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NUEVAS TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
APLICADAS A HEMATOLOGÍA

Aplicaciones en Hemopatías Malignas
Diagnóstico/Pronóstico: Genes Igs/RCT, Traslocaciones, Expresión de genes..

Enfermedad Residual Mínima: RQ-PCR( Igs/RCT, genes, mutaciones etc..)

Quimerismo Hematopoyético: Microsatélites-STR-, SNPs, 

Nuevas Tecnologías: Microarrays
Análisis de Expresión: Transcriptoma: cDNA, oligos, miRNAs….

Análisis Genómicos: CGH-arrays, SNPs

Análisis Epigenéticos: Arrays de Metilación , Chip-on-chip



BIOLOGÍA MOLECULAR: HEMOPATÍAS MALIGNAS.

DIAGNÓSTICO/ PRONÓSTICO

Reordenamiento de los genes de Igs y RCT:
Linfoproliferaciones reactivas vs clonales

Traslocaciones cromosómicas:
Específico de algunas hemopatías ( útil para el Dx y 
pronóstico)

Mutaciones/Polimorfismos:
Diagnóstico: Mutaciones de JAK-2 ( exón 14)….     
Inactivación /activación de genes claves: mutación p53…

Expresión genética:
Valor pronóstico : ZAP-70, PRAME, p16…



Leukemia, 2003; 17: 2257−2317
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BIOLOGÍA MOLECULAR: HEMOPATÍAS MALIGNAS.

DIAGNÓSTICO/ PRONÓSTICO

Reordenamiento de los genes de Igs y RCT:         
Linfoproliferaciones reactivas vs clonales

Traslocaciones cromosómicas:
Específico de algunas hemopatías ( útil para el Dx y 
pronóstico)

Mutaciones/Polimorfismos:                                       
Diagnóstico: Mutaciones de JAK-2 ( exón 14)….     
Inactivación /activación de genes claves: mutación p53…

Expresión genética:                                            
Valor pronóstico : ZAP-70, PRAME, p16…



Leukemia, 1999; 13:1901−28

Primer Secuencia 5’-3’
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BCR-b1-A GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC
ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC
BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT
ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA
ABL-a3-E3’ TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT
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K562K562

b3-a2 417 360 360 424
b2-a2 342 285 285 349
b3-a3 243 186 186 250
b2-a3 168 111 111 175

A-B C-D A-B/C-D C-E3’

Tamaños de los productos de PCR

BIOMED-1 Concerted ActionMaterial y métodos

Líneas celulares:Líneas celulares:
BV173: b2a2 y b3a2BV173: b2a2 y b3a2
KCL22: b2a2KCL22: b2a2
K562: b3a2K562: b3a2
LAMALAMA--84: b3a284: b3a2

Pacientes:Pacientes:
b3a2b3a2
b2a2b2a2

t(9;22)(q34;q11), t(9;22)(q34;q11), BCRBCR--ABLABLp210p210

BCRBCR ABLABL
11 2 412 13 14 3

11 2 412 13 3

b3a3b3a3 11 412 13 14 3

11 412 13 3b2a3b2a3

~55%~55%

~40%~40%

rararara
rararara

BCRBCR(22q11)(22q11)

ABLABL (9q34)(9q34)

teltelcencen

11 22 33 44 55 66 77

teltel

88 99 1010 171718181919 2020 212122222323

cencen

1b1b 1a1a 22 33 55 6644 77 88 99 1010 1111

MM--bcrbcr

Región de roturaRegión de rotura
~200 ~200 KbKb

1111--15 1615 16

b2a2b2a2

b3a2b3a2

BCRBCR--b1b1--AA

BCRBCR--b2b2--CC

ABLABL--a3a3--BB

ABLABL--a3a3--DD

ABLABL--a3a3--E3’E3’

Leukemia, 1999; 13:1901−28



BIOLOGÍA MOLECULAR: HEMOPATÍAS MALIGNAS.

DIAGNÓSTICO/ PRONÓSTICO

Reordenamiento de los genes de Igs y RCT:         
Linfoproliferaciones reactivas vs clonales

Traslocaciones cromosómicas:                                   
Específico de algunas hemopatías ( útil para el Dx y 
pronóstico)

Mutaciones/Polimorfismos:
Diagnóstico: Mutaciones de JAK-2 ( exón 14)….     
Inactivación /activación de genes claves: mutación p53…

Expresión genética:                                            
Valor pronóstico : ZAP-70, PRAME, p16…



Mutación Jak2 V617F (G>T) (Estudio Dilucional):
Comparación sondas de hibridación vs. sondas TaqMan

Discriminación alélicaCurvas de melting

Homozigoto ~100%
75%

50%
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10%
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2%
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BIOLOGÍA MOLECULAR: HEMOPATÍAS MALIGNAS.

DIAGNÓSTICO/ PRONÓSTICO

Reordenamiento de los genes de Igs y RCT:         
Linfoproliferaciones reactivas vs clonales

Traslocaciones cromosómicas:                                   
Específico de algunas hemopatías ( útil para el Dx y 
pronóstico)

Mutaciones/Polimorfismos:                                      
Diagnóstico: Mutaciones de JAK-2 ( exón 14)….     
Inactivación /activación de genes claves: mutación p53…

Expresión genética:
Valor pronóstico : ZAP-70, PRAME, p16…



Grupos de riesgo: citogenética

Cariotipo normal
n=244

Slovak et al, Blood. 2000; 96:4075-4086.



Resultados: Score propuesto

LMA con CN: Valor pronóstico de la expresión genéticagenética
Santamaría et al, Blood, 2009, 114:148-152.

ERG, EVI1, PRAME

1 PUNTO0 PUNTOS

ERG bajo

EVI1 bajo

PRAME alto

ERG alto

EVI1 alto

PRAME bajo

Subgrupos de “Score” 0,1,2 ó 3



Resultados: SG y SLR
Score en 121 pacientes LMA-CN

p=0.001

Score 3; n=11

Score 1; n=45

Score 2; n=52

Score 0; n=13

SG

p=0.005
Score 3; n=7

Score 1; n=39

Score 2; n=42

Score 0; n=12

SL
R

Análisis Multivariante (SG y SLR): Score, leucocitos y edad

Santamaría et al, Blood, 2009, 114:148-152.



BIOLOGÍA MOLECULAR: HEMOPATÍAS MALIGNAS.

HEMOPATÍAS MALIGNAS

ENFERMEDAD

MÍNIMA

RESIDUAL

DIAGNÓSTICO/

PRONÓSTICO
QUIMERISMO

HEMATOPOYÉTICO
(ALO-TRASPLANTE)



Hemopatías Malignas. Enfermedad Mínima Residual

MesesMeses

MorfologíaMorfología

00

10-210-1

10-10-4

10-610-5

10-410-3

10-310-2

Tratamiento



EMR en Hemopatías. PCR cuantitativa en Tiempo real.EMR en Hemopatías. PCR cuantitativa en Tiempo real.
Marcadores*Marcadores*

Neoplasias linfoidesNeoplasias linfoides LMALMA
(LLA, LNH etc.)(LLA, LNH etc.)

IgsIgs y RCTy RCT 90%90% --

TraslocacionesTraslocaciones 3030--40%40% 3030--40%40%
(ADN, Genes de Fusión)(ADN, Genes de Fusión)

Otros marcadoresOtros marcadores: : WTWT--1, EVI1, Flt3, 1, EVI1, Flt3, NPM, QuimerismoQuimerismo etc.etc.

* LMC: BCR/ABL ( 100%)



EMR en Neoplasias linfoides : Genes Igs y RCT

VH             DH        JH

ASO-SONDAVH-ESPECÍFICO

JH CONSENSO

1.1.-- ESTRATEGIA SONDA PACIENTEESTRATEGIA SONDA PACIENTE--ESPECÍFICAESPECÍFICA

RQRQ--PCRPCR: REORDENAMIENTOS VDJ DE LOS GENES IGH: REORDENAMIENTOS VDJ DE LOS GENES IGH

VH             DH         JH

SONDA
JH CONSENSO

ASO-CDRIII

JH intrón (1-6)2.2.-- ESTRATEGIA SONDA CONSENSOESTRATEGIA SONDA CONSENSO

Verhagen et al, Leukemia 2000; 14:1426Pongers-Willemse et a, Leukemia,1999



EMR en Neoplasias linfoides : Genes Igs y RCT

EMR en Síndromes Linfoproliferativos maduros. EMR en Síndromes Linfoproliferativos maduros. 
Ventaja del reordenamiento incompleto D/J sobre el Ventaja del reordenamiento incompleto D/J sobre el 

completo V/D/Jcompleto V/D/J

DH JHVH

Mutaciones Mutaciones 
somáticassomáticas

NO Mutaciones somáticasNO Mutaciones somáticas DH JH



EMR en Hemopatías   : Estudio de traslocaciones
cromosómicas

Neoplasias linfoides LMA

Traslocaciones 30-40% 30-40%
(ADN, Genes de Fusión)

PML/PML/RARRARαα: : Dx y EMR. Gen de control ABLDx y EMR. Gen de control ABL

Pacientes

PML/PML/RARRARαα: : Dx y EMR. Gen de fusiDx y EMR. Gen de fusióónn

Pacientes
Dx

EMR 1
EMR 2

EMR 3

Cuantificación  y expresión de resultados

Ratio ( Nº copias gen fusión/gen control)
Porcentaje (Ratio x 100)
Reducción Logarítmica.

NCN: Nº copias 
normalizadas( Programa 
EAC )

nº copias gen diana 
NCN = X  10000

nº copias gen control





Valoración de la  PCR cuantitativa  en tiempo real (RQ-PCR) para el 
estudio de EMR en pacientes con Leucemia Promielocítica aguda.

Haematologica, 2007; 92:315-22 .

Mantenimiento Fuera de tratamiento



EMR en Hemopatías. PCR cuantitativa en Tiempo real.
Marcadores*

Neoplasias linfoidesNeoplasias linfoides LMALMA
(LLA, LNH etc.)(LLA, LNH etc.)

IgsIgs y RCTy RCT 90%90% --

TraslocacionesTraslocaciones 3030--40%40% 3030--40%40%
(ADN, Genes de Fusión)(ADN, Genes de Fusión)

Otros marcadoresOtros marcadores: : WTWT--1, EVI1, Flt3, 1, EVI1, Flt3, NPMNPM, , 
QuimerismoQuimerismo etc.etc.

* LMC: BCR/ABL ( 100%)



BIOLOGÍA MOLECULAR: HEMOPATÍAS MALIGNAS.

HEMOPATÍAS MALIGNAS

ENFERMEDAD

MÍNIMA

RESIDUAL

DIAGNÓSTICO/

PRONÓSTICO
QUIMERISMO

HEMATOPOYÉTICO
(ALO-TRASPLANTE)
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QUIMERISMO HEMATOPOYÉTICO: INTRODUCCIÓNQUIMERISMO HEMATOPOYÉTICO: INTRODUCCIÓN

•• TÉCNICASTÉCNICAS::

•• Grupo sanguíneoGrupo sanguíneo

•• FISH: estudio de cromosomas X e YFISH: estudio de cromosomas X e Y

•• Biología molecular: polimorfismos, VNTR, STR..Biología molecular: polimorfismos, VNTR, STR..

•• ADN satéliteADN satélite

Minisatélites
Microsatélites
VNTR (“Variable Number of Tandem Repeat”)
STR ( “Short Tandem Repeat”)



QUIMERISMO HEMATOPOYÉTICO: QUIMERISMO HEMATOPOYÉTICO: ANÁLISIS DE STRANÁLISIS DE STR

PACIENTEPACIENTE

MÉDULA ÓSEA +56dMÉDULA ÓSEA +56d

LINFOCITOS (CD3+) +56dLINFOCITOS (CD3+) +56d

DONANTEDONANTE



QUIMERISMO HEMATOPOYÉTICO: QUIMERISMO HEMATOPOYÉTICO: ANÁLISIS DE STRANÁLISIS DE STR

PACIENTEPACIENTE

MÉDULA ÓSEAMÉDULA ÓSEA

LINFOCITOS (CD3+)LINFOCITOS (CD3+)

DONANTEDONANTE

100%
2121

21 XdonantesisHematopoye
AAAA
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Técnicas Moleculares: Microarrays

“ARRAYS”: Colección 

ordenada de elementos
(material genético)

inmovilizados en un soporte 
sólido (plástico, cristal, 

membrana)

(del griego mikro (pequeño) y del inglés array (distribución ordenada).

Era post-genómica:
Cantidad de mediciones 

simultáneas que se 
pueden realizar



Colección ordenada de elementos 
inmovilizados en un soporte sólido

ARRAY

“genomics”

Muestras 
(tejidos)

Proteínas

DNAs
genómicos RNAs/cDNAs

genoma transcriptoma

proteoma

“proteomics”



TIPOS DE ARRAYS

Análisis de Expresión : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucleótidos
Otros: Splicing alternativo, exónicos, miRNAs

Análisis Genómicos:
Arrays de CGH y SNPs

Análisis Epigenéticos:
Arrays de Metilación y Chip-on-chip





ArraysArrays de Expresión .de Expresión .

RNA codificante: 4%:

Hibridaremos: cDNA o cRNA

Determinar la expresión 
génica de un tejido ( células 
tumorales) : Transcriptoma

Estudio de genes que se 
expresan diferencialmente: 
célula normal vs tumoral 

Identificación de genes 
característicos de una 
enfermedad (firma o 
“signature”)

Microarrays de cDNA Genes

mRNA
muestra

mRNA
referencia

cDNA

cDNA

Cy3-dUTP

Cy5-dUTP

Hibridación
Lectura

Microarrays de oligonucleótidos



Science 1999, 286: 531-537

38 muestras de MO

mRNA 27 LAL mRNA 11 LAM

Affymetrix
6817 genes bajo altoExpresión normalizada

2
5
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Clasificación de la LMA según su expresión génica. 
Deregulación de genes según el subtipo de LMA.

Gutiérrez et al, Leukemia, 2005; 19:402-09.

LAP
L. Monocíticas



An 86-probe-set gene-expression signature predicts survival in 
cytogenetically normal acute myeloid leukemia. (Metzeler et al. Blood. 

2008;112:4193-4201)



Rosenwald, NEJM 2002

Subgrupos de linfomas B de células grandes identificados 
mediante microarrays

Como el centro germinal (GCB) Como las células B activadas 
(ABC)Tipo 3

Gen



• Centro 1 Montpellier / France
• Centro 2 Munich / Germany
• Centro 3 Berlin / Germany
• Centro 4 Rome / Italy
• Centro 5 Padua / Italy
• Centro 6 Salamanca / Spain
• Centro 7 Cardiff / UK

• Centro 8   San Diego, CA
• Centro 9   Memphis, TN
• Centro 10 LabCorp, NC

• Centro 11 Singapur 

Estudio MILE (Microarray Innovations in LEukemia)

Haferlach, ASH 2005



TIPOS DE ARRAYS

Análisis de Expresión : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucleótidos
Otros: Splicing alternativo, exónicos, miRNAs

Análisis Genómicos:
Arrays de CGH y SNPs

Análisis Epigenéticos:
Arrays de Metilación y Chip-on-chip



Dogma Central de la Biología Molecular

ADN

ARN

Proteína

ARN pequeños (19-22 nt) no     
codificantes que regulan la expresión 
génica.

Regulan : proliferación, diferenciación, 
apoptosis.

Nº de 462 ( predicibles 1000), muy 
conservados ( importante vía de regulación)

Cada miRNA controla cientos de genes  
y muchos  ARNm diferentes “targets” 
para distintos miRNA.

Intervienen en el inicio y progresión de 
tumores

Micro RNA



Normal 
condition

Overexpression
of miRNAs

Underexpression of
miRNAs

MicroRNA como 
gen supresor

MicroRNA
como oncogen

Micro RNA

Mecanismos de actuación

Expresión aberrante: Sobre o Infra

Mutaciones genómica y somáticas 

Polimorfismos en el ARNm diana

Calin et al, NEJMed, 2005,
Calin & Crocce , Nature Rev Cancer, 2006,
Esquela-Kerscher &Slack, Nature Rev, 2006
Symposium, Best of ASH, Atlanta, 2007

Expresión 
Normal



ARRAYS DE EXPRESIÓN.
Micro RNA



MicroRNA expression profiling in multiple 
myeloma: correlation with genetic 

abnormalities

Dra. N. Gutiérrez.                                   
Departamento de Hematología. Hospital Universitario. Centro 

de Investigación del Cáncer, Universidad de Salamanca.

Washington, 2009



CONCLUSIONS

MicroRNA expression is deregulated in myeloma cells with a 

predominance of a decrease in microRNA levels.

The microRNA pattern of expression in MM seems to be 

associated with specific genetic abnormalities, which supports 

a role for microRNAs in the pathogenic pathways of MM. 

MM samples with t(14;16) show an up-regulation of the 

cluster miR-1/miR-133a.



TIPOS DE ARRAYS

Análisis de Expresión : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucleótidos
Otros: Splicing alternativo, exónicos, miRNAs

Análisis Genómicos:
Arrays de CGH y SNPs

Análisis Epigenéticos:
Arrays de Metilación y Chip-on-chip



Análisis Genómicos



SNPsSNPs: Aplicaciones: Aplicaciones

1.1.-- Estudios de Estudios de CopyCopy numbernumber VariationVariation ADN TUMORALADN TUMORAL

2. Estudios de asociaci2. Estudios de asociacióón: n: 
SNPsSNPs y riesgo de enfermedady riesgo de enfermedad

3. 3. FarmacogenFarmacogenééticatica
SNPsSNPs y respuesta a fy respuesta a fáármacosrmacos

ADN NORMALADN NORMAL



Arrays de SNP de alta 
densidad

Estatus de LOH
Nº de Copias

Umbral de SNP
Genotipos AA, BB, AB

Nº copias de ADN, 

Pérdida de heterogocisidad (LOH) 

Disomía uniparental (DUP)



SNPsSNPs: Aplicaciones: Aplicaciones

1.1.-- Estudios de Estudios de CopyCopy numbernumber VariationVariation ADN TUMORALADN TUMORAL

2. Estudios de asociaci2. Estudios de asociacióón: n: 
SNPsSNPs y riesgo de enfermedady riesgo de enfermedad

3. 3. FarmacogenFarmacogenééticatica
SNPsSNPs y respuesta a fy respuesta a fáármacosrmacos

ADN NORMALADN NORMAL



PACIENTES CON MIELOMA MÚLTIPLE

ALTAS DOSIS QUIMIOTERAPIA

TRASPLANTE AUTÓLOGO

TERAPIA DE SOPORTE

TRATAMIENTO CON BIFOSFONATOS

Complicaciones óseas

NO DESARROLLO DE
OSTEONECROSIS 

MANDIBULAR 

DESARROLLO DE
OSTEONECROSIS 

MANDIBULAR



ANALIZAR SI EL COMPONENTE GENÉTICO 

JUEGA

UN PAPEL EN LA APARICIÓN DE 

OSTEONECROSIS MANDIBULAR ASOCIADA A BP

Estudio casosEstudio casos--controlescontroles
CasosCasos: Pacientes con : Pacientes con MM+BP+CON MM+BP+CON OsteonecrosisOsteonecrosis

ControlesControles: Pacientes con : Pacientes con MM+BP+SIN MM+BP+SIN OsteonecrosisOsteonecrosis

Sarasquete et al, .Blood 2008 112: 2709-2712



Resultados anResultados anáálisis lisis SNPsSNPs

Comparación de frecuencias alélicas y genotípicas 4 SNPs en CYP2C8::

Allele distributionAllele distribution Genotype Distribution Genotype Distribution 

Rs1934951
Intron 8 C          22/42      112/128   0.000001         0.02    12.75 (3.7-43.5) CC          4/21          48/64 .000002

T          20/42       16/128 CT          14/21        16/64
TT          3/21             -

Rs1934980
Intron 5 A          23/42          A          23/42          113/128  0.000004  0.09    13.88 (4.0-46.7) AA          4/21          49/64 .00002

G          19/42          15/128 AG          15/21        15/64
GG          2/21             -

Rs1341162
Intron 5 C          22/44          109/130  0.000006 0.13     3.27 (3.5-49.9) CC           3/22       44/65 .000003

T          22/44          21/130 CT          16/22        21/65
TT           3/22            -

Rs17110453
Region 5’ A          25/44          112/128 0.000022 0.46    10.2 (3.2-32.1) AA          5/22         48/64 .000019

C          19/44          16/128 AC          15/22         16/64
CC          2/22              -

Cases Controls P value Pc OR§ (CI 95%) Cases Controls P value

52% 52% 
48% 48% 

87% 87% 
13%13%

19% 19% 
66%66%
14% 14% 

75% 75% 
25%25%
0% 0% 

* Pc: Bonferroni corrected p-value; § OR: The Odds Ratio was calculated assuming a dominant model of inheritance



Resultados anResultados anáálisis lisis SNPsSNPs
Análisis haplotipos

rs1934951 rs1934980 rs1341162 Case Frequency
(2n=42)

Control Frequency
(2n=128)

C A C 0.500
50%

0.836
83.6%

T G T 0.452
45.2%

0.109
10.9%

Otros minoritarios 0.048
4.8%

0.055
5.5%

p=5.05E-06 



CONCLUSIONESCONCLUSIONES
El SNP rs1934951 localizado en el gen CYP2C8 se asocia 

con un mayor riesgo de desarrollar un proceso de 
Osteonecrosis Mandibular.

A EFECTOS PRÁCTICOS:
Pacientes con el alelo T en rs1934951 tienen mayor 

riesgo de desarrollar ONM
Valorar el riesgo-beneficio BP

Sarasquete et al, .Blood 2008 112: 2709-2712



TIPOS DE ARRAYS

Análisis de Expresión : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucleótidos
Otros: Splicing alternativo, exónicos, miRNAs

Análisis Genómicos:
Arrays de CGH y SNPs

Análisis Epigenéticos:
Arrays de Metilación y Chip-on-chip



Microarrays: Análisis Epigenéticos:

• Arrays de Metilación: 
La metilación del ADN  es el evento 

epigenético mejor conocido
Importante mecanismo de regulación génica.
Afecta a muchas neoplasias se asocia a 

pérdida de función génica 

• Chip-on-chip (Chromatine
immunoprecitation on chip).

Modificación de Histonas
Factores de transcripción



Técnicas Moleculares: Microarrays
Experimentos con microarrays

Diseño:
Hipótesis , Cuestiones que nos debemos plantear y cómo resolverlas, 
Número de muestras a estudiar etc..

Fuentes de variabilidad:
Muestra: Tumoral o normal, Pureza de la muestra, heterogeneidad 
biológica,.
Aspectos metodológicos: Extracción  ARN, ADN, amplificación  
hibridación, scaning etc..

Limitaciones: 
Número de muestra a analizar, económicas (precio de los arrays) etc..

Análisis de los datos:
“Software” para microarray





Introducción
Características de la muestra

Tumores primarios: células tumorales + otras poblaciones celulares 

Purificación: “sorting”

75% de pureza ~ 100% 

¿Puede distorsionar el perfil de expresión génica? 

Parece que no. 



Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)

> 54.675 “Probe Sets”

38.500 genes 





Anotación funcional 

¿Qué hacer con miles-millones de datos?

Lista de genes diferencialmente expresados

Significación estadística

Conexiones génicas/Rutas biológicas   

Sentido biológico



Análisis no supervisado Análisis supervisado

No información “a priori”

Descubrimiento de clases
Información de las clases

Predicción de clases

“Clustering” jerárquico 
Cluster/TreeView

“Multidimensional scaling”
BRB array tool 

“Significant Analysis of microarrays”
(SAM)

“Prediction Analysis of microarrays”
(PAM)

“Weighted voting algorithm-LOOCV”
(GeneCluster)

“Support Vector Machine”
(SVM)

Miles de datos (genes) para relativamente pocas muestras 



Dendrogramas

Análisis de componentes 
principales (PCA) 

MAPA DE COLORES

(“heatmap”) 

Análisis de “clustering” 
jerárquico

Alto nivel de expresión Bajo nivel de expresión

Análisis no supervisado



Método extracción 
RNA A  

Con un número suficiente de genes 
casi siempre es posible “clusterizar” 

Método extracción 
RNA B  

LLCOtros SLP

El análisis de “clustering” no 
refleja una supuesta estructura  



SAM Plot
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Encontrar diferencias significativas 
en la expresión…

Análisis supervisados

…y validarlas

“Significant Analysis of microarrays” (SAM)

“Prediction Analysis of microarrays” (PAM)
Grupo “training” y grupo test



Anotación funcional 

¿Qué hacer con miles-millones de datos?

Lista de genes diferencialmente expresados

Significación estadística

Conexiones génicas/Rutas biológicas   

Sentido biológico



Ingenuity Pathways Analysis FatiGO (Babelomics) 

Anotación Funcional
Bases públicas de datos: GenBank, 
Gene Ontology, KEGG, GeneCards

Rutas y sistemas biológicos



Estudios Genómicos masivos

Metodología
Perfiles de expresión génica ( Arrays de RNA)    
CGH-arrays
Arrays de SNP de alta densidad :

Nº copias de ADN,  pérdida de heterogocisidad (LOH) y disomía uniparental (DUP)

AFFYMETRIX GENE CHIP MAPPING 500K



Clasificación de la LMA según su expresión génica. 
Deregulación de genes según el subtipo de LMA.

Gutiérrez et al, Leukemia, 2005; 19:402-09.LAM

LAP
L. Monocíticas

Estudios costosos, 
laboriosos y de  difícil uso 
rutinario.



Técnicas Moleculares: Microarrays
Experimentos con microarrays

Diseño:
Hipótesis , Cuestiones que nos debemos plantear y cómo resolverlas, Número de muestras a 
estudiar etc..

Fuentes de variabilidad:
Muestra: Tumoral o normal, Pureza de la muestra, heterogeneidad biológica,.
Aspectos metodológicos: Extracción  ARN, ADN, amplificación  hibridación, scaning etc..

Limitaciones: 
Número de muestra a analizar, económicas (precio de los arrays) etc..

Análisis de los datos:
“Software” para microarray

Estudios costosos, laboriosos y de  difícil uso rutinario.



LMA: Expresión Génica/Traslocaciones por  
Q-PCR.

Diseño y desarrollo de tarjetas diagnósticas y pronósticas.

Tarjetas: TaqMan Low Density Array.



LMA: Expresión Génica/Traslocaciones por  Q-
PCR.



LMA: Expresión Génica/Traslocaciones por  Q-
PCR.


	Grupos de riesgo: citogenética
	Resultados: Score propuesto
	Resultados: SG y SLRScore en 121 pacientes LMA-CN
	TIPOS DE ARRAYS
	TIPOS DE ARRAYS
	ARRAYS DE EXPRESIÓN.Micro RNA
	TIPOS DE ARRAYS
	Análisis Genómicos
	TIPOS DE ARRAYS
	

