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DESCRIPCIÓN 

El presente invento se refiere a sondas oligonucleotídicas para uso en la evaluación de los niveles de transcritos géni­
cos en una célula, que pueden ser utilizadas en técnicas analíticas, particularmente en técnicas diagnósticas. Conve­
nientemente, las sondas se proporcionan en forma de kit. Se pueden utilizar diferentes conjuntos de sondas en técnicas 
para preparar patrones de expresión génica e identificar, diagnosticar o controlar cánceres de mama. 

La identificación de métodos rápidos y sencillos para el análisis de muestras para, por ejemplo, aplicaciones diagnósti­
cas sigue siendo el objetivo de muchos investigadores. Los usuarios finales buscan métodos que sean eficaces en 
cuanto al costo, produzcan resultados estadísticamente significativos y puedan ser rutinariamente implementados sin 
necesidad de individuos muy especializados. 

El análisis de la expresión génica dentro de las células ha sido utilizado para obtener información sobre el estado de 
esas células e, importantemente, el estado del individuo del que proceden las células. La expresión relativa de diversos 
genes en una célula ha sido identificada como un reflejo de un estado particular de un organismo. Por ejemplo, se sabe 
que las células cancerosas presentan una expresión alterada de diversas proteínas y, por lo tanto, se pueden usar los 
transcritos o las proteínas expresadas como marcadores de ese estado morboso. 

De esta manera, se puede analizar el tejido de una biopsia en cuanto a la presencia de esos marcadores y se pueden 
identificar células procedentes del sitio de la enfermedad en otros tejidos o fluidos del organismo por la presencia de los 
marcadores. Además, se pueden liberar productos de la expresión alterada en la corriente sanguínea y se pueden ana­
lizar esos productos. Además, las células que han entrado en contacto con las células de la enfermedad pueden verse 
afectadas por su contacto directo con esas células para dar lugar a una expresión génica alterada, y su expresión o los 
productos de su expresión pueden ser similarmente analizados. 

Sin embargo, hay ciertas limitaciones con estos métodos. Por ejemplo, el uso de marcadores tumorales específicos para 
identificar el cáncer adolece de una diversidad de defectos, tales como falta de especificidad o sensibilidad, asociación 
del marcador con estados morbosos además de con el tipo específico de cáncer, y dificultad para la detección en indivi­
duos asintomáticos. 

Más recientemente, además del análisis de una o dos proteínas o transcritos marcadores, se han analizado patrones de 
expresión génica. La mayoría del trabajo, que acarrea el análisis de la expresión génica a gran escala con implicaciones 
en el diagnóstico de la enfermedad, ha requerido muestras clínicas procedentes de células o tejidos enfermos. Por 
ejemplo, en varias publicaciones recientes, que demuestran que se pueden usar datos de expresión génica para distin­
guir entre tipos de cáncer similares, se han utilizado muestras clínicas procedentes de células o tejidos enfermos (Alon 
et al., 1999, PNAS 96, páginas 6745-6750; Golub et al., 1999, Science 286, páginas 531-537; Alizadeh et al., 2000, 
Nature 403, páginas 503-511; Bittner et al., 2000, Nature 406, páginas 536-540). 

Sin embargo, estos métodos se han basado en el análisis de una muestra que contiene células enfermas o productos 
de esas células o células que han entrado en contacto con células de la enfermedad. El análisis de dichas muestras 
depende del conocimiento de la presencia de una enfermedad y su localización, lo que puede ser difícil en pacientes 
asintomáticos. Además, no siempre se pueden tomar muestras del sitio de la enfermedad; por ejemplo, en enfermeda­
des del cerebro. 

En un hallazgo de gran significación, los presentes inventores identificaron el potencial previamente no explotado de 
todas las células de un organismo para obtener información relativa al estado del organismo del cual procedían las 
células. En el Documento WO98/49342 se describe el análisis de la expresión génica de células alejadas del sitio de la 
enfermedad, por ejemplo, de sangre periférica recogida lejos de un sitio canceroso. En el Documento WO 2004/046382 
se describen sondas específicas para el diagnóstico del cáncer de mama y la enfermedad de Alzheimer y se discuten 
protocolos para identificar otras sondas apropiadas para ese fin y para diagnosticar otras enfermedades. 

Este hallazgo se basa en la premisa de que las diferentes partes del cuerpo de un organismo existen en interacción 
dinámica entre sí. Cuando una enfermedad afecta a una parte del cuerpo, otras partes del cuerpo resultan también 
afectadas. La interacción es el resultado de un amplio espectro de señales bioquímicas que se liberan de la zona en­
ferma, para afectar a otras zonas del cuerpo. Aunque la naturaleza de los cambios bioquímicos y fisiológicos inducidos 
por las señales liberadas puede variar en las diferentes partes del cuerpo, los cambios pueden ser medidos a nivel de la 
expresión génica y ser utilizados con fines diagnósticos. 

El estado fisiológico de una célula en un organismo viene determinado por el patrón con que se expresan genes en ella. 
El patrón depende de los estímulos biológicos internos y externos a los que está expuesta dicha célula, y cualquier 
cambio en el grado o la naturaleza de estos estímulos puede conducir a un cambio en el patrón con que se expresan los 
diferentes genes en la célula. Existe el conocimiento creciente de que, analizando los cambios sistémicos en patrones 
de expresión génica en células de muestras biológicas, es posible obtener información sobre el tipo y la naturaleza de 
los estímulos biológicos que están actuando sobre ellas. De este modo, por ejemplo, controlando la expresión de un 
gran número de genes en células de una muestra de ensayo, es posible determinar si sus genes se expresan con un 
patrón característico de una enfermedad, un estado o una fase particular de los mismos. Por lo tanto la medición de 
cambios en las actividades génicas de células, por ejemplo, de tejidos o fluidos corporales, está surgiendo como una 
potente herramienta para el diagnóstico de enfermedades. 
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Dichos métodos presentan varias ventajas. A menudo, la obtención de muestras clínicas de ciertas zonas del cuerpo 
que está enfermo puede ser difícil y puede implicar invasiones indeseables del cuerpo; por ejemplo, a menudo se utiliza 
la biopsia para obtener muestras de cáncer. En ciertos casos, tal como en la enfermedad de Alzheimer, la muestra del 
cerebro enfermo sólo se puede obtener post mórtem. Además, las muestras tisulares que se obtienen son a menudo 
heterogéneas y pueden contener una mezcla de células tanto enfermas como no enfermas, lo que hace que el análisis 
de los datos sobre expresión génica generados sea complejo y difícil. 

Se ha sugerido que una colección de tejidos tumorales que parecen ser patogenéticamente homogéneos con respecto a 
aspectos morfológicos del tumor bien puede ser muy heterogénea a nivel molecular (Alizadeh, 2000, supra) y, en reali­
dad, podría contener tumores que representaran enfermedades esencialmente diferentes (Alizadeh, 2000, supra; Golub, 
1999, supra). Con el fin de identificar una enfermedad, un estado o una fase de los mismos, es muy deseable cualquier 
método que no requiera que las muestras clínicas procedan directamente de células o tejidos enfermos ya que, de una 
región fácilmente accesible del organismo, se pueden obtener muestras clínicas que representan una mezcla homogé­
nea de tipos celulares. 

Hemos identificado ahora una familia de secuencias que permite la obtención de un conjunto de sondas de sorprenden­
te utilidad para identificar el cáncer de mama. De este modo, describimos ahora familias de genes cuya expresión está 
alterada en las células de muestras sanguíneas procedentes de pacientes con cáncer de mama, que se pueden usar 
para generar sondas para uso en métodos para identificar, diagnosticar o controlar el cáncer de mama o fases del mis­
mo. 

En el trabajo que condujo a este invento, los inventores examinaron el nivel de expresión de un gran número de genes 
en pacientes con cáncer con respecto al nivel en pacientes normales. No sólo se halló que había un gran número de 
genes que presentaban una expresión alterada sino que, además, se halló que aquellos que presentaban una expresión 
alterada caían dentro de familias discretas de genes en virtud de su función. Como tales, estos genes proporcionan una 
colección a partir de la cual se pueden generar las correspondientes sondas que pueden ser utilizadas colectivamente 
para generar una huella dactilar de la expresión de estos genes en un individuo. Puesto que la expresión de estos ge­
nes está alterada en el individuo con cáncer y, por consiguiente, puede ser considerada informativa de ese estado, la 
huella dactilar generada a partir de la colección de sondas es indicativa de la enfermedad con respecto al estado nor­
mal. 

Las familias de genes que han sido identificadas por expresarse diferencialmente en pacientes con cáncer pueden re-
sumirse del modo siguiente. 

(i) genes que codifican proteínas implicadas en la síntesis y/o estabilidad de proteínas; 

(ii) genes que codifican proteínas implicadas en la regulación de la defensa y/o la remodelación de cromatina. 

La familia (i) incluye: 

(a) genes que codifican proteínas ribosómicas y proteínas de activación ribosómica (es decir, proteínas que comprenden 
componentes de proteínas ribosómicas o implicadas en la modificación de su función y de las que se ha hallado que 
están infrarreguladas en pacientes con cáncer). Estas proteínas codificadas incluyen las proteínas ribosómicas L1-L56, 
L7A, L10A, L13A, L18A, L23A, L27A, L35A, L36A, L37A, P0, P1, P2, S2-S29, S31, S33-S36, S3A, S15A, S18A, S18B, 
S18C, S27A, 63, 115 (y seudogenes), proteína cinasas ribosómicas (por ejemplo, la cinasa S6), ribonucleasas, la pro­
teína del supuesto dominio S1 ligante de RNA, factores de inicio de la traducción eucarióticos y la proteína G ligante de 
nucleótidos de guanina; 

(b) genes que codifican factores de iniciación e inhibición de la traducción (es decir, proteínas implicadas en la traduc­
ción de mRNA en un producto proteico y de las que se ha hallado que están infrarreguladas en pacientes con cáncer). 
Estas proteínas codificadas incluyen factores de elongación de la traducción eucarióticos, tRNA sintetasas, proteínas 
ligantes de RNA, proteínas ligantes de elementos de poliadenilación, tirosina fosfatasas, factores de inicio de la traduc­
ción eucarióticos, y factores de transcripción de las RNA polimerasas I, III; 

(c) genes que codifican otros agentes moduladores de la transcripción o la traducción, tales como la proteína ligante de 
tipo ciclina D y la proteína ligante de nucleótidos de guanina. 

La familia (ii) incluye: 

(a) genes que codifican proteínas relacionadas con la respuesta inmune (es decir, proteínas que están suprarreguladas 
en respuesta a una estimulación inmune y que incluyen proteínas suprarreguladas en respuesta a una inflamación o en 
la generación de una respuesta inflamatoria, y de las que se ha hallado que están suprarreguladas en pacientes con 
cáncer). Estas proteínas codificadas incluyen el receptor de células T y componentes asociados, tales como, por ejem­
plo, proteína cinasas, diversas citocinas, incluyendo las interleucinas y sus receptores (tales como IL-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 17, 18, 20, 22 y 24), el factor de necrosis tumoral y su receptor y su superfamilia (por ejemplo, 
los miembros 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14 y 15 de la superfamilia del TNF), factores reguladores de interferones, 
oncostatina M, factor inhibidor de la leucemia, la familia de ligandos y receptores de quimiocinas (por ejemplo, los núme­
ros 1-28), componentes del complemento, factores estimulados por interferones, tales como factores de transcripción, 
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MHC (por ejemplo, HLA) de clase I o clase II (o componentes relacionados) (por ejemplo, DQ, DR, DO, DP y DM alfa o 
beta), proteínas de adhesión (por ejemplo, CD1A, CD1C, CD1D, CD3Z, 6, 8, 11, 14, 18, 24, 27, 28, 29, 40, 44, 50, 54, 
59, 74, 79B, 80, 81, 83, 86, 96 e ICAM), el factor nuclear del potenciador del gen del polipéptido kappa en células B, la 
proteína básica de mielina, catepsina, el receptor de tipo peaje, subunidades de proteosomas, ferritina, proteína cinasas 
o fosfatasas así como sus activadores e inhibidores, el receptor de tipo inmunoglobulina de leucocitos, componentes de 
inmunoglobulinas, tales como, por ejemplo, la cadena pesada o fragmentos Fc de, por ejemplo, IgG, IgE o IgA o su 
superfamilia, defensina, oxitocina, la proteína S100 ligante de calcio, lectina y su receptor y superfamilia, leptina, fosfoli­
pasa y factores de crecimiento (tales como el factor de crecimiento de células endoteliales y la eritropoyetina); 

(b) genes que codifican proteínas inducidas por TNF (es decir, proteínas que son inducidas en un individuo en respuesta 
a la exposición a TNF y de las que se ha hallado que están suprarreguladas en pacientes con cáncer). Estas proteínas 
codificadas incluyen la proteína 8 inducida por TNF alfa, integrina, el inhibidor del potenciador del gen del polipéptido 
ligero kappa en células B, los factores 2 y 5 asociados con TNF, el factor nuclear del potenciador del gen del polipéptido 
ligero kappa en células B, MAP cinasas, proteína cinasa C, cinasa ubicua, cadherina, caspasa, ciclina D1, superóxido 
dismutasa e interleucinas; 

(c) genes que codifican proteínas inducidas por hipoxia (es decir, proteínas que resultan inducidas cuando el individuo o 
parte de él está en un estado de hipoxia y de las que se ha hallado que están suprarreguladas en pacientes con 
cáncer). Estas proteínas codificadas incluyen sestrina, la proteína p300 ligante de E1A, endotelina, la proteína relacio­
nada con la ataxia telangiectasia y Rad3, hexocinasa 2, la tirosina cinasa TEK, el factor de fragmentación de DNA, cas­
pasa, activador de plasminógeno, factor 1 inducible por hipoxia, y glucosa fosfato isomerasa; 

(d) genes que codifican proteínas de estrés oxidativo (es decir, proteínas que resultan inducidas en un individuo o parte 
de él bajo un estrés oxidativo y de las que se ha hallado que están suprarreguladas en pacientes con cáncer). Estas 
proteínas codificadas incluyen superóxido dismutasa, glutatión sintetasa, catalasa, lactoperoxidasa, peroxidasa tiroidea, 
mieloperoxidasa, peroxidasa de eosinófilo, resistencia 1 a la oxidación, peroxirredoxina, citocromo P450, receptor su­
presor ("scavenger"), paraoxonasa, glutatión reductasa, NAD(P)H deshidrogenasa, glutatión S-transferasa, catenina, 
glutarredoxina, proteínas de choque térmico (tales como factores de transcripción de choque térmico), proteína cinasas 
activadas por mitógenos, enolasa, tiorredoxina reductasa y peroxirredoxina; 

(e) genes que codifican proteínas implicadas en la remodelación de cromatina (es decir, proteínas que sirven de instru­
mento para mantener o modificar la estructura de la cromatina y pueden ser esenciales para la regulación génica). Estas 
proteínas codificadas incluyen proteínas de reemplazo de histonas, tal como, por ejemplo, la familia H3.3A o H3.3B. 

Las apropiadas secuencias génicas que caen dentro de las familias anteriormente descritas pueden ser identificadas 
mediante una búsqueda en bases de datos apropiadas utilizando, como palabra clave, el nombre de la familia, por 
ejemplo, "respuesta inmune" en las bases de datos de genes o proteínas del "National Centre for Biotechnology Infor­
mation" de Noruega. Para la confirmación de la utilidad de dichas secuencias génicas para el desarrollo de oligonucleó­
tidos para los ensayos aquí descritos, se puede evaluar la expresión de una secuencia génica particular en un paciente 
de ensayo con cáncer frente a un paciente normal. Una variación de expresión por encima o debajo de los niveles testi­
go es indicativa de la utilidad de la secuencia para la obtención de sondas. 

Generalmente, los genes que codifican las familias (i) anteriores están infrarregulados en los pacientes con cáncer fren­
te a los pacientes normales, y, en el caso de las familias (ii), los genes de codificación están suprarregulados. 

Se especula con que, en pacientes con cáncer, la expresión disminuida sistemática de los genes implicados en la pro­
ducción de ribosomas y el control de la traducción puede indicar que células sanguíneas están respondiendo a un nuevo 
estado en esos pacientes al disminuir la velocidad de síntesis proteica, lo que puede ser una adaptación celular a un 
ambiente de bajo oxígeno y déficit energético. Esto viene respaldado por la observación de que genes implicados en la 
defensa contra especies oxigenadas reactivas (ROS; del inglés, reactive oxygen species), tales como MnSOD y ferritina, 
están suprarregulados en las muestras cancerosas. Un bajo nivel de eritropoyetina puede explicar los bajos niveles de 
oxígeno en los pacientes con cáncer. También se cree que la activación del TNF es una vía para los cambios en las 
familias de genes anteriormente descritas ya que se sabe que el TNF suprarregula la expresión de, por ejemplo, ferriti­
na, defensina, MnSOD y calgranulina B. El TNF también inhibe la producción de EPO, lo que puede causar un estado 
de bajo oxígeno en el ambiente sanguíneo. Se sabe que la hipoxia induce niveles de TNF. Estos cambios pueden ser 
desencadenados por factores angiogénicos que entran en la corriente sanguínea. Aunque sin pretender un respaldo 
teórico, en la Figura 1 se muestra la hipótesis que se oculta tras los efectos anteriormente descritos. 

De este modo, el invento proporciona un conjunto de sondas oligonucleotídicas, como se proporciona en las reivindica­
ciones, que corresponden a genes de una célula cuya expresión está afectada según un patrón característico del cáncer 
de mama, en que dichos genes son sistémicamente afectados por dicho cáncer. Preferiblemente, dichos genes se ex­
presan constitutivamente de forma moderada o elevada. Preferiblemente, los genes se expresan moderada o elevada-
mente en las células de la muestra pero no en células de la enfermedad ni en células que han entrado en contacto con 
dicha células de la enfermedad. 

Dichas sondas, particularmente cuando se aíslan de células alejadas del sitio de la enfermedad, no dependen del desa­
rrollo de la enfermedad hasta niveles clínicamente reconocibles y permiten la detección del cáncer de mama muy pronto 

4

ES 2 358 910 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

tras el inicio de dicho cáncer, incluso años antes de que aparezcan otros síntomas subjetivos u objetivos. 

Como aquí se usa, genes "sistémicamente" afectados se refiere a genes cuya expresión está afectada en el organismo 
sin contacto directo con una célula de la enfermedad ni con el sitio de la enfermedad, y las células bajo investigación no 
son células de la enfermedad. 

"Contacto", como aquí se hace referencia, se refiere a células que entran en íntima proximidad entre sí de modo que se 
puede observar el efecto directo de una célula sobre la otra, por ejemplo, una respuesta inmune, en que estas respues­
tas no son mediadas por moléculas secundarias liberadas por la primera célula a larga distancia para afectar a la se­
gunda célula. Preferiblemente, el contacto se refiere a un contacto físico o al contacto que es tan próximo como es esté-
ricamente posible; convenientemente, las células que entran en contacto se encuentran en el mismo volumen unitario, 
por ejemplo, en 1 cm3. 

Una "célula de la enfermedad" es una célula que manifiesta cambios fenotípicos y está presente en el sitio de la enfer­
medad en algún momento de su vida, tal como, por ejemplo, una célula tumoral en el sitio tumoral o que se ha disemi­
nado desde el tumor, o una célula cerebral en el caso de cáncer del cerebro. 

Genes expresados "moderada o elevadamente" se refiere a los que están presentes en células en reposo con un núme­
ro de copias superior a 30-100 copias/célula (suponiendo un valor medio de 3x105 moléculas de mRNA en una célula). 

Se proporcionan aquí sondas específicas que tienen las propiedades anteriormente descritas. 

De este modo, en un aspecto, el presente invento proporciona un conjunto de sondas oligonucleotídicas, en que dicho 
conjunto consiste en menos de 500 oligonucleótidos y comprende todos los oligonucleótidos enumerados en la Tabla 2 
ó 3, en que cada oligonucleótido puede ser sustituido por un oligonucleótido que es una parte de dicho oligonucleótido 
de la Tabla 2 ó 3 o por un oligonucleótido con una secuencia complementaria. 

Se describen aquí sondas oligonucleotídicas seleccionadas de entre los oligonucleótidos enumerados en la Tabla 2, 3 ó 
4 (por ejemplo, de la Tabla 2) o derivados de una secuencia descrita en la Tabla 2, 3 ó 4, o una secuencia complemen­
taria de la misma. Dichos oligonucleótidos derivados incluyen oligonucleótidos derivados de los genes que correspon­
den a las secuencias proporcionadas en esas tablas, por ejemplo, los genes expuestos en las Tablas 2, 5 y 6 (véanse 
los números de acceso), o las secuencias complementarias de las mismas. El uso del conjunto de sondas del invento en 
productos y métodos del invento forma aspectos adicionales del invento. 

Como aquí se hace referencia, un "oligonucleótido" es una molécula de ácido nucleico que tiene al menos 6 monóme­
ros, es decir, nucleótidos o formas modificadas de los mismos, en la estructura polímera. La molécula de ácido nucleico 
puede ser DNA, RNA o ácido nucleico peptídico (PNA; del inglés, peptide nucleic acid) o híbridos de los mismos o ver­
siones modificadas de los mismos, por ejemplo, formas químicamente modificadas, por ejemplo, ácido nucleico cerrado 
(LNA; del inglés, locked nucleic acid), por metilación o compuestas de bases modificadas o artificiales durante la sínte­
sis, con tal de que conserven su capacidad para unirse a secuencias complementarias. Dichos oligonucleótidos se usan 
para sondar secuencias diana y, por lo tanto, a ellos se hace también referencia aquí como sondas oligonucleotídicas o, 
simplemente, sondas. 

Un oligonucleótido que corresponde a una secuencia génica de la familia (i) o (ii) se refiere a un oligonucleótido que 
corresponde a toda, o parte de, dicha secuencia génica o su transcrito. Cuando se utiliza una parte de la secuencia 
génica, satisface los requisitos de las sondas oligonucleotídicas que aquí se describen en cuanto a, por ejemplo, longi­
tud y función. Preferiblemente, dichas partes tienen el tamaño descrito más adelante. A dicho oligonucleótido se hace 
referencia más adelante como oligonucleótido primario. Un oligonucleótido derivado se refiere a un oligonucleótido que 
es parte del oligonucleótido primario pero satisface los requisitos para sondas que aquí se describen. 

Preferiblemente, las sondas oligonucleotídicas que forman dicho conjunto tienen una longitud de al menos 15 bases 
para permitir la unión de las moléculas diana. Especialmente, dichas sondas oligonucleotídicas tienen preferiblemente 
una longitud de 20 a 200 bases, por ejemplo, de 30 a 150 bases, preferiblemente una longitud de 50-100 bases. 

Como aquí se hace referencia, la expresión "secuencias complementarias" se refiere a secuencias con bases comple­
mentarias consecutivas (es decir, T:A, G:C), secuencias complementarias que, por lo tanto, pueden unirse entre sí a 
través de su complementariedad. 

Los oligonucleótidos de los conjuntos del invento son como se describen en la Tabla 2 ó 3 o una parte de un oligonu­
cleótido descrito en la Tabla 2 ó 3, o su secuencia complementaria. Dicho conjunto puede comprender además una o 
más sondas oligonucleotídicas enumeradas en la Tabla 4, o una parte de un oligonucleótido descrito en la Tabla 4, o 
una secuencia complementaria del mismo. 

Como se describe, un "conjunto" se refiere a una colección de sondas oligonucleotídicas únicas (es decir, que tienen 
una secuencia distinta) y consiste en menos de 500 sondas oligonucleotídicas, por ejemplo, preferiblemente de 10 a 
500, tal como, por ejemplo, de 10 a 100, 200 ó 300, especialmente preferiblemente de 20 a 100, por ejemplo, de 30 a 
100 sondas. En ciertos casos se pueden utilizar menos de 10 sondas, tal como, por ejemplo, de 2 a 9 sondas, por ejem­
plo, de 5 a 9 sondas. 
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Se apreciará que aumentar el número de sondas evitará la posibilidad de un mal análisis, tal como, por ejemplo, una 
falta de diagnóstico por comparación con otras enfermedades que podrían alterar similarmente la expresión de los ge­
nes particulares en cuestión. También pueden estar presentes otras sondas oligonucleotídicas no descritas aquí, parti­
cularmente si ayudan al uso último del conjunto de sondas oligonucleotídicas. Sin embargo, preferiblemente, dicho con­
junto sólo consiste en los oligonucleótidos aquí descritos o en un subconjunto de los mismos de acuerdo con las reivin­
dicaciones. 

En cada conjunto pueden estar presentes múltiples copias de cada sonda oligonucleotídica única, por ejemplo, 10 o 
más copias, pero sólo constituyen una sola sonda. 

Un conjunto de sondas oligonucleotídicas, que pueden estar preferiblemente inmovilizadas sobre un soporte sólido o 
tienen medios para dicha inmovilización, comprende las sondas oligonucleotídicas que se describieron antes. Como se 
mencionó anteriormente, estas sondas deben ser únicas y tener secuencias diferentes. Sin embargo, una vez dicho 
esto, se pueden usar dos sondas distintas que reconozcan el mismo gen pero reflejen diferentes procesos de corte y 
empalme, con tal de que todos los oligonucleótidos enumerados en la Tabla 2 ó 3 o su reemplazo, como aquí se descri­
be, estén presentes en dicho conjunto. Sin embargo, se prefieren las sondas oligonucleotídicas que son complementa­
rias de, y se unen a, genes distintos. 

Como aquí se describe, un oligonucleótido "funcionalmente equivalente" o derivado se refiere a un oligonucleótido que 
permite identificar el mismo gen que un oligonucleótido de una secuencia de las familias de secuencias génicas aquí 
descritas; es decir, se puede unir a la misma molécula de mRNA (o DNA) transcrita a partir de un gen (molécula de 
ácido nucleico diana) que el oligonucleótido primario o el oligonucleótido derivado (o su secuencia complementaria). 
Preferiblemente, dicho oligonucleótido derivado o funcionalmente equivalente es una parte de una secuencia génica 
como la definida en la Tabla 2, 5 ó 6, o la secuencia complementaria de la misma. Preferiblemente, dicho oligonucleóti­
do funcionalmente equivalente es capaz de reconocer, es decir, unirse a, el mismo producto de corte y empalme que un 
oligonucleótido primario o un oligonucleótido derivado. Preferiblemente, dicha molécula de mRNA es la molécula de 
mRNA de longitud completa que corresponde al oligonucleótido primario o el oligonucleótido derivado. 

Como aquí se hace referencia, "capaz de unirse" o "unirse" se refiere a la capacidad para hibridarse bajo condiciones 
descritas más adelante. De acuerdo con el invento, los oligonucleótidos derivados son aquellos que son una parte de un 
oligonucleótido enumerado en la Tabla 2, 3 ó 4. 

Como aquí se utiliza, una "parte" se refiere a un tramo de al menos 5, por ejemplo, al menos 10 ó 20 bases, tal como de 
5 a 100, por ejemplo, de 10 a 50 o de 15 a 30 bases, de dicho oligonucleótido primario. 

Como se describió anteriormente, dicho conjunto de sondas oligonucleotídicas puede ser convenientemente inmoviliza­
do sobre uno o más soportes sólidos. A dichos soportes sólidos se fija una sola copia o, preferiblemente, múltiples co­
pias de cada sonda única; por ejemplo, están presentes 10 o más, por ejemplo, al menos 100, copias de cada sonda 
única. 

Se pueden asociar una o más sondas oligonucleotídicas únicas con soportes sólidos separados que forman juntos un 
conjunto de sondas inmovilizadas sobre múltiples soportes sólidos; por ejemplo, se pueden inmovilizar una o más son­
das únicas sobre múltiples glóbulos, membranas, filtros, biochips, etc., que forman juntos un conjunto de sondas, que 
forman juntas módulos del kit descrito más adelante. Convenientemente, los soportes sólidos de los diferentes módulos 
están físicamente asociados, aunque las señales asociadas con cada sonda (generadas como se describe más adelan­
te) deben ser separadamente determinables. Alternativamente, se pueden inmovilizar las sondas sobre porciones dis­
cretas del mismo soporte sólido; por ejemplo, se puede inmovilizar cada sonda oligonucleotídica única, por ejemplo, en 
múltiples copias, sobre una porción o región distinta y discreta de un solo filtro o membrana para, por ejemplo, generar 
una red. 

También se puede utilizar una combinación de dichas técnicas; por ejemplo, se pueden utilizar diversos soportes sólidos 
cada uno de los cuales inmoviliza varias sondas únicas. 

La expresión "soporte sólido" significará cualquier material sólido capaz de unirse a oligonucleótidos mediante puentes 
hidrófobos, iónicos o covalentes. 

Como aquí se utiliza, "inmovilización" se refiere a la asociación reversible o irreversible de las sondas con dicho soporte 
sólido en virtud de dicha unión. Si es reversible, las sondas permanecen asociadas con el soporte sólido durante el 
tiempo suficiente para que se lleven a cabo los métodos del invento. 

Numerosos soportes sólidos adecuados como componentes de inmovilización de acuerdo con el invento son bien cono­
cidos en la técnica y ampliamente descritos en la bibliografía, y, hablando en términos generales, el soporte sólido pue­
de ser cualquiera de los soportes o matrices bien conocidos que actualmente se utilizan o proponen mucho para la 
inmovilización, separación, etc., en procedimientos químicos o bioquímicos. Dichos materiales incluyen, pero no se 
limitan a, cualquier polímero orgánico sintético tal como poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o polietileno; o nitrocelulosa y 
acetato de celulosa; o superficies activadas con tosilo; o vidrio o nailon o cualquier superficie que porta un grupo ade­
cuado para la copulación covalente de ácidos nucleicos. Los componentes de inmovilización pueden tomar la forma de 
partículas, láminas, geles, filtros, membranas, tiras de microfibra, tubos o placas, fibras o capilares, hechos de, por 
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ejemplo, un material polímero tal como, por ejemplo, agarosa, celulosa, alginato, teflón, látex o poliestireno o glóbulos 
magnéticos. Se prefieren los soportes sólidos que permiten la presentación de una red, preferiblemente en una sola 
dimensión, tales como, por ejemplo, láminas, filtros, membranas, placas o biochips. 

La fijación de las moléculas de ácido nucleico al soporte sólido puede ser llevada a cabo directa o indirectamente. Por 
ejemplo, si se utiliza un filtro, la fijación puede ser llevada a cabo mediante entrecruzamiento inducido con luz UV. Alter­
nativamente, la fijación puede ser llevada indirectamente a cabo mediante el uso de un componente de fijación conteni­
do en las sondas oligonucleotídicas y/o el soporte sólido. De esta manera, por ejemplo, se puede usar una pareja de 
miembros ligantes por afinidad, tal como avidina, estreptavidina o biotina, DNA o una proteína ligante de DNA (por 
ejemplo, la proteína represora lac I o la secuencia operadora lac a la cual se une), anticuerpos (que pueden ser mono­
clonales o policlonales), fragmentos de anticuerpo o los epítopos o haptenos de anticuerpos. En estos casos, un miem­
bro de la pareja ligante se fija a (o es una parte inherente de) el soporte sólido y el otro miembro se fija a (o es una parte 
inherente de) las moléculas de ácido nucleico. 

Como aquí se utiliza, una "pareja ligante por afinidad" se refiere a dos componentes que se reconocen y unen específi­
camente entre sí (es decir, con preferencia a la unión a otras moléculas). Dichas parejas ligantes forman un complejo 
cuando se unen. 

La fijación de grupos funcionales apropiados al soporte sólido puede ser llevada a cabo mediante métodos bien conoci­
dos en la técnica, los cuales incluyen, por ejemplo, la fijación por medio de grupos hidroxilo, carboxilo, aldehído o amino 
que se pueden proporcionar por tratamiento del soporte sólido para proporcionar revestimientos superficiales adecua­
dos. Los soportes sólidos que presentan componentes apropiados para la fijación del miembro ligante pueden ser pro­
ducidos mediante métodos rutinarios conocidos en la técnica. 

La fijación de grupos funcionales apropiados a las sondas oligonucleotídicas aquí descritas puede ser llevada a cabo 
por ligación o ser introducida durante la síntesis o la multiplicación, utilizando, por ejemplo, cebadores que portan un 
componente apropiado, tal como biotina o una secuencia particular para captura. 

Convenientemente, el conjunto de sondas anteriormente descrito se proporciona en forma de kit. 

De este modo, visto desde otro aspecto, el presente invento proporciona un kit que comprende un conjunto de sondas 
oligonucleotídicas como las anteriormente descritas, inmovilizadas sobre uno o más soportes sólidos. 

Preferiblemente, dichas sondas están inmovilizadas sobre un solo soporte sólido, y cada sonda única está fijada a una 
región diferente de dicho soporte sólido. Sin embargo, cuando se fijan a múltiples soportes sólidos, dichos múltiples 
soportes sólidos forman los módulos que componen el kit. Especialmente, dicho soporte sólido es preferiblemente una 
lámina, filtro, membrana, placa o biochip. 

Opcionalmente, el kit puede contener también información relativa a las señales generadas por muestras normales o 
enfermas (como se discute más adelante con mayor detalle en relación con el uso de los kits), materiales para estanda­
rización, por ejemplo, mRNA o cDNA de muestras normales y/o enfermas con fines comparativos, etiquetas para incor­
poración a cDNA, adaptadores para introducir secuencias de ácido nucleico con fines de multiplicación, cebadores para 
multiplicación y/o enzimas apropiadas, tampones y disoluciones. Opcionalmente, dicho kit puede contener también una 
información añadida que describe cómo se debería llevar el método del invento a cabo, que proporciona opcionalmente 
gráficos, datos o software estándares para la interpretación de los resultados obtenidos cuando se lleva el invento a 
cabo. 

El uso de dichos kits para preparar un patrón diagnóstico estándar de transcritos génicos como el descrito más adelante 
forma un aspecto más del invento. 

El conjunto de sondas como el aquí descrito tiene diversos usos. Sin embargo, se usa principalmente para evaluar el 
estado de la expresión génica de una célula de ensayo para obtener información relativa al organismo del cual procede 
dicha célula. De este modo, las sondas son útiles para diagnosticar, identificar o controlar el cáncer de mama en un 
organismo. 

De este modo, en un aspecto más, el invento proporciona el uso de un conjunto de sondas oligonucleotídicas o un kit 
como el anteriormente descrito para determinar el patrón de expresión génica de una célula, patrón que refleja el nivel 
de expresión génica de los genes a los que se unen dichas sondas oligonucleotídicas, para el diagnóstico del cáncer de 
mama, que comprende al menos las operaciones de: 

a) aislar mRNA de dicha célula, que opcionalmente puede ser inversamente transcrito a cDNA; 

b) hibridar el mRNA o cDNA de la operación (a) con un conjunto de sondas oligonucleotídicas o un kit como el 
aquí descrito; y 

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas, para producir dicho 
patrón. 

El mRNA y el cDNA, como a ellos se hace referencia en este método, y los métodos posteriores abarcan derivados o 

7

ES 2 358 910 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

copias de dichas moléculas, por ejemplo, copias de dichas moléculas tales como las producidas por multiplicación o la 
preparación de cadenas complementarias, pero que conservan la identidad de la secuencia de mRNA, es decir, se 
hibridarían con el transcrito directo (o su secuencia complementaria) en virtud de una complementariedad exacta, o una 
identidad de secuencias, a lo largo de al menos una región de dicha molécula. Se apreciará que no existirá complemen­
tariedad a lo largo de la región entera cuando se han usado técnicas que pueden truncar el transcrito o introducir nuevas 
secuencias, por ejemplo, mediante multiplicación de cebadores. Por conveniencia, dicho mRNA o cDNA se multiplica 
preferiblemente antes de la operación b). Como los oligonucleótidos aquí descritos, dichas moléculas pueden ser modi­
ficadas utilizando, por ejemplo, bases artificiales durante la síntesis, con tal de que permanezca la complementariedad. 
Dichas moléculas pueden llevar también componentes adicionales tales como medios para señalización o inmoviliza­
ción. 

Más adelante se describen con mayor detalle las diversas operaciones implicadas en el método para preparar dicho 
patrón. 

Como aquí se utiliza, "expresión génica" se refiere a la transcripción de un gen particular para producir un producto de 
mRNA específico (es decir, un producto de corte y empalme particular). El nivel de expresión génica puede ser determi­
nado evaluando el nivel de moléculas de mRNA transcritas o moléculas de cDNA inversamente transcritas a partir de 
las moléculas de mRNA o productos derivados de esas moléculas, por ejemplo, por multiplicación. 

El "patrón" creado mediante esta técnica se refiere a una información que, por ejemplo, se puede representar en forma 
tabular o gráfica y contiene información acerca de la señal asociada con dos o más oligonucleótidos. Preferiblemente, 
dicho patrón se expresa como un agrupamiento de números relativos al nivel de expresión asociado con cada sonda. 

Preferiblemente, dicho patrón se establece utilizando el siguiente modelo lineal: 

y = Xb + f Ecuación 1 

en que X es la matriz de los datos de expresión génica e y es la variable respuesta, b es el vector coeficiente de regre­
sión y f es el vector residual estimado. Aunque se pueden utilizar muchos métodos diferentes para establecer la relación 
proporcionada en la ecuación 1, especialmente se utiliza preferiblemente el método de Regresión por Mínimos Cuadra­
dos Parciales (PLSR; del inglés, Partial Least Squares Regression) para establecer la relación de la ecuación 1. 

Se usan así las sondas para generar un patrón que refleja la expresión génica de una célula en el momento de su ais­
lamiento. El patrón de expresión es característico de las circunstancias bajo las cuales se encuentra esa célula y de­
pende de las influencias a que ha estado expuesta la célula. De este modo, se puede preparar una huella dactilar o 
patrón estándar característico de transcritos génicos (patrón de sondas estándar) para células de un individuo con 
cáncer de mama y se puede utilizar para la comparación con patrones de transcritos de células de ensayo. Esto tiene 
aplicaciones evidentes en cuanto a diagnosticar, controlar o identificar si un organismo está aquejado de cáncer de 
mama. 

Se prepara el patrón estándar determinando el grado de unión de las sondas con el mRNA total (o el cDNA o producto 
relacionado) procedente de células de una muestra de uno o más organismos con el cáncer. Esto refleja el nivel de 
transcritos que están presentes, que corresponden a cada sonda única. Se valora la cantidad de material de ácido nu­
cleico que se une a las diferentes sondas, y esta información forma el patrón estándar de transcritos génicos de ese 
cáncer. Cada uno de dichos patrones estándares es característico del cáncer. 

Por lo tanto, en un aspecto más, el presente invento proporciona un método para preparar un patrón estándar de trans­
critos génicos característico del cáncer de mama en un organismo, que comprende al menos las operaciones de: 

a) aislar mRNA de las células de una muestra de uno o más organismos que tienen cáncer de mama, que 
opcionalmente puede ser inversamente transcrito a cDNA; 

b) hibridar el mRNA o cDNA de la operación (a) con un conjunto de oligonucleótidos como los anteriormente 
descritos, específicos para dicho cáncer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al orga­
nismo y una muestra del mismo bajo investigación; y 

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrón 
característico que refleja el nivel de expresión génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleótidos, en la 
muestra con cáncer de mama. 

Por conveniencia, dichos oligonucleótidos están preferiblemente inmovilizados sobre uno o más soportes sólidos. 

Se puede acumular el patrón estándar para cáncer de mama en bases de datos y hacerlo disponible para los laborato­
rios que lo soliciten. 

Como aquí se hace referencia, muestras y organismos de la "enfermedad" o muestras y organismos del "cáncer" se 
refieren a organismos (o muestras de los mismos) con una proliferación celular anormal, por ejemplo, en una masa 
sólida tal como un tumor. Se sabe que dichos organismos tienen o presentan el cáncer de mama bajo estudio. 
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Como aquí se utiliza, "normal" se refiere a organismos o muestras que se usan con fines comparativos. Preferiblemente, 
estos son "normales" en el sentido de que no presentan ninguna señal de, o no se cree que tengan, enfermedad o esta­
do alguno que afecte a la expresión génica, particularmente en relación con el cáncer de mama para el que se van a 
usar como estándar normal. 

Como aquí se utiliza, una "muestra" se refiere a cualquier material obtenido del organismo, por ejemplo, un ser humano 
o un animal no humano bajo investigación, que contiene células e incluye tejidos, fluidos corporales o desechos corpora­
les o, en el caso de organismos procarióticos, el propio organismo. Los "fluidos corporales" incluyen sangre, saliva, 
líquido de la médula espinal, semen y linfa. El "desecho corporal" incluye orina, materia expectorada (pacientes pulmo­
nares), heces, etc. Las "muestras tisulares" incluyen tejido obtenido mediante biopsia, mediante intervenciones quirúrgi­
cas o mediante otros medios, por ejemplo, de placenta. Sin embargo, las muestras que se examinan proceden preferi­
blemente de zonas del organismo aparentemente no afectadas por el cáncer. Las células de dichas muestras no son 
células de la enfermedad, es decir, células cancerosas, no han estado en contacto con dichas células de la enfermedad 
y no proceden del sitio del cáncer. Se considera que el "sitio de la enfermedad" es esa zona del cuerpo que manifiesta 
la enfermedad de una manera que permite su determinación objetiva, tal como, por ejemplo, un tumor. De este modo, 
por ejemplo, se puede utilizar sangre periférica para el diagnóstico del cáncer de mama, y la sangre no requiere la pre­
sencia de células malignas o diseminadas procedentes del cáncer. 

Sin embargo, se apreciará que el método para preparar el patrón de transcripción estándar y otros métodos del invento 
son también aplicables para uso sobre partes vivas de organismos eucarióticos, tales como líneas celulares y cultivos y 
explantes de órganos. 

Como aquí se utiliza, la referencia a una muestra "correspondiente", etc., se refiere preferiblemente a células del mismo 
tejido, fluido corporal o desecho corporal, pero también incluye células de tejido, fluido corporal o desecho corporal que 
son suficientemente similares para el fin de preparar el patrón estándar o de ensayo. Cuando se utiliza en referencia a 
genes "que corresponden" a las sondas, esto se refiere a genes que están relacionados por secuencia (que puede ser 
complementaria) con las sondas aunque las sondas pueden reflejar diferentes productos de expresión por corte y em­
palme. 

Como aquí se utiliza, "evaluar" se refiere a la evaluación tanto cuantitativa como cualitativa, que puede ser determinada 
en términos absolutos o relativos. 

El invento puede ser llevado a la práctica del modo siguiente. 

Para preparar un patrón de transcritos estándar para el cáncer de mama, se extrae mRNA de muestra de las células de 
tejidos, fluido corporal o desecho corporal de un individuo u organismo enfermo de acuerdo con técnicas conocidas 
[véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, EE.UU.]. 

Debido a las dificultades para trabajar con RNA, el RNA es preferiblemente transcrito inversamente en esta fase para 
formar cDNA de primera cadena. Sin embargo, la clonación del cDNA o la selección a partir de, o utilizando, un banco 
de cDNA no es necesaria en éste ni otros métodos del invento. Preferiblemente, se sintetizan las cadenas complemen­
tarias de los cDNAs de primera cadena, es decir, cDNAs de segunda cadena, pero esto dependerá de qué cadenas 
relativas están presentes en las sondas oligonucleotídicas. Sin embargo, alternativamente, el RNA puede ser utilizado 
directamente sin transcripción inversa y, si así se requiere, puede ser etiquetado. 

Preferiblemente, las cadenas de cDNA son multiplicadas mediante técnicas de multiplicación conocidas, tal como la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction) mediante el uso de cebadores apro­
piados. Alternativamente, las cadenas de cDNA pueden ser clonadas con un vector y usadas para transformar bacterias 
tales como E. coli, que pueden ser luego cultivadas para multiplicar las moléculas de ácido nucleico. Cuando no se 
conocen las secuencias de los cDNAs, se pueden dirigir cebadores a regiones de las moléculas de ácido nucleico que 
se han introducido. De este modo, por ejemplo, se pueden ligar adaptadores a las moléculas de cDNA y se pueden 
dirigir cebadores a estas porciones para la multiplicación de las moléculas de cDNA. Alternativamente, en el caso de 
muestras eucarióticas, se pueden aprovechar la cola de poliA y la caperuza del RNA para preparar cebadores apropia­
dos. 

Para producir la huella dactilar o patrón diagnóstico estándar de transcritos génicos para el cáncer de mama, se utilizan 
las sondas oligonucleotídicas anteriormente descritas para sondar mRNA o cDNA de la muestra enferma para producir 
una señal para hibridación con cada especie de sonda oligonucleotídica particular, es decir, cada sonda única. Si se 
desea, también se puede preparar un patrón testigo estándar de transcritos génicos utilizando mRNA o cDNA de una 
muestra normal. De este modo, se pone mRNA o cDNA en contacto con la sonda oligonucleotídica bajo condiciones 
apropiadas que permitan la hibridación. 

Cuando se sondan múltiples muestras, esto puede ser llevado consecutivamente a cabo usando las mismas sondas, 
por ejemplo, sobre uno o más soportes sólidos, es decir, sobre módulos del kit de sondas, o hibridando simultáneamen­
te con las sondas correspondientes, por ejemplo, los módulos de un kit de sondas correspondientes. 

Para identificar cuándo se produce la hibridación y obtener una indicación del número de transcritos/moléculas de cDNA 

9

ES 2 358 910 T3



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

que se llegan a unir a las sondas oligonucleotídicas, es necesario identificar una señal producida cuando los transcritos 
(o moléculas relacionadas) se hibridan (por ejemplo, por detección de moléculas de ácido nucleico de doble cadena o 
detección del número de moléculas que se llegan a unir, después de la separación de las moléculas no unidas median­
te, por ejemplo, lavado). 

Con objeto de obtener una señal, uno cualquiera o los dos componentes que se hibridan (es decir, la sonda y el transcri­
to) portan o forman un medio de señalización o una parte del mismo. Este "medio de señalización" es cualquier compo­
nente que permite la detección directa o indirecta mediante la generación o presencia de una señal. La señal puede ser 
cualquier característica física detectable, tal como la conferida por emisión de radiación, propiedades de dispersión o 
absorción, propiedades magnéticas, u otras propiedades físicas tales como propiedades de carga, tamaño o unión de 
moléculas existentes (por ejemplo, etiquetas) o moléculas que se pueden generar (por ejemplo, emisión de gases, etc.). 
Se prefieren las técnicas que permiten la multiplicación de la señal, por ejemplo, que producen múltiples procesos de 
señal a partir de un solo sitio ligante activo, tal como, por ejemplo, mediante la acción catalítica de enzimas para produ­
cir múltiples productos detectables. 

Convenientemente, el medio de señalización puede ser una etiqueta que proporcione por sí misma una señal detecta­
ble. Convenientemente esto puede ser llevado a cabo mediante el uso de un agente radiactivo u otra etiqueta que se 
puede incorporar durante la producción del cDNA, la preparación de cadenas de cDNA complementarias o durante la 
multiplicación del mRNA/cDNA diana, o se puede añadir directamente a moléculas de ácido nucleico diana. 

Las etiquetas apropiadas son aquéllas que permiten directa o indirectamente la detección o medición de la presencia de 
los transcritos/cDNA. Dichas etiquetas incluyen, por ejemplo, radioetiquetas, etiquetas químicas, tales como, por ejem­
plo, agentes cromóforos o fluoróforos (por ejemplo, colorantes tales como fluoresceína y rodamina), y reactivos de alta 
densidad electrónica tales como ferritina, hemocianina y oro coloidal. Alternativamente, la etiqueta puede ser una enzi­
ma, tal como, por ejemplo, peroxidasa o fosfatasa alcalina, visualizándose la presencia de la enzima por su interacción 
con una sustancia adecuada, tal como, por ejemplo, un sustrato. La etiqueta también puede formar parte de una pareja 
de señalización en que el otro miembro de la pareja se encuentra en, o muy próximo a, la sonda oligonucleotídica a la 
que se une el transcrito/cDNA; por ejemplo, se puede utilizar un compuesto fluorescente y un sustrato sofocador de la 
fluorescencia. También se puede disponer una etiqueta en una sustancia diferente, tal como un anticuerpo, que reco­
nozca un componente peptídico fijado a los transcritos/cDNA, por ejemplo, fijado a una base utilizada durante la síntesis 
o la multiplicación. 

Se puede obtener una señal mediante la introducción de una etiqueta antes, durante o después de la operación de 
hibridación. Alternativamente, la presencia de transcritos de hibridación puede ser identificada mediante otras propieda­
des físicas, tal como su absorbancia, en cuyo caso, el medio de señalización es el propio complejo. 

Luego se evalúa la cantidad de señal asociada con cada sonda oligonucleotídica. La evaluación puede ser cuantitativa o 
cualitativa y se puede basar en la unión de una sola especie de transcrito (o cDNA relacionado u otros productos) a 
cada sonda, o la unión de múltiples especies de transcrito a múltiples copias de cada sonda única. Se apreciará que los 
resultados cuantitativos proporcionarán más información sobre la huella dactilar de transcritos del cáncer de mama que 
se compila. Estos datos se pueden expresar como valores absolutos (en el caso de macrorredes) o se pueden determi­
nar con respecto a una referencia o estándar particular, tal como, por ejemplo, una muestra testigo normal. 

Además, se apreciará que el patrón diagnóstico estándar de transcritos génicos puede ser preparado usando una o más 
muestras de la enfermedad (y muestras normales, si se utilizan) para llevar a cabo la operación de hibridación con obje­
to de obtener patrones no sesgados hacia unas variaciones de expresión génica particulares del individuo. 

El uso del conjunto de sondas anteriormente descrito para preparar patrones estándares y los patrones diagnósticos 
estándares de transcritos génicos así producidos con el fin de identificación, diagnóstico o control del cáncer de mama 
en un organismo particular forma un aspecto más del invento. 

Una vez que se ha determinado un patrón o huella dactilar diagnóstica estándar para el cáncer de mama utilizando el 
conjunto de sondas oligonucleotídicas, se puede utilizar esta información para identificar la presencia, ausencia o grado 
de cáncer de mama en un organismo o individuo de ensayo diferente. 

Para examinar el patrón de expresión génica de una muestra de ensayo, se obtiene de un paciente o del organismo que 
se estudia una muestra de ensayo de tejido, fluido corporal o desecho corporal que contiene células, correspondiente a 
la muestra utilizada para la preparación del patrón estándar. Luego se prepara un patrón de transcritos génicos de en­
sayo del modo anteriormente descrito para el patrón estándar. 

Por lo tanto, en un aspecto más, el presente invento proporciona un método para preparar un patrón de transcritos géni­
cos de ensayo, que comprende al menos las operaciones de: 

a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo de ensayo, que opcionalmente puede ser 
inversamente transcrito a cDNA; 

b) hibridar el mRNA o cDNA de la operación (a) con un conjunto de oligonucleótidos como los anteriormente 
descritos, específicos para dicho cáncer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al orga­
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nismo y una muestra del mismo bajo investigación; y 

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir dicho 
patrón que refleja el nivel de expresión génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleótidos, en dicha muestra 
de ensayo. 

Este patrón de ensayo puede ser luego comparado con uno o más patrones estándares para evaluar si la muestra con­
tiene células que tienen cáncer de mama. 

De este modo, visto desde otro aspecto, el presente invento proporciona un método para diagnosticar o identificar o 
controlar el cáncer de mama en un organismo, que comprende las operaciones de: 

a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo, que opcionalmente puede ser inversamente 
transcrito a cDNA; 

b) hibridar el mRNA o cDNA de la operación (a) con un conjunto de oligonucleótidos como los anteriormente 
descritos, específicos para dicho cáncer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al orga­
nismo y una muestra del mismo bajo investigación;  

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrón 
característico que refleje el nivel de expresión génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleótidos, en dicha 
muestra; y 

d) comparar dicho patrón con un patrón diagnóstico estándar preparado de acuerdo con el método del invento 
utilizando una muestra de un organismo que corresponde al organismo y la muestra bajo investigación para determinar 
la presencia de cáncer de mama en el organismo bajo investigación. 

El método hasta la operación c) inclusive es la preparación de un patrón de ensayo como se describió anteriormente. 

Como aquí se hace referencia, "diagnóstico" se refiere a la determinación de la presencia o existencia de cáncer de 
mama en un organismo. "Controlar" se refiere a establecer el grado del cáncer de mama, particularmente cuando se 
sabe que un individuo padece cáncer de mama, para, por ejemplo, controlar los efectos del tratamiento o el desarrollo 
del cáncer de mama para, por ejemplo, determinar la idoneidad de un tratamiento o proporcionar un pronóstico. 

Se puede determinar la presencia de cáncer de mama determinando el grado de correlación entre los patrones de las 
muestras estándar y de ensayo. Esto toma necesariamente en consideración el intervalo de los valores que se obtienen 
para muestras normales y enfermas. Aunque esto se puede establecer obteniendo desviaciones estándares para diver­
sas muestras representativas que se unen a las sondas para desarrollar el estándar, se apreciará que pueden bastar 
muestras individuales para generar el patrón estándar para identificar el cáncer de mama si la muestra de ensayo pre­
senta una correlación lo suficientemente cercana con la estándar. Convenientemente, se puede pronosticar la presen­
cia, ausencia o grado del cáncer de mama en una muestra de ensayo al insertar los datos relativos al nivel de expresión 
de sondas informativas de la muestra de ensayo en el patrón diagnóstico estándar de sondas establecido de acuerdo 
con la ecuación 1. 

Los datos generados al utilizar los métodos anteriormente mencionados se pueden analizar usando diversas técnicas, 
desde la representación visual más básica (por ejemplo, en relación con la intensidad) hasta la manipulación de datos 
más complejos para identificar patrones subyacentes que reflejen la interrelación del nivel de expresión de cada gen al 
que se unen las diversas sondas, que puede ser cuantificado y expresado matemáticamente. Convenientemente, los 
datos brutos así generados pueden ser manipulados mediante los métodos estadísticos y de procesamiento de datos 
descritos más adelante, particularmente normalizando y estandarizando los datos y ajustando los datos a un modelo de 
clasificación para determinar si dichos datos de ensayo reflejan el patrón de cáncer de mama. 

Los métodos aquí descritos pueden ser usados para identificar, controlar o diagnosticar el cáncer de mama o su progre­
so, del que son informativas las sondas oligonucleotídicas. Como aquí se describe, sondas "informativas" son aquéllas 
que reflejan genes que tienen una expresión alterada en el cáncer de mama. Puede que las sondas utilizadas en los 
conjuntos del invento no sean suficientemente informativas con fines diagnósticos cuando se utilizan solas, pero son 
informativas cuando se utilizan como una de varias sondas para proporcionar un patrón característico, por ejemplo, en 
un conjunto como el anteriormente descrito y de acuerdo con el invento. 

Preferiblemente, dichas sondas corresponden a genes que resultan sistémicamente afectados por el cáncer de mama. 
Especialmente, dichos genes, de los que proceden los transcritos que se unen a las sondas utilizadas en conjuntos del 
invento, se expresan preferiblemente de forma moderada o elevada. La ventaja de usar sondas dirigidas a genes expre­
sados moderada o elevadamente es que se requieren muestras clínicas más pequeñas para generar el necesario con­
junto de datos de expresión génica, por ejemplo, muestras sanguíneas de menos de 1 ml. 

Además, se ha hallado que dichos genes que ya se están transcribiendo activamente tienden a ser más propensos a 
resultar influidos, de un modo positivo o negativo, por nuevos estímulos. Además, puesto que ya se están produciendo 
transcritos en niveles que son generalmente detectables, pequeños cambios en esos niveles son fácilmente detectables 
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ya que, por ejemplo, no es necesario que se alcance un cierto umbral detectable. 

Las sondas aquí descritas pueden ser usadas para el diagnóstico, identificación o control del cáncer de mama. 

El método diagnóstico puede ser utilizado solo como una alternativa a otras técnicas diagnósticas o además de dichas 
técnicas. Por ejemplo, se pueden utilizar métodos del invento como una medida diagnóstica alternativa o aditiva al dia­
gnóstico al usar técnicas de formación de imágenes tales como formación de imágenes por resonancia magnética (MRI; 
del inglés, magnetic resonance imaging), formación de imágenes por ultrasonidos, formación de imágenes por radionu­
cleidos y formación de imágenes por rayos X en, por ejemplo, la identificación y/o el diagnóstico de tumores. 

Los métodos del invento pueden ser llevados a cabo sobre células de organismos procarióticos o eucarióticos, que 
pueden ser cualesquier organismos eucarióticos tales como seres humanos, otros mamíferos y animales. 

Los animales no humanos preferidos sobre los que se pueden llevar a cabo los métodos del invento incluyen, pero no 
se limitan a, mamíferos, particularmente primates, animales domésticos, animales de granja y animales de laboratorio. 
De este modo, los animales preferidos para el diagnóstico incluyen ratones, ratas, cobayas, gatos, perros, cerdos, va­
cas, cabras, ovejas y caballos. Particularmente, se diagnostica, identifica o controla preferiblemente el cáncer de mama 
de seres humanos. 

Como se describió anteriormente, la muestra bajo estudio puede ser cualquier muestra conveniente que se puede obte­
ner de un organismo. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, la muestra se obtiene preferiblemente de un sitio 
alejado del sitio de la enfermedad y las células de dichas muestras no son células de la enfermedad, no han estado en 
contacto con dichas células y no proceden del sitio de la enfermedad. En tales casos, aunque preferiblemente ausentes, 
la muestra puede contener células que no satisfagan estos criterios. Sin embargo, puesto que las sondas de los conjun­
tos del invento tienen relación con transcritos cuya expresión está alterada en células que satisfacen estos criterios, las 
sondas se dirigen específicamente a detectar cambios en los niveles de transcritos de esas células incluso si están en 
presencia de otras células de fondo. 

Se ha hallado que las células de dichas muestras muestran variaciones significativas e informativas en la expresión 
génica de un gran número de genes. De este modo, se puede hallar que la misma sonda (o varias sondas) es informati­
va en determinaciones relativas a dos o más cánceres, o fases de los mismos, en virtud del particular nivel de transcri­
tos que se unen a esa sonda o de la interrelación del grado de unión a esa sonda con respecto a otras sondas. Como 
consecuencia, es posible utilizar un número relativamente pequeño de sondas para explorar múltiples cánceres. Esto 
tiene consecuencias en cuanto a la selección de sondas pero también en cuanto al uso de un solo conjunto de sondas 
para más de un diagnóstico. 

Los métodos para generar patrones estándares y de ensayo y las técnicas diagnósticas dependen del uso de sondas 
oligonucleotídicas informativas para generar los datos de expresión génica. La metodología siguiente describe un méto­
do conveniente para identificar dichas sondas informativas. 

Se pueden identificar sondas de diversos modos conocidos en la técnica previa, incluyendo mediante expresión diferen­
cial y mediante resta de bancos (véase, por ejemplo, el Documento WO98/49342). Como se describió en el Documento 
WO 2004/046382 y como se describe más adelante, a la vista del elevado contenido de información de la mayor parte 
de los transcritos, como punto de partida uno también puede analizar simplemente un subconjunto aleatorio de especies 
de mRNA o cDNA que correspondan a la familia de secuencias aquí descrita y escoger las sondas más informativas de 
ese subconjunto. El método siguiente describe el uso de sondas oligonucleotídicas inmovilizadas (por ejemplo, las son­
das del invento) a las que se une mRNA (o moléculas relacionadas) de diferentes muestras, para identificar qué sondas 
son las más informativas para identificar el cáncer de mama. 

Las sondas inmovilizadas pueden proceder de diversos organismos relacionados o no relacionados; el único requisito 
es que las sondas inmovilizadas se unan específicamente a sus equivalentes homólogos de organismos de ensayo. Las 
sondas pueden también proceder de bases de datos públicas o comercialmente asequibles y estar inmovilizadas sobre 
soportes sólidos. Las sondas seleccionadas incluyen necesariamente el conjunto de sondas aquí descrito. 

La longitud de las sondas inmovilizadas sobre el soporte sólido debe ser lo bastante grande para permitir la unión es­
pecífica a las secuencias diana. Las sondas inmovilizadas pueden estar en forma de DNA, RNA o sus productos modifi­
cados o PNAs (ácidos nucleicos peptídicos). Preferiblemente, las sondas inmovilizadas deben unirse específicamente a 
sus equivalentes homólogos que representan genes elevada y moderadamente expresados de organismos de ensayo. 

Se puede generar el patrón de expresión génica de células en muestras biológicas utilizando técnicas del campo técnico 
anterior, tal como una microrred o macrorred como la descrita más adelante, o utilizando métodos aquí descritos. Se 
han desarrollado ahora diversas tecnologías para controlar simultáneamente el nivel de expresión de un gran número de 
genes en muestras biológicas, tales como oligorredes de alta densidad (Lockhart et al., 1996, Nat. Biotech. 14, páginas 
1675-1680), microrredes de cDNA (Schena et al., 1995, Science 270, páginas 467-470) y macrorredes de cDNA (E. 
Maier et al., 1994, Nucl. Acids Res. 22, páginas 3423-3424; Bernard et al., 1996, Nucl. Acids Res. 24, páginas 1435­
1442). 

En las oligorredes de alta densidad y las microrredes de cDNA, cientos y miles de oligonucleótidos sonda o cDNAs son 
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salpicados sobre portaobjetos de vidrio o membranas de nailon o sintetizados sobre biochips. Los mRNAs aislados de 
las muestras de ensayo y de referencia son etiquetados por transcripción inversa con un colorante fluorescente rojo o 
verde, mezclados, e hibridados con la microrred. Después de un lavado, los colorantes fluorescentes unidos son detec­
tados mediante un láser, produciéndose dos imágenes, una para cada colorante. La relación resultante de las manchas 
rojas y verdes en las dos imágenes proporciona la información acerca de los cambios en los niveles de expresión de los 
genes en las muestras de ensayo y de referencia. Alternativamente, también se pueden llevar a cabo estudios con mi­
crorredes de un solo canal o de múltiples canales. 

En la macrorred de cDNA, se salpican diferentes cDNAs sobre un soporte sólido, tal como membranas de nailon, en 
exceso en relación con la cantidad de mRNA de ensayo que se puede hibridar con cada mancha. El mRNA aislado de 
las muestras de ensayo es radiomarcado por transcripción inversa e hibridado con el cDNA sonda inmovilizado. Des­
pués de un lavado, se detectan y cuantifican las señales asociadas con etiquetas que se hibridan específicamente con 
el cDNA sonda inmovilizado. Los datos obtenidos en la macrorred contienen información acerca de los niveles relativos 
de transcritos presentes en las muestras de ensayo. Mientras que las macrorredes son sólo adecuadas para controlar la 
expresión de un número limitado de genes, las microrredes pueden ser utilizadas para controlar simultáneamente la 
expresión de varios miles de genes y, por lo tanto, son una elección preferida para estudios de expresión génica a gran 
escala. 

Se ha utilizado una técnica de macrorredes para generar el conjunto de datos de expresión génica con objeto de ilustrar 
el método de identificación de sondas aquí descrito para la identificación de las sondas de los conjuntos del invento. 
Para este fin, se aísla mRNA de muestras de interés y se utiliza para preparar moléculas diana etiquetadas, tales como, 
por ejemplo, mRNA o cDNA, del modo anteriormente descrito. Las moléculas diana etiquetadas son luego hibridadas 
con sondas inmovilizadas sobre el soporte sólido. Para este fin, como se describió previamente, se pueden utilizar di­
versos soportes sólidos. Después de la hibridación, se separan las moléculas diana no unidas y se cuantifican las seña­
les de las moléculas diana que se hibridan con sondas inmovilizadas. Si se lleva a cabo un radioetiquetado, se puede 
utilizar un sistema PhosphoImager para generar un archivo de imágenes que puede ser usado para generar un conjunto 
de datos brutos. Dependiendo de la naturaleza de la etiqueta escogida para etiquetar las moléculas diana, también se 
pueden utilizar otros instrumentos; por ejemplo, cuando se utiliza fluorescencia para el etiquetado, se puede usar un 
sistema FluoroImager para generar un archivo de imágenes procedente de las moléculas diana hibridadas. 

Los datos brutos que corresponden a intensidad media, intensidad mediana o volumen de las señales de cada mancha 
pueden ser obtenidos del archivo de imágenes usando un software comercialmente asequible para el análisis de imáge­
nes. Sin embargo, los datos obtenidos han de ser corregidos en cuanto a las señales de fondo y normalizados antes del 
análisis ya que diversos factores pueden afectar a la calidad y la cantidad de las señales de hibridación. Por ejemplo, 
variaciones en la calidad y cantidad del mRNA aislado de una muestra a otra, diferencias sutiles en la eficacia del eti­
quetado de las moléculas dianas durante cada reacción y variaciones en la cantidad de unión inespecífica entre diferen­
tes macrorredes pueden contribuir al ruido del conjunto de datos obtenidos, que debe ser corregido antes del análisis. 

La corrección del fondo puede ser llevada a cabo de diversas formas. Se puede utilizar la menor intensidad de píxel de 
una mancha para la resta del fondo o se puede utilizar para ese fin el valor medio o mediano de la línea de píxeles alre­
dedor del contorno de las manchas. Uno también puede definir el área que representa la intensidad del fondo basándo­
se en las señales generadas a partir de testigos negativos y utilizar la intensidad media de este área para la resta del 
fondo. 

Los datos corregidos en cuanto al fondo pueden ser luego transformados para estabilizar la varianza de la estructura de 
datos y ser normalizados en cuanto a las diferencias en la intensidad de las sondas. Se han descrito diversas técnicas 
de transformación en la bibliografía, y de ellas se puede hallar una breve visión general en Cui, Kerr y Churchill, 
http://www.jax.org/research/churchill/research/expression/Cui-Transform.pdf). Se puede llevar a cabo la normalización 
dividiendo la intensidad de cada mancha por la intensidad colectiva, intensidad media o intensidad mediana de todas las 
manchas de una macrorred o de un grupo de manchas de una macrorred con objeto de obtener la intensidad relativa de 
las señales que se hibridan con sondas inmovilizadas en una macrorred. Se han descrito diversos métodos para norma­
lizar datos de expresión génica (Richmond y Sommerville, 2000, Current Opin. Plant Biol. 3, páginas 108-116; Finkels­
tein et al., 2001, en "Methods of Microarray Data Analysis, Papers from CAMDA", redactado por Lin y Johnson, Kluwer 
Academica, páginas 57-68; Yang et al., 2001, en "Optical Technologies and Informatics", redactado por Bittner, Chen, 
Dorsel y Dougherty, Proceedings of SPIE, 4266, páginas 141-152; Dudoit et al., 2000, J. Am. Stat. Ass. 97, páginas 77­
87; Alter et al., 2000, supra; Newton et al., 2001, J. Comp. Biol. 8, páginas 37-52). Generalmente, se calcula primero una 
función o factor de escalamiento para corregir el efecto de intensidad y se utiliza luego para normalizar las intensidades. 
También se ha sugerido el uso de testigos externos para una normalización mejorada. 

Otro desafío importante encontrado en el análisis de la expresión génica a gran escala es el de la estandarización de los 
datos recogidos de experimentos llevados a cabo en diferentes momentos. Hemos observado que los datos de expre­
sión génica de muestras adquiridas en el mismo experimento pueden ser eficazmente comparados después de la co­
rrección del fondo y la normalización. Sin embargo, los datos de las muestras adquiridas en experimentos llevados a 
cabo en distintos momentos requieren otra estandarización antes del análisis. Esto se debe a que diferencias sutiles en 
parámetros experimentales entre diferentes experimentos, tales como, por ejemplo, diferencias en la calidad y la canti­
dad del mRNA extraído en diferentes momentos y diferencias en el tiempo utilizado para el etiquetado de moléculas 
diana, el tiempo de hibridación o el tiempo de exposición, pueden afectar a los valores medidos. Además, factores tales 
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como la naturaleza de la secuencia de los transcritos bajo investigación (su contenido de GC) y su cantidad relativa 
determinan cómo resultan afectados por sutiles variaciones en los procesos experimentales. Por ejemplo, determinan 
cómo cDNAs de primera cadena, que corresponden a un transcrito particular, son eficazmente transcritos y etiquetados 
durante la síntesis de la primera cadena, o cómo las moléculas diana etiquetadas correspondientes se unen eficazmen­
te a sus secuencias complementarias durante la hibridación. Las diferencias de lote a lote en el proceso de impresión es 
también un factor importante para la variación en los datos de expresión generados. 

Un fallo a la hora de abordar y rectificar apropiadamente estas influencias conduce a situaciones en que las diferencias 
entre las series experimentales pueden ensombrecer la principal información de interés contenida en el conjunto de 
datos de expresión génica, es decir, las diferencias en los datos combinados de las diferentes series experimentales. 
Por lo tanto, cuando sea necesario, los datos de expresión deben ser ajustados en cuanto a los lotes antes de su análi­
sis. 

El control de la expresión de un gran número de genes en varias muestras conduce a la generación de una gran canti­
dad de datos que son demasiado complejos para ser fácilmente interpretados. Ya se ha mostrado que diversas técnicas 
para el análisis supervisado y no supervisado de datos multivariantes son útiles para extraer una información biológica 
significativa de estos grandes conjuntos de datos. El análisis de grupos ("clusters") es con mucho la técnica más 
comúnmente usada para el análisis de la expresión génica y ha sido llevado a cabo para identificar genes que son regu­
lados de una manera similar y/o identificar nuevas/desconocidas clases tumorales utilizando perfiles de expresión géni­
ca (Eisen et al., 1998, PNAS 95, páginas 14.863-14.868; Alizadeh et al., 2000, supra; Perou et al., 2000, Nature 406, 
páginas 747-752; Ross et al., 2000, Nature Genetics 24 (3), páginas 227-235; Herwig et al., 1999, Genome Res. 9, 
páginas 1093-1105; Tamayo et al., 1999, Science, PNAS, 96, páginas 2907-2912). 

En el método de agrupamiento, se agrupan los genes en categorías funcionales (grupos) basándose en su perfil de 
expresión y satisfaciendo dos criterios: homogeneidad - los genes del mismo grupo tienen una expresión muy similar 
entre sí; y separación - los genes de grupos diferentes tienen una expresión de baja similitud entre sí.  

Los ejemplos de diversas técnicas de agrupamiento que se han usado para el análisis de la expresión génica incluyen 
agrupamiento jerárquico (Eisen et al., 1998, supra; Alizadeh et al., 2000, supra; Perou et al., 2000, supra; Ross et al., 
2000, supra), agrupamiento mediante el algoritmo de K medias [Herwig et al., 1999, supra; Tavazoie et al., 1999, Nature 
Genetics 22 (3), páginas 281-285], afeitado génico (Hastie et al., 2000, Genome Biology, 1 (2), Research 0003.1­
0003.21), agrupamiento de bloques (Tibshirani et al., 1999, Tech. Report Univ. Stanford), el modelo de Plaid (Lazzeroni, 
2002, Stat. Sinica 12, páginas 61-86) y mapas autoorganizativos (Tamayo et al., 1999, supra). Además, los métodos 
relacionados de análisis estadístico multivariante, tales como aquellos en que se utiliza la descomposición en valores 
singulares [Alter et al., 2000, PNAS, 97 (18), páginas 10.101-10.106; Ross et al., 2000, supra] o el escalamiento multi­
dimensional, pueden ser eficaces para reducir las dimensiones de los objetos bajo estudio. 

Sin embargo, métodos tales como el análisis de grupos y la descomposición en valores singulares son puramente explo­
ratorios y sólo proporcionan una amplia visión general de la estructura interna presente en los datos. Son planteamien­
tos no supervisados en que, en el análisis, no se utiliza la información disponible relativa a la naturaleza de la clase bajo 
investigación. A menudo se conoce la naturaleza de la perturbación biológica a la que se ha sometido una muestra 
concreta. Por ejemplo, se sabe a veces si la muestra cuyo patrón de expresión génica está siendo analizado procede de 
un individuo enfermo o sano. En dichos casos, se puede utilizar un análisis discriminante para clasificar las muestras en 
diversos grupos basándose en sus datos de expresión génica. 

En dicho análisis, se construye el clasificador entrenando los datos que permiten discriminar entre miembros y no 
miembros de una clase dada. Luego se puede usar el clasificador entrenado para predecir la clase de muestras desco­
nocidas. Los ejemplos de métodos de discriminación que se han descrito en la bibliografía incluyen Máquinas de Sopor­
te Vectorial (Brown et al., 2000, PNAS 97, páginas 262-267), Vecino Más Próximo (Dudoit et al., 2000, supra), Árboles 
de Clasificación (Dudoit et al., 2000, supra), Clasificación Votada (Dudoit et al., 2000, supra), Votación Génica Pondera­
da (Golub et al., 1999, supra) y Clasificación Bayesiana (Keller et al., 2000, Tech. Report Univ. Washington). Además, 
se ha descrito recientemente (Nguyen y Rocke, 2002, Bioinformatics 18, páginas 39-50 y 1216-1226) una técnica en 
que se utiliza primero un análisis de regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS) para reducir las dimensiones del 
conjunto de datos de expresión génica, seguido de una clasificación utilizando un análisis discriminante logístico (LD; 
del inglés, logistic discriminant) y un análisis discriminante cuadrático (QDA; del inglés, quadratic discriminant analysis). 

Un desafío que plantean los datos de expresión génica a los métodos discriminatorios clásicos es que el número de 
genes cuya expresión está siendo analizada es muy grande en comparación con el número de muestras que se anali­
zan. Sin embargo, en la mayoría de los casos, sólo una pequeña fracción de estos genes es informativa en los proble­
mas del análisis discriminante. Además, existe el peligro de que el ruido de genes irrelevantes pueda enmascarar o 
distorsionar la información de los genes informativos. Se han sugerido varios métodos en la bibliografía para identificar y 
seleccionar genes que sean informativos en estudios con microrredes, tales como, por ejemplo, estadísticas t (Dudoit et 
al., 2002, J. Am. Stat. Ass. 97, páginas 77-87), análisis de la varianza (Kerr et al., 2000, PNAS 98, páginas 8961-8965), 
análisis de vecinos (Golub et al., 1999, supra), relación entre grupos y suma de cuadrados en los grupos (Dudoit et al., 
2002, supra), calificación no paramétrica (Park et al., 2002, Pacific Symposium on Biocomputing, páginas 52-63) y se­
lección de probabilidades (Keller et al., 2000, supra). 
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En los métodos aquí descritos, los datos de expresión génica que han sido normalizados y estandarizados son analiza­
dos utilizando la regresión por mínimos cuadrados parciales (PLSR). Aunque la PLSR es esencialmente un método 
utilizado para el análisis de datos continuos por regresión (véase el Apéndice A), puede ser también utilizado como un 
método para construcción de modelos y análisis discriminante utilizando una matriz de respuestas ficticia basada en una 
codificación binaria. La asignación de clases se basa en una simple distinción dicotómica tal como cáncer de mama 
(clase 1)/individuo sano (clase 2), o una distinción múltiple basada en múltiples diagnósticos de enfermedad tales como 
cáncer de mama (clase 1)/cáncer ovárico (clase 2)/individuo sano (clase 3). Se puede aumentar la lista de enfermeda­
des para clasificación dependiendo de las muestras disponibles que correspondan a otros cánceres o fases de los mis­
mos. 

A la PLSR aplicada como un método de clasificación se hace referencia como PLS-DA (en que DA significa análisis 
discriminante; del inglés, discriminant analysis). El PLS-DA es una extensión del algoritmo PLSR en que la matriz Y es 
una matriz ficticia que contiene n filas (que corresponden al número de muestras) y K columnas (que corresponden al 
número de clases). La matriz Y se construye insertando 1 en la columna kº y -1 en todas las demás columnas si el co­
rrespondiente iº objeto de X pertenece a la clase k. Por regresión de Y sobre X, se consigue la clasificación de una nue­
va muestra seleccionando el grupo que corresponde al componente más grande del ajustado, ŷ(x) = [ŷ1(x), ŷ2(x),..., 
ŷk(x)]. De esta manera, en una matriz de respuestas -1/1, un valor de predicción inferior a 0 significa que la muestra 
pertenece a la clase designada como -1, mientras que un valor de predicción superior a 0 implica que la muestra perte­
nece a la clase designada como 1. 

Una ventaja del PLSR-DA es que los resultados obtenidos pueden ser fácilmente representados en forma de dos gráfi­
cos diferentes, los gráficos de calificación y de carga. Los gráficos de calificación representan una proyección de las 
muestras sobre los componentes principales y muestran la distribución de las muestras en el modelo de clasificación y 
su relación entre sí. Los gráficos de carga presentan correlaciones entre las variables presentes en el conjunto de datos. 

Normalmente se recomienda utilizar el PLS-DA como punto de partida para el problema de la clasificación a causa de 
su capacidad para manejar datos colineales y de la propiedad de la PLSR como técnica para reducción de dimensiones. 
Una vez satisfecho este objetivo, es posible utilizar otros métodos, tal como el análisis discriminante lineal (LDA; del 
inglés, linear discriminant analysis), que ha demostrado ser eficaz para extraer información adicional (Indahl et al., 1999, 
Chem. and Intell. Lab. Syst. 49, páginas 19-31). Este planteamiento se basa en descomponer primero los datos usando 
PLS-DA, y usar luego los vectores de calificaciones (en vez de las variables originales) como entrada para el LDA. En 
Duda y Hart (Classification and Scene Analysis, 1973, Wiley, EE.UU.) se pueden encontrar detalles adicionales sobre el 
LDA. 

La siguiente operación después de la construcción del modelo es la validación del modelo. Se considera que esta ope­
ración está entre los aspectos más importantes del análisis multivariante y examina la "bondad" del modelo de calibra­
ción que se ha construido. En este trabajo, se ha usado para la validación un planteamiento de validación cruzada. En 
este planteamiento, se dejan una o unas pocas muestras fuera de cada segmento mientras el modelo es construido 
usando una validación cruzada completa sobre la base de los datos restantes. Las muestras dejadas fuera son luego 
utilizadas para predicción/clasificación. La repetición del proceso de validación cruzada sencilla varias veces dejando 
fuera diferentes muestras en cada validación cruzada conduce al llamado procedimiento de validación cruzada doble. 
Se ha mostrado que este planteamiento funciona bien con una cantidad limitada de datos, como es el caso de algunos 
de los Ejemplos aquí descritos. Además, puesto que la operación de validación cruzada se repite varias veces, se redu­
cen los peligros de sobreajuste y sesgo del modelo. 

Una vez que se ha construido y validado un modelo de calibración, los genes que presentan un patrón de expresión que 
es más relevante para describir la información deseada en el modelo pueden ser seleccionados mediante técnicas des­
critas en el campo técnico previo para selección de variables, como se menciona en otra parte. La selección de varia­
bles ayudará a reducir la complejidad final del modelo, proporcionar un modelo reducido y, por lo tanto, conducir a un 
modelo fiable que pueda ser usado para predicción. Además, el uso de menos genes para el fin de proporcionar un 
diagnóstico reducirá el costo del producto diagnóstico. De esta manera, se pueden identificar sondas informativas que 
se unirían a los genes de relevancia. 

Hemos hallado que, una vez que se ha construido un modelo de calibración, se pueden usar eficazmente técnicas es­
tadísticas tales como Jackknife (Effron, 1982, "The Jackknife, the Bootstrap and other resampling plans", Society for 
Industrial and Applied Mathematics, Philadelphia, EE.UU.), basada en una metodología de remuestreo, para seleccionar 
o confirmar variables significativas (sondas informativas). La varianza de incertidumbre aproximada de los coeficientes B 
de la regresión por PLS puede ser estimada mediante: 

M 
S2B  ((B B )g)2 

m
m1

en que S2B = varianza de incertidumbre estimada de B; 

B = el coeficiente de regresión en el rango A cruzadamente validado, usando todos los N objetos; 
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Bm = el coeficiente de regresión en el rango A usando todos los objetos salvo el(los) objeto(s) dejado(s) fuera en el 
segmento m de validación cruzada; y 

g = coeficiente de escalamiento (aquí, g = 1). 

En nuestro planteamiento, se ha implementado Jackknife junto con la validación cruzada. Para cada variable, se calcula 
primero la diferencia entre los coeficientes-B Bi en un submodelo cruzadamente validado y Btot para el modelo total. 
Luego se calcula la suma de los cuadrados de las diferencias en todos los submodelos para obtener una expresión de la 
varianza de la estimación de Bi para una variable. La significación de la estimación de Bi se calcula utilizando la prueba 
t. De este modo, los coeficientes de regresión resultantes pueden ser presentados con límites de incertidumbre que 
corresponden a 2 desviaciones estándares, y a partir de ello se detectan variables significativas. 

No se proporcionan aquí más detalles en cuanto a la implementación o el uso de esta operación ya que esto ha sido 
implementado en un software comercialmente asequible, The Unscrambler, CAMO ASA, Noruega. Además, en Westad 
y Martens (2000, J. Near Inf. Spectr. 8, páginas 117-124) se pueden hallar detalles sobre la selección de variables utili­
zando Jackknife. 

Se puede utilizar el planteamiento siguiente para seleccionar sondas informativas a partir de un conjunto de datos de 
expresión génica: 

a) dejar fuera una muestra única (incluyendo sus repeticiones, si están presentes en el conjunto de datos) por 
segmento de validación cruzada; 

b) construir un modelo de calibración (segmento cruzadamente validado) sobre las muestras restantes utilizan­
do PLSR-DA; 

c) seleccionar los genes significativos para el modelo de la operación b) utilizando el criterio Jackknife; 

d) repetir las 3 operaciones anteriores hasta que todas las muestras únicas del conjunto de datos queden fuera 
una vez [como se describe en la operación a)]. Por ejemplo, si están presentes 75 muestras únicas en el conjunto de 
datos, se construyen 75 modelos de calibración diferentes para dar lugar a una colección de 75 conjuntos diferentes de 
sondas significativas; y 

e) seleccionar las variables más significativas utilizando el criterio de frecuencia de aparición en los conjuntos 
generados de sondas significativas de la operación d). Por ejemplo, un conjunto de sondas que aparecen en todos los 
conjuntos (100%) son más informativas que las sondas que aparecen en sólo el 50% de los conjuntos generados de la 
operación d). 

Una vez que se han seleccionado las sondas informativas para una enfermedad, se crea y valida un modelo final. Los 
dos modos más comúnmente usados para validar el modelo son la validación cruzada (CV; del inglés, cross-validation) 
y la validación del conjunto de ensayo. En la validación cruzada, los datos se dividen en k subconjuntos. El modelo es 
luego entrenado k veces, dejando cada vez uno de los subconjuntos fuera del entrenamiento pero utilizando sólo el 
subconjunto omitido para computar el criterio de error, el error cuadrático medio de predicción (RMSEP; del inglés, root 
mean square error of prediction). Si k es igual al tamaño de la muestra, a esto se llama validación cruzada "dejando uno 
fuera". La idea de dejar fuera una muestra o unas pocas muestras por segmento de validación es válida sólo en los 
casos en que la covarianza entre los diversos experimentos es cero. De esta manera, el planteamiento de una muestra 
cada vez no se puede justificar en situaciones que contienen duplicados ya que dejar fuera sólo uno de los duplicados 
introducirá un sesgo sistemático en nuestro análisis. En este caso, el planteamiento correcto será dejar fuera todos los 
duplicados de las mismas muestras a la vez ya que esto satisfaría las suposiciones de covarianza cero entre los seg­
mentos de CV. 

El segundo planteamiento para la validación del modelo es usar un conjunto de ensayo separado para validar el modelo 
de calibración. Esto requiere desarrollar un conjunto separado de experimentos que va a ser utilizado como un conjunto 
de ensayo. Éste es el planteamiento preferido dado que se dispone de datos de ensayo reales. 

Luego se utiliza el modelo final para identificar el cáncer de mama en muestras de ensayo. Para este fin, se generan 
datos de expresión de genes informativos seleccionados a partir de las muestras de ensayo y luego se utiliza el modelo 
final para determinar si una muestra pertenece a una clase enferma o no enferma o tiene cáncer de mama. 

Se genera preferiblemente un modelo con fines de clasificación utilizando los datos relativos a las sondas identificadas 
de acuerdo con el método anteriormente descrito. Preferiblemente, la muestra es como se describió previamente. Prefe­
riblemente, los oligonucleótidos que se inmovilizan en la operación (a) son aleatoriamente seleccionados de la familia 
anteriormente descrita pero, alternativamente, pueden ser seleccionados para que representen las diferentes familias, 
por ejemplo, seleccionando uno o más de los oligonucleótidos que corresponden a genes que codifican proteínas con 
funciones comunes en las diferentes familias, pero que incluyen al menos las sondas del conjunto del invento. Espe­
cialmente, dicha selección se hace preferiblemente para abarcar oligonucleótidos derivados de genes de las familias (i) 
y (ii). Dichos oligonucleótidos pueden tener una longitud considerable, por ejemplo, si se utiliza cDNA (que está incluido 
dentro del alcance del término "oligonucleótido"). La identificación de dichas moléculas de cDNA como sondas útiles 
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permite el desarrollo de oligonucleótidos más cortos que reflejan la especificidad de las moléculas de cDNA pero son 
más fáciles de fabricar y manipular. 

El modelo anteriormente descrito puede ser luego usado para generar y analizar datos de muestras de ensayo y, por lo 
tanto, se puede utilizar para los métodos diagnósticos del invento. En dichos métodos, los datos generados a partir de la 
muestra de ensayo proporcionan el conjunto de datos de expresión génica, y éste es normalizado y estandarizado como 
se describió anteriormente. Luego se ajusta éste al modelo de calibración anteriormente descrito para obtener la clasifi­
cación. 

Como se mencionó previamente, a la vista del elevado contenido de información de la mayoría de los transcritos, se 
puede simplificar drásticamente la identificación y selección de sondas informativas para uso en el diagnóstico, control o 
identificación de un cáncer particular o una fase del mismo. De este modo, se puede reducir radicalmente la colección 
de genes a partir de la cual se puede hacer una selección para identificar sondas informativas. 

A diferencia de las tecnologías de la técnica previa en que se seleccionan sondas informativas a partir de una población 
de miles de genes que se están expresando en una célula, como en una microrred, en el método aquí descrito se selec­
cionan las sondas informativas a partir de un número limitado de genes como los descritos en las familias de secuencias 
génicas anteriormente descritas pero que incluyen las sondas enumeradas en conjuntos del invento. 

Para identificar genes que se expresan en una cantidad elevada o moderada para uso en métodos del invento, la infor­
mación acerca del nivel relativo de sus transcritos en muestras de interés puede ser generada utilizando varias técnicas 
del campo técnico previo. Para este fin, se pueden utilizar tanto métodos no basados en secuencias, tales como la pre­
sentación diferencial y la huella dactilar de RNA, como métodos basados en secuencias, tales como microrredes o ma­
crorredes. Alternativamente, se pueden diseñar secuencias cebadoras específicas para genes elevada y moderadamen­
te expresados y se pueden usar métodos tales como la RT-PCR cuantitativa para determinar los niveles de los genes 
elevada y moderadamente expresados. Por consiguiente, un facultativo experto puede utilizar una diversidad de técni­
cas que son conocidas en el campo técnico para determinar el nivel relativo de mRNA en una muestra biológica. 

Especial y preferiblemente, la muestra para el aislamiento de mRNA en el método anteriormente descrito es como se 
describió previamente y, preferiblemente, no es del sitio de la enfermedad, y las células de dicha muestra no son células 
de la enfermedad y no han entrado en contacto con células de la enfermedad, tal como, por ejemplo, el uso de una 
muestra de sangre periférica para la detección de cáncer de mama. 

Los ejemplos siguientes se proporcionan sólo a modo de ilustración, en los que las Figuras a que se hace referencia son 
las siguientes: 

La Figura 1 muestra la posible interacción de varios factores responsables de cambios en la expresión en un 
individuo con cáncer de mama; 

La Figura 2 muestra la proyección de 102 muestras normales (incluyendo benignas) y de cáncer de mama 
sobre un modelo de clasificación generado mediante PLSR-DA usando los datos de 35 genes informativos, en que PC 
(del inglés, principal components) son los componentes principales y N y C son muestras normales y de cáncer de ma­
ma, respectivamente. 

La Figura 3 muestra un gráfico de predicción basado en tres componentes principales utilizando los datos de 
35 cDNAs; y 

La Figura 4 muestra el nivel medio de expresión de los 35 genes utilizados para la predicción de cáncer de 
mama. 

Ejemplo 1: Diagnóstico del cáncer de mama 

Métodos 

Muestras sanguíneas 

Se recogieron muestras sanguíneas de donantes con su consentimiento informado bajo una aprobación del Comité
Ético Regional de Noruega. Todos los donantes fueron anónimamente tratados durante el análisis. Se extrajo sangre de 
hembras con un mamograma inicial sospechoso, que incluía tanto hembras con cáncer de mama como hembras con 
mamogramas anormales, antes de cualquier conocimiento sobre si la anormalidad observada durante la primera explo­
ración era benigna o maligna. En todos los casos, las muestras sanguíneas se extrajeron entre las 8 de la mañana y las 
4 de la tarde. Personal experto extrajo de cada hembra 10 ml de sangre en tubos Vacutainer que contenían EDTA como 
anticoagulante (Becton Dickinson, Baltimore, EE.UU.) o directamente en tubos PAXgene™ (PreAnalytiX, Hombrechti­
kon, Suiza). La sangre recogida en los tubos con EDTA se almacenó inmediatamente a -80 °C, mientras que los tubos 
PAX se dejaron durante la noche y después se almacenaron a -80 °C hasta ser utilizados. 

Preparación de redes de cDNA 

Se escogieron aleatoriamente 1435 clones de cDNA de un banco plasmídico construido a partir de sangre completa de 
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550 individuos sanos (Clontech, Palo Alto, EE.UU.). Aproximadamente el 20% de los clones aleatoriamente escogidos 
eran redundantes. Para la multiplicación de los insertos, se cultivaron clones bacterianos en placas para microtitulación 
que contenían 150 µl de LB con 50 µg/ml de carbenicilina y se incubaron durante la noche a 37 °C con agitación. Para 
lisar las células, se diluyeron 5 µl de cada cultivo con 50 µl de H2O y se incubó la mezcla a 95 °C durante 12 minutos. 
De esta mezcla, se sometieron 2 µl a una reacción PCR usando 40 micromoles de cebador de secuenciación 5' y 3' en 
presencia de MgCl2 1,5 mM. Las reacciones PCR se llevaron a cabo con el siguiente protocolo de ciclos: 4 minutos a 95 
°C, seguido de 25 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 60 °C y 3 minutos a 72 °C en un termociclador RoboCycler® 

(Stratagene, La Jolla, EE.UU.) o un termociclador Peltier "DNA Engine Dyad" (MJ Research Inc., Waltham, EE.UU.). Los 
productos multiplicados fueron desnaturalizados con NaOH (concentración final de 0,2 M) durante 30 minutos y salpica­
dos sobre membranas Hybond-N+ (Amershem Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido), utilizando una terminal 
de trabajo MicroGrid II de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BioRobotics Ltd., Cambridge, Inglaterra). Los 
cDNAs inmovilizados se fijaron utilizando un agente entrecruzante por luz UV (Hoefer Scientific Instruments, San Fran­
cisco, EE.UU.). 

Además de los 1435 cDNAs, las redes impresas también contenían testigos para evaluar el nivel de fondo, la consisten­
cia y la sensibilidad del ensayo. Estos fueron salpicados en múltiples posiciones e incluían testigos tales como mezcla 
para PCR (sin inserto alguno); testigos del sistema de validación de red SpotReport™ 10 (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) 
y cDNAs correspondientes a genes constitutivamente expresados tales como los de β-actina, γ-actina, GAPDH, HOD y 
ciclofilina. 

Extracción del RNA, síntesis de sondas e hibridación 

La sangre recogida en los tubos con EDTA fue descongelada a 37 °C y transferida a tubos PAX, y el RNA total fue puri­
ficado de acuerdo con las instrucciones del proveedor (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Suiza). De la sangre recogida direc­
tamente en tubos PAX, se extrajo el RNA total en los tubos del modo anterior sin transferencia alguna a nuevos tubos. 
El DNA contaminante fue eliminado del RNA aislado mediante un tratamiento con DNasa I usando un kit exento de DNA 
(Ambion, Inc., Austin, EE.UU.). Se determinó visualmente la calidad del RNA inspeccionando la integridad de las bandas 
ribosómicas 28S y 18S después de una electroforesis en gel de agarosa. En este estudio sólo se utilizaron las muestras 
de las que se extrajo RNA de buena calidad. Según nuestra experiencia, la sangre recogida en tubos con EDTA daba 
lugar a RNA de mala calidad, mientras que la recogida en tubos PAX casi siempre proporcionaba RNA de buena cali­
dad. Se determinaron la concentración y la pureza del RNA extraído, midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Del 
RNA total se aisló mRNA utilizando Dynabeads de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Dynal AS, Oslo, Norue­
ga). 

Se llevaron a cabo experimentos de etiquetado e hibridación en 16 lotes. El número de muestras examinadas en cada 
lote variaba de seis a nueve. Para minimizar el ruido debido a la variación de lote a lote en la impresión, en cada lote 
sólo se usaron las redes fabricadas durante el mismo proceso de impresión. Cuando se examinaron muestras más de 
una vez (duplicados), se utilizaron partes alícuotas de la misma colección de mRNA para la síntesis de las sondas. Para 
la síntesis de las sondas, partes alícuotas de mRNA correspondientes a 4-5 µg de RNA total fueron mezcladas con 
oligodT25NV (0,5 µg/μl) y puntas ("spikes") de mRNA del sistema de validación de red SpotReport™ 10 (10 pg; punta 2, 1 
pg), calentadas a 70 °C y luego enfriadas sobre hielo. Se prepararon las sondas en mezclas de reacción de 35 µl me­
diante transcripción inversa en presencia de 1850 kBq de [α33P]-dATP, dATP 3,5 μM, 0,6 mM de cada uno de dCTP, 
dTTP y dGTP, 200 unidades de transcriptasa inversa SuperScript (Invitrogen, Life Technologies) y DTT 0,1 M, realizán­
dose el etiquetado durante 1,5 horas a 42 °C. Después de la síntesis, se desactivó la enzima durante 10 minutos a 70 
°C y se separó el mRNA incubando la mezcla de reacción durante 20 minutos a 37 °C en 4 unidades de Ribo H (Pro­
mega, Madison, EE.UU.). Los nucleótidos no incorporados fueron separados usando columnas ProbeQuant G 50 
(Amersham Biosciences, Piscataway, EE.UU.). 

Se equilibraron las membranas en SSC 4x durante 2 horas a temperatura ambiental y se prehibridaron durante la noche 
a 65 °C en 10 ml de disolución de prehibridación (SSC 4x, NaH2PO4 0,1 M, EDTA 1 mM, sulfato de dextrano al 8%, 
disolución de Denhardt 10x, SDS al 1%). Se añadieron sondas recién preparadas a 5 ml de la misma disolución de 
prehibridación y se continuó la hibridación durante la noche a 65 °C. Se lavaron las membranas a 65 °C con rigor cre­
ciente (2 x 30 minutos, cada vez en SSC 2x, SDS al 0,1%; SSC 1x, SDS al 0,1%; SSC 0,1x, SDS al 0,1%). 

Cuantificación de las señales de hibridación 

Se expusieron las membranas hibridadas a Phosphoscreen (superresolución) durante dos días y se generó un archivo 
de imágenes usando PhosphoImager (Cyclone, Packard, Meriden, EE.UU.). La identificación y cuantificación de las 
señales de hibridación, así como la resta de los valores locales de fondo, se llevaron a cabo utilizando el software Pho­
retix (Non Linear Dynamics, Reino Unido). Para la resta del fondo, la mediana de la línea de píxeles alrededor del con­
torno de cada mancha fue restada de la intensidad de las señales evaluadas en cada mancha. 

Análisis de datos 

De los 1435 datos de expresión con el fondo restado, se eliminaron las señales de 67 genes de cada membrana para 
excluir los genes expresados con un alto grado de varianza. Esto incluía la eliminación del 1,25% de las señales más 
bajas y más altas de cada membrana. Para la normalización, se dividió primero el valor de cada mancha por la media de 
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las señales de cada red, lo que fue seguido de una transformación por raíz cúbica de todas las manchas. Los datos 
normalizados fueron luego ajustados por lotes usando un análisis de la varianza de una vía (ANOVA). 

Los datos preprocesados fueron luego utilizados para aislar las sondas informativas por: 

a) construcción de un modelo de PLSR cruzadamente validado, en el que se dejó fuera una muestra única 
(incluyendo todas las repeticiones de la muestra seleccionada) por segmento de validación cruzada; 

b) selección del conjunto de genes significativos para el modelo de la operación a) utilizando el criterio Jackkni­
fe; 

c) construcción de un modelo de PLSR-DA cruzadamente validado como en la operación a) utilizando el gen 
seleccionado en la operación b); 

d) selección de nuevo del conjunto de genes más significativos para el modelo de la operación c) utilizando el 
criterio Jackknife. 

La operación b) dio lugar a 125 genes. 

La operación d) dio lugar a la selección de 35 genes significativos. Se construyó un modelo de clasificación final basán­
dose en estos genes. 

Las sondas informativas seleccionadas basadas en el criterio de aparición fueron utilizadas para construir un modelo de 
clasificación. En la Figura 2 se muestra el resultado del modelo de clasificación basado en 35 sondas, en el que se ve 
que el patrón de expresión de estos genes permitía clasificar a la mayoría de las mujeres con cáncer de mama y las 
mujeres sin cáncer de mama en grupos distintos. En esta figura, PC1 y PC2 indican los dos componentes principales 
estadísticamente derivados de los datos que mejor definen la variabilidad sistémica presente en los datos. Esto permite 
que cada muestra, y los datos de cada una de las sondas informativas a las que se unió el cDNA de primera cadena 
etiquetado de la muestra, se representen sobre el modelo de clasificación como un solo punto que es una proyección de 
la muestra sobre los componentes principales - el gráfico de calificación. 

La Figura 3 muestra el gráfico de predicción utilizando los 35 genes significativos. En el gráfico de predicción mostrado, 
las muestras con cáncer aparecen sobre el eje X en +1 y las muestras sin cáncer aparecen en -1. El eje Y representa el 
predicho miembro de clase. Durante la predicción, si la predicción es correcta, las muestras con cáncer deberían caer 
por encima de cero y las muestras sin cáncer deberían caer por debajo de cero. En cada caso, casi todas las muestras 
son correctamente predichas. Para la validación cruzada, se dividieron 102 muestras experimentales en 60 segmentos 
de validación cruzada, en que cada segmento representaba una muestra única e incluía sus duplicados, si estaban 
presentes. 

Se consiguió la predicción correcta de la mayoría de las células con cáncer de mama. Se predijeron correctamente 19 
de 22 pacientes con cáncer, así como 34/35 pacientes normales. En la Tabla 1 se muestran los detalles completos de 
los individuos examinados y la exactitud de la predicción. En la Tabla 2 se proporcionan detalles de los 35 genes infor­
mativos, los genes de bases de datos públicas con los que muestran similitud secuencial, y su supuesta función biológi­
ca. Sus secuencias vienen después de estos ejemplos. 

En la Figura 4 se muestra el nivel de expresión de los 35 genes, y se verá que algunos están sobreexpresados y otros 
infraexpresados con respecto a la expresión en pacientes normales. 

Ejemplo 2: Identificación de otras sondas informativas y uso en el diagnóstico del cáncer de mama 

Métodos 

Los métodos para identificación y análisis utilizados fueron esencialmente como los descritos en el Ejemplo 1 salvo por 
que, en lugar de preparar una red de cDNA, se analizaron las muestras utilizando una plataforma comercialmente ase­
quible para el análisis de expresión génica a gran escala (chip Agilent 22K). 

Se analizó un gran número de muestras que comprendía un total de 122 (78 testigo y 44 con cáncer de mama). Se 
analizaron los datos utilizando PLSR del modo previamente descrito. Los genes de interés se seleccionaron mediante 
un planteamiento de validación cruzada de 10 iteraciones. De este modo, los datos de las 122 muestras fueron divididos 
en 10 conjuntos, conteniendo cada conjunto 12-13 muestras. Se construyó un modelo de calibración sobre nueve con­
juntos dejando fuera un conjunto. Los genes significativos fueron identificados mediante la técnica Jackknife sobre el 
modelo incorporado. Se repitieron estas operaciones para los 10 conjuntos dejando fuera cada conjunto al menos una 
vez. Luego se identificaron los genes informativos basándose en el criterio de frecuencia de aparición. Se halló que 109 
genes eran informativos en los 10 modelos de calibración. 

Resultados 

Se utilizaron los 109 genes anteriormente descritos y 3 genes más para predecir la clasificación de 122 de las muestras 
usadas. Los resultados se muestran en la tabla siguiente. 
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MUESTRA Número Correctamente 
predicho 

Incorrectamente 
predicho 

Índice 

de error 

Testigo 78 67 11 0,14 

Cáncer de mama 44 26 18 0,41 
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30 

Los 109 genes informativos pueden ser divididos en tres categorías; a saber, aquellos que caen en las familias (i) y (ii) 
que aquí se describen, y otros genes. En la Tabla 3 se proporcionan detalles de las sondas informativas cuyos genes 
correspondientes caen en las familias (i) y (ii) y proporciona el número asignado por Agilent a esa sonda. En la Tabla 4 
se proporcionan similarmente detalles de las sondas informativas cuyos genes correspondientes no parecen caer dentro 
de la familia (i) ni (ii). En las Tablas 5 y 6 se proporcionan detalles de los genes con los que las sondas de las Tablas 3 y 
4, respectivamente, muestran similitud de secuencias, su supuesta función biológica, cuando se conoce, y los números 
de acceso para esos genes. 

Apéndice A

Regresión por Mínimos Cuadrados Parciales (PLSR) 

Sea definido un modelo de regresión multivariante como: 

Y = XB + F

en que

X es una matriz NxP con N variables de predicción (genes); 

siendo Y (NxJ) las J variables predichas. En nuestro caso, Y representa una matriz que contiene variables ficticias;

B es una matriz de coeficientes de regresión; y 

F es una matriz NxJ de residuales. 

La estructura del modelo de PLSR puede ser descrita como:

X = TPT + EA, e 

Y = TQT + FA, 

en que

T (NxA) es una matriz de vectores de calificación que son combinaciones lineales de las variables x;

P (PxA) es una matriz con los vectores pa de carga de x como columnas;

Q (JxA) es una matriz con los vectores qa de carga de y como columnas;

Ea (NxP) es la matriz para X después de A factores; y 

Fa (NxJ) es la matriz para Y después de A factores. 

En PLSR, el criterio es maximizar la expuesta covarianza de [X,Y]. Esto se alcanza mediante el vector wa+1 de pesos de 
carga, que es el primer vector propio de Ea

TFaFa
TEa (Ea y Fa son los X e Y desinflados después de a factores o compo­

nentes de PLS). 

Se obtienen los coeficientes de regresión mediante:

B = W(PTW)-1QT

Un modelo de PLSR con rango completo, es decir, número máximo de componentes, es equivalente a las soluciones de
la MLR. En Marteus y Naes, 1989, "Multivariate Calibration", John Wiley and Sons, Inc., EE.UU., y Kowalski y Seasholtz,
1991, supra, se pueden hallar más detalles sobre PLSR. 
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Secuencias nucleotídicas de 34/35 genes seleccionados mediante Jackknife 

Identificaciones de clones y sus secuencias 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para preparar un patrón estándar de transcritos génicos característico del cáncer de mama en un orga­
nismo, que comprende al menos las operaciones de: 

a) aislar mRNA de las células de una muestra de uno o más organismos que tienen cáncer de mama; 

b) hibridar el mRNA de la operación (a) con un conjunto de sondas oligonucleotídicas específicas para dicho 
cáncer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponda al organismo y una muestra del mismo 
bajo investigación, en que dicho conjunto consiste en menos de 500 oligonucleótidos y comprende todos los oligonu­
cleótidos enumerados en la Tabla 2 ó 3, en que cada oligonucleótido puede ser sustituido por un oligonucleótido que es 
una parte de dicho oligonucleótido de la Tabla 2 ó 3 o por un oligonucleótido con una secuencia complementaria; y 

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrón carac­
terístico que refleje el nivel de expresión génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleótidos, en la muestra 
con cáncer de mama. 

2. Un método para preparar un patrón de transcritos génicos de ensayo, que comprende al menos las operaciones de: 

a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo de ensayo; 

b) hibridar el mRNA de la operación (a) con un conjunto de oligonucleótidos como los definidos en la Reivindi­
cación 1, específicos para el cáncer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponda al organismo 
y una muestra del mismo bajo investigación; y 

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir dicho patrón que 
refleja el nivel de expresión génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleótidos, en dicha muestra de ensayo. 

3. Un método para diagnosticar o identificar o controlar el cáncer de mama en un organismo, que comprende las opera­
ciones de: 

a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo; 

b) hibridar el mRNA de la operación (a) con un conjunto de oligonucleótidos como los definidos en la Reivindi­
cación 1, específicos para cáncer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al organismo y 
una muestra del mismo bajo investigación;  

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrón carac­
terístico que refleje el nivel de expresión génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleótidos, en dicha mues­
tra; y 

d) comparar dicho patrón con un patrón diagnóstico estándar preparado de acuerdo con el método de la Rei­
vindicación 1, utilizando una muestra de un organismo que corresponde al organismo y una muestra bajo investigación 
para determinar la presencia de cáncer de mama en el organismo bajo investigación. 

4. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, en que dicho mRNA aislado es inversa-
mente transcrito a cDNA y dicho cDNA sustituye a dicho mRNA en las operaciones b) y c) de dicho método. 

5. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, en que dicho conjunto comprende 
además todos los oligonucleótidos enumerados en la Tabla 4, en que cada oligonucleótido puede ser sustituido por un 
oligonucleótido que es una parte de dicho oligonucleótido de la Tabla 4 o por un oligonucleótido con una secuencia 
complementaria. 

6. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5, en que dicho conjunto de sondas está 
inmovilizado sobre uno o más soportes sólidos. 

7. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6, en que dichas células no son células de 
la enfermedad, no han entrado en contacto con células de la enfermedad y no proceden del sitio de la enfermedad. 

8. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7, en que dicha muestra ha sido obtenida 
de un sitio alejado del sitio de la enfermedad. 

9. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, en que dicha muestra es tejido, fluido 
corporal o desecho corporal. 

10. Un método como el reivindicado en la Reivindicación 9, en que dicha muestra es sangre periférica. 

11. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en que dicho organismo es un mamí­
fero. 

52

ES 2 358 910 T3



12. Un método como el reivindicado en la Reivindicación 11, en que dicho mamífero es un ser humano. 

13. Un conjunto de menos de 500 sondas oligonucleotídicas como el definido en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 
12. 

14. Un kit para llevar a cabo un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 12, que com­
5 prende un conjunto de sondas oligonucleotídicas como el definido en la Reivindicación 13, inmovilizado sobre uno o 

más soportes sólidos. 

15. Un kit como el reivindicado en la Reivindicación 14, que comprende además una información añadida que detalla 
cómo se debería llevar el método a cabo. 

16. El uso de un conjunto de sondas oligonucleotídicas o un kit como los definidos en cualquiera de las Reivindicaciones 
10 13 a 15 para determinar el patrón de expresión génica de una célula, patrón que refleja el nivel de expresión génica de 

genes a los que se unen dichas sondas oligonucleotídicas para el diagnóstico del cáncer de mama, que comprende al 
menos las operaciones de 

a) aislar mRNA de dicha célula; 

b) hibridar el mRNA de la operación (a) con un conjunto de sondas oligonucleotídicas o un kit como los defini­
15 dos en cualquiera de las Reivindicaciones 13 a 15; y 

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir dicho patrón. 

17. Un uso como el reivindicado en la Reivindicación 16, en que dicho mRNA aislado es inversamente transcrito a cDNA 
y dicho cDNA sustituye a dicho mRNA en las operaciones b) y c) de dicho método. 
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