concreta sobre n concreta sobre 
una superficia suna superficia sóólida.lida.
La complejidad y diversidad estructural de las proteLa complejidad y diversidad estructural de las proteíínas nas 
ha hecho que el desarrollo de los microarrays de ha hecho que el desarrollo de los microarrays de 
proteproteíínas haya sido tnas haya sido téécnicamente complicado.cnicamente complicado.

No existe una tNo existe una téécnica equivalente a la PCR capaz de amplificar cnica equivalente a la PCR capaz de amplificar 
la cantidad de protela cantidad de proteíína existente en una muestra.na existente en una muestra.

No tienen una carga negativa como en el caso del ADN, sino No tienen una carga negativa como en el caso del ADN, sino 
que la carga de las proteque la carga de las proteíínas es muy variable. nas es muy variable. 
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Microarrays de identificaciMicroarrays de identificacióón y n y 
cuantificacicuantificacióón de proten de proteíínasnas

Se basan en la captura de proteSe basan en la captura de proteíínas nas 
por medio de molpor medio de molééculas de diversa culas de diversa 
naturaleza que permanecen ancladas naturaleza que permanecen ancladas 
a la superficie del microarray.a la superficie del microarray.

AnticuerposAnticuerpos
AffibodiesAffibodies
Aptameros (Aptameros (Eastern BlottingEastern Blotting))
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MicroarraysMicroarrays de de screening screening inverso de proteinverso de proteíínasnas

Mediante el Mediante el screeningscreening inverso se inmovilizan inverso se inmovilizan 
lisados celulares que representan todo el lisados celulares que representan todo el 
repertorio de proterepertorio de proteíínas celulares en un nas celulares en un 
determinado estaddeterminado estadíío celular.o celular.
Es posible realizar un Es posible realizar un screeningscreening de todos los de todos los 
anticuerpos presentes en el suero de un anticuerpos presentes en el suero de un 
paciente en busca de una determinada paciente en busca de una determinada 
proteproteíína.na.
Esta tEsta téécnica tiene un enorme potencial en la cnica tiene un enorme potencial en la 
deteccideteccióón de biomarcadores en ann de biomarcadores en anáálisis lisis 
proteproteóómicos.micos.
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Inclusión en Parafina

Fijación Metacarn

Biopsia RNA Later

LCM: cortes disección láser
RNA Proteínas

Tumor
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Coloración: Violeta de Cresilo
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EstromacDNA

Cuantificación: qPCR Cuantificación: Bradford



Microgrid IIMicrogrid II

FASTFAST®® SlidesSlides



1088 puntos por cada array
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MicroarraysMicroarrays de tejidos (TMA)de tejidos (TMA)

Consisten en colecciones miniaturizadas de hasta 1.000 muestras Consisten en colecciones miniaturizadas de hasta 1.000 muestras de de 
tejido inmovilizadas sobre un soporte que permite el tejido inmovilizadas sobre un soporte que permite el screeningscreening de de 
ADN, ARN y proteADN, ARN y proteíínas.nas.
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Segunda parteSegunda parte

APLICACIONES DE APLICACIONES DE 
LOS MICROARRAYS LOS MICROARRAYS 

EN ONCOLOGIAEN ONCOLOGIA
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LOS MICROARRAYS DE EXPRESILOS MICROARRAYS DE EXPRESIÓÓN Y SU EMPLEO N Y SU EMPLEO 
EN LAEN LA TAXONOMTAXONOMÍÍA MOLECULAR DEL CA MOLECULAR DEL CÁÁNCERNCER

Cuanto mayor seaCuanto mayor sea nuestra capacidad para clasificar un nuestra capacidad para clasificar un 
tumor determinado detumor determinado de forma no ambigua, mayores serforma no ambigua, mayores seráánn
nuestras posibilidades de nuestras posibilidades de ééxito en la curacixito en la curacióón de ese n de ese 
paciente.paciente.
Los patrones de expresiLos patrones de expresióón nos ayudan a establecer n nos ayudan a establecer 
diferenciasdiferencias en la biologen la biologíía y el prona y el pronóóstico de los tumoresstico de los tumores..
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YEOH EJ, et al. Classification, subtype discovery, and predictioYEOH EJ, et al. Classification, subtype discovery, and prediction of n of 
outcome in pediatric acute lymphoblastic leukemia by gene expresoutcome in pediatric acute lymphoblastic leukemia by gene expression sion 
profiling. Cancer Cell 2002; 1: 133profiling. Cancer Cell 2002; 1: 133--143.143.
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ALIZADEH AA, et al. Distinct types of diffuse large BALIZADEH AA, et al. Distinct types of diffuse large B--cell lymphoma cell lymphoma 
identified by gene expression profiling. Nature 2000; 403: 503identified by gene expression profiling. Nature 2000; 403: 503--511.511.

BackgroundBackground —— Diffuse large BDiffuse large B--cell Lcell Lymphoma ymphoma (DLBCL)(DLBCL) is is the most the most 
common subtype of noncommon subtype of non--Hodgkin lymphomaHodgkin lymphoma; it; it is clinically heterogeneousis clinically heterogeneous
andand most (60%) of the patients succumb to the diseasemost (60%) of the patients succumb to the disease, while , while the the 
remainder respond well to the current therapy and have prolongedremainder respond well to the current therapy and have prolonged
survival.survival.
PurposePurpose —— To test whether gene expression profiles can accurately To test whether gene expression profiles can accurately 
distinguish among previously established Bdistinguish among previously established B--cell noncell non--Hodgkin lymphoma Hodgkin lymphoma 
classes and reveal additional molecular classes of DLBCL with diclasses and reveal additional molecular classes of DLBCL with different fferent 
clinical courses (i.e. assist in class discovery).clinical courses (i.e. assist in class discovery).
MethodsMethods —— A cDNA microarray analysis was performed by using a special A cDNA microarray analysis was performed by using a special 
chip (Lymphochip) that contained gene probes that are selected fchip (Lymphochip) that contained gene probes that are selected from rom 
cDNA libraries prepared from normal and malignant lymphocytes atcDNA libraries prepared from normal and malignant lymphocytes at
different stages of differentiation and activation (a total of 1different stages of differentiation and activation (a total of 17,856 cDNA 7,856 cDNA 
clones). Ninetyclones). Ninety--six mRNA samples were analyzed, including 62 patient six mRNA samples were analyzed, including 62 patient 
samples (42 DLBCL, 11 CLL, 9 FL) and 34 control samples derived samples (42 DLBCL, 11 CLL, 9 FL) and 34 control samples derived from from 
either normal lymphocytes or tumor cell lines.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. 



ROSENWALD A, et al. The use of molecular profiling to predict suROSENWALD A, et al. The use of molecular profiling to predict survival after rvival after 
chemotherapy for diffuse large Bchemotherapy for diffuse large B--cell lymphoma. N Engl J Med 2002; 346: cell lymphoma. N Engl J Med 2002; 346: 
19371937--1947.1947.
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Factores pronosticos en pulmFactores pronosticos en pulmóón, prn, próóstata y stata y 
mamamama

GARBER MED, et al. Diversity of gene expression in adenocarcinomGARBER MED, et al. Diversity of gene expression in adenocarcinoma of the lung. a of the lung. 
Proc Natl Acad Sci USA 2001;  98: 13784Proc Natl Acad Sci USA 2001;  98: 13784--13789.13789.

The global gene expression profiles for 67 human lung tumors The global gene expression profiles for 67 human lung tumors 
representing 56 patients were examined by using 24,000representing 56 patients were examined by using 24,000--element element 
cDNA microarrays. cDNA microarrays. 
Subdivision of the tumors based on gene expression patterns Subdivision of the tumors based on gene expression patterns 
faithfully recapitulated morphological classification of the tumfaithfully recapitulated morphological classification of the tumors into ors into 
squamous, large cell, small cell, and adenocarcinoma. squamous, large cell, small cell, and adenocarcinoma. 
The gene expression patterns made possible the subclassificationThe gene expression patterns made possible the subclassification of of 
adenocarcinoma into subgroups that correlated with the degree ofadenocarcinoma into subgroups that correlated with the degree of
tumor differentiation as well as patient survival. tumor differentiation as well as patient survival. 
Gene expression analysis thus promises to extend and Gene expression analysis thus promises to extend and refine standard refine standard 
pathologic analysis.pathologic analysis.
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VanVan´́t Veer LJ, Dai H, Vand Vijver MJ, He YD, Hart AA, Mao M et al. Gt Veer LJ, Dai H, Vand Vijver MJ, He YD, Hart AA, Mao M et al. Gene ene 
expression profiling predicts clinical outcome of breast cancer.expression profiling predicts clinical outcome of breast cancer. Nature Nature 
2002; 415: 5302002; 415: 530--536.536.
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The gene-expression profile we 
studied is a more powerful 
predictor of the outcome of 
disease in young patients with 
breast cancer than standard 
systems based on clinical and 
histologic criteria. 



OncomiRs: microRNAs en los tumoresOncomiRs: microRNAs en los tumores

El descubrimientos de estos importantes reguladores se ha El descubrimientos de estos importantes reguladores se ha 
atrasado debido a que la busqueda apuntaba a secuencias atrasado debido a que la busqueda apuntaba a secuencias 
genomicas codificantesgenomicas codificantes

Cheng J et al. Transcriptional maps of 10 human Cheng J et al. Transcriptional maps of 10 human 
chromosomes at 5chromosomes at 5--nucleotide resolution. Science 2005 May nucleotide resolution. Science 2005 May 
20;308(5725):114920;308(5725):1149--54. 54. 
Carninci PCarninci P et al. et al. The transcriptional landscape of the The transcriptional landscape of the 
mammalian genome.mammalian genome. ScienceScience 2005 Sep 2;309(5740):15592005 Sep 2;309(5740):1559--63.63.
Katayama SKatayama S et al. et al. Antisense transcription in the mammalian Antisense transcription in the mammalian 
transcriptome.transcriptome. Science. 2005 Sep 2;309(5740):1564Science. 2005 Sep 2;309(5740):1564--6.6.
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Calin GA, Calin GA, et al et al Frequent deletions and downFrequent deletions and down--regulation of microregulation of micro-- RNA RNA 
genes miR15 and miR16 at 13q14 in chronic lymphocytic leukemia.genes miR15 and miR16 at 13q14 in chronic lymphocytic leukemia. PProc roc 
Natl Acad Sci U S A. 2002 Nov 26;99(24):15524Natl Acad Sci U S A. 2002 Nov 26;99(24):15524--9.9.

DeleciDelecióón de 30 Kb correspondientes al n de 30 Kb correspondientes al 
miRNA cluster mirmiRNA cluster mir--15a15a--16 16 
Aumento de la actividad antiAumento de la actividad anti--apoptotica apoptotica 
del gen BCLdel gen BCL--22
Representan antisentidos naturales que Representan antisentidos naturales que 
pueden ser explotados para la terapiapueden ser explotados para la terapia
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He LHe L et alet al Nature. 2005 Jun 9;435(7043):828Nature. 2005 Jun 9;435(7043):828--33. A microRNA 33. A microRNA 
polycistron as a potential human oncogene.polycistron as a potential human oncogene.

AmplificaciAmplificacióón genica y sobrexpresin genica y sobrexpresióón del miRn del miR--
1717--92 que incluye 7 miRNAs del intron 3 del gen 92 que incluye 7 miRNAs del intron 3 del gen 
C13orf25 (13q31.3) en limfomas a cC13orf25 (13q31.3) en limfomas a céélulas Blulas B
Estarian regulando la expresiEstarian regulando la expresióón de factores de n de factores de 
transcripcitranscripcióón (E2F) que regulan negativamente n (E2F) que regulan negativamente 
a otros factores tales como ca otros factores tales como c--MycMyc
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ReducciReduccióón de los nn de los nííveles de miRNA veles de miRNA 
en cen cááncerncer

La compresiLa compresióón del funcionamiento de los n del funcionamiento de los 
miRNA sugiere que juegan un papel importante miRNA sugiere que juegan un papel importante 
en la diferenciacien la diferenciacióón cn céélular.lular.
Los tumores muestran un perfil de expresiLos tumores muestran un perfil de expresióón n 
muy cercano al tejido de origen y una reducida muy cercano al tejido de origen y una reducida 
expresiexpresióón de los miRNA.n de los miRNA.
Estudios funcionales sugieren que los miRNA Estudios funcionales sugieren que los miRNA 
podrpodríían ser factores claves en la perdida de la an ser factores claves en la perdida de la 
capacidad de diferenciacicapacidad de diferenciacióón celular.n celular.
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Oncogene or tumor suppressor ?Oncogene or tumor suppressor ?

La funciLa funcióón de cada miRNA depende de n de cada miRNA depende de 
su su target target especificoespecifico
Los miRNA se regulan a travLos miRNA se regulan a travéés de s de 
difrentes mecanismosdifrentes mecanismos
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miRNAs como miRNAs como targetstargets terapeuticosterapeuticos

El uso de la tecnologia antisentido podrEl uso de la tecnologia antisentido podríía revelarse a revelarse 
util para bloquear los miRNAs oncogenicos.util para bloquear los miRNAs oncogenicos.
Para los miRNAs supresosres tumorales la estrategia Para los miRNAs supresosres tumorales la estrategia 
seria incrementar su funcionalidad o estabilidad en la seria incrementar su funcionalidad o estabilidad en la 
ccéélula.lula.
Los inhibidores terapeuticos de los miRNAs se definen Los inhibidores terapeuticos de los miRNAs se definen 
antagomirs.antagomirs.

KrKrüützfeldt J, Rajewsky N, Braich R, Rajeev KG, Tuschl T, tzfeldt J, Rajewsky N, Braich R, Rajeev KG, Tuschl T, 
Manoharan M, Stoffel M.Manoharan M, Stoffel M. Silencing of microRNAs in vivo with Silencing of microRNAs in vivo with 
'antagomirs'.'antagomirs'. Nature. 2005 Dec 1;Nature. 2005 Dec 1; 438(7068):685438(7068):685--9.9.

14/05/2008 81



EpigeneticaEpigenetica
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Epigenetica y cEpigenetica y cááncerncer
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Epigenetica, miRNAs y CEpigenetica, miRNAs y Cááncerncer

Mecanismos epigeneticos controlados Mecanismos epigeneticos controlados 
por miRNAspor miRNAs
ExpresiExpresióón de miRNAs controlada por n de miRNAs controlada por 
mecanismos epigeneticosmecanismos epigeneticos
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