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DESCRIPCIÓN

Evaluación de la actividad de la ruta de señalización celular PI3K utilizando una modelación matemática de 
expresión de genes diana

5
Campo de la invención

La presente invención se refiere en general al campo de la bioinformática, del procesamiento genómico, del 
procesamiento proteómico y de técnicas relacionadas. Más particularmente, la presente invención se refiere a un 
método que comprende inferir la actividad de una ruta de señalización celular PI3K en un tejido y/o células y/o un10
líquido orgánico de un sujeto médico, basándose al menos en los niveles de expresión de uno o más genes diana de 
la ruta de señalización celular PI3K, medidos en una muestra extraída de tejido y/o de células y/o de líquido orgánico 
del sujeto médico. La presente invención se refiere adicionalmente a un aparato que comprende un procesador 
digital configurado para realizar dicho método, a un medio de almacenamiento no transitorio que almacena 
instrucciones que pueden ejecutarse mediante un dispositivo de procesamiento digital para realizar dicho método, y 15
a un programa informático que comprende un medio de código de programa para permitir que un dispositivo de 
procesamiento digital realice dicho método.

Antecedentes de la invención
20

Los análisis genómicos y proteómicos tienen un potencial prometedor y una materialización sustancial para la 
aplicación clínica en campos técnicos tales como oncología, donde se sabe que diversos cánceres están asociados 
a combinaciones específicas de mutaciones/variaciones genómicas y/o a altos o bajos niveles de expresión de 
genes específicos, que desempeñan una función en el crecimiento y en la evolución del cáncer, por ejemplo, en la 
proliferación celular y metástasis.25

Por ejemplo, la exploración de una sobreexpresión del receptor HER2 en la membrana de las células en muestras 
de cáncer de mama es normalmente el ensayo estándar realizado para identificar pacientes que son elegibles contra
inhibidores de HER2 tales como Trastuzumab. La sobreexpresión del gen de ERBB2, que produce una 
sobreexpresión del receptor HER2 en la membrana celular, ocurre en aproximadamente del 25 % al 30 % de todos 30
los cánceres de mama y está asociada a un aumento de la recurrencia de la enfermedad y a un mal pronóstico. Sin 
embargo, la expresión del receptor HER2 no es en modo alguno un indicador concluyente para impulsar el 
crecimiento tumoral ya que la señalización iniciada por el receptor HER2 puede amortiguarse, por ejemplo, por la
ruta de señalización celular aguas abajo. Esto también parece reflejarse en la tasa de respuesta inicial del 26 % en 
pacientes con cáncer de mama HER2 positivos tratados con Trastuzumab (Charles L. Vogel, et al., “Efficacy and 35
Safety of Trastuzumab as a Single Agent in First-Line Treatment of HER2-Overexpressing Metastatic Breast 
Cancer”, Journal of Clinical Oncology, Vol. 20, No. 3, febrero de 2002, páginas 719 a 726). Además de eso, la ruta 
de señalización celular aguas abajo del receptor HER2 también puede activarse por mutaciones/sobreexpresión en 
proteínas aguas abajo del receptor HER2, dando como resultado (a) uno o más tipos de tumores relativamente 
agresivos que no se detectarán midiendo los niveles de expresión de HER2. Por lo tanto es deseable poder mejorar 40
las posibilidades de caracterización de pacientes que tienen un tumor, por ejemplo, cáncer de mama, que está al 
menos parcialmente impulsado por los efectos que se producen en la ruta de señalización celular aguas abajo del 
receptor HER2.

Resumen de la invención45

La presente invención proporciona métodos nuevos y mejorados y aparatos como se desvela en el presente 
documento.

De acuerdo con un aspecto principal de la presente invención, el problema anterior se resuelve con un método para 50
inferir la actividad de una ruta de señalización celular PI3K usando una modelación matemática de expresiones de 
genes diana, concretamente un método que comprende:

inferir la actividad de una ruta de señalización celular PI3K en un tejido y/o células y/o un líquido orgánico de un 
sujeto médico, basándose al menos en los niveles de expresión de uno o más genes diana de la ruta de 55
señalización celular PI3K, medidos en una muestra extraída de tejido y/o de células y/o de líquido orgánico del 
sujeto médico, en el que la inferencia comprende:

determinar un nivel de un elemento de factor de transcripción (FT) FOXO en la muestra extraída de tejido y/o 
de células y/o de líquido orgánico del sujeto médico, controlando el elemento FT FOXO la transcripción del60
uno o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, estando basada la determinación, al menos 
en parte, en la evaluación de un modelo matemático que relaciona los niveles de expresión del uno o más 
genes diana de la ruta de señalización celular PI3K con el nivel del elemento FT FOXO;
inferir la actividad de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del 
sujeto médico basándose en el nivel determinado del elemento FT FOXO en la muestra extraída de tejido y/o 65
de células y/o de líquido orgánico del sujeto médico,
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en el que la inferencia se realiza mediante un dispositivo de procesamiento digital utilizando el modelo 
matemático.

La presente invención se basa en el convencimiento de los inventores de que una manera adecuada de identificar 
los efectos que se producen en la ruta de señalización celular aguas abajo del receptor de HER2, en el presente 5
documento, ruta de señalización celular PI3K, puede basarse en una medición del resultado de señalización de la 
ruta de señalización celular, que – entre otras cosas – es la transcripción de los genes diana mediante un factor de 
transcripción (FT), en el presente documento, el elemento FT FOXO, controlado por la ruta de señalización celular. 
La ruta de señalización celular PI3K objeto del presente documento, no solo está relacionada con el cáncer de
mama, sino que se sabe que está activada de manera inapropiada en muchos de tipos de cánceres (Jeffrey A. 10
Engelman, “Targeting PI3K signalling in cancer: opportunities, challenges and limitations”, Nature Reviews Cancer, 
No. 9, agosto de 2009, páginas 550 a 562). Se piensa que está regulada por la familia de receptores RTK, que 
también incluye la familia de HER. Posteriormente, la ruta de señalización celular PI3K transmite su señal o señales 
recibidas mediante una multitud de procesos, de los cuales las dos ramas principales son la activación de los 
complejos mTOR y la inactivación de una familia de factores de transcripción denominada con frecuencia FOXO 15
(véase la figura que muestra la ruta de señalización celular PI3K en el artículo anterior de Jeffrey A. Engelman). La 
presente invención se centra en la ruta de señalización celular PI3K y en la familia de FT FOXO, cuya actividad está 
sustancialmente correlacionada de un modo negativo con la actividad de la ruta de señalización celular PI3K, es 
decir, la actividad de FOXO está sustancialmente correlacionada con la inactividad de la ruta de señalización celular 
PI3K, mientras que la inactividad de FOXO está sustancialmente correlacionada con la actividad de la ruta de 20
señalización celular PI3K. La presente invención posibilita determinar la actividad de la ruta de señalización celular 
PI3K en un tejido y/o células y/o líquido orgánico de un sujeto médico (i) determinando un nivel de un elemento FT 
FOXO en la muestra extraída del tejido y/o las células y/o del líquido orgánico del sujeto médico, en el que la 
determinación se basa al menos en parte en la evaluación de un modelo matemático que relaciona los niveles de 
expresión de uno o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, cuya transcripción está controlada por 25
el elemento FT FOXO, con el nivel del elemento FT FOXO y (ii) inferir la actividad de la ruta de señalización celular 
PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico basándose en el nivel determinado del 
elemento FT FOXO en la muestra extraída del tejido y/o de las células y/o del líquido orgánico del sujeto médico. 
Esto permite, preferentemente, mejorar las posibilidades de caracterización de pacientes que tienen un tumor, por 
ejemplo, cáncer de mama, que está al menos parcialmente activado por una ruta de señalización celular PI3K30
desregulada, y que probablemente por tanto responde a inhibidores de la ruta de señalización celular PI3K.

En el presente documento un elemento de factor de transcripción (FT) FOXO se define que es un complejo de 
proteína que contiene al menos uno de los miembros de la familia FT FOXO, es decir, FOXO1, FOXO3A, FOXO4 y 
FOXO6, que puede unirse a secuencias de ADN específicas, controlando de este modo la transcripción de genes 35
diana.

El modelo matemático puede ser un modelo probabilístico, preferentemente un modelo de red Bayesiana, basado al 
menos en parte en probabilidades condicionales relacionadas con el elemento FT FOXO y con niveles de expresión 
del uno o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en la muestra extraída del tejido y/o las 40
células y/o el líquido orgánico del sujeto médico, o el modelo matemático puede basarse, al menos en parte, en una 
o más combinaciones lineales de niveles de expresión del uno o más genes diana de la ruta de señalización celular 
PI3K, medidos en la muestra extraída del tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico. En 
particular, la inferencia de la actividad de la ruta de señalización celular PI3K puede realizarse como se desvela en la 
Solicitud de Patente Internacional publicada WO 2013/011479 A2 (“Assessment of cellular signaling pathway activity 45
using probabilistic modeling of target gene expression”) o como se describe en la Solicitud de Patente Internacional 
publicada WO 2014/102668 A2 (“Assessment of cellular signaling pathway activity using linear combination(s) of 
target gene expressions”).

El sujeto médico puede ser un humano o un animal. Además, el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del50
sujeto médico puede ser de una línea celular y/o de un cultivo tisular procedente de un sujeto médico y, si fuera 
aplicable, cultivado in vitro en el laboratorio (por ejemplo, con fines regenerativos). Además, el “gen o los genes 
diana” pueden ser “genes diana directos” y/o “genes diana indirectos” (como se describe en el presente documento.

En los siguientes párrafos, así como en los ejemplos más adelante (véanse, por ejemplo, las Tablas 1 a 3), se 55
describen genes diana particularmente adecuados.

Por tanto, de acuerdo con una realización preferida el gen o genes diana se seleccionan del grupo que consiste en 
los genes diana indicados en la Tabla 3.

60
Se prefiere particularmente un método en que la inferencia comprende:

inferir la actividad de la ruta de señalización celular PI3K en un tejido y/o en las células y/o en el líquido orgánico
de un sujeto médico, basándose al menos en los niveles de expresión de uno o más, preferentemente al menos 
tres, genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en la muestra extraída del tejido y/o de las 65
células y/o del líquido orgánico del sujeto médico seleccionados del grupo que consiste en: AGRP, BCL2L11, 
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BCL6, BNIP3, BTG1, CAT, CAV1, CCND1, CCND2, CCNG2, CDKN1A, CDKN1B, ESR1, FASLG, FBXO32, 
GADD45A, INSR, MXI1, NOS3, PCK1, POMC, PPARGC1A, PRDX3, RBL2, SOD2 y TNFSF10.

Otro método preferido es uno en el que la inferencia se basa adicionalmente en los niveles de expresión de al 
menos un gen diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en la muestra extraída del tejido y/o de las 5
células y/o del líquido orgánico del sujeto médico, seleccionado del grupo que consiste en: ATP8A1, C10orf10, 
CBLB, DDB1, DYRK2, ERBB3, EREG, EXT1, FGFR2, IGF1R, IGFBP1, IGFBP3, LGMN, PPM1D, SEMA3C, SEPP1, 
SESN1, SLC5A3, SMAD4 y TLE4.

Otro método preferido es uno en el que la inferencia se basa adicionalmente en los niveles de expresión de al 10
menos un gen diana de la ruta de señalización celular PI3K medida en la muestra extraída del tejido y/o de las 
células y/o del líquido orgánico del sujeto médico, seleccionado del grupo que consiste en: ATG14, BIRC5, IGFBP1, 
KLF2, KLF4, MYOD1, PDK4, RAG1, RAG2, SESN1, SIRT1, STK11 y TXNIP.

Si la inferencia se basa adicionalmente tanto en los niveles de expresión de al menos un gen diana, seleccionado 15
del grupo especificado en el párrafo anterior, como en los niveles de expresión de al menos un gen diana 
seleccionado del grupo especificado en el párrafo que precede al párrafo anterior, los genes diana IGFBP1 y 
SESN1, que se mencionan anteriormente con respecto a ambos grupos, solo pueden estar contenidos en uno de los 
grupos.

20
Otro aspecto de la presente invención se refiere a un método (como se describe en el presente documento), que 
adicionalmente comprende:

determinar si la ruta de señalización celular PI3K está funcionando de un modo anómalo en el tejido y/o las 
células y/o el líquido orgánico del sujeto médico, basándose en la actividad inferida de la ruta de señalización 25
celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico.

La presente invención también se refiere a un método (como se describe en el presente documento), que 
adicionalmente comprende:

30
recomendar la prescripción de un fármaco para el sujeto médico, que corrija el funcionamiento anómalo de la 
ruta de señalización celular PI3K,
en el que la recomendación se realiza únicamente si se determina que la ruta de señalización celular PI3K está 
funcionando de un modo anómalo en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico, basándose 
en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K.35

La presente invención también se refiere a un método (como se describe en el presente documento), en el que la 
inferencia comprende:

inferir la actividad de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del 40
sujeto médico, basándose al menos en los niveles de expresión de dos, tres o más genes diana de un conjunto 
de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en la muestra extraída del tejido y/o las células 
y/o el líquido orgánico del sujeto médico.

Preferentemente, 45
el conjunto de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K incluye al menos nueve, preferentemente todos 
los genes diana seleccionados del grupo que consiste en: AGRP, BCL2L11, BCL6, BNIP3, BTG1, CAT, CAV1, 
CCND1, CCND2, CCNG2, CDKN1A, CDKN1B, ESR1, FASLG, FBXO32, GADD45A, INSR, MXI1, NOS3, PCK1, 
POMC, PPARGC1A, PRDX3, RBL2, SOD2 y TNFSF10.

50
Particularmente se prefiere un método, en el que 
el conjunto de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K incluye adicionalmente al menos un gen diana 
seleccionado del grupo que consiste en: ATP8A1, C10orf10, CBLB, DDB1, DYRK2, ERBB3, EREG, EXT1, FGFR2, 
IGF1R, IGFBP1, IGFBP3, LGMN, PPM1D, SEMA3C, SEPP1, SESN1, SLC5A3, SMAD4 y TLE4.
También se prefiere particularmente un método, en el que55
el conjunto de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K incluye adicionalmente al menos un gen diana 
seleccionado del grupo que consiste en: ATG14, BIRC5, IGFBP1, KLF2, KLF4, MYOD1, PDK4, RAG1, RAG2, 
SESN1, SIRT1, STK11 y TXNIP.

Si el conjunto de genes diana incluye adicionalmente tanto al menos un gen diana, seleccionado del grupo 60
especificado en el párrafo anterior, como al menos un gen diana seleccionado del grupo especificado en el párrafo 
que precede al párrafo anterior, los genes diana IGFB1 y SESN1, que se han mencionado anteriormente con 
respecto a ambos grupos, solo pueden estar contenidos en uno de los grupos.

La(s) muestra(s) a usar de acuerdo con la presente invención puede ser, por ejemplo, una muestra obtenida de una 65
lesión por cáncer, o de una lesión que se sospecha que es por cáncer, o de un tumor metastásico, o de una cavidad 
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orgánica (por ejemplo, cavidad pleural o abdominal o cavidad de la vejiga urinaria), en la que hay líquido que está 
contaminado con células cancerosas, o de otros líquidos orgánicos que contienen células cancerosas, y etcétera, 
preferentemente mediante un procedimiento de biopsia u otro procedimiento de extracción de muestras. Las células, 
de las que se extrae una muestra, también pueden ser células tumorales de neoplasias hematológicas (tales como 
leucemia o linfoma). En algunos casos, la muestra celular puede ser también de células tumorales en circulación, es 5
decir, células tumorales que han entrado en la corriente sanguínea y pueden extraerse usando técnicas de 
aislamiento adecuadas, por ejemplo, aféresis o extracción convencional de sangre venosa. Además de sangre, el 
líquido orgánico, del que se extrae una muestra, puede ser orina, contenido gastrointestinal, o un extravasado. La 
expresión “muestra extraída”, como se usa en el presente documento, también incluye el caso en el que el tejido y/o 
las células y/o el líquido orgánico del sujeto, se han tomado del sujeto y, por ejemplo, se ha colocado en el 10
portaobjetos de un microscopio, y donde para realizar el método que se reivindica, se extrae una parte de esta 
muestra, por ejemplo, mediante Microdisección por Captura Láser (LCM, de las siglas en inglés Laser Capture 
Microdissection) o raspando las células de interés del portaobjetos, o mediante técnicas de clasificación celular 
activada por fluorescencia. 

15
De acuerdo con otro aspecto desvelado, un aparato que comprende un procesador digital está configurado para 
realizar un método de acuerdo con la presente invención como se describe en la memoria.

De acuerdo con otro aspecto desvelado, un medio de almacenamiento no transitorio almacena instrucciones que 
son ejecutables mediante un dispositivo de procesamiento digital para realizar un método de acuerdo con la 20
presente invención como se describe en la memoria. El medio de almacenamiento no transitorio puede ser un medio 
de almacenamiento legible por ordenador, tal como un disco duro u otro medio de almacenamiento magnético, un 
disco óptico u otro medio de almacenamiento óptico, una memoria de acceso aleatorio (RAM, de las siglas en inglés 
Random Access Memory), una memoria de solo lectura (ROM, Read Only Memory), una memoria de destello (flash), 
u otro medio de almacenamiento electrónico, un servidor de red, y etcétera. El dispositivo de procesamiento digital 25
puede ser un dispositivo portátil (por ejemplo, un asistente personal digital o teléfono inteligente (Smartphone)), un 
ordenador portátil, un ordenador de escritorio, un dispositivo u ordenador tipo tablet, un servidor de red remota, o 
etcétera.

De acuerdo con otro aspecto desvelado, un programa informático comprende un medio de código de programa para 30
permitir que un dispositivo de procesamiento digital realice un método de acuerdo con la presente invención como se 
describe en el presente documento. El dispositivo de procesamiento digital puede ser un dispositivo portátil (por 
ejemplo, un asistente personal digital o teléfono inteligente (Smartphone)), un ordenador portátil, un ordenador de 
escritorio, un dispositivo u ordenador tipo tablet, un servidor de red remota, o etcétera.

35
La presente invención, como se describe en el presente documento, también puede usarse, por ejemplo, de manera 
ventajosa, en relación con:

un diagnóstico basado en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células 
y/o el líquido orgánico del sujeto médico;40
un pronóstico basado en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o 
el líquido orgánico del sujeto médico;
la prescripción de fármacos basada en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o 
las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;
la predicción de la eficacia farmacológica basada en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K45
en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;
la predicción de efectos adversos basada en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el 
tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;
el control de la eficacia farmacológica;
el desarrollo de fármacos;50
el desarrollo de ensayos;
la investigación de rutas;
la estadificación del cáncer;
la inscripción del sujeto médico en un ensayo clínico basada en la actividad inferida de la ruta de señalización 
celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;55
la selección de ensayos posteriores a realizar; y
la selección de ensayos diagnósticos complementarios.

Otras ventajas serán obvias para los expertos habituales en la técnica tras la lectura y entendimiento de las figuras 
adjuntas, de la siguiente descripción y, en particular, tras la lectura de los ejemplos detallados que se proporcionan 60
más adelante en el presente documento.

Debe entenderse que el método de la reivindicación 1, el aparato de la reivindicación 13, el medio de 
almacenamiento no transitorio de la reivindicación 15 y el programa informático de la reivindicación 15, tienen 
realizaciones similares y/o idénticas preferidas, en particular, como se define en las reivindicaciones dependientes.65
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Debe entenderse que una realización preferida de la invención también puede ser cualquier combinación de las 
reivindicaciones dependientes o realizaciones anteriores con la reivindicación independiente respectiva.

Estos y otros aspectos de la invención serán obvios, y se esclarecerán, con referencia a las realizaciones descritas 
en lo sucesivo en el presente documento.5

Breve descripción de los dibujos

La Fig. 1 muestra esquemáticamente, y como ejemplo, un modelo matemático, en el presente documento, un 
modelo de red Bayesiana, utilizado para modelar el programa transcripcional de la ruta de señalización celular 10
PI3K.
La Fig. 2 muestra resultados de capacitación del modelo de red Bayesiana ejemplar basado en (A.) la lista 
curada confirmada de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 1), (B.) la lista basada 
en bases de datos de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 2) y (C.) la lista corta 
de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3).15
La Fig. 3 muestra resultados de ensayo del modelo de red Bayesiana ejemplar, basándose en la lista corta de 
genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para muestras de (cáncer) de mama de 
GSE17907.
La Fig. 4 muestra resultados de ensayo del modelo de red Bayesiana ejemplar, basándose en la lista corta de 
genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para diversas muestras de colon sano 20
(grupo 1) y de pólipos adenomatosos (grupo 2) publicadas como el conjunto de datos GSE8761.
La Fig. 5 muestra resultados de ensayo del modelo de red Bayesiana ejemplar, basándose en la lista corta de 
genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) de muestras (de cáncer) de colon 
GSE20916.
La Fig. 6 muestra resultados de ensayo del modelo de red Bayesiana ejemplar, basándose en la lista corta de 25
genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para células (de cáncer) de próstata 
publicada en el conjunto de datos GSE17951.
La Fig. 7 ilustra un pronóstico de pacientes con cáncer de mama ER+ (GSE6532 y GSE9195) representado en 
una gráfica de Kaplan-Meier.
La Fig. 8 muestra resultados de capacitación del modelo lineal ejemplar, basándose en la lista corta de genes 30
diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3).
La Fig. 9 muestra resultados de ensayo del modelo lineal ejemplar, basándose en la lista corta de genes diana 
de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para muestras (de cáncer) de mama de GSE17907.
La Fig. 10 muestra resultados de ensayo del modelo lineal ejemplar, basándose en la lista corta de genes diana 
de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) de muestras (de cáncer) de próstata de GSE 17951.35

Descripción detallada de realizaciones

Los siguientes ejemplos ilustran simplemente métodos particularmente preferidos y aspectos seleccionados en 
relación con los mismos. Las enseñanzas proporcionadas en el presente documento pueden utilizarse para construir 40
diversos ensayos y/o kits, por ejemplo, para detectar, predecir y/o diagnosticar la actividad anómala de una o más 
rutas de señalización celular. Adicionalmente, después de usar los métodos descritos en el presente documento, la 
prescripción de fármacos puede encauzarse de una manera beneficiosa, puede realizarse la predicción de fármacos 
y controlar la eficacia farmacológica (y/o los efectos adversos), puede predecirse y controlarse la resistencia a los 
fármacos, por ejemplo, para seleccionar uno o más ensayos posteriores a realizar (como un ensayo diagnóstico 45
complementario). Los siguientes ejemplos no deben considerarse como limitantes del alcance de la presente 
invención.

Ejemplo 1: Construcción de un modelo matemático
50

Como se describe con detalle en la solicitud de patente Internacional publicada WO 2013/011479 A2 (“Assessment 
of cellular signaling pathway activity using probabilistic modeling of target gene expression”), a través de la 
construcción de un modelo probabilístico, por ejemplo, un modelo de red Bayesiana, e incorporando relaciones 
probabilísticas condicionales entre los niveles de expresión de uno o más genes diana de una ruta de señalización 
celular, en el presente documento, la ruta de señalización celular PI3K, y el nivel de un elemento de factor de 55
transición (FT), en el presente documento, el elemento FT FOXO, el elemento FT que controla la transcripción de 
uno o más genes diana de la ruta de señalización celular, dicho modelo puede usarse para determinar la actividad 
de la ruta de señalización celular con un alto grado de precisión. Además, el modelo probabilístico puede 
actualizarse fácilmente para incorporar conocimiento adicional obtenido por estudios clínicos posteriores, ajustando 
las probabilidades condicionales y/o añadiendo nuevos nodos al modelo para representar fuentes de información60
adicionales. De esta manera, el modelo probabilístico puede actualizarse según sea apropiado para incorporar el 
conocimiento médico más reciente.

En otra estrategia fácil de comprender e interpretar descrita con detalle en la solicitud de patente internacional 
publicada WO 2014/102668 A2 (“Assessment of cellular signaling pathway activity using linear combination(s) of 65
target gene expressions”), la actividad de una ruta de señalización celular, en el presente documento, la ruta de 
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señalización celular PI3K, puede determinarse construyendo y evaluando un modelo lineal o (pseudo)lineal 
incorporando relaciones entre niveles de expresión de uno o más genes diana de la ruta de señalización celular y el 
nivel de un elemento de factor de transcripción (FT), en el presente documento, el elemento FT FOXO, controlando 
el elemento FT la transcripción del uno o más genes diana de la ruta de señalización celular, basándose en el 
modelo, al menos en parte, en una o más combinaciones lineales de niveles de expresión del uno o más genes 5
diana.

En ambas estrategias, los niveles de expresión del uno o más genes diana, pueden ser preferentemente mediciones 
del nivel de ARNm, que pueden ser el resultado, por ejemplo, de técnicas de PCR en Tiempo Real y de micromatriz, 
usando sondas asociadas con las secuencias de ARNm del gen o genes diana, y de secuenciación de ARN. En otra 10
realización, los niveles de expresión del uno o más genes diana, pueden medirse a través de los niveles de las 
proteínas, por ejemplo, las concentraciones de las proteínas codificadas por los genes diana.

Los niveles de expresión mencionados anteriormente pueden transformarse, opcionalmente, en muchas formas que 
podrían satisfacer, o no, mejor, a la solicitud. Por ejemplo, cuatro transformaciones diferentes de los niveles de 15
expresión, por ejemplo, niveles de ARN basados en micromatriz, pueden ser: 

- de “datos continuos”, es decir, niveles de expresión obtenidos después del preprocesamiento de micromatrices 
usando algoritmos muy conocidos tales como MAS5.0 y fRMA,

- de “puntuación z”, es decir, niveles de expresión continuos graduados de tal manera que el promedio de todas 20
las muestras sea 0 y la desviación típica sea 1,

- “distinta”, es decir, cada expresión por encima de un umbral determinado se ajusta a 1 y por debajo se ajusta a 0 
(por ejemplo, puede escogerse el umbral para un conjunto de sondas como la mediana de su valor en un 
conjunto de un número de muestras clínicas positivas y el mismo número muestras clínicas negativas),

- “difusa”, es decir, los niveles de expresión continuos se transforman en valores entre 0 y 1 usando una función 25
sigmoidal del siguiente formato: 1 / (1 + exp((um - expr) / am)), siendo expr los niveles de expresión continuos, 
siendo um el umbral, como se ha mencionado anteriormente, y siendo am un parámetro de amortiguación que 
ejerce influencia en la diferencia entre 0 y 1.

Uno de los modelos lineales más sencillos que puede construirse, es un modelo que tiene un nodo que representa el 30
elemento de factor de transcripción (FT), en el presente documento, el elemento FT FOXO, en una primera capa y 
nodos ponderados que representan mediciones directas de los niveles de intensidad de expresión del gen o genes 
diana, por ejemplo, mediante un conjunto de sondas que esté particularmente sumamente correlacionado con el gen 
diana particular, por ejemplo, en experimentos de micromatriz o de PCR(c), en una segunda capa. Los pesos 
pueden basarse bien en cálculos de un conjunto de datos de capacitación o basarse en el conocimiento de expertos. 35
Esta estrategia de uso, en el caso en el que sea posible medir niveles de expresión múltiples por gen diana (por 
ejemplo, en el caso de experimentos con micromatriz, en el que un gen diana puede medirse con conjuntos de 
sondas múltiples), únicamente un nivel de expresión por gen diana es particularmente simple. Una forma específica 
de seleccionar el nivel de expresión que se usa para un gen diana particular, es usar el nivel de expresión del 
conjunto de sondas que pueda separar mejor las muestras activas y pasivas de un conjunto de datos de 40
capacitación. Un método para determinar este conjunto de sondas es realizar un ensayo estadístico, por ejemplo, el 
ensayo de la t, y seleccionar el conjunto de sondas con el valor de p más bajo. Los niveles de expresión del conjunto 
de datos de capacitación de la sonda con el valor de p más bajo es por definición la sonda con la probabilidad 
posiblemente más baja de que los niveles de expresión de las muestras (conocidas) activas y pasivas se solapen. 
Otro método de selección se basa en razones de probabilidades. En dicho modelo, se proporcionan uno o más 45
niveles de expresión para cada uno del uno o más genes diana y la una o más combinaciones lineales comprenden 
una combinación lineal que incluye para cada uno del uno o más genes diana un término ponderado, estando cada 
término ponderado basado únicamente en un nivel de expresión del uno o más niveles de expresión proporcionados
para el gen diana respectivo. Si el único nivel de expresión se selecciona por gen diana, como se describe 
anteriormente, el modelo puede denominarse un modelo de “conjuntos de sondas más discriminantes”.50

En una alternativa al modelo de “conjuntos de sondas más discriminantes”, es posible, en el caso en el que
posiblemente se midan niveles de expresión múltiples por gen diana, hacer uso de todos los niveles de expresión 
que se proporcionen por gen diana. En dicho modelo, se proporcionan uno o más niveles de expresión para cada 
uno del uno o más genes diana y la una o más combinaciones lineales comprenden una combinación lineal de todos 55
los niveles de expresión del uno o más niveles de expresión proporcionados por el uno o más genes diana. En otras 
palabras, para cada uno del uno o más genes diana, cada uno del uno o más niveles de expresión proporcionados 
para el gen diana respectivo, puede ponderarse en la combinación lineal mediante su propio peso (individual). Esta 
variante puede recibir el nombre de modelo de “todos los conjuntos de sondas”. Esta tiene la ventaja de ser 
relativamente sencilla, al mismo tiempo que se hace uso de todos los niveles de expresión proporcionados.60

Ambos modelos, como se describe anteriormente, tienen en común que son lo que puede considerarse como de
modelos “una sola capa”, en los cuales el nivel del elemento FT se calcula basándose en una combinación lineal de 
niveles de expresión.

65
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Después de haberse determinado el nivel del elemento FT, en el presente documento, el elemento FT FOXO, 
evaluando el modelo respectivo, el nivel de umbral del elemento FT determinado puede establecerse para inferir la 
actividad de la ruta de señalización celular, en el presente documento, la ruta de señalización celular PI3K. Un 
método para calcular dicho umbral apropiado es comparar el nivel del elemento FT determinado w/c de muestras de 
capacitación que se sabe que tiene una ruta pasiva y muestras de capacitación con una ruta activa. Un método que 5
hace esto y que también tiene en cuenta la varianza en estos grupos se proporciona usando un umbral

actpas

actpasactpas

cwcw

cwcwcwcw
um

//

////



 
 (1)

donde  y  son la desviación típica y la media de las muestras de capacitación. En caso de que solo se disponga 10
de un pequeño número de muestras en las muestras de capacitación activa y/o pasiva, puede añadirse un 
pseudorrecuento a las varianzas calculadas basándose en el promedio de las varianzas de los dos grupos:

15
donde v es la varianza de los grupos y x es un pseudorrecuento positivo. La desviación típica  puede obtenerse 
después tomando la raíz cuadrada de la varianza v.

El umbral puede restarse del nivel del elemento FT w/c determinado para facilitar la interpretación, dando como 
resultado la puntuación de la actividad de la ruta de señalización celular, de tal manera que valores negativos20
corresponden a una ruta de señalización celular pasiva y valores positivos a una ruta de señalización celular activa.

Como una alternativa a los modelos de “una sola capa” descritos anteriormente, en un ejemplo también puede 
usarse un modelo de “dos capas”. En dicho modelo, para cada gen diana se calcula un valor resumen usando una 
combinación lineal basada en las intensidades medidas de sus conjuntos de sonda asociados (“primera capa 25
(inferior)”). El valor resumen calculado se combina posteriormente con los valores resumen de los otros genes diana 
de la ruta de señalización celular, usando una combinación lineal adicional (“segunda capa (superior)”). De nuevo, 
los pesos pueden adquirirse a partir de un conjunto de datos de capacitación o basarse en el conocimiento de 
expertos o ser una combinación de estos. Dicho de otra manera, en el modelo de “dos capas”, se proporciona uno o 
más niveles de expresión para cada uno del uno o más genes diana y la una o más combinaciones lineales 30
comprenden para cada uno del uno o más genes diana una primera combinación lineal de todos los niveles de 
expresión del uno o más niveles de expresión proporcionados para el gen diana respectivo (“primera capa 
(inferior)”). El modelo se basa adicionalmente, al menos en parte, en una combinación lineal adicional que incluye 
para cada uno del uno o más genes diana, un término ponderado, basándose cada término ponderado en la primera 
combinación lineal del gen diana respectivo (“segunda capa (superior)”).35

El cálculo de los valores resumen puede incluir, en una versión preferida del modelo de “dos capas”, definir un 
umbral para cada gen diana usando los datos de capacitación y restando el umbral de la combinación lineal 
calculada, produciendo el resumen del gen diana. En este caso, el umbral puede seleccionarse de tal manera que 
un valor resumen de gen diana negativo corresponda a un gen diana regulado negativamente y que un valor 40
resumen de gen diana positivo corresponda a un gen diana regulado positivamente. Además, es posible que los 
valores resumen de genes diana se transformen usando, por ejemplo, una de las transformaciones descritas 
anteriormente (difusa, distinta, etc.), antes de que se combinen en la “segunda capa (superior)”. A continuación, los 
valores resumen de genes diana determinados se suman para obtener el nivel resumen de FT.

45
Después de haber determinado el nivel del elemento FT por evaluación del modelo de “dos capas”, el nivel umbral 
del nivel del elemento FT determinado puede establecerse para inferir la actividad de la ruta de señalización celular, 
como se describe anteriormente.

A continuación, los modelos descritos anteriormente reciben conjuntamente el nombre de modelos 50
“(pseudo)lineales”. Más adelante, en el Ejemplo 3, se proporciona una descripción más detallada de la capacitación 
y uso de modelos probabilísticos, por ejemplo, un modelo de red Bayesiana, y de modelos (pseudo)lineales.

E14824498
30-01-2017ES 2 613 521 T3

 



9

Ejemplo 2: Selección de genes diana.

Un factor de transcripción (FT) es un complejo de proteína (es decir, una combinación de proteínas unidas entre sí 
en una estructura específica) o una proteína que puede regular la transcripción de genes diana a través de la unión 
a secuencias de ADN específicas, controlando de este modo la transcripción de la información genética de ADN a 5
ARNm. El ARNm producido directamente debido a esta acción del complejo de transcripción, se denomina en el 
presente documento “gen diana directo” (del factor de transición). La activación de la ruta de señalización celular 
también puede dar como resultado la transcripción de más genes secundarios, denominados “genes diana 
indirectos”. En lo que se indica a continuación, se prefieren los modelos de red Bayesiana (como modelos 
matemáticos ejemplares) que comprenden, o consisten en, genes diana directos ya que se interrelacionan 10
directamente entre la actividad de la ruta de señalización celular y el nivel de ARNm, sin embargo, la distinción entre 
genes diana directos e indirectos no es siempre evidente. En el presente documento, se presenta un método para 
seleccionar genes diana directos usando una función de puntuación basándose en datos disponibles de la 
bibliografía científica. No obstante, no puede descartarse una selección casual de genes diana indirectos, debido a 
información limitada, así como a las variaciones e incertidumbres biológicas. Para seleccionar los genes diana, se15
emplearon dos depósitos de bibliografía científica actualmente disponible para generar dos listas de genes diana.

La primera lista de genes diana se generó basándose en la bibliografía científica recuperada de la base de datos 
MEDLINE del National Institute of Health accesible en la “www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed” y en lo sucesivo en el 
presente documento referido como “Pubmed”. Se investigaron publicaciones que contenían supuestos genes diana 20
FOXO usando búsquedas tales como (FOXO y “gen diana”) en el periodo del primer trimestre de 2013. Las 
publicaciones resultantes se analizaron después manualmente siguiendo el método descrito más adelante con más 
detalle.

Se seleccionaron genes diana de ARNm, específicos de la ruta de señalización celular, de la bibliografía científica, 25
utilizando un sistema de clasificación, en el que se proporcionó una valoración de pruebas científicas para un gen 
diana específico, dependiendo del tipo de experimentos científicos en el que se acumuló la prueba. Aunque algunas 
pruebas experimentales son meramente sugerentes de un gen que es un gen diana, como por ejemplo un ARNm 
que aumenta en una micromatriz de una línea celular en la que se sabe que el eje de señalización celular PI3K está 
activo, otras pruebas pueden ser muy contundentes, como la combinación de un sitio de unión de FT de la ruta de 30
señalización celular identificado y la recuperación de este sitio en un ensayo de inmunoprecipitación de cromatina 
(ChiP, Chromatin Immunoprecipitation), después de la estimulación de la ruta de señalización celular específica en 
la célula y aumento en el ARNm después de estimulación específica de la ruta de señalización celular en una línea 
celular.

35
En la bibliografía científica pueden identificarse varios tipos de experimentos para encontrar genes diana específicos 
de una ruta de señalización celular:

1. Experimentos ChiP en los que se muestra unión directa de una ruta de señalización celular – FT a su sitio de 
unión en el genoma. Ejemplo: Utilizando la tecnología de inmunoprecipitación de cromatina (ChiP) 40
posteriormente se identificaron supuestos sitios de unión de FT FOXO funcionales en el ADN de líneas celulares 
con y sin inducción activa de la ruta de señalización celular PI3K, como un subconjunto de los sitios de unión 
reconocidos basándose integramente en la secuencia de nucleótidos. La supuesta funcionalidad se identificó 
como una prueba derivada de ChiP que se encontró que el FT se unía al sitio de unión al ADN.

45
2. Ensayos de Cambio de Movilidad Electroforética (EMSA, electrophoretic mobility shift assay) que muestran la 
unión in vitro de un FT a un fragmento de ADN que contiene la secuencia de unión. En comparación con las 
pruebas basadas en ChiP las pruebas basadas en EMSA son menos contundentes, dado que no pueden 
traducirse a la situación in vivo.

50
3. Estimulación de la ruta de señalización celular y medición de perfiles de ARNm en una micromatriz o uso de
secuenciación de ARN, usando líneas celulares inducibles por rutas de señalización celular y medición de
perfiles de ARNm medidos varios momentos después de inducción - en presencia de cicloheximida, que inhibe la 
traducción a proteína, por tanto se supone que los ARNm inducidos son genes diana directos.

55
4. Similar a 3, pero usando PCR cuantitativa para medir las cantidades de los ARNm.

5. Identificación de sitios de unión de FT en el genoma usando una estrategia bioinformática. Ejemplo para el 
elemento FT FOXO: Usando el motivo de unión FOXO conservado 5’-TTGTTTAC-3’, se ejecutó un programa 
informático en la secuencia del genoma humano, y se identificaron posibles sitios de unión, tanto en las regiones 60
promotoras de genes como en otras regiones genómicas.

6. Similar a 3, solo que sin cicloheximida.

7. Similar a 4, solo que sin cicloheximida.65
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8. Caracterización de la expresión de ARNm de tejido de muestras específicas de células o de tejido, de las que 
se sabe que la ruta de señalización celular es activa, sin embargo sin la condición de control negativa apropiada.

En la forma más sencilla a cada posible ARNm diana se le puede dar 1 punto para cada una de estas estrategias 
experimentales en las que se identificó el ARNm diana.5

Como alternativa, se pueden dar puntos de forma incremental, lo que significa que una tecnología añade 1 punto, 
una segunda tecnología añade un segundo punto y así sucesivamente. Usando esta estrategia de clasificación 
relativa, se puede hacer una lista de los genes diana más fiables.

10
Como alternativa, la clasificación puede utilizarse de otra manera para identificar los genes diana que tienen más 
probabilidades de ser genes diana directos, dando un mayor número de puntos a la tecnología que proporcione la 
mayor evidencia de un gen diana directo in vivo, en la lista anterior esto significaría 8 puntos para la estrategia 
experimental 1), 7 puntos para la 2), y bajaría a 1 punto para la estrategia experimental 8). Dicha lista puede 
denominarse “lista general de genes diana”.15

A pesar de las variaciones e incertidumbres biológicas, los autores de la invención supusieron que los genes diana 
directos son los que probablemente más se inducen de una manera independiente del tejido. Una lista de estos 
genes diana puede denominarse “lista curada confirmada de genes diana”. Dicha lista curada confirmada de genes 
diana se ha usado para construir modelos informáticos de la ruta de señalización celular PI3K que puede aplicarse a 20
muestras que proceden de diferentes fuentes tisulares.

A continuación se ilustrarán ejemplos de cómo se construyó la selección de una lista curada confirmada de genes 
diana específicamente para la ruta de señalización celular PI3K.

25
Con el propósito de seleccionar genes diana de PI3K usados como entrada para el “modelo”, se utilizaron los tres 
criterios siguientes:

1. La región génica promotora/potenciadora contiene un motivo de unión a FOXO:
30

a. Se debe demostrar que el motivo de unión a FOXO responde a una actividad de la ruta de señalización 
celular PI3K, por ejemplo, por medio de un ensayo de transfección transitoria en la que el motivo FOXO 
específico está unido a un gen indicador, y
b. La presencia del motivo FOXO debe confirmarse, por ejemplo, mediante un análisis rico en motivos de la 
región génica promotora/potenciadora.35

2. FOXO se une (diferencialmente) in vivo a la región promotora/potenciadora del gen en cuestión, demostrado,
por ejemplo, en un experimento ChiP/CHIP u otra técnica de inmunoprecipitación de cromatina:

a. Se demuestra que FOXO se une a la región promotora/potenciadora del gen cuando la ruta de 40
señalización celular del PI3K no está activa, y
b. (preferentemente) no se une (o se une débilmente) a la región génica promotora/potenciadora del gen 
cuando la ruta de señalización celular PI3K está activa.

3. El gen se transcribe diferencialmente cuando la actividad de la ruta de señalización celular PI3K se activa, 45
demostrado, por ejemplo, mediante

a. un enriquecimiento en veces del ARNm del gen en cuestión a través de PCR en tiempo real, o experimento 
de micromatriz, o
b. la demostración de que la ARN Pol II se une a la región promotora del gen a través de un ensayo de 50
inmunoprecipitación.

La selección se realizó definiendo, como genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, los genes que 
reunieron pruebas experimentales suficientes y bien documentadas que demostraban que se cumplían los tres 
criterios mencionados anteriormente. Un experimento adecuado para recopilar pruebas de la unión diferencial de 55
PI3K es comparar los resultados de, por ejemplo, un experimento ChIP/CHIP en una línea celular de cáncer que 
expresa actividad de la ruta de señalización celular PI3K en respuesta a tamoxifeno (por ejemplo, una línea celular 
transfectada con una construcción FOXO inducible por tamoxifeno, tal como FOXO.A3.ER), cuando se expone o no 
a tamoxifeno. Lo mismo ocurre con la recopilación de pruebas de la transcripción de ARNm.

60
Lo anterior analiza la estrategia genérica y un ejemplo más específico del procedimiento de selección del gen diana 
que se ha empleado para seleccionar diversos genes diana basándose en las pruebas encontradas usando la 
estrategia mencionada anteriormente. En la Tabla 1 se muestran las listas de genes diana que se utilizan en los 
modelos de red Bayesiana para la ruta de señalización celular PI3K.

65
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Tabla 1: Lista curada confirmada de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K usada en los modelos 
de red Bayesiana y conjuntos de sondas asociados usados para medir el nivel de expresión de ARNm 
de los genes diana.

Gen diana Conjunto de sondas Gen diana Conjunto de sondas
ATP8A1 1569773_at FGFR2 203638_s_at

210192_at 203639_s_at
213106_at 208225_at

BCL2L11 1553088_a_at 208228_s_at
1553096_s_at 208229_at
1555372_at 208234_x_at
1558143_a_at 211398_at
208536_s_at 211399_at
222343_at 211400_at
225606_at 211401_s_at

BNIP3 201848_s_at 240913_at
201849_at GADD45A 203725_at

BTG1 1559975_at IGF1R 203627_at
200920_s_at 203628_at
200921_s_at 208441_at

C10orf10 209182_s_at 225330_at
209183_s_at 243358_at

CAT 201432_at IGFBP1 205302_at
211922_s_at IGFBP3 210095_s_at
215573_at 212143_s_at

CBLB 208348_s_at INSR 207851_s_at
209682_at 213792_s_at

CCND1 208711_s_at 226212_s_at
208712_at 226216_at
214019_at 226450_at

CCND2 200951_s_at LGMN 201212_at
200952_s_at MXI1 202364_at
200953_s_at PPM1D 204566_at
231259_s_at 230330_at
1555056_at SEMA3C 203788_s_at
202769_at 203789_s_at
202770_s_at SEPP1 201427_s_at
211559_s_at 231669_at

CDKN1B 209112_at SESN1 218346_s_at
DDB1 208619_at SLC5A3 1553313_s_at
DYRK2 202968_s_at 212944_at

202969_at 213167_s_at
202970_at 213164_at
202971_s_at SMAD4 1565702_at

ERBB3 1563252_at 1565703_at
1563253_s_at 202526_at
202454_s_at 202527_s_at
215638_at 235725_at
226213_at SOD2 215078_at

EREG 1569583_at 215223_s_at
205767_at 216841_s_at

ESR1 205225_at 221477_s_at
211233_x_at TLE4 204872_at
211234_x_at 214688_at
211235_s_at 216997_x_at
211627_x_at 233575_s_at
215551_at 233575_s_at
215552_s_at TNFSF10 202687_s_at
217190_x_at 202688_at
207672_at 214329_x_at

EXT1 201995_at
FASLG 210865_at

211333_s_at
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La segunda lista de genes diana se generó usando las bases de datos curadas manualmente de publicaciones 
científicas proporcionadas en el Thomson-Reuters’ Metacore (último acceso: 14 de mayo de 2013). Se investigó la 
base de datos de genes de la familia de factores de transcripción FOXO humanos, que estaban directamente 
regulados transcripcionalmente aguas abajo (es decir, FOXO1, FOXO3A, FOXO4 y FOXO6). Esta investigación dio 
como resultado 336 supuestos genes diana FOXO que se además se analizaron de la siguiente manera. En primer 5
lugar, todos los supuestos genes diana FOXO que solo tenían una publicación de apoyo se excluyeron. A 
continuación se introdujo una función de puntuación que daba un punto a cada tipo de prueba experimental, tal 
como ChIP, EMSA, expresión diferencial, disminución/inactivación de la expresión génica (knock down/out), ensayo 
indicador con gen de luciferasa, análisis de secuencia, que se dio a conocer en una publicación. La misma prueba 
experimental a veces se menciona en múltiples publicaciones dando como resultado un número de puntos 10
correspondiente, por ejemplo, dos publicaciones que mencionan un hallazgo de tipo ChiP, darán como resultado el 
doble de la puntuación de la que se da para un solo hallazgo de tipo ChIP. Se realizó un análisis adicional solo 
permitido para genes que tenían diversos tipos de pruebas experimentales, y no solo un tipo de pruebas 
experimentales, por ejemplo, expresión diferencial. Finalmente, se calculó una puntuación de pruebas para todos los 
supuestos genes diana FOXO y se seleccionaron todos los supuestos genes diana FOXO con una puntuación de 15
prueba de 6 o más (como se muestra en la Tabla 2). El nivel de corte de 6 se seleccionó heurísticamente ya que 
anteriormente se demostró que aproximadamente 30 genes diana eran suficientes en su mayor parte para 
determinar la actividad de la ruta.

Una lista de estos genes diana puede denominarse “lista de genes diana basada en bases de datos”. Dicha lista 20
curada de genes diana se ha utilizado para construir modelos informáticos que pueden aplicarse a muestras 
procedentes de diferentes fuentes tisulares.

Tabla 2: Lista de genes diana basada en bases de datos, de la ruta de señalización celular PI3K, utilizada en 
los modelos de red Bayesiana y conjuntos de sondas asociados usados para medir el nivel de 25
expresión de ARNm de los genes diana.

Gen diana Conjunto de sondas Gen diana Conjunto de sondas
AGRP 207193_at KLF2 219371_s_at
ATG14 204568_at 226646_at
BCL2L11 1553088_a_at KLF4 220266_s_at

1553096_s_at 221841_s_at
1555372_at MYOD1 206656_s_at
1558143_a_at 206657_s_at
208536_s_at NOS3 205581_s_at
222343_at PCK1 208383_s_at
225606_at PDK4 1562321_at

BCL6 203140_at 205960_at
215990_s_at 225207_at

BIRC5 202094_at POMC 205720_at
202095_s_at PPARGC1A 1569141_a_at
210334_x_at 219195_at

BNIP3 201848_s_at PRDX3 201619_at
201849_at 209766_at

CAT 201432_at RAG1 1554994_at
211922_s_at 206591_at
215573_at RAG2 215117_at

CAV1 203065_s_at RBL2 212331_at
212097_at 212332_at

CCNG2 1555056_at SESN1 218346_s_at
202769_at SIRT1 218878_s_at
202770_s_at SOD2 215078_at
211559_s_at 215223_s_at
228081_at 216841_s_at

CDKN1A 1555186_at 221477_s_at
202284_s_at STK11 204292_x_at

CDKN1B 209112_at 231017_at
FASLG 210865_at 41657_at

211333_s_at TNFSF10 202687_s_at
FBXO32 225801_at 202688_at

225803_at 214329_x_at
225345_s_at TXNIP 201008_s_at
225328_at 201009_s_at

GADD45A 203725_at 201010_s_at
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Gen diana Conjunto de sondas Gen diana Conjunto de sondas
IGFBP1 205302_at

La tercera lista de genes diana se generó en función de las dos listas mencionadas anteriormente, es decir, la lista 
curada confirmada (véase la Tabla 1) y la lista basada en bases de datos (véase la Tabla 2). Se han utilizado tres 
criterios para seleccionar adicionalmente genes de estas dos listas. El primer criterio está relacionado con la función 
atribuida a los genes diana. Las funciones atribuidas a los genes pueden encontrarse en la bibliografía científica, 5
pero a menudo están disponibles en bases de datos públicas, tales como la base de datos del OMIM (Online 
Mendelian Inheritance in Man) del NIH (National Institutes of Health) (accesible a través de 
“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim”). En la tercera lista se seleccionaron los genes diana de la lista curada 
confirmada de la Tabla 1 y de la lista basada en bases de datos de la Tabla 2 que se descubrió que estaban 
implicados en procesos esenciales para el cáncer, tales como la apoptosis, el ciclo celular, la supresión/progresión 10
tumoral, la reparación del ADN y la diferenciación. Finalmente, se seleccionaron los genes diana que se descubrió
que tenían una alta expresión diferencial en experimentos de línea celular con una actividad alta de PI3K/baja de 
FOXO conocida frente a una actividad baja de PI3K/alta de FOXO conocida. En el presente documento, en la 
tercera lista se incluyeron genes diana que, por término medio, tenían una diferencia de expresión mínima de 20,5 (en 
este caso: a un nivel de conjunto de sondas) entre el estado “on” y “off” de transcripción de FOXO sobre múltiples 15
muestras. El tercer criterio se orientó especialmente a la selección de genes diana más discriminativos. Basándose 
en los niveles de expresión en experimentos de líneas celulares con múltiples muestras con actividad alta de 
PI3K/baja de FOXO conocida y con múltiples muestras con actividad baja de PI3K/ alta de FOXO conocida, se 
calculó una razón de posibilidades (OR, por las siguientes en inglés odds ratio). En este caso, la razón de 
posibilidades se calculó por conjunto de sondas utilizando el valor mediano como un corte y un límite suave 20
representando incertidumbre en la medición. Los genes diana de la lista curada confirmada y de la lista basada en 
bases de datos se clasificaron de acuerdo con la razón de posibilidades “suave” y se seleccionaron genes diana con 
mayor clasificación (OR > 2) y con menor clasificación (OR <1/2, es decir, genes diana regulados negativamente) 
para la tercera lista de genes diana.

25
Teniendo en cuenta la función del gen, la expresión diferencial en la señalización “on” frente a la “off” y una razón de 
posibilidades más alta, se descubrió un conjunto de genes diana (mostrado en la Tabla 3) que se consideró que era 
más probatoria en la determinación de la actividad de la ruta de señalización de PI3K. Dicha lista de genes diana 
puede denominarse “lista corta de genes diana”. Por tanto, los genes diana indicados en la Tabla 3 son
particularmente preferidos de acuerdo con la presente invención. No obstante, dada la relativa facilidad con la que la 30
tecnología de adquisición, tal como de micromatrices, puede adquirir niveles de expresión para conjuntos grandes 
de genes, se contempla utilizar algunos o todos los genes diana de la Tabla 3, y opcionalmente, de manera 
adicional, usar uno, dos, algunos, o todos los genes diana restantes de las Tablas 1 y 2.

Tabla 3: Lista corta de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K basándose en la lista curada 35
confirmada de genes diana y en la lista basada en bases de datos de genes diana.

Gen diana
AGRP
BCL2L11
BCL6
BNIP3
BTG1
CAT
CAV1
CCND1
CCND2
CCNG2
CDKN1A
CDKN1B
ESR1
FASLG
FBXO32
GADD45A
INSR
MXI1
NOS3
PCK1
POMC
PPARGC1A
PRDX3
RBL2
SOD2
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Gen diana
TNFSF10

Ejemplo 3: Capacitación y uso del modelo matemático

Antes de que el modelo matemático pueda utilizarse para inferir la actividad de la ruta de señalización celular, en el 
presente documento, la ruta de señalización celular PI3K, en un tejido y/o células y/o un líquido orgánico de un 5
sujeto médico, el modelo debe capacitarse adecuadamente.

Si el modelo matemático es un modelo probabilístico, por ejemplo, un modelo de red Bayesiana, basado al menos 
en parte en las probabilidades condicionales que relacionan el elemento FT FOXO y los niveles de expresión del uno 
o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K medidos en la muestra extraída del tejido y/o células y/o 10
del líquido orgánico del sujeto médico, la capacitación puede realizarse preferentemente como se describe con 
detalle en la solicitud de patente internacional publicada WO 2013/011479 A2 (“Assessment of cellular signaling 
pathway activity using probabilistic modeling of target gene expression”).

Si el modelo matemático se basa, al menos en parte, en una o más combinaciones lineales de niveles de expresión 15
del uno o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K medidos en la muestra extraída del tejido y/o 
células y/o del líquido orgánico del sujeto médico, la capacitación puede realizarse preferentemente como se 
describe con detalle en la solicitud de patente internacional publicada WO 2014/102668 A2 (“Assessment of cellular 
signaling pathway activity using linear combination(s) of target gene expressions”).

20
a) Modelo ejemplar de red Bayesiana

En este caso, primero se utilizó un modelo ejemplar de red Bayesiana, como el que se muestra en la Fig. 1, para 
modelar el programa transcripcional de la ruta de señalización celular PI3K de una manera sencilla. El modelo 
consiste en tres tipos de nodos: (a) un elemento de factor de transcripción (FT) en una primera capa 1; (b) uno o 25
más genes diana TG1, TG2, TGn en una segunda capa 2, y, en una tercera capa 3; (c) nodos de medición 
relacionados con los niveles de expresión del gen o genes diana. Estos pueden ser conjuntos de sondas de 
micromatriz PS1a, PS1b, PS1c, PS2a, PSna, PSnb, como se usa preferentemente en el presente documento, pero 
también podrían ser otras mediciones de expresión de genes tales como ARNsec (secuenciación de ARN) o RT-
PCRc (PCR cuantitativa en Tiempo Real). 30

Una implementación adecuada del modelo matemático, en este caso, el modelo ejemplar de red Bayesiana, se basa 
en datos de micromatriz. El modelo describe (i) cómo dependen los niveles de expresión del gen o genes diana de la 
activación del elemento FT y (ii) cómo dependen las intensidades del conjunto de sondas, a su vez, de los niveles de 
expresión del gen o genes diana respectivos. Para esto último, las intensidades del conjunto de sondas pueden 35
tomarse de micromatrices de fRMA pre-procesadas con Affymetrix HG-U133P1us2.0, disponible generalmente en 
Gene Expression Omnibus (GEO, www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) y en ArrayExpress (www. ebi.ac.uk/arrayexpress).

Como el modelo ejemplar de red Bayesiana es una simplificación de la biología de una ruta de señalización celular, 
en este caso, la ruta de señalización celular PI3K, y como las mediciones biológicas son típicamente ruidosas, se 40
optó por una estrategia probabilística, es decir, para las relaciones entre (i) el elemento FT y el gen o genes diana y 
(ii) el gen o genes diana y sus respectivos conjuntos de sondas, como se describe en términos probabilísticos. 
Además, se supuso que la actividad de la ruta de señalización celular oncogénica que conduce al crecimiento del 
tumor, no estaba transitoria ni dinámicamente alterada, sino alterada a largo plazo o incluso de manera irreversible. 
Por lo tanto, el modelo ejemplar de red Bayesiana se desarrolló para interpretar na condición celular estática. Por 45
esta razón en este modelo no se incorporaron características de la ruta de señalización celular dinámica compleja.

Una vez construido y calibrado el modelo ejemplar de red Bayesiana (véase más adelante), el modelo puede 
utilizarse en datos de micromatriz de una nueva muestra, introduciendo las mediciones de conjuntos de sondas
como observaciones en la tercera capa 3, y retroinfiriendo en el modelo cual debe haber sido la probabilidad de que 50
el elemento FT estuviese “presente”. En este caso, “presente” se considera que es el fenómeno de que el elemento 
FT esté unido al ADN y esté controlando la transcripción de los genes diana de la ruta de señalización celular, y 
“ausente” el caso de que el elemento FT no esté controlando la transcripción. Por tanto, esta última probabilidad es 
la lectura primaria que puede usarse para indicar actividad de la ruta de señalización celular, en este caso, la ruta de 
señalización celular PI3K, que puede traducirse después en las posibilidades de la ruta de señalización celular sea55
activa tomando la proporción de la probabilidad de ser activa frente a la de ser inactiva (es decir, las posibilidades se 
dan mediante p/(1-p) si p es la probabilidad predicha de que la ruta de señalización celular sea activa).

En el modelo ejemplar de red Bayesiana, las relaciones probabilísticas se han hecho cuantitativas para permitir un 
razonamiento probabilístico cuantitativo. Con el fin de mejorar la generalización conductual en todos los tipos de 60
tejido, los parámetros que describen las relaciones probabilísticas entre (i) el elemento FT y el o los genes diana se 
han seleccionado cuidadosamente. Si el elemento FT está “ausente”, lo más probable es que el gen diana esté 
“regulado negativamente”, por lo tanto, para esto, se selecciona una probabilidad de 0,95, y una probabilidad de 0,05 
para el gen diana que está “regulado positivamente”. Esta última probabilidad (no nula) es para representar la (rara) 
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posibilidad de que el gen diana esté regulado por otros factores u observado “regulado positivamente” de manera 
fortuita (por ejemplo, debido a un ruido en la medición). Si el elemento FT está “presente”, entonces, con una 
probabilidad de 0,70, se considera que el gen diana esta “regulado positivamente” y con una probabilidad de 0,30 se 
considera que el gen diana está “regulado negativamente”. Los últimos valores se seleccionan de esta manera, 
porque puede haber varias razones por las que un gen diana no esté sumamente expresado incluso aunque el 5
elemento FT esté presente, por ejemplo, debido a que la región promotora del gen esté metilada. En el caso de que 
un gen diana no esté regulado positivamente, por el elemento FT, sino regulado negativamente, las probabilidades 
se seleccionan de manera similar, pero reflejando la regulación negativa en presencia del elemento FT. Los 
parámetros que describen las relaciones entre (ii) el gen o los genes diana y sus respectivos conjuntos de sondas se 
han calibrado en datos experimentales. Para esto último, en este ejemplo, se utilizaron datos de micromatriz a partir 10
de experimentos de líneas celulares con configuraciones de ruta activa e inactiva definidas, pero esto también podría 
realizarse utilizando muestras de pacientes con un estado conocido de actividad de la ruta de señalización celular.

En el presente documento, como ejemplo, se utilizaron datos públicamente disponibles sobre la expresión de una 
línea celular HUVEC con una transfección estable de una construcción FOXO que es inducible tras estimulación con 15
4OHT (GSE16573 disponible en el Gen de Expresión Omnibus). Las líneas celulares con la construcción FOXO 
inducible que se estimularon durante 12 horas con 4OHT se consideraron como las muestras FOXO activas (n = 3), 
mientras que las muestras FOXO pasivas fueron las líneas celulares con la construcción sin estimulación con 4OHT 
(n = 3).

20
La Fig. 2 muestra resultados de capacitación del modelo ejemplar de red Bayesiana basado en (A) la lista curada 
confirmada de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 1), (B) la lista basada en bases de 
datos de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 2) y (C) la lista corta de genes diana de 
la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3). En el diagrama, el eje vertical indica las probabilidades de 
que el elemento FT FOXO esté “presente” resp. “ausente”, que corresponde a la ruta de señalización celular PI3K25
que es inactiva resp. activa, en el que los valores por encima del eje horizontal corresponden al elemento FT FOXO 
que está más probablemente “presente”/activo y los valores por debajo del eje horizontal indican que las 
probabilidades de que el elemento FT FOXO esté “ausente”/inactivo son mayores que las probabilidades de que 
esté “presente”/activo.

30
Al tercer grupo 3 de tres muestras que abarca las líneas celulares que no se estimularon con tamoxifeno y que son 
por tanto FOXO inactivas se le asignó una etiqueta FOXO pasiva, mientras que al cuarto grupo 4 que abarca las 
muestras estimuladas con 4OHT, que son por lo tanto FOXO activas, se le asignó una etiqueta activa... En el mismo 
conjunto de datos, se predijo correctamente que el primer, el segundo y el quinto grupo 1, 2, 5, tenían una ruta de 
señalización celular PI3K pasiva. El último grupo 6 consistía en líneas celulares transfectadas con una variante de 35
mutación de FOXO que se esperaba que fuera insensible hacia la estimulación con 4OHT. No obstante, se encontró 
alguna actividad en el segundo modelo (B) y en el tercer modelo (C). El modelo basado en la lista curada de genes 
diana de la ruta de señalización celular PI3K predice correctamente que la ruta de señalización celular PI3K es 
pasiva en el último grupo 6, mientras que las otras dos listas predijeron que era activa con una probabilidad relativa 
baja. (Leyenda: 1 – Células HUVEC primarias infectadas con vector vacío; 2 – Células HUVEC primarias con vector 40
vacío + 12 h de estimulación con OHT; 3 – Células HUVEC primarias infectadas con el vector FOXO.A3.ER; 4 –
Células HUVEC primarias con vector FOXO.A3.ER + 12 h de estimulación con OHT; 5 – Células HUVEC primarias 
infectadas con vector FOXO.A3.ER. H212R, 6 – Células HUVEC primarias con vector FOXO.A3.ER.H212R + 12 h 
de estimulación con OHT).

45
A continuación, en las Figs. 3 a 6, se muestran los resultados de ensayo del modelo ejemplar de red Bayesiana.

La Fig. 3 muestra resultados de ensayo del modelo ejemplar de red Bayesiana basado en la lista corta de genes 
diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para muestras de (cáncer) de mama de GSE17907. 
En el diagrama, el eje vertical indica las probabilidades de que el elemento FT FOX esté “presente” resp. “ausente”, 50
que corresponde a la ruta de señalización celular PI3K que es inactiva resp. activa, donde los valores por encima del 
eje horizontal corresponden al elemento FT FOXO que está más probablemente “presente”/activo y los valores por 
debajo del eje horizontal indican que las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté “ausente”/inactivo sean 
mayores que las probabilidades de que esté “presente”/activo. El modelo predice correctamente un elemento FT 
FOXO activo en las muestras de mama normales (grupo 5) como se sabe de la bibliografía. La mayoría de las 55
muestras predichas que tienen un elemento FT FOXO pasivo se encuentran en el subgrupo ERBB2/HER2 (grupo 3), 
lo que no resulta inesperado, como una sobre-amplificación del gen ERBB2, que codifica HER2, que está 
científicamente relacionado con una actividad de la ruta de señalización celular PI3K y, por consiguiente, en la 
translocación de FOXO fuera del núcleo dando como resultado la inhibición de la transcripción regulada por FOXO. 
Como se esperaba, la muestra de cáncer mama con el subtipo molecular basal (grupo 2) se predice que tiene un 60
elemento FT FOXO inactivo, dado que se sabe que los cánceres de mama basales típicamente carecen de 
expresión de HER2 y, por lo tanto, probablemente no tienen una ruta de señalización celular PI3K activa (Leyenda: 1 
– Desconocido, 2 – Basal, 3 – ERBB2/HER2, 4 – Luminal A, 5 – Mama normal, 6 – de Tipo Normal).

La Fig. 4 muestra resultados de ensayo del modelo ejemplar de red Bayesiana basándose en la lista corta de genes 65
diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para diversas muestras de colon sano (grupo 1) y de 
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pólipos adenomatosos (grupo 2) publicadas como el conjunto de datos GSE8671. En el diagrama, el eje vertical 
indica las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté “presente” resp. “ausente”, que se corresponde con el 
que la ruta de señalización celular PI3K sea inactiva resp. activa, donde los valores por encima del eje horizontal 
corresponden al elemento FT FOXO que está más probablemente “presente”/activo y los valores por debajo del eje 
horizontal indican que las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté “ausente”/inactivo son mayores que las 5
probabilidades de que esté “presente”/activo. El modelo predice correctamente una ruta de señalización celular PI3K
activa en las muestras normales (grupo 1), donde se espera que la ruta de señalización celular PI3K esté 
funcionando normalmente. Con respecto a los pólipos adenomatosos (grupo 2), se sabe de la bibliografía que 
expresan una actividad aumentada de la ruta de señalización celular PI3K como resultado de una mutación en su 
interior. Philips y colaboradores han mostrado en su estudio que hasta el 86% de los tumores colorrectales tenían 10
una actividad aumentada de la ruta de señalización celular PI3K (Wayne A. Philips, et. al. “Increased levels of 
phosphatidylinositol 3-kinase activity in colorectal tumors", Cancer, Vol. 83, No. 1, julio 1998, páginas 41 a 47). A 
través del modelo se predijo que todas las muestras de adenoma, excepto tres, eran FOXO pasivas, y, por tanto, 
PI3K activas, lo que se correlacionaba bastante bien con el número encontrado en la bibliografía (Leyenda: 1 -
Normal, 2 - Adenoma).15

La Fig. 5 muestra resultados de ensayo del modelo ejemplar de red Bayesiana basándose en la lista corta de genes 
diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para muestras de (cáncer) de colon de GSE20916. 
En el diagrama, el eje vertical indica las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté “presente” resp. 
“ausente”, que corresponde a que la ruta de señalización celular PI3K sea inactiva resp. activa, donde los valores 20
por encima del eje horizontal corresponden al elemento FT FOXO que está más probablemente “presente”/activo y 
los valores por debajo del eje horizontal indican que las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté 
“ausente”/inactivo son mayores que las probabilidades de que esté “presente”/activo. De nuevo, el modelo predice 
correctamente que las muestras normales tienen un elemento FT FOXO activo (grupos 1 y 3), con la excepción de 
las muestras microdiseccionadas de las células epiteliales de la cripta (grupo 2), que probablemente tienen una ruta 25
de señalización celular PI3K activa y un elemento FT FOXO pasivo como resultado de su continua proliferación y de 
su mayor comportamiento similar al de las células madre (Patrick Laprise, et al., "Phosphatidylinositol 3-kinase 
controls human intestinal epithelial cell differentiation by promoting adherens junction assembly and p38 MAPK 
activation", Journal of Biological Chemistry, Vol. 277, No. 10, marzo de 2002, páginas 8226 a 8234). Como cabía 
esperar, se encontraron otras muestras FOXO pasivas en tejido canceroso (adenomas y carcinomas; grupos 8 a 30
11). (Leyenda: 1 – Colon normal (mucosa), 2 – Colon normal (cripta), 3 – Colon norman (cirugía), Colon normal
distante (mucosa), 5 – Colon normal distante (cripta), 6 – Adenoma (mucosa), 7 – Adenoma (cripta), 8 –
Adenocarcinoma (cirugía), 9 – Carcinoma (mucosa), 10 – Carcinoma (cripta), 11 – Carcinoma (cirugía)).

La Fig. 6 muestra resultados de ensayo del modelo ejemplar de red Bayesiana, basándose en la lista corta de genes 35
diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para células de (cáncer) de próstata, publicado en el 
conjunto de datos GSE17951. En el diagrama, el eje vertical indica las probabilidades de que el elemento FT FOXO 
esté “presente” resp. “ausente”, que corresponde a que la ruta de señalización celular PI3K sea inactiva resp. activa, 
en el que los valores por encima del eje horizontal corresponden al elemento FT FOXO que está más probablemente 
“presente”/activo y los valores por debajo del eje horizontal indican que las probabilidades de que el elemento FT 40
FOX esté “ausente”/inactivo son mayores que las probabilidades de que esté “presente”/activo. Se predice que todas 
las células normales del grupo de control (grupo 2) tienen un elemento FT FOXO activo, mientras que se predice 
que una pequeña fracción de las muestras en el grupo de tumor (grupo 3) y en el grupo de biopsia (grupo 1) tiene la 
transcripción de FOXO silenciada. En la bibliografía, se describe la actividad de la ruta de señalización celular PI3K 
en cáncer de próstata (por ejemplo, Mari Kaarbo, et al., “PI3KAKT-mTOR pathway is dominant over androgen 45
receptor signaling in prostate cancer cells”, Cellular Oncology, Vol. 32, No. 1-2, 2010, páginas 11 a 27). (Leyenda: 1 -
Biopsia, 2 - Control, 3 - Tumor).

La Fig. 7 ilustra un pronóstico de pacientes con cáncer de mama ER+ (GSE6532 y GSE9195) representado en una 
gráfica de Kaplan-Meier. En el diagrama, el eje vertical indica la supervivencia sin recurrencia como una fracción del 50
grupo de pacientes y el eje horizontal indica el tiempo en años. La gráfica indica que un elemento FT FOXO activo 
(indicado por la pendiente de la curva menos pronunciada que el extremo de la curva por encima de la otra curva a
la derecha de la gráfica), que se correlaciona con una ruta de señalización celular PI3K pasiva, protege de la 
recurrencia, mientras que tiene un elemento FT FOXO pasivo y, por tanto, una ruta de señalización celular PI3K 
anómalamente activa, está asociado con un alto de riesgo de recurrencia. (El grupo de pacientes con un elemento 55
FT FOXO activo predicho consta de 114 pacientes, mientras que el grupo de pacientes con un elemento FT FOXO 
pasivo predicho consta de 50 pacientes). Este resultado también se demostró en la proporción al azar de la 
probabilidad predicha de la actividad de transcripción FOXO (usando, como indicador, la probabilidad de la actividad 
FOXO basada en la lista corta de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3)): 0,45 (IC de 
95%: 0,20 – 1,0, p < 0,03).60

b) Modelo ejemplar (pseudo)lineal 

Antes de que los modelos ejemplares (pseudo)lineales descritos en el presente documento puedan utilizarse para 
inferir la actividad de una ruta en una muestra de ensayo, es necesario determinar los pesos que indican el signo y 65
la magnitud de la asociación entre los nodos y un umbral para decir si un nodo está “ausente” o “presente”. Se 
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puede utilizar el conocimiento del experto para completar a priori los pesos y el umbral, pero típicamente los 
modelos se capacitan usando un conjunto representativo de muestras de capacitación, cuya verdad se conoce 
preferentemente sobre el terreno. Por ejemplo, datos de expresión de conjuntos de sondas en muestras con un 
complejo de factor de transcripción presente conocido (= ruta activa) o con un complejo de factor de transcripción 
ausente (= ruta pasiva). Sin embargo, no es práctico obtener muestras de capacitación de muchos tipos diferentes 5
de cánceres, de los cuales se conoce cuál es el estado de activación de la ruta a modelar. Como resultado, los 
conjuntos de capacitación disponibles consisten en un número limitado de muestras, típicamente de un solo tipo de 
cáncer. En el presente documento se describe un método para determinar los parámetros necesarios para clasificar 
muestras de ensayo como que tienen una ruta activa o pasiva.

10
En el campo se conoce una multitud de algoritmos de capacitación (por ejemplo regresión) que tienen en cuenta la 
topología del modelo y los cambios de los parámetros del modelo, en este caso el peso y el umbral, de tal manera 
que el resultado del modelo, en este caso la puntuación lineal ponderada, se optimiza. En el presente documento se 
demuestran dos métodos ejemplares que pueden usarse para calcular los pesos directamente aparte de los niveles 
de expresión sin la necesidad de un algoritmo de optimización.15

El primer método, definido en el presente documento como el método de “blanco y negro” se reduce a un sistema 
ternario, siendo los factores de ponderación un elemento de {-1, 0, 1}. Si se pudiese poner esto en el contexto 
biológico, el -1 y el 1 corresponderían a genes o a sondas que están regulados negativa o positivamente, en caso de 
actividad de la ruta de señalización celular PI3K, respectivamente. En caso en el que no pueda demostrarse 20
estadísticamente el que una sonda o un gen esté regulado negativa y positivamente, este recibe un peso de 0. En 
este documento se puede usar un ensayo de la t de dos muestras, bilateral, de los niveles de expresión de la ruta de 
señalización celular PI3K activa frente a los niveles de expresión de las muestras con una ruta de señalización 
celular PI3K pasiva para determinar si una sonda o un gen está regulado negativa o positivamente, dados los datos 
de capacitación. En los casos en los que el promedio de las muestras activas sea estadísticamente mayor que el de 25
las muestras pasivas, es decir, que el valor de p esté por debajo de un determinado umbral, por ejemplo 0,3, se 
determina que el conjunto de sondas o el gen diana está regulado positivamente (al alza). Por el contrario, en los 
casos en los que el promedio de las muestras activas sea estadísticamente inferior al de las muestras pasivas, se 
determina que este conjunto de sondas o gen diana está regulado negativamente (a la baja), después de la 
activación de la ruta de señalización celular PI3K. En el caso en el que el valor de p más bajo (a la izquierda o a la 30
derecha) supere el umbral anteriormente mencionado, el peso de esta sonda o gen puede definirse con un valor de 
0.

Un método alternativo para llegar a los pesos y al umbral(es) se basa en el algoritmo (por ejemplo base e) de las 
razones de posibilidades, y por lo tanto se denominan pesos de “logaritmos de posibilidades”. Las razones de 35
posibilidades de cada sonda o gen se calculan basándose en la cantidad de muestras de capacitación positivas o 
negativas, para las cuales el nivel de sonda/gen está por encima y por debajo de un umbral correspondiente, por 
ejemplo, la mediana de todas las muestras de capacitación (ecuación 3 en el documento WO 2014/102668 A2). 
Para evitar tener que hacer divisiones entre cero, puede añadirse un pseudo-recuento (ecuación 4 en el documento 
WO 2014/102668 A2). Un refinamiento adicional es contar las muestras por encima/por debajo del umbral de una40
alguna manera un poco más probabilística, suponiendo que los niveles de la sonda/gen están, por ejemplo,
normalmente distribuidos alrededor de su valor observado con una determinada desviación típica específica (por 
ejemplo, 0,25 en una escala de log. 2), y contando la masa de probabilidad por encima y por debajo del umbral 
(ecuación 5 en el documento WO 2014/102668 A2).

45
Como alternativa, pueden emplearse algoritmos de optimización conocidos en el campo, tales como regresión, para 
determinar los pesos y el (los) umbral(es) de los modelos (pseudo)lineales descritos en el presente documento.

Para generalizar bien, hay que prestar especial atención a la forma en la que se determinan los parámetros en los 
modelos (pseudo)lineales. Como alternativa, se pueden utilizar métodos de aprendizaje automático, tales como 50
redes Bayesianas, que se conocen en el campo que pueden generalizar bastante bien tomando medidas especiales 
durante los procedimientos de capacitación.

Con referencia a la Fig. 8, se capacitó un modelo (pseudo)lineal ejemplar de “dos capas” de la ruta de señalización 
celular PI3K usando todos los genes diana de la lista corta de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K55
(véase la Tabla 3) y todos los conjuntos de sondas de estos genes diana en la primera y segunda capa, 
respectivamente, usando datos continuos sobre la expresión de una línea celular HUVEC con una transfección 
estable de una construcción FOXO que es inducible después de la estimulación con 4OHT (GSE16573 disponible en 
el Gene Expression Omnibus) (véase también la descripción anterior para el modelo ejemplar de red Bayesiana). 
Las líneas celulares con la construcción FOXO inducible que se estimularon durante 12 horas con 4OHT se 60
consideraron como muestras FOXO activas (n = 3), mientras que las muestras FOXO pasivas eran las líneas 
celulares con la construcción sin estimulación con 4OHT (n = 3). La capacitación incluyó calcular los pesos de las 
conexiones entre los niveles de expresión de genes diana, aquí representados mediante intensidades de conjuntos 
de sondas, y los nodos de genes diana usando el método de “logaritmos de posibilidades” con un pseudorrecuento 
de 10, como se describe en el presente documento. Posteriormente, la puntuación de actividad del elemento FT 65
FOXO se calculó sumando las puntuaciones de expresión calculadas de los genes diana, multiplicado por 1 o -1 
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para genes diana regulados positiva o negativamente, respectivamente.

En el diagrama mostrado en la Fig. 8, el eje vertical muestra la puntuación lineal ponderada, en la que una 
puntuación positiva resp. negativa indica que el elemento FT FOXO está “presente” resp. “ausente”, que 
corresponde a la ruta de señalización celular PI3K que es inactiva resp. activa. Al tercer grupo 3 de tres muestras 5
que incluía las líneas celulares que no se estimularon con tamoxifeno y que eran por tanto FOXO inactivas, se le 
asignó a una marca FOXO pasiva, mientras que al cuarto grupo 4 que incluía las muestras estimuladas con 4OHT, 
que eran por tanto FOXO activas se le asignó una marca activa. En el mismo conjunto de datos, se predijo 
correctamente que el primer, segundo y quinto grupo 1, 2, 5, tenían una ruta de señalización celular PI3K pasiva. El 
último grupo 6 consistía en líneas celulares transfectadas con una variante de mutación del FOXO que se espera 10
que sea insensible hacia la estimulación con 4OHT. No obstante, también se encontró alguna actividad en el sexto 
grupo usando el modelo (pseudo)lineal capacitado. (Leyenda 1 – Células HUVEC primarias infectadas con vector 
vacío; 2 – Células HUVEC primarias con vector vacío + 12 h de estimulación con OHT, 3 – Células HUVEC 
primarias infectadas con vector FOXO.A3.ER, 4 – Células HUVEC primarias con vector FOXO.A3.ER + 12 h de 
estimulación con OHT, 5 – Células HUVEC primarias infectadas con vector FOXO.A3.ER.H212R, 6 – Células 15
HUVEC primarias con vector FOXO.A3.ER.H212R + 12 h de estimulación con OHT).

A continuación, en las Figs. 9 y 10, se muestran los resultados de ensayo del modelo ejemplar (pseudo)lineal.

La Fig. 9 muestra resultados del ensayo del modelo ejemplar (pseudo)lineal basándose en la lista corta de genes 20
diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para muestras de (cáncer) de mama de GSE17907. 
En el diagrama, el eje vertical indica la puntuación de que el elemento FT FOXO está “presente” resp. “ausente”, que 
corresponde a la ruta de señalización celular PI3K que es inactiva resp. activa, donde que los valores por encima del 
eje horizontal corresponden al elemento FT FOXO que está más probablemente “presente”/activo y los valores por 
debajo del eje horizontal indican que las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté “ausente”/inactivo son 25
mayores que las probabilidades de que esté “presente”/activo”. El modelo predice correctamente un elemento FT 
FOXO activo en las muestras de mama normales (grupo 5), como se sabe de la bibliografía. La mayoría de las 
muestras predichas que tienen un elemento FT FOXO pasivo se encuentran en el subgrupo ERBB2/HER2 (grupo 3), 
lo cual no es inesperado, como una sobre-amplificación del gen ERBB2, que codifica HER2, que está 
científicamente relacionado con una actividad de la ruta de señalización celular PI3K y, por consiguiente, en la 30
translocación de FOXO fuera del núcleo dando como resultado la inhibición de la transcripción regulada por FOXO. 
(Leyenda: 1 – Desconocido, 2 – Basal, 3 – ERBB2/HER2, 4 – Luminal A, 5 – Mama normal, 6 – de Tipo Normal).

La Fig. 10 muestra resultados de ensayo del modelo ejemplar (pseudo)lineal ejemplar basándose en la lista corta de 
genes diana de la ruta de señalización celular PI3K (véase la Tabla 3) para muestras de (cáncer) de próstata de 35
GSE17951. En el diagrama, el eje vertical indica la puntuación de que el elemento FT FOXO esté “presente” resp.
“ausente”, que corresponde a la ruta de señalización celular PI3K que es inactiva resp. activa, donde los valores por 
encima del eje horizontal corresponden al elemento FT FOXO que está más probablemente “presente”/activo y los 
valores por debajo del eje horizontal indican que las probabilidades de que el elemento FT FOXO esté 
“ausente”/inactivo son mayores que las probabilidades de que esté “presente”/activo. Se predice que todas las 40
células normales del grupo de control (grupo 2) tienen un elemento FT FOXO activo, mientras que se predice que 
una pequeña fracción de las muestras en el grupo de tumor (grupo 3) y una fracción mayor en el grupo de biopsia 
(grupo 1) tiene transcripción FOXO silenciada, correspondiente a un aumento de la actividad de la ruta de 
señalización celular PI3K. En la bibliografía, la actividad de la ruta de señalización celular PI3K se describe en 
cáncer de próstata (por ejemplo, Mari Kaarbo, et al., “PI3K-AKT-mTOR pathway is dominant over androgen receptor 45
signaling in prostate cancer cells”, Cellular Oncology, Vol. 32, n.º 1-2, 2010, páginas 11 a 27) que se confirmó en 
estos resultados. (Leyenda: 1 - Biopsia, 2 - Control, 3 - Tumor).

En lugar de aplicar el modelo matemático, por ejemplo, el modelo ejemplar de red Bayesiana o el modelo 
(pseudo)lineal, sobre datos de entrada de ARNm que provienen de micromatrices o de secuenciación de ARN, esto 50
puede ser beneficioso en aplicaciones clínicas para desarrollar ensayos dedicados a realizar mediciones de 
muestras, por ejemplo, en una plataforma integrada usando PCRc para determinar niveles de ARNm de genes 
diana. Las secuencias de ARN/ADN de los genes diana desvelados puede después usarse para determinar qué 
cebadores y sondas seleccionar en dicha plataforma.

55
La validación de dicho ensayo dedicado puede realizarse usando, como un modelo de referencia, un modelo 
matemático basado en micromatriz, y verificando si el ensayo desarrollado da resultados similares en un conjunto de 
muestras de validación. Junto con un ensayo dedicado, esto puede realizarse para construir y calibrar modelos 
matemáticos similares usando datos de secuenciación de ARNm como mediciones de entrada.

60
El conjunto de genes diana que se encuentra que indica mejor indicado la actividad de la ruta específica, basándose 
en investigación basada en micromatriz / secuenciación de ARN usando el modelo matemático, por ejemplo, el 
modelo ejemplar de red Bayesiana, o el modelo (pseudo)lineal, puede traducirse en un ensayo de PCR cuantitativa
múltiple a realizar en una muestra extraída del tejido y/o de las células y/o del líquido orgánico del sujeto médico y/o 
en un ordenador para interpretar las mediciones de expresión y/o para inferir la actividad de la ruta de señalización 65
celular PI3K. Para desarrollar dicho ensayo (por ejemplo, un ensayo aprobado por la FDA o un ensayo CLIA de baja 
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complejidad en un laboratorio de servicio central) para la actividad de la ruta de señalización celular, se requiere el 
desarrollo de un kit de ensayo estandarizado, que requiere validarse clínicamente para obtener aprobación 
reguladora.

La presente invención se refiere a un método que comprende inferir la actividad de una la ruta de señalización 5
celular PI3K en un tejido y/o células y/o un líquido orgánico de un sujeto médico basándose al menos en niveles de 
expresión de uno o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en una muestra extraída del
tejido y/o de las células y/o del líquido orgánico del sujeto médico. La presente invención también se refiere a un 
aparato que comprende un procesador digital configurado para realizar dicho método, un medio de almacenamiento 
no transitorio que almacena instrucciones que son ejecutables mediante un dispositivo de procesamiento digital para 10
realizar dicho método, y un programa informático que comprende un medio de código de programa para permitir que 
el dispositivo de procesamiento digital realice dicho método.

El método puede usarse, por ejemplo, en el diagnóstico de una actividad (anómala) de la ruta de señalización celular 
PI3K, en el pronóstico basado en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K, en la inscripción de un 15
sujeto médico en un ensayo clínico basado en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K, en la 
selección de ensayo(s) posterior(es) a realizar, en la selección de ensayos diagnósticos complementarios, en 
sistemas de apoyo de decisiones clínicas o similares. En este sentido, se hace referencia a la Solicitud de Patente 
Internacional publicada WO 2013/011479 A2 (“Assessment of cellular signaling pathway activity using probabilistic 
modeling of target gene expression”) y la Solicitud de Patente Internacional publicada WO 2014/102668 A2 20
(“Assessment of cellular signaling pathway activity using linear combination(s) of target gene expressions”), que 
describen estas aplicaciones con más detalle.
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Sec. 14 CCND2
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Sec. 19 DYRK2
Sec. 20 ERBB3
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Sec. 26 FGFR2
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Sec. 29 IGFBP1
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<210> 3
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<212> ADN5
<213> Homo sapiens
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<210> 6
<211> 2655
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<213> Homo sapiens

<400> 6

10

E14824498
30-01-2017ES 2 613 521 T3

 



32

<210> 7
<211> 789
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<210> 9
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<213> Homo sapiens
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<213> Homo sapiens

<400> 10

10

E14824498
30-01-2017ES 2 613 521 T3

 



37

E14824498
30-01-2017ES 2 613 521 T3

 



38

<210> 11
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<213> Homo sapiens
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<213> Homo sapiens
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<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 13
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<210> 14
<211> 6531
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 14
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<210> 15
<211> 5489
<212> ADN5
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<213> Homo sapiens
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<210> 16
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 16
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<210> 17
<211> 2413
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 17

10

E14824498
30-01-2017ES 2 613 521 T3

 



53

<210> 18
<211> 4372
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 18
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<210> 19
<211> 827
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 19

10

<210> 20
<211> 4975
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 20
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<210> 21
<211> 4627
<212> ADN5
<213> Homo sapiens
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<210> 22
<211> 6450
<212> ADN
<213> Homo sapiens

5
<400> 22
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<210> 23
<211> 336
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 23
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<210> 24
<211> 972
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 24
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<210> 25
<211> 1391
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 25
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<210> 26
<211> 4654
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 26
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<210> 27
<211> 1398
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 27
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<210> 28
<211> 11242
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 28
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<210> 29
<211> 1660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 29
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<210> 30
<211> 2638
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 30
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<210> 31
<211> 47235
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<210> 32
<211> 3017
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 32
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<210> 33
<211> 2949
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 33
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<210> 34
<211> 20735
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 34
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<210> 35
<211> 3470
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 35
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<210> 36
<211> 1823
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 36
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<210> 37
<211> 4345
<212> ADN
<213> Homo sapiens

5
<400> 37
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<210> 38
<211> 2692
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 38
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<210> 39
<211> 3710
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 39
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<210> 40
<211> 1295
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 40
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<210> 41
<211> 6318
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 41
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<210> 42
<211> 4790
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 42
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<210> 43
<211> 1637
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 43
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<210> 44
<211> 6582
<212> ADN5
<213> Homo sapiens
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<210> 45

<211> 24575
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<210> 46
<211> 4903
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 46

10

ES 2 613 521 T3

 



117

ES 2 613 521 T3

 



118

ES 2 613 521 T3

 



119

<210> 47
<211> 5189
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 47
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<210> 48

<211> 21645
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<210> 49
<211> 3212
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 49
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<210> 50
<211> 4086
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 50
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<210> 51
<211> 11579
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 51
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<210> 52
<211> 8789
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 52
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<210> 53
<211> 1593
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 53

10

ES 2 613 521 T3

 



139

<210> 54
<211> 3286
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 54

10

ES 2 613 521 T3

 



140

ES 2 613 521 T3

 



141

<210> 55
<211> 5174
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 55
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<210> 56
<211> 1769
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 56
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<210> 57

<211> 29795
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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REIVINDICACIONES

1. Un método que comprende:

inferir la actividad de una ruta de señalización celular PI3K en un tejido y/o en células y/o en un líquido orgánico5
de un sujeto médico que se basa, al menos, en los niveles de expresión de uno o más genes diana de la ruta de 
señalización celular PI3K medidos en una muestra extraída de tejido y/o de células y/o de líquido orgánico del 
sujeto médico, en el que la inferencia comprende:

determinar un nivel de un elemento de factor de transcripción (FT) FOXO en la muestra extraída de tejido y/o 10
de células y/o de líquido orgánico del sujeto médico, controlando el elemento TF FOXO la transcripción de uno 
o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, estando basada la determinación al menos en parte 
en la evaluación de un modelo matemático que relaciona los niveles de expresión del uno o más genes diana 
de la ruta de señalización celular PI3K con el nivel del elemento TF FOXO;
inferir la actividad de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del 15
sujeto médico que se basa en el nivel determinado del elemento TF FOXO en la muestra extraída de tejido y/o 
de células y/o de líquido orgánico del sujeto médico,

en el que la inferencia se realiza con un dispositivo de procesamiento digital utilizando el modelo matemático.
20

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la inferencia comprende:

inferir la actividad de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico de un 
sujeto médico que se basa, al menos en parte, en los niveles de expresión de uno o más, preferentemente al 
menos, tres genes diana de la ruta de señalización celular PI3K medidos en la muestra extraída de tejido y/o de 25
células y/o de líquido orgánico del sujeto médico, seleccionados del grupo que consiste en: AGRP, BCL2L11, 
BCL6, BNIP3, BTG1, CAT, CAV1, CCND1, CCND2, CCNG2, CDKN1A, CDKN1B, ESR1, FASLG, FBXO32, 
GADD45A, INSR, MXI1, NOS3, PCK1, POMC, PPARGC1A, PRDX3, RBL2, SOD2 y TNFSF10.

3. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la inferencia se basa adicionalmente en los niveles de 30
expresión de al menos un gen diana de la ruta de señalización celular PI3K medidos en la muestra extraída de tejido 
y/o de células y/o de líquido orgánico del sujeto médico, seleccionado del grupo que consiste en: ATP8A1, C10orf10, 
CBLB, DDB1, DYRK2, ERBB3, EREG, EXT1, FGFR2, IGF1R, IGFBP1, IGFBP3, LGMN, PPM1D, SEMA3C, SEPP1, 
SESN1, SLC5A3, SMAD4 y TLE4.

35
4. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la inferencia se basa adicionalmente en los niveles de 
expresión de al menos un gen diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en la muestra extraída de 
tejido y/o de células y/o de líquido orgánico del sujeto médico, seleccionado del grupo que consiste en: ATG14, 
BIRC5, IGFBP1, KLF2, KLF4, MYOD1, PDK4, RAG1, RAG2, SESN1, SIRT1, STK11 y TXNIP.

40
5. El método de acuerdo con la reivindicación 1, que adicionalmente comprende:

determinar si la ruta de señalización celular PI3K funciona de modo anómalo en el tejido y/o en las células y/o el 
líquido orgánico del sujeto médico, que se basa en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en 
el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico.45

6. El método de acuerdo con la reivindicación 5, que adicionalmente comprende:

recomendar la prescripción de un fármaco para el sujeto médico, que corrija el funcionamiento anómalo de la 
ruta de señalización celular PI3K,50
en el que la recomendación se realiza únicamente si se determina que la ruta de señalización celular PI3K
funciona de manera anómala en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico, basándose en 
la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K.

7. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que procedimiento se utiliza en al menos una de las siguientes 55
actividades:

diagnóstico basado en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o 
el líquido orgánico del sujeto médico;
pronóstico basado en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el 60
líquido orgánico del sujeto médico;
prescripción de fármacos, basándose en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el tejido 
y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;
predicción de la eficacia farmacológica basándose en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K
en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;65
predicción de efectos adversos basándose en la actividad inferida de la ruta de señalización celular PI3K en el 
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tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;
control de la eficacia farmacológica;
desarrollo de fármacos;
desarrollo de ensayos;
investigación de rutas;5
estadificación del cáncer;
inscripción del sujeto médico en un ensayo clínico basándose en la actividad inferida de la ruta de señalización 
celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del sujeto médico;
la selección de ensayos posteriores a realizar; y
la selección de ensayos de diagnósticos complementarios.10

8. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la inferencia comprende:

inferir la actividad de una ruta de señalización celular PI3K en el tejido y/o las células y/o el líquido orgánico del 
sujeto médico basándose al menos en los niveles de expresión de dos, tres o más genes diana de un conjunto 15
de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K, medidos en la muestra extraída de tejido y/o de células 
y/o de líquido orgánico del sujeto médico.

9. El método de acuerdo con la reivindicación 8, en el que
el conjunto de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K incluye al menos nueve, preferentemente todos 20
los genes diana seleccionados del grupo que consiste en: AGRP, BCL2L11, BCL6, BNIP3, BTG1, CAT, CAV1, 
CCND1, CCND2, CCNG2, CDKN1A, CDKN1B, ESR1, FASLG, FBXO32, GADD45A, INSR, MXI1, NOS3, PCK1, 
POMC, PPARGC1A, PRDX3, RBL2, SOD2 y TNFSF10.

10. El método de acuerdo con la reivindicación 9, en el que25
el conjunto de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K incluye adicionalmente al menos un gen diana 
seleccionado del grupo que consiste en: ATP8A1, C10orf10, CBLB, DDB1, DYRK2, ERBB3, EREG, EXT1, FGFR2, 
IGF1R, IGFBP1, IGFBP3, LGMN, PPM1D, SEMA3C, SEPP1, SESN1, SLC5A3, SMAD4 y TLE4.

11. El método de acuerdo con la reivindicación 9, en el que30
el conjunto de genes diana de la ruta de señalización celular PI3K incluye adicionalmente al menos un gen diana 
seleccionado del grupo que consiste en: ATG14, BIRC5, IGFBP1, KLF2, KLF4, MYOD1, PDK4, RAG1, RAG2, 
SESN1, SIRT1, STK11 y TXNIP.

12. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el modelo matemático es un modelo probabilístico, 35
preferentemente un modelo de red Bayesiana, basado al menos en parte en probabilidades condicionales 
relacionadas con el elemento FT FOXO y con niveles de expresión de uno o más genes diana de la ruta de 
señalización celular PI3K medidos en la muestra extraída de tejido y/o de células y/o de líquido orgánico del sujeto 
médico, o en el que el modelo matemático se basa al menos en parte en una o más combinaciones lineales de 
niveles de expresión de uno o más genes diana de la ruta de señalización celular PI3K medidos en la muestra 40
extraída de tejido y/o células y/o líquido orgánico de sujeto médico.

13. Un aparato que comprende un procesador digital configurado para realizar el método de la reivindicación 1.

14. Un medio de almacenamiento no transitorio que almacena instrucciones ejecutables por un dispositivo de 45
procesamiento digital para realizar el método de la reivindicación 1.

15. Un programa informático que comprende un medio de código de programa para permitir que un dispositivo de 
procesamiento digital realice el método de la reivindicación 1.

50
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