La revolucion de los microarrays en la investigacion biosanitaria: tipos
de plataformas, usos y perspectivas en oncologia

The microarray revolution in biomedical research: types of platforms,

uses and perspectives in oncology

J.C. Cigudosa

RESUMEN

Mediante la introduccion, uso y manejo de herra-
mientas de base gendmica, la investigacion sobre las
alteraciones genéticas que estan en el origen de enfer-
medades tan comunes como el cancer han sufrido una
revolucién técnica comparable a la incorporacion del
microscopio en los laboratorios. Ahora, estudiar la
relacion gen-enfermedad no esta basado en analizar un
gen Gnico y sus efectos sino en analizar el comporta-
miento de miles de genes de forma simultanea. Estos
sistemas, denominados genéricamente como matrices,
arrays, microarrays o biochips, estan cambiando nues-
tra forma de plantear problemas y extraer conclusio-
nes de los experimentos ya que nos ofrecen una foto
compleja del conjunto del genoma. Los analisis de
expresion mediante microarrays de cDNA o de oligos
ya son accesibles a la comunidad cientifica espafiola.
Los resultados, ademas, fascinan a los investigadores
ya que son bastante reproducibles y aportan una gran
cantidad de informacién sobre la regulacion de la
expresion génica en condiciones normales y patologi-
cas.
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ABSTRACT

Through the introduction, use and management of
genome-based tools, research into genetic alterations
that give rise to diseases as common as cancer has
undergone a technical revolution comparable to the
introduction of the microscope in laboratories. Now,
study of the gene-disease relationship is no longer
based on analysing a single gene and its effects, but on
analysing the behaviour of thousands of genes in a
simultaneous form. These systems, generically called
matrices, arrays, microarrays or biochips, are chang-
ing the way we pose problems and draw conclusions
from experiments, since they offer us a complex photo
of the genome as a whole. Analyses of expression
through microarrays of cDNI or oligos are now accessi-
ble to the Spanish scientific community. The results
have proved fascinating to researchers since they can
be reproduced easily and contribute a great quantity of
information on the regulation of the gene expression in
normal and pathological conditions.

Key words: Microarray. Profile of expression.
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad genética. Esta frase sencilla y
simple tiene un alcance que ha sobrepasado cualquier tipo de
aproximacion que la ciencia biosanitaria ha realizado hasta la
fecha para estudiar el fenémeno oncolégico. La principal con-
secuencia de la definicion del cancer como enfermedad gené-
tica es que la piedra angular para la investigacion oncolégica
ha de estar basada en herramientas de analisis genético.

Partiendo de ese enfoque genético y basado en la biologia
celular, ;como se investiga la relacion gen-enfermedad? El
esquema de investigacion habitualmente seguido para carac-
terizar esa relacion consiste, en esencia, en estudiar un gen y
su efecto en el modelo biolégico estudiado, en determinar las
relaciones con otros genes y, por ltimo, en diseiar modifica-
ciones (inhibidores o activadores) de su expresion para regu-
lar su efecto en condiciones patologicas. Este sistema ha sido
muy til pero se adivina un tanto insuficiente si tenemos en
cuenta que el namero de genes es de unos 30.000, que se tra-
ducen en unas 100.000 proteinas y que las interacciones gen-
gen, proteina-proteina y gen-proteina, por simple combinato-
ria, alcanzan nimeros casi inimaginables.

En los tltimos afnos, no mas de diez, las herramientas de
andlisis genético han sufrido una revolucion técnica compara-
ble a la incorporaciéon del microscopio en los laboratorios.
Han aparecido sistemas de analisis genémico masivo que per-
miten analizar en un solo experimento el estatus de miles de
genes. Es decir, ahora, estudiar la relacién gen-enfermedad no
esta basado en analizar un gen Gnico y sus efectos sino en ana-
lizar el comportamiento de miles de genes de forma simulta-
nea. Estos sistemas, denominados genéricamente como matri-
ces, arrays, microarrays o biochips, estan cambiando nuestra
forma de plantear problemas y extraer conclusiones de los
experimentos ya que nos ofrecen una foto compleja del con-
junto del genoma. Este conjunto de datos sobre expresion
génica y relaciones entre genes tratados de forma sistematica
mediante herramientas de analisis masivo, constituye el cuer-
po esencial de lo que denominamos gen6émica. La gendmica
intenta proporcionar a los investigadores en biologia el equi-
valente de la Tabla Peri6dica de los Elementos, es decir, un
inventario de todos los genes que se emplean para conseguir
una criatura viviente, asociado a un sistema de clasificacion
que genere bloques o subconjuntos de genes que se compor-
tan de forma coordinada.

Estudios gendmicos masivos, como los realizados con
microarrays de expresion, nos ofrecen informacion rapida y
reproducible sobre el nivel de expresiéon de un nimero eleva-
do de genes (generalmente varios miles) en la muestra estu-
diada en un solo experimento. Esa informacion tiene varios
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niveles de complejidad. El nivel mas bajo corresponde a datos
simples sobre genes concretos. Un array de expresion puede
identificar el nivel de expresion de un gen individual asociado
a un determinado fenotipo de forma similar a experimentos
mas tradicionales. Los niveles mas alto de complejidad, sin
embargo, permiten examinar la figura completa del conjunto
del transcriptoma, es decir todos los genes que se expresan
de forma asociada a ese fenotipo. Este nivel de complejidad es
imposible de alcanzar con otros sistemas distintos a los bio-
chips. Ademas, los arrays de expresion han acelerado en
varios 6rdenes de magnitud el descubrimiento de marcadores
moleculares de utilidad en medicina clinica. Las investigacio-
nes recientes procedentes de varios laboratorios estan reve-
lando principios fundamentales que ayudan a clasificar una
enfermedad de acuerdo con su perfil de expresion especifico.
Esos principios se basan en datos que proceden del anélisis
de microarrays y que son sorprendentemente reproducibles,
a menudo esclarecedores y algunas veces inesperados.

Sin duda, la mayor contribucion de los estudios con arrays
tiene su nicho natural en la taxonomia. Clasificar un determi-
nado tumor con un nombre y apellidos lo méas certero posible
permite ajustar el diagnodstico y el tratamiento casi de forma
individual. Sin embargo, como todos sabemos, realizar una
filiacion adecuada de un caso real depende de muchas varia-
bles: circunstancias de recogida de la muestra, ser riguroso en
la descripcion, disponibilidad de herramientas de diagnostico
adecuadas y, finalmente, la experiencia del profesional. Todos
estos elementos tienen como final el desarrollo de una clasifi-
cacion de los tumores que sea universal y efectiva. Este desa-
rrollo es paralelo a las estrategias practicas que se han desa-
rrollado en el campo de la patologia. En primer lugar, se da el
reconocimiento de una diferencia en la morfologia de una
manera reproducible y sistematica. En segundo lugar, se inten-
ta establecer la relacion entre las caracteristicas del tumor y
las del tejido normal del que se origina. En tercer lugar, se
busca y se trata de establecer asociaciones entre la evoluciéon
del paciente o la respuesta al tratamiento y la clasificacién
propuesta, de forma que ésta tenga una utilidad clinico-tera-
péutica. La tecnologia de microarrays puede usarse para deri-
var clasificaciones, establecer asociaciones con la linea celu-
lar de origen y ayudar en el prondstico, pero con la ventaja
anadida de ser capaz de identificar los genes que determinan
esa clasificacion'.

DEFINICION Y TIPOS DE MICROARRAYS

Los ensayos de hibridacion en microarrays, descritos a
finales de los afios ochenta, se basan en la disposicion de
material genético sobre un substrato (plastico, cristal, mem-
branas), en posiciones conocidas. En la actualidad existen en
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el mercado cientifico herramientas de anédlisis gendémico
(matrices o microarrays) disefiadas a partir de acidos nuclei-
cos en forma de cDNA (DNA monocatenario y complementa-
rio al RNA mensajero que contiene la secuencia codificante de
un gen), secuencias cortas de nucle6tidos (oligonucle6tidos),
o DNA de doble cadena. En todos los casos, cada material
genético que se coloca en el array esta referido a un gen de
situacién y caracteristicas conocidas o predichas con cierta
verosimilitud. Es decir, cada uno de los puntos del microarray
representa un gen y la informaciéon que nos genera se refiere
al estatus de ese gen en la muestra analizada. Los microarrays
mas extendidos y utilizados son, sin embargo, los dos prime-
ros tipos (cDNA y oligos) y los experimentos en los que son
empleados son, casi exclusivamente, estudios sobre analisis
masivo o global de la expresion genética de organismos.

El material obtenido de la muestra problema, conveniente-
mente tratado y marcado (radioactividad, fluorescencia) se
pone en contacto con el array, hibridando en aquellas posi-
ciones en que se complemente con las sondas. El patréon de
hibridacién es revelado empleandose un escaner basado en
microscopia confocal, y la imagen resultante se convierte a
valores numéricos que constituyen los resultados del ensayo.
La cuantificacién de la expresion génica diferencial es suscep-
tible de un abordaje con la tecnologia descrita. El nivel de
expresion de un gen se refleja en el nimero de copias de
mRNA presentes en la muestra problema y, por tanto, es pro-
porcional al nivel de sefal detectado.

Una de las ventajas significativas es que, debido a la minia-
turizacion del sistema, la alta concentracién del material per-
mite la identificacién de muestras presentes en un bajo nlime-
ro de copias. Ademas las técnicas de revelado por fluorescen-
cia ofrecen una elevada relacion senal/ruido incluso en casos
de transcritos poco abundantes.

El alto grado de integracion del array permite, en un solo
ensayo, obtener multitud de valores de expresion génica rela-
tiva para distintas condiciones biolbgicas, lo que convierte a
esta técnica en una herramienta de alto rendimiento para tra-
bajos en el area de la gen6mica funcional. El gran volumen de
datos generados debe ser tratado con herramientas y méto-
dos bioinformaticos.

Aunque la aplicaciéon mas conocida de los biochips de DNA
es la determinacion de perfiles de transcripcion, el formato
microarray también ha sido utilizado de manera eficaz en
otros ambitos, como en la genémica estructural. Al este nivel
gendmico-cromosoémico el formato del microarray se ha adap-
tado a la deteccién de polimorfismos puntuales (Single Nucle-
otide Polymorphisms o SNPs) y a la deteccion de variaciones
en la dosificacién o namero de copias del genoma mediante
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arrays de Hibridacion Genémica Comparada (CGH array).
Hasta la fecha, la técnica mas empleada para la deteccién de
los cambios en el nimero de copias de ADN a lo largo de todo
el genoma, ha sido la Hibridacion Gen6émica Comparada
(CGH), desarrollada en 1992% La técnica de CGH se ha aplica-
do extensamente durante los Gltimos afios a los mas diversos
tipos de neoplasias, mostrando su gran utilidad en la busque-
da de regiones cromosémicas.

La CGH, sin embargo, tiene una capacidad de resolucién
limitada; los cambios que impliquen segmentos inferiores a 7-
10 megabases no son detectados. Segmentos de ese tamafio
pueden contener decenas de genes cuyo comportamiento se
escapa al andlisis. Esta limitacion puede salvarse mediante la
utilizaciéon de los CGH arrays, una técnica que combina la tec-
nologia de los microarrays con la CGH, y en la que la hibrida-
cion se realiza sobre segmentos de ADN de menor tamafio clo-
nados en forma de Cromosomas Artificiales Bacterianos o
Plasmidicos (BAC o PAC, respectivamente). El nivel de resolu-
ciéon pasa, por tanto, de cromosémico a bacteriano (150 Kb).
Estos segmentos de ADN son secuencias genémicas conoci-
das cuya localizacion en el genoma es conocida y cuyo conte-
nido génico es mas o menos conocido’. La técnica se alimenta
de la gran cantidad de datos aportados por el Proyecto Geno-
ma Humano, sobre la ubicaciéon, secuencia y contenido de
genes de estos fragmentos de ADN, en buena medida, conoci-
dos.

LOS MICROARRAYS DE EXPRESIQN Y SU EMPLEO EN LA
TAXONOMIA MOLECULAR DEL CANCER

En general, como hemos comentado anteriormente, el ana-
lisis de los patrones de expresién tiene una incidencia directa
en el diagnéstico molecular de los tumores. Cuanto mayor sea
nuestra capacidad para clasificar un tumor determinado de
forma no ambigua, acumularemos informacién mas precisa
referente a la biologia de ese cancer (capacidad de metastasis,
resistencia al tratamiento, etc.) y, en definitiva, mayores seran
nuestras posibilidades de éxito en la curacion de ese pacien-
te. El efecto clinico del empleo de los microarrays de expre-
sion, aunque esté pendiente de validaciones a gran escala en
grupos de pacientes homogéneos, esta basado en dos eviden-
cias que ya tenemos documentadas en la literatura. Por un
lado, los tumores presentan patrones de expresiéon directa-
mente relacionados con la linea celular de la que proceden y
con caracteristicas clonales especificas de pacientes. Por
otro, los patrones de expresion nos ayudan a establecer dife-
rencias en la biologia y el pronéstico de los tumores mas alla
de las aproximaciones empleadas hasta la fecha.

Empleando el microscopio de luz transmitida, los tumores
presentan un aspecto que recuerda a la célula normal en la
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que se origina pero en la que se hubiera detenido el proceso
de diferenciacion celular. El resultado de esa similitud es que
la taxonomia del cancer esta basada en los distintos tipo his-
tolégicos normales en los que se origina. Al aplicar los estu-
dios mediante arrays de expresion a diferentes tipos de tumo-
res, lo primero que observamos es que los perfiles de expre-
sion se correlacionan bastante bien con los fenotipos histolé6-
gicos de los tumores. En leucemias y linfomas, esta relacion
estd comprobada y nos acerca mucho a una clasificacién
basada en el linaje celular*®. Otros autores han encontrado
también diferencias en tumores de origen epitelial. Por ejem-
plo, tumores de mama primarios se agrupan en dos patrones
de expresion semejantes a los encontrados en lineas celulares
derivadas de dos linajes diferentes del tejido mamario (célu-
las basales y luminales)’.

Es muy interesante comprobar que, al margen del tipo
celular estudiado o del tipo de analisis, la proporcion de genes
que, en cualquier array, aparece diferencialmente expresada
entre el tumor y el tejido normal de origen es de, aproximada-
mente, s6lo un 5%. Las relaciones que pueden ser definidas
mediante patrones de expresion pueden también contribuir a
aumentar nuestro conocimiento de la progresién tumoral.
Lesiones precancerosas, como las encontradas en adenomas
de colon, pueden separarse mediante patrones de expresion
del tejido normal y el carcinoma. Sin embargo, esos patrones
de expresion génica del adenoma presentan un mayor grado
de similitud con los carcinomas que con el tejido normal. En
general, estos estudios nos demuestran que el linaje celular es
un elemento determinante del patrén de expresién de un
tumor.

Otros datos que apoyan este papel importante del linaje
celular provienen de observaciones entre tejidos pareados.
Estudios comparativos entre tumores y metastasis o entre
momentos terapéuticos distintos que proceden del mismo
paciente presentan unos patrones de expresion mas similares
entre si que cuando se comparan el mismo tipo de muestra
(tumores, metastasis, después del tratamiento) entre diferen-
tes pacientes. Esto se ha comprobado en cancer de mama®,
melanomas’ y hepatocarcinomas”. Este compromiso clonal
del patréon de expresion de un tumor, intimamente relaciona-
do con el paciente y su origen de linaje celular, permite obte-
ner marcadores moleculares individuales y, con el tiempo,
serd muy Util en el desarrollo de terapias individualizadas.

LOS PATRONES DE EXPRESION COMO HERRAMIENTA DE
PRONOSTICO Y PREDICCION DE LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

Una vez establecido que los patrones de expresion recon-
firman en gran medida los patrones histolégicos diferenciales
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en los tumores, es necesario demostrar que la ventaja afnadi-
da de reconocer esos patrones es poder subclasificar los
tumores en base a su comportamiento biolégico. Esos sub-
grupos deberian estar definidos mediante marcadores mole-
culares sutiles y complejos que conlleven un impacto signifi-
cativo en la prediccion del pronoéstico y la respuesta al trata-
miento. Esta aproximacién se ha conseguido en varios tipos
de cancer.

Leucemias agudas y linfomas son tipos de cancer especial-
mente informativos por su accesibilidad, la abundancia de
marcadores, el conocimiento adquirido de las células norma-
les originales y la existencia de tratamientos muy efectivos.
Por ejemplo, se han publicado ya analisis de expresion, con
arrays de Afymetrix, de mas de 300 pacientes infantiles con
leucemia linfoblastica aguda (LLA)"*. Los resultados permi-
ten clasificar esas leucemias en subgrupos que relacionan
patrones de expresion diferentes con alteraciones citogenéti-
cas y/o histologicas esenciales: LLA de células T, hiperdiploi-
dia con mas de 50 cromosomas, BCR-ABL, E2A-PBX, TEL-
AML1, reordenamientos del gen MLL, y un grupo diferenciado
que carece de marcador citogenético especifico. Dado que
cada uno de estos subgrupos conlleva un prondstico asocia-
do, el estudio mediante microarrays va a proporcionar un
gran nimero de marcadores informativos sobre la biologia de
ese prondstico y facilitara de forma enorme la monitorizacién
del proceso terapéutico. En la siguiente década vamos a asis-
tir a la validacion de todos estos marcadores.

Otro ejemplo significativo son los estudios realizados en
cancer de pulmoén y proéstata y el establecimiento de grupos
de pronoéstico™. Al menos tres estudios han ayudado a sepa-
rar los adenocarcinomas de pulmén en tres subgrupos que
expresan de forma diferencial un conjunto de genes. Esos sub-
grupos tienen diferentes patrones de supervivencia: los de
peor prondstico son aquellos adenocarcinomas que expresan
de forma preferente genes de diferenciacién neumocitica y tie-
nen una alta expresion de genes implicados en procesos de
remodelacion tisular y actividad proliferativa. Hay publicados
estudios de la misma naturaleza en prostata®. Un cuidadoso
andlisis que integra datos de cuatro estudios diferentes con
microarrays ha identificado que las rutas de biosintesis de las
purinas y las poliaminas estan completamente desreguladas a
nivel transcripcional .

Finalmente, otro de los usos mas prometedores de los
microarrays es el empleo de los patrones de expresiéon como
predictores de la respuesta al tratamiento. Se conocen datos
confirmatorios en relacién con el tratamiento de linfomas, leu-
cemias agudas y cancer de mama. El grupo de Alizadeh en
colaboracion con el Lymphoma/Leukemia Molecular Profiling
Project ha estudiado, mediante microarrays de expresion, 240
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pacientes con linfoma B difuso de células grandes'. Han con-
firmado la existencia de 3 subgrupos y han descrito cinco
patrones de expresion diferentes (firmas moleculares) con
prondsticos asociados diferenciales. Las firmas del centro ger-
minal, MHC clase Il y n6dulo linfatico estan asociadas a buen
prondstico, mientras que las firmas de genes proliferativos y
“otros genes” estan asociadas a mal pronostico. Como todos
los pacientes recibieron el mismo tratamiento, los resultados
de los perfiles de expresion también han podido ser utilizados
para elaborar predictores de la respuesta al tratamiento
estandar de este tipo de linfoma.

Los estudios realizados con muestras de cancer de mama
han sido realizados con diferentes plataformas y sobre dife-
rentes poblaciones™’. Sin embargo, los resultados son muy
concordantes. La primera conclusion es que el elemento de
mas impacto en el perfil de expresioén del cAncer de mama es
el estatus de receptor de estrogenos (RE), reforzando el papel
fundamental del eje RE en la génesis del cancer de mama
humano y en la determinaciéon de la respuesta a la manipula-
cion hormonal. Ademéas subdividen los grupos pronésticos
con mayor precision. Sotirou y col® han realizado estudios de
perfiles asociados a la respuesta al tratamiento y han podido
determinar genes directamente relacionados con la respuesta
farmacodinamica.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los anélisis de expresion mediante microarrays de cDNA o
de oligos ya son accesibles a la comunidad cientifica espafio-
la. Los resultados, ademaés, fascinan a los investigadores ya
que son bastante reproducibles y aportan una gran cantidad
de informacién sobre la regulacién de la expresion génica en
condiciones normales y patologicas. Como consecuencia del
éxito de estas herramientas, se pueden recoger en la literatu-
ra un gran namero de experimentos realizados con arrays de
expresion y que agrupan, relacionan o describen los perfiles
de expresion de cientos o miles de genes segiin dos tipos
generales de preguntas:

(Puedo utilizar los perfiles de expresion para clasificar de
una manera mejor los diferentes tipos de cancer?

;Puedo conocer el efecto, en el perfil de expresion, de esti-
mulos extrinsecos (drogas, estrés, etc.) o internos (mutacio-
nes, sobreexpresion de genes)?

La respuesta a ambas preguntas es afirmativa aunque, en
general, este tipo de analisis han de ser validados con poste-
rioridad mediante técnicas de PCR cuantitativa ya que existen
problemas de estandarizacién y otras fuentes de variabilidad
como:
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a) La naturaleza normalmente 1abil y diluida de las mues-
tras biologicas.

b) Condiciones estocasticas y suboptimas de los procesos
de marcaje y de interaccion molecular con elementos
microscopicos insuficientemente redundantes.

¢) Sensibilidad indeterminada a factores y procedimientos
mal estandarizados y controlados (temperatura y volua-
menes de disoluciones, concentracion de ozono atmos-
férico).

d) Dependencia en instrumentaciéon calibrada de forma
variable (bafios termostatizados, escaneres).

e) Diversidad de procedimientos de procesamiento de
datos.

f) Sistemas inapropiados de anélisis de datos.

g) Escasez de recursos bioinforméaticos para el tratamien-
to y comprension de datos masivos. A todo esto se
afnade la diversidad existente de alternativas y de plata-
formas tecnolodgicas, y la variabilidad del proceso de
producciéon de plataformas “hechas en casa” por labo-
ratorios de apoyo a la investigacion de centros acadé-
micos.

En resumen, esta tecnologia es revolucionaria y va a tener
un gran impacto en la medicina. Sin embargo, ninguna tecno-
logia es suficiente para contribuir por si sola al avance de las
grandes cuestiones abiertas en la investigacion biosanitaria.
Lo importante son las preguntas y establecer validaciones
adecuadas que permitan la traduccion de todos estos hallaz-
gos a la préactica clinica de rutina. Lo veremos pronto.
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