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describe el gen y los atributos del producto génico en cualquier organismo. En realidad 

son tres ontologías, cada cual representa un concepto clave en biología molecular: 

la de los procesos biológicos (BP) en los que está implicado dicho gen; la función 

molecular de los productos génicos (MF) y su localización en la célula (CC). 

Gold standard: patrón de oro. Es el sistema tomado como referencia por excelencia. 

Heatmap: es la representación natural de las matrices de expresión obtenidas 

mediante la tecnología de microarrays, ya que emula las fluorescencias estimuladas 

para detectar el nivel de transcripción. Un heatmap es una representación 2D de la 

matriz, donde las filas representan genes y las columnas las distintas muestras. Cada 

nivel de expresión se representa como un cuadrado de color en la posición 

correspondiente a su gen y su muestra. 



 

 XVII

SIGLAS, ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y ANGLICISMOS 

 
Microarray de expresión génica: micro matriz. Matriz bidimensional de soporte sólido 

en las que están impresas miles de sondas que detectan los genes expresados con 

una secuencia conocida. 

Nombre de los genes: ej. PAEP, GPX3, GAPDH, MT1G, etc. 

Pathway: ruta de señalización. 

Primer: cebador. Secuencia corta de ácido nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo 

libre que forma pares de bases con una hebra molde complementaria y actúa como 

punto de inicio para la adición de nucleótidos con el fin de copiar la hebra molde. Se 

necesitan dos para la reacción de PCR, uno en el extremo 3' y el otro complementario 

para la otra hebra. Son de aproximadamente 20 nucleótidos, porque es la cantidad 

necesaria para que de manera probable coincida en un sitio de la cadena de DNA. 

Reverse: secuencia del primer 3´-5´ que se une en la cadena que va dirección 5´-3´ del 

ADN. 

Software: programa informático. 

Splicing: proceso de edición post-transcripcional en el que se eliminan los intrones y 

queda el transcrito con los exones que se van a traducir. 
Spot: cada uno de los puntos de luz del microarray que se corresponde a la medida de 

expresión de un oligonucleótido. 

Training set: set de entrenamiento. Conjunto de muestras para entrenar al predictor. 
Window of implantation (WOI): ventana de implantación. Días del ciclo menstrual en 

los que el endometrio posee un fenotipo receptivo que le permite que el blastocisto 

implante. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. El endometrio 
 

1.1.1. Definición 
 

El endometrio humano es el tejido que tapiza la cavidad uterina (figura 1). 

En la actualidad, se le considera como un órgano hormonalmente regulado que 

sufre cambios periódicos que son la base del ciclo menstrual. Tradicionalmente 

se ha considerado al endometrio como la membrana de un receptáculo inerte 

que constituye la parte pasiva de la gestación. Sin embargo, el endometrio es 

un órgano activo y dinámico entre cuyas funciones básicas se encuentra la de 

desarrollar temporalmente su capacidad de adhesión para posibilitar la 

implantación del embrión. El endometrio, además, permite que se produzca la 

posterior invasión controlada, la cual dará lugar a la placentación, y con ello al 

desarrollo fetal en los mamíferos. Es, por tanto, un órgano clave en la vida 

reproductiva de la mujer (Domínguez y cols., 2009).  

 

1.1.2. Anatomía 
 

El endometrio humano se encuentra constituido por los compartimentos 

epitelial, estromal y vascular, con la existencia, además, de una población de 

células inmunes residentes. Todo ello se distribuye en dos regiones 

denominadas funcionalis y basalis. La funcionalis se transforma y regenera 

cada mes durante la menstruación, mientras que la basalis permanece 

formando la base para regenerar cíclicamente la funcionalis (figura 1). 
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Figuraȱ1.ȱEndometrioȱHumano.ȱParteȱsuperior:ȱlocalizaciónȱdelȱendometrioȱenȱ

elȱútero.ȱParteȱ izquierda:ȱesquemaȱhistológicoȱdelȱendometrioȱdentroȱdelȱcontextoȱdelȱ
útero.ȱParteȱderecha:ȱdetalleȱdelȱ esquemaȱhistológicoȱdelȱ endometrio.ȱE:ȱ endometrio;ȱ
Ep:ȱ Epitelioȱ endometrial;ȱ UG:ȱ glándulasȱ uterinas;ȱ ES:ȱ estromaȱ endometrial;ȱ M:ȱ
miometrio;ȱSV:ȱestratoȱvascular;ȱB:ȱbasalis;ȱF:ȱfuncionalisȱ(Simón,ȱ2009;ȱURL1).ȱ
  

x Compartimento epitelial 

 
El epitelio endometrial es una monocapa de células cuboidales 

polarizadas que tapizan el interior de la cavidad uterina (figura 1). Está 

constituido por un componente luminal y otro glandular (Martín y cols., 2002). 

Esta monocapa, como el resto de las mucosas, actúa como barrera para 

proporcionar protección contra los patógenos que logran acceder hasta la 
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cavidad endometrial, pero también debe permitir la adhesión del embrión 

humano que es, en esencia, la función primordial del endometrio. 

 

El epitelio endometrial está regulado por las hormonas esteroideas 

ováricas que, directamente o a través del estroma (Cooke, 1995), inducen 

cambios morfológicos y bioquímicos cíclicos. Estos cambios ayudan a preparar 

el microambiente adecuado para la adhesión del embrión, dónde el epitelio 

actúa también como primer mediador del diálogo entre el embrión y el 

endometrio materno (Domínguez y cols., 2005). 

 

El epitelio luminal varía su morfología según la fase del ciclo menstrual y 

el epitelio glandular forma las glándulas endometriales propiamente dichas 

(figura 1). Estas glándulas proliferan formando glándulas largas y convolutas 

durante la fase secretora temprana, que van aumentando a medida que la fase 

secretora avanza. La función del epitelio glandular es la producción y secreción 

de moléculas necesarias para la nutrición e implantación del blastocisto. 

 

x Compartimento estromal 

 
El estroma endometrial es un tejido conectivo compuesto por células y 

matriz extracelular (figura 1). El tipo celular que compone mayoritariamente el 

estroma es el fibroblasto, y está implicado en la remodelación de la matriz 

extracelular a lo largo del ciclo menstrual. Esta remodelación ocurre 

principalmente en la fase lútea mediante el proceso de decidualización. Dicho 

proceso comienza a partir del día 6-7 después de la aparición de la 

progesterona y se caracteriza por una serie de cambios morfológicos, 

bioquímicos y génicos de los fibroblastos. En respuesta a la exposición a los 

estrógenos y progesterona los fibroblastos se convierten en células 
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decidualizadas. La función de estos fibroblastos decidualizados es el control de 

la invasión del trofoblasto para que se produzca una correcta placentación.  

 

x Células inmunes residentes 

 
El endometrio humano contiene células del sistema inmunológico que son 

relevantes para la fisiología endometrial, especialmente en la regulación de la 

respuesta inmune local. El conjunto de células inmunes residentes está 

formado fundamentalmente por células natural killer uterinas (NKu), 

macrófagos y linfocitos T. Su función primordial es la de proteger el tracto 

genital frente a infecciones y evitar el rechazo inmunológico durante la 

implantación embrionaria. La población leucocitaria encontrada en el 

endometrio normal, supone entre un 10-15% de la población celular del 

estroma, fluctúa cíclicamente y es máxima en la fase secretora tardía y 

premenstrual (Bulmer y Johnson, 1985).  

 
1.1.3. El ciclo menstrual 

 
El ciclo menstrual es exclusivo de primates, el resto de mamíferos poseen 

un ciclo estral que se caracteriza por la reabsorción de su endometrio. En 

cambio, en el ciclo menstrual, el endometrio es destruido y expulsado en lo que 

conocemos como menstruación (Jolivet y Gautray, 1978; Jabbour y cols., 

2006). El endometrio humano posee un ciclo menstrual, cuyo aspecto cíclico es 

debido a la exposición periódica de ambas hormonas esteroideas ováricas, los 

estrógenos y la progesterona (Critchey y cols., 2000). 

 

El ciclo menstrual se divide en dos fases: proliferativa y secretora (figura 

2). En la fase proliferativa el endometrio pasa de un grosor de 2mm hasta 

12mm que puede llegar a alcanzar en la fase secretora.  
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En la fase proliferativa dominan los estrógenos, que regulan la 

proliferación de las células endometriales y su vascularización (Critchey y cols., 

2000). Por el contrario, en la fase secretora, aparece la progesterona, aunque 

también siguen existiendo niveles elevados de estrógenos. Los progestágenos 

contrarrestan esas acciones proliferativas de los estrógenos por varias vías. 

Una de estas vías es la reducción del nivel de sus receptores, otra el aumento 

de la tasa del metabolismo del estradiol (E2) a compuestos inactivos (estrona y 

metabolitos sulfatados), y otra es la interferencia en sus acciones 

transcripcionales (Strauss III y Gurpide, 1993). Por ello, en la fase secretora los 

componentes celulares sufren diferenciación, produciéndose la secreción 

glandular.  La fase secretora se divide a su vez en secretora temprana, media y 

tardía. 

 

El ciclo menstrual y el ciclo ovárico se encuentran acoplados por la acción 

cíclica de las hormonas esteroideas. De modo que, atendiendo a las fases del 

ciclo ovárico, la fase proliferativa del endometrio se corresponde con la folicular 

ovárica, y la fase secretora del endometrio con la lútea.  

 

1.2. Receptividad endometrial 
 

1.2.1. Definición 
 

Conocemos como receptividad endometrial al proceso biológico que 

permite que el endometrio alcance un estado receptivo que posibilita la 

implantación del embrión. Este proceso se caracteriza por producir toda una 

serie de cambios que se materializan a nivel histológico, celular y molecular, de 

modo que el endometrio adopta un fenotipo receptivo. 

ȱ
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Menstruación  Proliferativa PR R PS
Secretora

ȱ

Figuraȱ 2.ȱ Cicloȱmenstrualȱ yȱ ovárico.ȱ Enȱ laȱ parteȱ superiorȱ deȱ estaȱ figuraȱ seȱ

puedenȱobservarȱlosȱcambiosȱqueȱsucedenȱenȱelȱcicloȱováricoȱenȱfunciónȱdeȱlosȱnivelesȱ

hormonales.ȱEnȱlaȱparteȱintermediaȱseȱmuestranȱlosȱnivelesȱhormonalesȱqueȱacoplanȱelȱ

cicloȱ ováricoȱ conȱ elȱ cicloȱmenstrual.ȱ Enȱ laȱ zonaȱ inferiorȱ seȱ indicanȱ losȱ cambiosȱ queȱ

acontecenȱ enȱ elȱ endometrioȱ enȱ cuantoȱ alȱ grosor,ȱ desarrolloȱ glandularȱ yȱ vascular.ȱ Seȱ

muestranȱ lasȱ fasesȱ delȱ cicloȱ ováricoȱ (folicularȱ yȱ lútea)ȱ yȱ lasȱ delȱ cicloȱ menstrualȱ

(proliferativaȱ yȱ secretora).ȱ Atendiendoȱ aȱ laȱ receptividadȱ delȱ endometrio,ȱ podemosȱ

distinguirȱenȱlaȱfaseȱsecretora,ȱunȱperiodoȱpreȬreceptivoȱ(PR),ȱelȱreceptivoȱ(R),ȱyȱelȱpostȬ

receptivoȱ(PS)ȱqueȱculminaȱconȱlaȱmenstruación.ȱEnȱlaȱparteȱdeȱdebajoȱdelȱendometrioȱ

seȱ marcanȱ losȱ díasȱ delȱ ciclo,ȱ considerandoȱ díaȱ 1ȱ elȱ díaȱ deȱ comienzoȱ deȱ laȱ reglaȱ

(Aghajanovaȱyȱcols.,ȱ2008b;ȱSimón,ȱ2009;ȱȱURL2).ȱ
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La receptividad endometrial se produce con cada ciclo menstrual, 

independientemente de que haya posibilidad de implantación (figura 2). Dicha 

receptividad acontece durante un periodo concreto de tiempo de la fase 

secretora que es conocido como ventana de implantación (WOI) (Wilcox y 

cols., 1999). La WOI en humanos se abre entorno al día 19 y se cierra en el 21 

de un ciclo menstrual ideal (Bergh y Navot, 1992; Psychoyos, 1993). 

 

En torno al día 13 del ciclo se produce un pico de la hormona luteinizante 

(LH) y 36 horas después ocurre la ovulación (figura 2). De este modo, se 

denomina día LH 0 al día que se produce el pico, y siguiendo con esta 

nomenclatura, el endometrio pre-receptivo correspondería al intervalo de LH+1 

a LH+5 (días 14 al 18 del ciclo menstrual); el endometrio receptivo, 

correspondiente a la WOI, al intervalo de LH+6 a LH+8 (días 19 al 21 del ciclo); 

y el endometrio post-receptivo al intervalo de LH+9 a LH+13 (días 22 al 26 del 

ciclo). 

 

Durante la WOI, el epitelio luminal adopta una serie de modificaciones a 

nivel celular que ocurren mediante un proceso denominado “transformación de 

la membrana plasmática” (Murphy y Shaw, 1994), en el que se originan 

cambios estructurales que modifican dicha membrana celular (Murphy y Shaw, 

1994; Murphy, 2004) y el citoesqueleto (Murphy, 1995; Thie y cols., 1995; 

Martin y cols., 2002).  

 

En respuesta a los estrógenos propios de la fase proliferativa, la 

membrana plasmática de la célula epitelial desarrolla unas microvellosidades 

largas y unas cortas uniones estrechas en la membrana lateral más apical. En 

la fase proliferativa el cinturón de actina es prominente, y los desmosomas son 

comparativamente más numerosos (figura 3).  
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ȱ
Figuraȱ 3.ȱ Transformaciónȱ deȱ laȱ membranaȱ plasmáticaȱ delȱ epitelioȱ

endometrial.ȱDiagramaȱ(A,ȱB)ȱyȱMicroscopíaȱElectrónicaȱdeȱTransmisiónȱ(Transmisionȱ

ElectronȱMicroscopy,ȱTEM)ȱ (C,ȱD,ȱE).ȱLasȱ imágenesȱAȱyȱCȱ representanȱ elȱ epitelioȱnoȱ

receptivo,ȱ laȱ imagenȱDȱ elȱmomentoȱdeȱ transición,ȱmientrasȱqueȱBȱyȱEȱ representanȱ elȱ

epitelioȱ receptivo.ȱParteȱ izquierda:ȱ seȱmuestraȱ elȱ esquemaȱdeȱ laȱ transformaciónȱdeȱ laȱ

membranaȱplasmáticaȱyȱdelȱcitoesqueleto,ȱdeȱlaȱsituaciónȱnoȱreceptivaȱ(A)ȱaȱlaȱreceptivaȱ

(B).ȱParteȱderecha:ȱobservamosȱelȱprocesoȱdeȱcambioȱenȱ laȱsuperficieȱdeȱ laȱmembranaȱ

plasmática,ȱ desdeȱ laȱ situaciónȱ noȱ receptivaȱ (C)ȱ aȱ laȱ receptivaȱ (E),ȱ mostrándoseȱ laȱ

transiciónȱ(D)ȱ(Murphy,ȱ2004).ȱMicrovellosidadesȱ(mv);ȱunionesȱestrechasȱ(tj);ȱcinturónȱ

deȱactinaȱ(tw);ȱdesmosomasȱ(d).ȱ

ȱ

Durante la fase secretora, la membrana plasmática pasa de la situación 

no receptiva (figura 3A, figura 3C) a la receptiva (figura 3B, figura 3E). En esta 

fase, el cinturón de actina se desorganiza, las microvellosidades desaparecen, 

las uniones estrechas se desarrollan y se sellan más las células, la membrana 

lateral y basal se vuelve más sinuosa, la frecuencia de desmosomas 



                                                         INTRODUCCIÓN 

 11

disminuye, y los hemidesmosomas de la lámina basal desaparecen. Tras todo 

este proceso las células adoptan lo que se denomina el fenotipo receptivo 

(figura 3). 

 

Mediante microscopia electrónica de barrido (Scanning Electron 

Microscopy, SEM) se observan unas proyecciones ectoplásmicas denominadas 

pinópodos o uterodomosȱ(Martel y cols., 1987; Murphy y Shaw, 1994; Murphy, 

1995; Bentin-Ley y cols., 1999; Murphy, 2004) (figura 4).  

 

 
Figuraȱ4.ȱProcesoȱdeȱapariciónȱdeȱ losȱpinópodos.ȱMicroscopíaȱelectrónicaȱdeȱ

barridoȱ (ScanningȱElectronȱMicroscopy,ȱSEM)ȱdelȱepitelioȱendometrial.ȱA.ȱLH+2ȱ (faseȱ

preȬreceptiva)ȱdondeȱlasȱcélulasȱciliadasȱsimplesȱestánȱseparadasȱporȱcélulasȱepitelialesȱ

conȱ superficiesȱ lisasȱ yȱ noȱ seȱ observanȱ pinópodosȱ aún.ȱ B.ȱ LH+5ȱ (faseȱ preȬreceptivaȱ

avanzada)ȱmomentoȱdeȱtransiciónȱdondeȱlaȱsuperficieȱendometrialȱpresentaȱcélulasȱqueȱ

empiezanȱaȱdesarrollarȱpinópodos,ȱentreȱlasȱcualesȱseȱintercalanȱcélulasȱciliadasȱsimples.ȱ

C.ȱLH+7ȱ (faseȱ receptiva)ȱdondeȱseȱmuestranȱcélulasȱconȱpinópodosȱdesarrolladosȱqueȱ

sonȱ lasȱ célulasȱ conȱ superficieȱ lisaȱarrugadaȱ (célulasȱ señaladasȱ conȱ flecha).ȱLasȱ célulasȱ

queȱtienenȱsuperficieȱlisaȱyȱnoȱseȱpercibeȱlaȱrugosidad,ȱesȱporqueȱsusȱpinópodosȱestánȱ

enȱdesarrolloȱ(barraȱdeȱescala=ȱ40ȱΐm)ȱ(BentinȬLeyȱyȱcols.,ȱ1999).ȱ

 

Estas formas redondeadas son microscópicas protuberancias del epitelio 

endometrial, como diminutos pomos, rodeadas de líquido rico en sustancias 

nutritivas. A pesar de desconocerse la función real de los pinópodos, parecen 

actuar en la modulación del ambiente uterino, absorbiendo por endocitosis de 
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forma activa líquido endometrial del lumen para hacer coalescer las paredes 

endometriales. Otra función que se les ha asignado, es la de estar relacionados 

con secreción (Kabir-Salmani y cols., 2005).  

 

Estas proyecciones ectoplásmicas son estructuras celulares que permiten 

el intercambio de fluidos, electrolitos y proteínas de peso molecular bajo. Por 

otra parte, también se ha visto que actúan como sistemas de anclaje para el 

blastocisto en la fase de aposición y que a su vez el blastocisto tiene en su 

superficie una zona adaptada para tal efecto, que es el polo embrionario 

(Bentin-Ley y cols., 1999). La aparición de pinópodos está regulada 

hormonalmente, ya que se ve afectada por niveles elevados de E2 durante la 

fase  proliferativa. 

 

1.2.2. Marcadores de receptividad endometrial 
  

Denominamos marcadores de receptividad endometrial a todos aquellos 

parámetros fáciles de detectar que nos permiten caracterizar a un endometrio 

como receptivo (Achache y Revel, 2006). Es por ello que los marcadores 

pueden ser utilizados para datar el endometrio en fase receptiva y evaluar el 

estatus de receptividad endometrial. 

 

Existen distintos tipos de marcadores atendiendo al nivel de estudio en el 

que se obtiene información. De este modo se habla de marcadores de 

receptividad endometrial morfológicos cuando es la morfología la que nos 

informa; de marcadores de receptividad moleculares clásicos cuando son las 

moléculas de forma aislada las que nos caracterizan el endometrio; y de 

marcadores moleculares “ómicos” cuando son las moléculas en su conjunto las 

que nos permiten caracterizar dicho proceso biológico (Aghajanova y cols., 

2008b). 
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1.2.2.1. Marcadores morfológicos 
 

x Dataje endometrial basado en los cambios cíclicos histológicos: 
criterios de Noyes 

 
Los cambios en la morfología del tejido endometrial han sido descritos  

mediante la observación por microscopía óptica de cortes histológicos de 

endometrio. Estos cortes histológicos se obtienen mediante inclusión en 

parafina y tinción con Hematoxilina-Eosina (H&E) del tejido endometrial. 

Durante la fase lútea del ciclo natural pueden observarse cambios morfológicos 

en el endometrio que, día a día, permiten su dataje. Actualmente la anatomía 

patológica rutinaria data el endometrio según los criterios de Noyes que fueron 

obtenidos a partir de 8.000 biopsias de endometrio de pacientes estériles 

(Noyes y cols., 1950 y 1975).  

 

Los criterios de Noyes consideran ocho características histológicas 

básicas del endometrio: grado de mitosis glandular, pseudoestratificación de 

los núcleos, vacuolas basales, secreción, edema del estroma, reacción 

pseudodecidual, mitosis del estroma e infiltración leucocitaria (figura 5) (Noyes 

y cols., 1950 y 1975). 

 
La precisión del dataje endometrial depende de múltiples factores. Estos 

factores son el método de determinación del día de la ovulación; el momento 

de toma de la biopsia; el estado de la biopsia; las técnicas de fijación y la 

interpretación del patólogo. 

 
La determinación del momento exacto de la ovulación es una tarea 

ingrata de la rutina cotidiana, pero es esencial para la interpretación del dataje 

endometrial.ȱLa precisión del dataje es mayor si se toma como referencia la 
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determinación del pico LH, antes que referenciarse con la temperatura corporal 

basal o con la menstruación previa (Noyes y Haman, 1953; Acosta y cols., 

2000). ȱ

 

 
Figuraȱ5.ȱCriteriosȱdeȱNoyes.ȱSeȱmuestranȱ lasȱochoȱcaracterísticasȱhistológicasȱ

consideradasȱporȱNoyesȱparaȱdatarȱelȱendometrioȱ(ejeȱdeȱordenadas).ȱSeȱpuedeȱobservarȱ

comoȱ losȱnivelesȱdeȱ estasȱ característicasȱvaríanȱ aȱ loȱ largoȱdelȱ cicloȱmenstrualȱ (ejeȱdeȱ

abcisas).ȱ PFP:ȱ faseȱ proliferativaȱ precoz;ȱ PFM:ȱ faseȱ proliferativaȱ media;ȱ PFT:ȱ faseȱ

proliferativaȱtardía.ȱFiguraȱadaptadaȱaȱpartirȱdeȱNoyesȱyȱcols.,ȱ1950ȱyȱ1975.ȱȱ

ȱ

La determinación más precisa de la ovulación se realiza midiendo el pico 

de LH en suero. La ovulación se produce, aproximadamente, 30 horas después 

del pico de LH, habiendo un desfase de tiempo entre el pico y el momento 

Vacuolas basales (epitelio) 

Secreción (epitelio) 

Edema del estroma 

Reacción pseudodecidual 

Infiltración leucocitaria 

Mitosis del estroma 

Pseudoestratificación 
núcleos (epitelio) 

Mitosis glandular (epitelio) 

Fase secretora Fase proliferativa 

PFP PFM PFT 
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exacto de la ovulación (figura 6). No obstante, la ovulación puede confirmarse 

con la ecografía ovárica y también con el aumento de progesterona que se 

produce el día después de ovular. ȱ

 

ȱ

Figuraȱ 6.ȱDesfaseȱ entreȱ elȱpicoȱdeȱLHȱ yȱ laȱ ovulación.ȱEnȱ elȱ ejeȱ superiorȱ seȱ

muestranȱlosȱdíasȱdeȱlaȱfaseȱlúteaȱsegúnȱelȱpicoȱdeȱLH,ȱyȱenȱelȱejeȱinferiorȱlosȱdíasȱsegúnȱ

laȱ ovulación.ȱ Elȱ datajeȱ endometrialȱ esȱ diferenteȱ segúnȱ unaȱ uȱ otraȱ referencia.ȱ Laȱ

ovulaciónȱocurriráȱentreȱunoȱyȱdosȱdíasȱdespuésȱdelȱpicoȱdeȱ laȱLHȱ (Bourgainȱyȱcols.,ȱ

2009).ȱ

ȱ

El algoritmo más sencillo es determinar primero si el endometrio es 

proliferativo o secretor. Si el endometrio está en la fase proliferativa muestra 

glándulas pequeñas, rectas y algunas algo más tortuosas. El epitelio muestra 

mitosis y el acúmulo de núcleos le dan un aspecto de pseudoestratificación. 

Las células del estroma también contienen figuras mitóticas y un edema de 

magnitud variable según el momento de la fase proliferativa. Esta fase también 

puede ser subdividida en proliferativa precoz, media y tardía. El aspecto 

proliferativo permanecerá sin alteraciones hasta uno a dos días después del 

aumento de progesterona (Bourgain y cols., 2009). 

 

En cambio, si el endometrio está en la fase secretora es más fácil de 

identificar por la presencia de vacuolas y mitosis epiteliales, así como la 

existencia de edema y de cambios deciduales en el estroma.  

Pico LH 

Ovulación Días 

Fase folicular Fase lútea 



Desarrollo de una Herramienta Molecular Diagnóstica de la Receptividad Endometrial 

 16

Uno o dos días después del aumento de progesterona, el endometrio 

morfológicamente entra en la fase secretora temprana (pre-receptiva). Entre la 

ovulación y los cambios secretores tempranos, la morfología endometrial es 

reminiscente de la fase proliferativa tardía. Por lo tanto, un error de dos días 

puede ocurrir en el dataje de biopsias tomadas durante este período. La fase 

secretora temprana está caracterizada por la presencia de vacuolas en las 

células epiteliales, que se trasladan progresivamente de la zona subnuclear a 

la zona apical, y por la disminución de la actividad mitótica. El epitelio ahora 

presenta una única capa de células. El estroma se parece al de la fase 

proliferativa tardía. A mitad de la fase secretora (receptiva), que es también la 

WOI, la actividad mitótica cesa tanto en las glándulas como en el estroma. Las 

glándulas son ahora tortuosas y las vacuolas epiteliales desaparecen. El 

estroma se edematiza y los núcleos adquieren el llamado aspecto “desnudo”.  

 

En toda la fase secretora media, el endometrio tendrá un aspecto muy 

similar y apenas es posible una diferenciación día a día. Al final de la fase 

secretora (post-receptiva), la actividad mitótica estromal reaparece en las 

células predeciduales. Los cambios deciduales se extienden progresivamente 

desde el área perivascular a todo el estroma. Los vasos sanguíneos se hacen 

más prominentes, en parte debido a la decidualización perivascular. 

 

Finalmente, cuando disminuye la progesterona en ausencia del 

embarazo, la menstruación tiene lugar posteriormente a la observación de 

trombos en los capilares (Bourgain y cols., 2009). 

ȱ

A la hora de datar el endometrio basándonos en los criterios de Noyes, el 

dataje se debe realizar únicamente sobre un endometrio funcional, sin lesiones, 

carente de todos los elementos del estrato basal y del segmento uterino 

inferior. Los pólipos, endometritis o el tratamiento hormonal hacen imposible 
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aplicar correctamente los criterios clásicos de Noyes. Además, la estimulación 

ovárica, tan empleada en los tratamientos de reproducción asistida (TRA), 

produce modificaciones en el proceso de maduración endometrial si 

comparamos estos endometrios con endometrios en ciclo natural. De modo 

que, los endometrios de estas pacientes estimuladas difícilmente pueden ser 

explicados con los criterios de Noyes (Papanikolaou y cols., 2005).ȱ

 

Otra de las limitaciones de este sistema de dataje endometrial es la 

subjetividad que supone la observación visual. Existe una variabilidad 

interobservador, intraobservador e interciclo que altera la consistencia de los 

resultados obtenidos (Li y cols., 1989; Shoupe y cols., 1989; Balasch y cols., 

1992; Batista y cols., 1993; Creus y cols., 2002; Ordi y cols., 2003; Coutifaris y 

cols., 2004; Murray y cols., 2004). 

 

La precisión y relevancia funcional de este sistema, basado 

exclusivamente en observaciones histológicas interpretadas por uno o varios 

patólogos, ha sido cuestionado tanto en estudios clínicos retrospectivos 

(Shoupe y cols., 1989; Balasch y cols., 1992; Batista y cols., 1993), 

prospectivos (Li y cols., 1989; Creus y cols., 2002; Ordi y cols., 2003), así como 

recientemente en estudios randomizados (Coutifaris y cols., 2004; Murray y 

cols., 2004). Murray en su estudio sobre la precisión del dataje histológico, 

observó que más de un 20% de las biopsias endometriales en la fase lútea 

temprana fueron datadas con una diferencia de al menos dos días entre los 

distintos patólogos. 

 

Con respecto a las variaciones interciclos, éstas llegaron a ser del 60% 

en la fase lútea media (Murray y cols., 2004) (figura 7). 

 



Desarrollo de una Herramienta Molecular Diagnóstica de la Receptividad Endometrial 

 18

D
ía

 d
el

 d
at

aj
e

en
do

m
et

ria
ls

eg
ún

 lo
s 

cr
ite

rio
s 

de
 N

oy
es

Día lúteo 
ȱ

Figuraȱ7.ȱVariabilidadȱdatajeȱhistológico.ȱEnȱelȱejeȱdeȱordenadasȱseȱrepresentaȱ

elȱdíaȱasignadoȱporȱelȱpatólogoȱdeȱdatajeȱhistológicoȱdeȱacuerdoȱaȱlosȱcriteriosȱdeȱNoyesȱ

(Noyesȱyȱcols.,ȱ1950ȱyȱ1975).ȱEnȱelȱdeȱabscisasȱseȱ indicaȱelȱdíaȱdelȱcicloȱrealȱdeȱ laȱ faseȱ

secretoraȱ (lúteaȱovárica)ȱalȱqueȱperteneceȱ laȱmuestra.ȱCadaȱunaȱdeȱ lasȱ tresȱ tendenciasȱ

(círculo,ȱcuadradoȱyȱ triángulo)ȱcorrespondeȱaȱunȱpatólogoȱyȱ laȱcomparativaȱ ilustraȱ laȱ

variabilidadȱ delȱ datajeȱ entreȱ ellosȱ (variabilidadȱ interobservador).ȱ Seȱ puedeȱ apreciarȱ

comoȱelȱdíaȱasignadoȱporȱlosȱpatólogosȱestáȱretrasadoȱenȱunȱdíaȱconȱrespectoȱalȱdíaȱdelȱ

cicloȱrealȱalȱqueȱperteneceȱlaȱmuestra.ȱCadaȱunaȱdeȱlasȱtendenciasȱestáȱconfeccionadaȱaȱ

partirȱdeȱlaȱmediaȱresultanteȱdeȱlasȱmuestrasȱdatadasȱpertenecientesȱaȱunȱmismoȱdíaȱdelȱ

ciclo.ȱElȱ areaȱ sombreadaȱ representaȱ laȱ variabilidadȱ intrasujetoȱ calculadaȱmedianteȱ laȱ

desviaciónȱ típicaȱ deȱ losȱ datajesȱ deȱmuestrasȱ enȱ unȱmismoȱ díaȱ delȱ ciclo.ȱ Enȱ laȱ faseȱ

secretroraȱtempranaȱlaȱvariabilidadȱintrasujetoȱesȱestrecha,ȱperoȱobservamosȱlaȱmáximaȱ

variabilidadȱaȱpartirȱdeȱlaȱfaseȱsecretoraȱmediaȱyȱtardíaȱ(Murrayȱyȱcols.,ȱ2004).ȱ

ȱ

En este mismo trabajo se demostró que el dataje de la fase lútea es más 

exacto en la primera mitad y al final de ésta, ya que es cuando permite una 

valoración tanto de las características celulares glandulares como del estroma. 
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La precisión es más baja en las biopsias de la fase secretora media-tardía 

(figura 7). Por otra parte, también se demostró que el dataje histológico no está 

relacionado con el estatus de fertilidad (Coutifaris y cols., 2004). 

 

Los criterios de Noyes han sido considerados, hasta el momento, el gold 

standard de la evaluación endometrial en la práctica diaria a pesar de las 

limitaciones expuestas en la introducción de la presente tesis doctoral. Estas 

variaciones descritas sugieren que los criterios tradicionales no son precisos y 

que se requieren nuevas tecnologías para datar e identificar funcionalmente el 

endometrio (Achache y Revel, 2006). 

ȱ

x Pinópodos  
 

Se han intentado buscar otros marcadores morfológicos que permitan 

determinar el estado receptivo. Como hemos visto, la aparición de los 

pinópodos coincide con la apertura de la WOI. Por ello, inicialmente fueron 

propuestos considerándolos unos marcadores morfológicos del período de 

receptividad uterina (Nikas, 1999).ȱ

 

Sin embargo, además de tratarse de un método invasivo, hay otros dos 

motivos más que los hacen ser desestimados. En primer lugar, se trata de 

estructuras características del fenotipo receptivo que se observan mediante 

SEM (figura 4) (Bentin-Ley y cols., 1999), no resultando un marcador práctico 

para uso rutinario, ya que esta técnica de detección es de dificultosa 

disponibilidad por el manejo complicado y coste económico elevado.  

 

En segundo lugar, se ha visto que los pinópodos permanecen en el 

endometrio post-receptivo no siendo representativos únicamente del estatus de 

receptividad (Quinn y cols., 2009). 
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x Ecografía 
 

La ecografía constituye un método no invasivo, relativamente barato y 

que además se hace necesario a la hora de estimar el tamaño folicular. De este 

modo, mediante este método, la paciente no precisaría de una exploración 

“extra” para determinar la receptividad endometrial. 

 

A lo largo de la historia se han identificado múltiples variables para 

determinar la receptividad endometrial y se han intentado correlacionar con la 

mayor o menor tasa de gestación en TRA. Estas variables se relacionan con el 

espesor y patrón ecográfico del endometrio, así como con la perfusión 

endometrial estudiada a distintos niveles del árbol vascular: arterias uterinas, 

arcuatas, radiales y espirales, zapping endometrial y subendometrial con 

Doppler color y power Doppler y, más recientemente, estudio de la 

vascularización endometrial en su conjunto mediante ecografía tridimensional 

power Doppler (Puente y cols., 2009).  

 

Debido a que el incremento de vascularización, que aparece en el 

endometrio coincidente con el inicio de la WOI, se ha analizado en muy pocos 

casos, y a que los resultados de analizar el espesor, volumen y textura 

endometrial como parámetros clásicos pronóstico de gestación en TRA (Dickey 

y cols., 1992; Noyes y cols., 1995) han sido contradictorios, este tipo de análisis 

no han servido para evaluar la receptividad endometrial.  

 

Por otra parte, algunos autores han encontrado una relación entre 

espesor endometrial y tasa de gestación en pacientes sometidas a fecundación 

in vitro (FIV) (Oliveira y cols., 1997; Raga y cols., 1999; Zhang y cols., 2005; 

McWilliams y Frattarelli, 2007) mientras que otros no encuentran tal asociación 

(Remohí y cols., 1997; García-Velasco y cols., 2003; Puerto y cols., 2003). 
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Asimismo Soares y cols., después de analizar un total de 3.089 ciclos, no  

encontraron diferencia estadística entre el espesor endometrial y la tasa de 

gestación (Soares y cols., 2005). Debido a la controversia mostrada no se ha 

llegado a un acuerdo, no obstante, actualmente se continúa trabajando en la 

búsqueda de factores pronóstico mediante la ecografía. 

 

1.2.2.2. Marcadores moleculares clásicos 
 

Con el desarrollo de la Biología Molecular que ha permitido profundizar en 

el nivel de estudio de los procesos biológicos tanto fisiológicos como 

patológicos, se han llevado a cabo estudios con objeto de analizar posibles 

marcadores bioquímicos de receptividad endometrial (Giudice y Saleh, 1995).  

 

Existen multitud de publicaciones en las que se documenta la expresión 

de determinadas moléculas en el endometrio humano, en los distintos 

compartimentos celulares y durante las diferentes fases del ciclo menstrual 

(Aghajanova y cols., 2008a). De hecho, y como consecuencia de algunos de 

estos estudios, se ha ido a la búsqueda de marcadores moleculares de 

receptividad endometrial.  

 

En la actualidad hay disponibles dos tests moleculares para la dataje 

endometrial basados en el análisis de una molécula o un grupo de ellas, como 

es el caso del E-tegrity Test que utiliza anticuerpos frente a la integrina ȕ3 

(Lessey y cols., 1995) o el EFT Quick Guide que evalúa la expresión de ciclinas 

a lo largo del ciclo menstrual (Kliman y cols., 2006).  

 

Sin embargo, estos métodos moleculares no han sustituido al método 

histológico basado en los criterios morfológicos de Noyes, no siendo utilizados 

de forma rutinaria como evaluación endometrial. 
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1.2.2.3. Marcadores moleculares “ómicos” 
 
Con la secuenciación del genoma humano y el desarrollo de nuevas 

tecnologías, se han desarrollado lo que se ha denominado ciencias “ómicas”  

(Quackenbush, 2006b). Esto ha supuesto un cambio drástico en el enfoque de 

las investigaciones. Se ha pasado del análisis molécula a molécula a estudiar 

todo el conjunto de genes de un organismo en sólo un experimento. 

 

La Genómica estudia el conjunto y ordenación de los genes en el 

genoma, mientras que la Genómica Funcional o Transcriptómica estudia la 

expresión de los genes a nivel de ARN mensajero (ARNm). Es decir, estudia la 

expresión de aquellos genes que realmente se expresan en el tejido o tipo 

celular investigado. El fundamento de la Genómica Funcional reside en el 

hecho de que todas las células poseen la misma información genética. Sin 

embargo, en función del tejido, del tipo celular o del proceso biológico que se 

esté llevando a cabo, la célula utiliza selectivamente ese material hereditario. El 

resultado es que hay una expresión génica diferencial si comparamos una 

población celular con respecto a otra.  

 

Existen genes que se expresan de manera constitutiva en todos los 

tejidos, son los denominados genes housekeeping. Hay otros genes que en 

algunas células no se expresan (genes off) y en otras sí (genes on), y otros que 

se expresan pero en mayor o menor cantidad en función de la situación. De 

este modo, la transcriptómica o estudio del transcriptoma en su conjunto, 

proporciona información sobre la implicación de estos genes que se expresan 

de forma diferencial en un proceso biológico concreto o enfermedad. 

  

La Proteómica estudia la colección de proteínas y su expresión y la 

Metabolómica estudia todos aquellos metabolitos no incluidos en la categoría 
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de genes, RNAm o proteínas. Por último, las disciplinas antes citadas se 

caracterizan por la ingente cantidad de información que producen, por ello, la 

Bioinformática hace que los datos obtenidos por las “-ómicas” puedan ser 

analizados e interpretados (Quackenbush, 2006b). 

 
1.3. Transcriptómica: Microarrays de expresión 

 
La expresión génica se empezó a medir gracias al northern blot que, de la 

misma manera que el shouthern blot con el ADN y que el western blot  con las 

proteínas, permitía obtener, secuenciar y cuantificar el ARNm. En la actualidad, 

la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR) 

(Costa, 2004) es mucho más precisa y sensible para medir la expresión génica 

de un gen o de un conjunto de genes. Sin embargo, estas técnicas son 

limitadas para analizar la expresión génica de todo el genoma. La tecnología 

que permite identificar el transcriptoma, o perfil de expresión génica de todo el 

conjunto de genes, es la tecnología de microarrays de expresión génica 

(Schena y cols., 1995; Schena, 1996).  

 

Los microarrays son matrices sólidas en las que están impresas miles de 

sondas de oligonucleótidos que detectan genes con una secuencia conocida. 

Cada sonda contiene una secuencia específica de sólo un gen, aunque para un 

mismo gen suele haber más de una sonda. De este modo, cada punto del 

microarray (spot) contiene un conjunto de sondas iguales, con una sola 

secuencia, con moléculas idénticas suficientes como para poder cuantificar la 

expresión del gen al que representan (figura 8A). 

 

De esta manera, en solamente un experimento se puede analizar la 

expresión de todos los genes contenidos en el genoma mediante la 

cuantificación de su ARNm. Los eventos post-transcripcionales, así como la 
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traslocación de proteínas no pueden ser evaluados con esta técnica (Mata y 

cols., 2005). La tecnología de microarrays permite el análisis comparativo de 

los patrones de expresión génica de cada uno de los genes presentes en las 

distintas muestras.  

 

Existe un amplio rango de microarrays de expresión génica caseros y 

comercialmente disponibles. También se encuentran disponibles en muchos 

formatos distintos (figura 8A, figura 8B) que se dividen principalmente en dos 

categorías: microrrays de ADN complementario (ADNc) y microarrays de 

oligonucleótidos sintéticos de alta densidad que son los que más se emplean 

en la actualidad (Barrett y Kawasaki, 2003). A partir de este momento se hará 

referencia a estos por ser los utilizados también en esta investigación. 

 

Hay disponibles microarrays para un gran número de organismos que se 

usan como modelo de experimentación, desde bacterias a humanos, pasando 

por algas, levaduras y mamíferos inferiores. El número de puntos de un 

microarray puede variar desde un conjunto de genes relativos a un proceso 

hasta contener todo el genoma completo. El número de puntos necesarios 

depende del número de genes, del número de sondas por gen que queramos 

analizar, de las réplicas, del número de controles que incluyamos, así como si 

se pretende identificar los distintos transcritos resultado del splicing alternativo 

de un mismo ARNm, etc.  

 

Para la fabricación del microarray se sintetiza el material genético en 

forma de ADNc u oligonucleótidos que se inserta de forma automatizada en 

una capa de cristal, nylon o plástico, colocándose en unas casillas que actúan 

a modo de microtubo de ensayo. Los microarrays de oligonucleótidos antes 

eran insertados por robots mediante fotolitografía o impresión piezoeléctrica, 

actualmente se sintetizan in situ. El proceso de fabricación está automatizado y 
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normalizado, lo cual permite insertar miles de sondas por cm2 y minuto (figura  

8A). 

 

ȱ

Figuraȱ 8.ȱMicroarrays.ȱ A)ȱMicroarrayȱ ȱ Affymetrix.ȱ Soporteȱ queȱ poseeȱ unasȱ

dimensionesȱ deȱ 1,28ȱ cmȱ deȱ lado.ȱ Enȱ estaȱ figuraȱ seȱ observaȱ elȱ formato,ȱ asíȱ comoȱ laȱ

distribuciónȱ deȱ lasȱ sondasȱ enȱ elȱ microarray.ȱ Unȱ conjuntoȱ deȱ sondasȱ conȱ laȱ mismaȱ

secuenciaȱ seȱ sitúaȱenȱelȱmismoȱpuntoȱdelȱsoporte.ȱEnȱesteȱcaso,ȱ lasȱ sondasȱposeenȱ25ȱ

oligonucleótidosȱdeȱlongitud.ȱB)ȱMicroarrayȱdeȱAgilent.ȱSoporteȱconȱunȱformatoȱdondeȱ

losȱpuntosȱdeȱsondasȱseȱsitúanȱsobreȱunȱportaobjetos.ȱC)ȱImagenȱresultanteȱdeȱescanearȱ

unȱ microarrayȱ deȱ expresión.ȱ Seȱ observan,ȱ aȱ distintosȱ aumentos,ȱ lasȱ diferentesȱ

intensidadesȱdeȱfluorescenciaȱdeȱcadaȱunoȱdeȱlosȱpuntosȱdelȱmicroarrayȱqueȱrepresentanȱ

laȱcantidadȱdeȱexpresiónȱdeȱcadaȱunoȱdeȱlosȱgenesȱ(DíazȬGimenoȱyȱHorcajadas,ȱ2009).ȱ
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La primera parte del experimento consiste en tener un buen diseño 

experimental que nos permita disponer de un número de muestras apropiado 

en distintas condiciones predeterminadas. Una vez que las muestras son 

tomadas, se procede a la extracción del ARN total, donde está incluido el 

ARNm. Este paso es muy importante, ya que gran parte del éxito del análisis va 

a depender de la calidad del ARNm.  

 

Una vez purificado, el ARNm es transcrito a ADNc al mismo tiempo que 

es marcado con nucleótidos que portan fluorescencia o que están biotinilados, 

según el sistema elegido. El ADNc marcado es hibridado sobre el microarray 

durante horas y posteriormente el microarray es lavado para eliminar los ADNc 

no unidos de forma específica (sólo las moléculas que hibridan permanecerán 

unidas a su sonda específica en el microarray).  

 

El revelado se realiza mediante un escáner óptico de alta resolución que 

permite leer hasta imágenes de 5 ȝm.  El resultado es una matriz de puntos 

que emiten más o menos fluorescencia en función de la cantidad de expresión 

del gen (figura 8C). 

 

El estudio de la expresión génica se puede realizar con un marcaje de 

dos colores o de sólo un color. El de dos colores consiste en marcar una 

población de ARNm con un fluoróforo de color verde (Cy5) y la otra con un 

fluoróforo de color rojo (Cy3). Ambas poblaciones se hibridan al mismo tiempo 

en sólo un microarray y compiten por los sitios de unión. De modo que la 

intensidad de fluorescencia de cada spot dependerá de la cantidad de 

expresión relativa de ese gen en una muestra con respecto de la otra.  

 

En el caso de marcajes con un único color, se utilizan microarrays 

distintos, uno para cada muestra, de manera que en la unión no hay 
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competencia. Con este sistema de sólo un color se puede comparar la 

expresión génica diferencial de más de dos muestras. 

 

1.3.1 Microarrays en investigación 
 

La tecnología de microarrays ha evolucionado de forma exponencial 

desde su invención hace ya 16 años (Schena y cols., 1995). Ofrece una nueva 

dimensión para el análisis, el diagnóstico objetivo y la búsqueda de un 

tratamiento etiológico de algunas enfermedades, entre las que han tenido la 

prioridad las oncológicas y las endocrinológicas (Quackenbush, 2006b; Medina 

y cols., 2007; Nevins y Potti, 2007). 

 

El diseño experimental, la recogida y la selección de muestras son 

críticos en esta tecnología (Churchill, 2002). Los criterios de inclusión de las 

pacientes en cada estudio son fundamentales. Además, en el caso de los 

estudios en endometrio, es necesario asegurarse que dichas pacientes no 

sufren ninguna patología médica o quirúrgica conocida (ej. endometriosis) o 

que no estén tomando medicaciones concurrentes (ej. esteroides 

contraceptivos, terapia sustitutiva hormonal, antinflamatorios no esteroideos, 

etc), que pueden afectar la expresión de los genes en el tejido endometrial.  

Las muestras de tejido que no cumplen con todos los requerimientos indicados 

deben ser retiradas para evitar falsas interpretaciones o artefactos.  

 

El diseño de un experimento de microarray competente para obtener un 

poder estadístico suficiente requiere de un diseño exhaustivo, de 

conocimientos y experiencia en esta tecnología.  

 

Por último, un experimento bien diseñado debe incluir una validación 

independiente (Rockett y cols., 2004) usando otras técnicas para medir la 
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expresión tales como la RT-PCR, hibridación in situ, o inmunohistoquímica. No 

obstante, esta necesidad de validación está empezando a ser cuestionada, 

debido a la evolución de los análisis bioinformáticos, a la experiencia, al 

perfeccionamiento y a la consolidación de esta tecnología en los ultimos años. 

 

Según la publicación MAQC (MicroArray Quality Control) (Shi y cols., 

2010a) se muestra la consistencia de estos estudios entre distintas 

plataformas, así como el elevado nivel de concordancia dentro de una misma 

plataforma en los genes identificados como genes diferencialmente 

expresados. Este estudio proporciona un recurso que representa un primer 

paso importante hacia el establecimiento de un marco para la utilización de los 

microarrays en contextos clínicos y normativos. 

 

También es importante tener en cuenta la variación biológica entre las 

muestras y las complicaciones inherentes a la técnica (degradación de ARN, 

calidad de marcaje, eficiencia de hibridación, etc). 

 

x Microarrays personalizados 
 

La tecnología de microarrays está en constante perfeccionamiento. A día 

de hoy se pueden diseñar microarrays “a la carta”, que incluyan los genes y 

sondas que sean interesantes para estudiar un proceso biológico determinado 

o enfermedad de una manera totalmente personalizada. Este tipo de servicio 

nos permite eliminar variables que no sean de interés, así como abaratar 

costes.  

 

Las casas comerciales como Agilent poseen programas informáticos on-

line (earray 4.5) donde nos ofrecen la posibilidad de eligir tanto formato, como 
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número de réplicas por punto, como las sondas por gen, ya sea diseñando las 

sondas como escogiéndolas del catálogo de la casa comercial…etc. 

 

A la hora de diseñar un microarray personalizado hay que tener en cuenta 

el proceso biológico o enfermedad, el criterio de selección de genes a emplear, 

así como cuestiones técnicas como son los fenómenos de entrecruzamiento 

entre sondas (cross-linking). 

 

En otros trabajos, se utilizan microarrays de genoma completo y luego se 

usan programas para analizar la expresión génica de aquellos genes que son 

de interes en la investigación, como es el caso de Khan J y cols. (Khan y cols., 

2001) donde se reduce la dimensionalidad del microarray mediante análisis de 

componentes pricipales (PCA).  

 

x Firma transcriptómica 
 

Esta tecnología, que permite medir el perfil de expresión génica de toda la 

población de ARNm, ha originado una concepción diferente de marcador 

molecular. Ahora ya se puede definir el conjunto de genes con sus respectivos 

niveles de expresión que caracterizan un proceso biológico o enfermedad.  

 

Con ello, ha surgido el concepto de firma transcriptómica o de expresión 

génica de un proceso o enfermedad. Según JR. Nevins y A. Potti el concepto 

de firma de expresión génica (gene signature) es una representación 

simplificada del estado biológico en forma de un patrón de expresión de genes 

que es único en esta circunstancia.  

 

La firma transcriptómica representa una oportunidad para reflejar 

fenotipos biológicos (Nevins y Potti, 2007). 
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1.3.2. Herramientas bioinformáticas 
 

x Análisis de datos 
 

Tras el análisis de microarrays hace falta un análisis computacional 

(Quackenbush, 2001). Los resultados obtenidos del estudio de la expresión de 

miles de genes simultáneamente generan matrices de datos que requieren de 

complejos programas bioinformáticos para ser analizados. Estos programas 

procesan de forma estadística las variabilidades intra- e inter-ensayo para 

generar resultados estadísticamente significativos y biológicamente coherentes. 

 

 Los resultados de los análisis de expresión de microarrays son una 

matriz de datos con tantas variables como genes y tantas columnas como 

muestras. Los datos brutos que lee el escáner del sistema de detección del 

microarray (Axon Genepix 4100A) son transformados de forma matemática 

para eliminar el ruido de fondo de la técnica, y normalizados para poder 

comparar las distintas muestras (Quackenbush, 2002). 

 

Tanto estos procesos de preprocesado, como la posterior interpretación 

de forma biológica, se pueden llevar a cabo mediante el desarrollo de sistemas 

de análisis. Estos programas informáticos están diseñados para ayudar al 

investigador a interpretar los datos en términos de sus implicaciones biológicas 

más que como una mera comparación de listas de genes (Al-Shahrour y cols., 

2004; Al-Shahrour y Dopazo, 2005; Azuaje y Dopazo, 2005; Quackenbush, 

2006a). 

 

En la propuesta del 2001 denominada Minimal Information About 

Microarray Experiments (MIAME) (Brazma y cols., 2001) se establece un 

estándar de utilización de la tecnología de microarrays. Esta propuesta recoge 
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seis aspectos de actuación que son la base para estandarizar los experimentos 

de microarrays, con objeto de poder generar bases de datos públicas y 

desarrollar herramientas de análisis. 

 

Existen distintos paquetes de programas informáticos ajustados para 

procesar los datos de expresión génica, como son el Microarray  Software Suite 

TM4 (Saeed y cols., 2003 y 2006) o el Gene Expression Profile Analysis Suite 

(GEPAS) (URL3). El GEPAS es uno de los programas más utilizados y ha sido 

diseñado para proporcionar una herramienta on-line que ofrece diversas 

opciones de análisis. Permite analizar desde los pasos tempranos de pre-

procesamiento, hasta el paso final de la anotación funcional del experimento 

(usando Gene Ontology, rutas de señalización, etc), e incluye diferentes 

posibilidades de agrupamiento, selección génica, predicción de clases, etc. 

(Montaner y cols., 2006), que han sido actualmente ampliadas y actualizadas 

en la nueva versión de BABELOMICS (Medina y cols., 2010). 

 

x Predictores 
 

La tecnología de microarrays puede ser usada para identificar 

biomarcadores asociados con procesos biológicos o enfermedades mediante la 

realización de análisis de expresión génica diferencial, e incluso para encontrar 

patrones de expresión génica que pueden servir para distinguir subclases 

como se ha señalado cen el concepto de firma transcriptómica (Quackenbush, 

2006b; Medina y cols., 2007; Nevins y Potti, 2007). 

 

Los predictores son algoritmos matemáticos que nos permiten clasificar 

categóricamente una muestra en función de las múltiples variables que se 

están midiendo. Se trata de algoritmos que, según el principio matemático que 

incluyan, dividen nuestro conjunto de datos en distintas clases en el espacio. 
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Una vez que el predictor ha aprendido a clasificar muestras conocidas, es 

capaz de predecir la clase a la que pertenece una muestra de iguales 

características pero de categoría desconocida. 

 

Los primeros predictores se desarrollaron en los años 70 y fueron 

aplicados en distintos campos como es el reconocimiento de la escritura, la 

predicción del tiempo, el reconocimiento facial, etc. La predicción se puede 

utilizar para clasificar y predecir clases en muestras desconocidas a partir de 

datos de expresión génica de muestras conocidas. Es decir, utilizar esas firmas 

transcriptómicas que caracterizan los procesos para distinguir fenotipos. 

 

La predicción computacional es el objetivo en muchos de los estudios de 

expresión génica. Cada muestra pertenece a una, y sólo a una, de las clases, 

pudiendo ser clasificadas en clases discretas o categorías, como son estados 

de enfermedades, diferentes tipos de tumores, diferentes estados del 

endometrio (Medina y cols., 2007). La predicción a partir de los datos de 

expresión de microarrays ha sido definida y estandarizada en MAQC-II (Shi y 

cols., 2010a), donde se ha estipulado qué algoritmos matemáticos son los más 

adecuados para realizar estos modelos predictivos a partir de esta tecnología. 

 

El predictor utiliza un conjunto de muestras modélicas denominadas set 

de entrenamiento (training set) que son muestras control representativas de la 

población a estudiar. De estas muestras se conoce su clase real. El perfil de 

expresión génica del set de entrenamiento servirá para entrenar a los distintos 

predictores a distinguir entre las diferentes clases. El programa predictor 

calcula el error con el que cada algoritmo de predicción clasifica las muestras 

del set de entrenamiento. Este error es calculado en función de lo que coincide 

la predicción computacional con la clase real conocida. Para ello, se utiliza una 
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táctica denominada validación cruzada (crossvalidation), donde se estima la 

capacidad del predictor de asignar correctamente la categoría. 

 

1.3.3. Transcriptómica en el endometrio 
  
El nivel de estudio que proporciona la genómica funcional del endometrio 

constituye un enfoque más profundo sobre el conocimiento de la función 

endometrial, tanto a nivel fisiológico como patológico. 

 

Se ha utilizado esta tecnología para analizar el transcriptoma del tejido 

endometrial a lo largo del ciclo menstrual, con especial atención en el periodo 

de receptividad endometrial (WOI). 

 

El transcriptoma del endometrio en el ratón ha sido analizado en ciclos 

naturales (Yoshioka y cols., 2000; Reese y cols., 2001; Tan y cols., 2003) y con 

tratamientos para la estimulación ovárica (Cheon y cols., 2002; Watanabe y 

cols., 2003; Hewitt y cols., 2003; Hong y cols., 2004). Estudios similares han 

sido realizados en ratas (Naciff y cols., 2002; Wu y cols., 2003), y vacas 

(Ishiwata y cols., 2003). No obstante, también han sido llevados a cabo en 

primates como el Macacus rhesus (Ace y Okulicz, 2004; Tynan y cols., 2005). 

Existe una detallada revisión publicada en 2005 (White y cols., 2005) y más 

tarde ampliada (Horcajadas y cols., 2007) sobre los estudios realizados de la 

expresión génica del endometrio en humanos. 

 

En el ámbito de la medicina reproductiva es de gran interés conocer el 

perfil de expresión génica del endometrio humano. Por ello, se han 

desarrollado modelos humanos in vitro e in vivo. Se ha estudiado la expresión 

génica de las células estromales durante el proceso de decidualización 

(Popovici y cols., 2000; Brar y cols., 2001; Tierney y cols., 2003), así como la 
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expresión génica que tienen estas células del estroma en respuesta a la 

progesterona (Okada y cols., 2003). También ha sido estudiado el patrón de 

expresión génica diferencial entre los compartimentos epitelial y estromal 

durante la fase proliferativa del ciclo menstrual en humanos, utilizando la 

técnica de microdisección por laser capture (Yanaihara y cols., 2005), así como 

en ratón (Niklaus y cols., 2006). 

 

Se han encontrado evidencias moleculares convincentes sobre la 

identificación de perfiles de expresión génica del endometrio humano, no sólo 

en la fase de receptividad, sino a través de las diferentes fases del ciclo 

menstrual (Ponnampalam y cols., 2004; Punyadeera y cols., 2005; Talbi y cols., 

2006). 

 

El grupo de Peter Rogers en Australia fue el primero en proponer la 

caracterización genómica del endometrio humano a lo largo del ciclo menstrual 

usando la tecnología de microarrays  (Ponnampalam y cols., 2004). Este grupo 

concluyó que es posible clasificar con exactitud el endometrio humano 

mediante su perfil molecular sin tener en cuenta su apariencia morfológica. 

Incluso demostraron que, en algunas muestras, el patrón de expresión génica 

corrige el criterio histopatológico convencional (Noyes y cols., 1950 y 1975) 

sugiriendo su utilización como marcador biológico del endometrio 

(Ponnampalam y cols., 2004). Aún más, establecieron la existencia de grupos 

de genes característicos de las diferentes fases del ciclo, destacando el 

potencial del perfil de expresión génica para el desarrollo de herramientas 

moleculares en la evaluación del estado endometrial.  

 

Este estudio sobre el perfil de expresión génica del endometrio ha sido 

confirmado y ampliado por el grupo de Linda Giudice en la Universidad de 

California San Francisco (Talbi y cols., 2006) que ha analizado con detalle el 
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perfil molecular del endometrio humano a lo largo de todas las fases del ciclo 

menstrual. Sus resultados subrayan el potencial de los perfiles de expresión 

génica para desarrollar diagnósticos moleculares y poder distinguir entre 

endometrios funcionalmente normales y anormales con idéntica morfología.  

 

x Estudios de genómica funcional en la WOI 
 

¿Qué diferencias en la expresión génica se producen en el endometrio 

para que las células adquieran un fenotipo receptivo?. Esta es una cuestión 

vital para el proceso de la receptividad endometrial que ha sido estudiada 

mediante esta tecnología. Se ha conseguido establecer qué moléculas son las 

esenciales en el desarrollo del estatus receptivo del endometrio (Carson y cols., 

2002; Borthwick y cols., 2003; Kao y cols., 2003; Riesewijk y cols., 2003; Mirkin 

y cols., 2005). Todos ellos son trabajos independientes sobre el análisis 

genómico funcional durante la WOI en la especie humana, que utilizan 

microarrays de expresión que identifican variaciones en el genoma completo 

(en aquel momento unos 12.000 genes conocidos, Human Genome U95A 

Array, Affimetrix GeneChip Array). 

 

Kao y cols. compararon la fase folicular con distintos días de la fase 

receptiva entre LH+8 y LH+10, describiendo más de 150 genes regulados al 

alza y 350 regulados a la baja (Kao y cols., 2003). Carson y cols, compararon 

endometrios obtenidos en las fases secretora inicial (pre-receptiva) vs. media 

(receptiva). Describieron la existencia de 370 genes regulados a la baja, 

mientras que aproximadamente 320 genes aumentaban su expresión (Carson 

y cols., 2002). Asimismo, Borthwick y cols., mediante la utilización de un 

microarray de más de 60.000 oligonucleótidos, describen 149 tránscritos, 

diferencialmente expresados entre endometrios proliferativos y secretores de 

distintas pacientes (Borthwick y cols., 2003). 
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En el trabajo de Riesewijk y cols., para comprender de forma global la 

base molecular de la receptividad endometrial en humanos, se comparó los 

perfiles de expresión génica del endometrio pre-receptivo (día LH+2) frente al 

receptivo (LH+7) de la misma mujer fértil (n=5), en el mismo ciclo menstrual 

(Riesewijk y cols., 2003). Una revisión más detallada de estos estudios puede 

ser encontrada en Horcajadas y cols. (Horcajadas y cols., 2004). Por último, el 

trabajo de Mirkin y cols., comparó genómicamente la fase secretora temprana 

frente a la tardía, utilizando el mismo microarray de Affymetrix y llegando a 

similares conclusiones que los trabajos anteriores (Mirkin y cols., 2005). 

 

Aunque sólo uno de los genes, la osteopontina, se encontraba inducida 

en los cinco trabajos citados, hay varias moléculas importantes que han sido 

destacadas por su presencia en cuatro de los cinco artículos. Algunas de ellas 

son moléculas y proteínas previamente identificadas en el endometrio con o sin 

una función descrita. Genes implicados en el metabolismo lipídico 

(apolipoproteína D), respuesta inmune (decay accelerating factor for 

complement, serín o cisteín-proteasas, interleucina (IL) -15), regulación del 

ciclo celular (growth arrest and DNA-damage-inducible, alfa), unión a iones 

(anexina IV) o enzimas con diferentes funciones en distintos tejidos 

(monoamina oxidasa A).  

 

Los resultados obtenidos por todos estos laboratorios han demostrado 

que la receptividad endometrial es un proceso equilibrado, complejo y activo, 

que implica cientos de genes inducidos y reprimidos. Aunque algunas 

moléculas son más relevantes que otras en el desarrollo de la receptividad 

endometrial, hay un pequeño cluster de 25 genes que son esenciales en la 

regulación de la WOI (Horcajadas y cols., 2007). Todos estos resultados 

también llevan a pensar que no existe una molécula clave con la capacidad de 

regular la receptividad endometrial por sí misma (Aghajanova y cols., 2008a). 



                                                         INTRODUCCIÓN 

 37

1.4. Contexto científico actual  
 
La aplicación de los avances tecnológicos y mejora del conocimiento en 

otras áreas de la medicina reproductiva contrasta con la ausencia de grandes 

desarrollos en referencia al endometrio humano. En la actualidad, se siguen 

utilizando criterios diagnósticos exclusivamente morfológicos para el dataje 

endometrial definidos hace más de 60 años (Noyes y cols., 1950 y 1975). 

También desconocemos la etiología de la endometriosis que fue descubierta 

hace 150 años (Von Rokitansky, 1860).  

 

El carcinoma endometrial se ha convertido en el más común de los 

cánceres del aparato genital femenino en Europa y EE.UU (Evans, 1995) y es 

el cuarto en incidencia en la mujer después del cáncer de mama, pulmón y 

colon. Además, solamente del 20-30% de los embriones transferidos al útero 

en TRA consigue implantarse, y aunque en un buen número de casos el 

problema radica en el propio embrión, en otros, la causa es la infertilidad 

femenina debida a fallo de implantación, donde la receptividad endometrial es 

la responsable de muchos de estos fallos (Salamonsen y cols., 2009).  

 

Por otra parte, la tendencia actual en los TRA es la de reducir el número 

de embriones transferidos y lograr la transferencia de un único embrión.  

 

Por todo este contexto mencionado, se hace necesario cada vez más, la 

identificación de factores pronósticos tanto de origen embrionario como de 

origen endometrial (Puente y cols., 2009).  

 

De este modo, la utilización de las nuevas tecnologías existentes puede 

dar nuevas posibilidades para mejorar la capacidad diagnóstica y terapéutica 

de los marcadores pronósticos de receptividad uterina. 
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Los distintos trabajos realizados del transcriptoma endometrial no han 

encontrando un consenso unánime entre ellos, lo cual puede ser debido a que 

tanto el diseño experimental, como la recolección de muestras, así como la 

selección de los genes, son cruciales a la hora de sacar conclusiones 

(Horcajadas y cols., 2007). No obstante, con el conocimiento que han aportado, 

se deduce que el transcriptoma parece ser un candidato firme para obtener un 

biomarcador de receptividad endometrial que permita caracterizar la firma 

transcriptómica de dicho proceso y obtener un método objetivo para la 

evaluación de la receptividad uterina. 

  

Por lo tanto, se considera necesario tener disponible un microarray 

personalizado que englobe una selección de genes que sean específicos del 

endometrio, tanto como definir un perfil de expresión que sirva para 

diagnosticar y determinar si el estado de un endometrio particular corresponde 

al estado de receptividad/ no receptividad u otros estados alterados del 

endometrio, simplemente con una muestra del mismo. 

 

Finalmente, la disponibilidad de herramientas bioinformáticas capaces de 

clasificar y predecir clases fenotípicas a partir de los microrrays de expresión, 

permiten el contexto científico y tecnológico idóneo para realizar el trabajo de 

investigación de la presente tesis doctoral.  
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2. HIPÓTESIS 
 

El transcriptoma es una propiedad inherente a cada tejido en un proceso 

biológico concreto que puede ser caracterizado y utilizado como biomarcador 

molecular. El patrón de expresión génica del tejido endometrial relacionado con 

la adquisición de un fenotipo receptivo puede ser caracterizado y utilizado para 

crear una herramienta efectiva para diagnosticar el estado de receptividad 

endometrial de forma objetiva. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivos generales 
 

x Caracterizar y definir la firma transcriptómica de la receptividad  

endometrial humana (Endometrial Receptivity Signature, ERS). 

x Crear una herramienta diagnóstica molecular de la receptividad 

endometrial, basada en el transcriptoma de los genes relacionados con 

dicho proceso, para trasladar a la clínica. 

 

3.2. Objetivos específicos 
 

a) Identificar los genes que estén implicados en el proceso de la 

receptividad endometrial. 

b) Diseñar un microarray específico de receptividad endometrial con 

dichos genes (Endometrial Receptivity Array, ERA). 

c) Analizar los genes y el patrón de expresión del ERA durante la WOI, 

más específicamente, y en las otras fases del ciclo menstrual, para 

poder caracterizar a nivel biológico la ERS. 

d) Desarrollar un predictor basado en el transcriptoma ERA que permita 

evaluar de forma cuantitativa y objetiva el estado receptivo 

endometrial in vivo. 

e) Generar una herramienta diagnóstica molecular basada en el ERA y 

el predictor que contenga todos los pasos necesarios para realizar la 

evaluación de la receptividad endometrial. 

f)    Comparar el dataje histológico basado en los criterios de Noyes con el 

método de predicción de la herramienta molecular diagnóstica de la 

receptividad endometrial. 
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4. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 
Se seleccionaron los genes relativos al proceso de la receptividad 

endometrial a partir del estudio de expresión génica diferencial de genoma 

completo entre muestras control obtenidas en estado pre-receptivo y muestras 

control obtenidas en receptivo (figura 9). Con los genes seleccionados se 

diseñó un microarray personalizado al que se denominó ERA. 

 

El transcriptoma ERA se analizó en otro conjunto de muestras control 

normales, a lo largo de todo el ciclo menstrual, con la finalidad de definir la ERS 

y de construir un modelo de predicción capaz de datar y evaluar el endometrio 

receptivo a partir del perfil de transcripción del microarray personalizado creado 

(figura 9). 

 

En tercer lugar, se analizó el transcriptoma ERA en un conjunto de 

muestras endometriales diagnosticadas como fallo de implantación (FI) (figura 

9). Estas muestras se utilizaron como control de FI y, junto con las muestras 

control receptivas normales, se generó un segundo modelo de predicción que 

fuera capaz de distinguir entre receptivas normales y muestras tomadas en 

fase receptiva pero con problemas de implantación. 

 

Una vez establecidos ambos modelos de predicción y comprobada su 

capacidad predictiva, se generó la herramienta molecular diagnóstica de la 

receptividad endometrial. Esta herramienta funciona mediante un programa 

informático que es capaz de realizar todo el proceso de análisis desde la matriz 

de datos bruta del ERA, hasta el diagnóstico de receptividad mediante el 

sistema de predicción establecido (figura 9). 
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Posteriormente, otro conjunto de muestras nuevo se analizó con objeto 

de testar en la población de pacientes el diagnóstico de la herramienta 

molecular de receptividad endometrial. Este grupo de muestras estuvo 

constituido por biopsias endometriales tomadas en fase receptiva de pacientes 

que se iban a someter a un TRA. Tras obtener el transcriptoma del ERA, la 

matriz de datos generada, se implementó en la herramienta molecular de 

receptividad endometrial dando un diagnóstico transcriptómico de dataje 

(endometrio receptivo o no receptivo) y otro de normalidad o patología (figura 

9). 
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Figuraȱ 9.ȱ ȱDiagramaȱ deȱ flujoȱ delȱ procedimientoȱ experimental.ȱ ȱ Elȱ colorȱ deȱ

fondoȱ indicaȱcadaȱunaȱdeȱlasȱfasesȱenȱelȱprocesoȱexperimental.ȱConȱfondoȱazulȱcelesteȱ
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(izquierda)ȱ seȱ incluyenȱ losȱ pasosȱ seguidosȱ paraȱ laȱ obtenciónȱ delȱ microarrayȱ

personalizadoȱERA.ȱConȱfondoȱrosaȱ(parteȱcentral)ȱseȱmuestraȱelȱprocedimientoȱseguidoȱ

paraȱ obtenerȱ laȱ ERSȱ yȱ elȱ predictor.ȱ Porȱ último,ȱ conȱ fondoȱ moradoȱ (derecha)ȱ seȱ

esquematizaȱelȱprocedimientoȱseguidoȱparaȱelȱdiagnóstico,ȱempleandoȱ laȱherramientaȱ

molecularȱdiagnósticaȱdeȱreceptividadȱendometrialȱobtenidaȱgraciasȱaȱlasȱfasesȱprevias.ȱ

Enȱlaȱparteȱsuperiorȱdeȱcadaȱunaȱdeȱlasȱfasesȱseȱrepresentaȱlaȱimagenȱdeȱunȱendometrioȱ

aȱloȱlargoȱdelȱcicloȱmenstrual.ȱElȱsombreadoȱazulȱmásȱoscuroȱdelȱendometrioȱseñalaȱlaȱ

faseȱ secretora;ȱ yȱ laȱ pequeñaȱ franjaȱ sombreadaȱ previaȱ muestraȱ elȱ momentoȱ deȱ laȱ

ovulación.ȱ Lasȱ elipsesȱ indicanȱ elȱ momentoȱ delȱ cicloȱ enȱ elȱ queȱ lasȱ biopsiasȱ fueronȱ

tomadas:ȱ laȱelipseȱdeȱ colorȱ rojoȱ laȱ faseȱproliferativaȱendometrial;ȱ laȱelipseȱamarillaȱ laȱ

faseȱsecretoraȱtempranaȱ(preȬreceptiva);ȱlaȱelipseȱdeȱcolorȱverdeȱlaȱfaseȱsecretoraȱmediaȱ

(receptiva)ȱ yȱ laȱ elipseȱ marrónȱ laȱ faseȱ secretoraȱ tardíaȱ (postȬreceptiva).ȱ FI:ȱ Falloȱ deȱ

Implantación.ȱ
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.1. Muestras biológicas y criterios de inclusión 

 
El material de estudio empleado fue un total de 150 biopsias 

endometriales de mujeres diferentes (muestras independientes), en distintos 

días del ciclo menstrual, siempre en ciclo natural no habiendo tomado 

anticonceptivos en al menos un mes previo a la toma de la biopsia.  

 

Las mujeres reclutadas eran de raza caucásica, con un índice de masa 

corporal normal (IMC) de entre 19–25 kg/m² y con criterios de inclusión 

añadidos en función del objeto de cada parte del estudio (figura 9). 

 

x Muestras para la selección de genes 
 

Este set de muestras control sirvió para seleccionar los genes 

relacionados con el proceso de la receptividad endometrial para diseñar el 

ERA.  

 

Se consideró como grupo control a mujeres de raza caucásica, sanas y 

fértiles con edad comprendida entre 23 y 39 años y ciclos menstruales 

regulares. Se asumió como fertilidad probada el haber tenido embarazos 

previamente. 

 

Se calculó el pico de LH en orina y se tomaron muestras en día LH+1, 

LH+3, LH+5 todas ellas como fase pre-receptiva y LH+7 como fase receptiva. 

Se tomaron cinco muestras en cada uno de los días (n=20). 
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Siguiendo los criterios de Noyes (Noyes y cols., 1950 y 1975), se realizó 

el dataje histológico de forma ciega y por dos patólogos distintos. Sólo fueron 

incluidas las muestras cuyo diagnóstico de dataje era coincidente entre los dos 

patólogos y, a su vez, con la determinación del día del ciclo según la LH.  

 

Posteriormente, a estas muestras incluidas se les realizó el análisis de 

expresión génica de todo el genoma. 

 

x Muestras control normales para analizar con el ERA 
  

Se consideró como grupo control a mujeres de raza caucásica, donantes, 

sanas y fértiles (haber tenido embarazos) con edad comprendida entre 19 y 40 

años y con ciclos menstruales regulares. Un total de 79 muestras formaron este 

grupo. 

 

La LH fue medida en sangre tomándose muestras en fase receptiva (R), 

día LH+7(n=39), en fase pre-receptiva (PR), días LH+1-LH+4  (n=14), y en fase 

post-receptiva (PS), días LH+11-LH+13 (n=12). Las muestras previas al pico de 

LH fueron tomadas en fase proliferativa (PF), día 8-12 (n=14), cuyo día del ciclo 

se determinó según la referencia al primer día de regla y con control ecográfico. 

 

x Muestras control con fallo de implantación (R-FI) para analizar con 
el ERA. 

 
Se consideró a mujeres de raza caucásica con edades comprendidas 

entre 30 y 42 años, a las que se les diagnosticó FI por haberse realizado al 

menos 3 FIV y/o ICSI fallidos, es decir, sin implantación y con embriones 

normales (programa de donación de óvulos o óvulos propios pero que con la 
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técnica de hibridación in situ fluorescente (FISH) más del 50% de embriones 

sean normales).  

 

Se tomaron 11 biopsias endometriales en ciclo natural en LH+7 (fase 

receptiva) de mujeres con FI (R-FI), y el pico de LH se determinó en orina. A 

todas las muestras control (PF, PR, R, PS y R-FI), se les realizó el análisis 

transcriptómico con el ERA, y fueron etiquetadas según la tanda experimental, 

con el fin de poder detectar que no hubiera efectos en los resultados debidos al 

orden en que se realizó el análisis experimental (batch effect). 

 

x Muestras de la población de pacientes para testar con la 
herramienta molecular de receptividad endometrial 
 

Las muestras biológicas procedían de mujeres que acudían a la clínica 

para realizarse un TRA, con edades comprendidas entre 23 y 43 años. Se 

obtuvieron 40 biopsias endometriales en LH+7 y en ciclo natural.  

 

El pico de LH fue detectado en sangre, de forma preferente, o en orina si 

a la paciente le era imposible acudir a las mediciones. A estas muestras 

biológicas también se les realizó el análisis transcriptómico con el ERA y, 

posteriormente, fueron testadas por la herramienta molecular de receptividad 

endometrial. 

 

Consentimiento informado 

 

Antes de la colección de cualquier tipo de muestra, se obtuvo el 

consentimiento escrito de la paciente previa aprobación por el comité ético del 

Instituto Valenciano de la Infertilidad (IVI). Anexo I. 
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 Obtención del pico de la hormona luteinizante (LH) 
 

 A partir del día 10 del ciclo menstrual se realizó el control ecográfico. Con 

folículos de 16 mm se inició la determinación de LH en suero o en orina diaria. 

Se asumió un pico de LH según los valores que se obtuvieron durante las 

distintas determinaciones y se consideró el día del pico como día 0. A partir de 

entonces se tomó la biopsia, X días después, siendo considerado ese día como 

LH+X. 

 

Para la medición de la LH urinaria se empleó un kit comercial predictor de 

la ovulación (Donacheck ovulación, Novalab Ibérica, S.A.L, Coslada, Madrid, 

España), y para la medición de la LH sérica se utilizó otro kit comercial (LH 

reactiva abbot laboratorios axsym system). 

 

5.2. Obtención y procesado de las muestras biológicas 
 

5.2.1. Obtención de las muestras 
  

Todas las biopsias endometriales fueron tomadas del fundus uterino 

usando una pipelle de Cornier (Genetics, Namont-Achel, Belgium) en 

condiciones de esterilidad.  

 

Una vez limpias de moco y sangre, las biopsias endometriales fueron 

congeladas a -80°C para la posterior extracción del ARN total para el análisis 

de microarrays. A las biopsias endometriales a las que se les iba a realizar el 

análisis histológico, antes de ser congeladas, se les tomó 1/3 de la biopsia con 

este fin. 
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5.2.2. Extracción del ARN total y medición de su calidad 
 

La extracción de ARN total de todas las muestras fue realizada mediante 

el “método del trizol” de acuerdo con el protocolo recomendado por la casa 

comercial (Life Technologies, Inc., USA). La concentración de ARN total se 

midió por espectrofotometría (aproximadamente de 1-2 µg del ARN total fue 

obtenido por mg de tejido). La calidad del ARN fue medida con el Nanochip de 

ARN de Agilent (ARN 6000 Nano labChip Kit) a partir de muestras con una 

concentración de ARN entre 50-500 ng y fue analizada en el bioanalizador 

A2100 (Agilent Technologies, Germany). Sólo las muestras con un RIN mayor 

de 7 (RNA Integrity Number: número que valora la integridad del ARN) fueron 

válidas para analizar su transcriptoma. 

 
5.2.3. Etiquetado de la muestra e hibridación del microarray 

 

x Microarray de genoma completo 
 

Las muestras utilizadas para realizar la selección de genes (vid. MM 5.1), 

fueron hibridadas en un microarray de expresión de genoma completo 

Affymetrix HG-U133A chip (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA) y procesadas por 

Gene Logic an Ocimum Biosolutions Co. (Gaithersburg, MD) como se describe 

en Tackels-Horne y cols., 2001. El resultado fue una matriz de datos con las 

muestras como columnas y los genes del genoma como filas. 

 

x Microarray ERA 
 

 Las muestras control  (PF, PR, R, PS y R-FI), y las muestras de la 

población de pacientes para testar (vid. MM 5.1) fueron hibridadas con el ERA. 
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La preparación de la muestra y la hibridación con el microarray fue 

realizada según el protocolo de un color de Agilent (figura 10). El ADNc de 

simple cadena fue transcrito a partir de 1 µg del ARN total. Para ello se utilizó 

como cebador el promotor T7-Oligo (dT). Las muestras fueron transcritas in 

vitro y al mismo tiempo etiquetadas con el fluoróforo Cy3 (Quick-AMP labeling 

kit (Agilent technologies, Madrid, Spain). 

 

El ARN transcrito a partir del ADNc se denomina ARNc (ARN 

complementario). La síntesis genera entre 10 y 15 µg de ARNc. Seguidamente, 

se realizó una ronda de limpieza con el kit de QIAGEN (QIAGEN, Barcelona, 

Spain), y el ARNc se fragmentó en trozos con un rango de 35 a 200 bases, lo 

cual fue confirmado por el bioanalizador Agilent 2100 Bioanalyzer technology. 

 

Las muestras de ARNc fragmentado (1,65 µg) fueron hibridadas con el 

microarray por incubación a 65ºC durante 17h con rotación constante. Después 

los microarrays fueron lavados, en dos pasos de un minuto, en dos tampones 

de lavado (Agilent technologies, Madrid, Spain). Los microarrays hibridados con 

los ARNc marcados, fueron escaneados en el escáner Axon 4100A (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA), y los datos fueron extraídos con el software 

GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

 

Únicamente se incluyeron aquellas muestras que incorporaron el 

fluoróforo con una actividad mayor de 9. 

 

Realizar el protocolo de un color implica que se hibridó cada muestra en 

un microarray independiente. Las muestras fueron hibridadas en tandas de 16 

microarrays (dos portaobjetos de ocho muestras cada uno). 



                                            MATERIAL Y MÉTODOS  

 61

ARN total de la muestra

ARNm

MMLV-RT
Cebador  Oligo dT
Promotor  T7

ARNc
purificado

1ª cadena ADNc

2ª cadena ADNc

ARNc

2ª cadena ADNc

ARN polimerasa T7

ARNc (anti-sentido)

Promotor
Anti-sentido

Promotor
Anti-sentido

ARN polimerasa T7
Cy3-CTP, NTPs

MMLV-RT

Promotor

ȱ

Figuraȱ10.ȱEsquemaȱdelȱprotocoloȱdeȱmicroarraysȱdeȱunȱcolor.ȱTrasȱobtenerȱlaȱ

poblaciónȱdelȱARNȱtotalȱdeȱlaȱmuestra,ȱseȱretrotranscribeȱsóloȱelȱARNmȱporȱacciónȱdeȱlaȱ

MMLVȬRT,ȱelȱcualȱjuntoȱconȱelȱcebadorȱoligoȱdtȱyȱelȱpromotorȱT7ȱseȱuneȱaȱlaȱcolaȱpoliȱA.ȱ

ElȱresultadoȱesȱelȱADNcȱdeȱsimpleȱcadena,ȱelȱcualȱseȱreplicaȱgenerándoseȱlaȱotraȱcadenaȱ

porȱlaȱacciónȱMMLVȬRTȱyȱelȱpromotorȱantiȬsentido.ȱLaȱARNȱpolȱdelȱfagoȱT7ȱutilizaȱsuȱ

promotorȱparaȱtranscribirȱelȱADNcȱdeȱdobleȱcadenaȱenȱARNc,ȱȱesȱduranteȱesteȱprocesoȱ

deȱ transcripciónȱ cuandoȱ seȱ incorporanȱ losȱ nucleótidosȱmarcadosȱ conȱCy3.ȱ ElȱARNcȱ

marcadoȱseȱpurificaȱyȱseȱhibridaȱconȱelȱmicroarray.ȱ
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5.2.4. Procesado y dataje endometrial por histología 
 

Las muestras para la selección de genes y un subconjunto de las 

muestras control normales fueron procesadas por histología. Aproximadamente 

1/3 de la biopsia endometrial fue destinada para el estudio de anatomía 

patológica (100-200 mg de tejido). La muestra fue fijada en formol al 4% (p/v), 

incluida en parafina y teñida con H&E para su posterior dataje. El dataje según 

Noyes y cols. (Noyes y cols., 1950 y 1975) fue realizado de forma ciega por dos 

patólogos distintos. 

 

Todas las muestras empleadas para seleccionar los genes relacionados 

con la receptividad endometrial tenían un dataje endometrial coincidente entre 

los dos patólogos y con respecto a la LH. El dataje de las muestras control (PF, 

PR, R y PS) sirvió para comparar el método histológico clásico con el modelo 

de dataje endometrial de predicción computacional que incluía la herramienta 

molecular diagnóstica de la receptividad endometrial (vid. punto 6.10). 

 

5.3. Selección de genes 
 

Se eligió un método y se estableció un criterio para identificar los genes 

que se encontraban regulados en el proceso de la receptividad endometrial, los 

cuales iban a formar parte del microarray personalizado. 

 

x Criterio estadístico 
 

La selección de genes fue realizada basándonos en las diferencias del 

perfil de expresión génica del estado pre-receptivo, representado por biopsias 

endometriales de mujeres en LH+1, LH+3 y LH+5, vs. biopsias de mujeres en 

fase receptiva, representado por LH+7 (vid. MM 5.1). El transcriptoma de estas 
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muestras se obtuvo a partir de un microarray de expresión de oligos de 

genoma completo de más de 22.000 genes, el microarray Affymetrix HG-

U133A chip (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA). 

 

Se realizó un T-Test entre el transcriptoma del grupo de muestras pre-

receptivo vs. receptivo. Los genes que mostraron diferencias de expresión 

significativas en estas dos situaciones, con un False Discovery Rate (FDR) 

<0,05 y con un Fold Change (FC) >3, fueron seleccionados. El tamaño 

muestral empleado (vid. MM 5.1) fue considerado en el análisis estadístico, ya 

que el FDR calcula el p-valor en función del número de muestras. 

 

El análisis estadístico fue realizado por distintos programas 

bioinformáticos: el T-Rex de la plataforma GEPAS, el SAM (Significance 

Analysis of Microarrays) y el packaged multtest de Bioconductor. Se realizó un 

diagrama de Venn utilizando la aplicación VENNY (Oliveros, 2007 URL4) con 

los grupos de genes obtenidos con cada programa estadístico, con objeto de 

seleccionar aquellos genes consenso. 

 

x Análisis funcional 
 

Con la finalidad de estudiar el gene ontology (GO) de los genes 

seleccionados para ser incluidos en el ERA, se analizó la relevancia biológica 

de la selección estadística. Para ello, se estudió qué términos estaban 

representados de forma significativa más de lo que cabría esperar con respecto 

al conjunto de todos los genes del genoma humano. Para tal efecto, se utilizó 

la herramienta bioinformática FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics 

Suite versión 3.5 (Al-Shahrour y cols., 2005). Se seleccionó un análisis no 

inclusivo donde se estudiaron todos los términos del GO de los procesos 

biológicos (BP), de las funciones moleculares, (MF), y de los componentes 
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celulares (CC) entre los niveles del GO del 3-12 que poseyeran un número de 

genes comprendido entre 5-1000. Los términos del GO con un p-valor ajustado 

por Benjamin-Hochberg (Benjamini, 1995) por debajo de 0,05, se consideraron 

significativos. 

 

Además de estudiar el GO, también se analizó si había alguna ruta de 

señalización representada de forma significativa (KEGG pathways), o alguna 

interacción entre las proteínas codificadas por el transcriptoma del ERA 

(interpro Swissprot).  

 

5.4. Diseño del microarray de receptividad endometrial (Endometrial 
Receptivity Array, ERA) 
  

El microarray fue diseñado y elegido con el soporte de la tecnología de 

Agilent (Agilent technologies, Madrid, España) a partir del programa earray 4.5 

(URL5). El ERA es un microarray de expresión de sondas de oligonucleótidos 

compuestas por 60 bases, con un formato de 15Kx8 (ocho microarrays 

independientes del orden de 15.000 puntos impresos en un mismo 

portaobjetos). Cada microarray contiene 15.744 puntos e incluye las sondas 

correspondientes a los genes seleccionados para formar parte del ERA (un 

total de ocho réplicas por sonda); así como puntos de controles internos 

propios de Agilent y un conjunto de sondas para normalizar. 

 
Las sondas fueron diseñadas y testadas por la tecnología de Agilent. De 

su catálogo de genes de genoma humano únicamente se escogieron aquellas 

sondas representativas de los genes seleccionados. De este modo, se 

utilizaron sondas testadas que daban la seguridad de que iban a funcionar 

correctamente, evitándose así problemas de entrecruzamiento.  
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5.5. Preprocesado y normalización 
 

Tanto los microarrays de genoma completo de Affymetrix, como los del 

ERA, fueron preprocesados y normalizados del mismo modo. 

 

El preprocesado se realizó con preprocessCore 1.2.1 y consistió en restar 

a la media de intensidad de cada punto, la mitad del valor de la mediana de la 

intensidad del ruido de fondo. La normalización entre los microarrays fue 

realizada utilizando el método de los cuantiles, implementado con Bioconductor 

(URL6) limma packaged versión 2.14.7, en R software versión 2.7.1 (URL7).  

 

Para la normalización del ERA se utilizaron todos los puntos del 

microarray, tanto los de control interno y de normalización que incluía el diseño 

del microarray personalizado, así como el resto de puntos. Se analizó la 

distribución de la expresión de todos los puntos dentro de cada microarray 

(muestra). Se obtuvo la distribución de intensidades representando la 

intensidad en el eje de las abscisas y el número de puntos en el eje de 

ordenadas, de manera que se visualizaba la distribución de qué cantidad de 

puntos tenían intensidades altas, qué cantidad medias y qué cantidad bajas. 

 

 A partir de cada distribución, se confeccionó el diagrama de cajas para 

cada muestra, de modo que estas distribuciones fueron comparadas entre las 

distintas muestras del ERA, comprobándose que los diferentes microarrays a 

normalizar seguían una distribución parecida y por tanto era adecuado aplicar 

el método de los cuantiles.  

 

Aquellas muestras que no dieron señal o en su distribución se vió que las 

intensidades no se ajustaban a lo esperado en una hibridación correcta, fueron 

eliminadas. 
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Posteriormente, se calculó la media de las ocho réplicas de la misma 

sonda y, luego, se realizó la media de las sondas pertenecientes a un mismo 

gen, obteniendo así, una matriz de datos con tantas columnas como muestras, 

y tantas filas como genes. Posteriormente, se aplicó una transformación a 

escala logarítmica (log2), originándose una matriz final lista para ser utilizada 

en los sucesivos estudios. 

 

5.6. Validación de la técnica de microarrays 
 

x Validación del microarray de genoma completo por RT-PCR y 
mediante inmunohistoquímica 

 

La validación mediante RT-PCR fue realizada para cuatro genes 

seleccionados: el gen que codifica para la proteína de unión IGF (IGFBP-3), el 

gen que codifica para la glutation peroxidasa-3 (GPX3), el gen solute carrier 

family 1 (neuronal/epithelial high-affinity glutamate transporter system Xag) 

miembro 1 (SLC1A1) y la glicodelina [Progestagen-Associated Endometrial 

Protein (PAEP); PEG; placental protein 14 (PP14)]. Estos genes fueron 

escogidos por su relevancia en el proceso de la receptividad endometrial. Los 

niveles de expresión relativa de cada gen en el endometrio fueron 

determinados por la RT-PCR utilizando primers específicos para cada gen.  

 

La inmunohistoquímica fue realizada para tres genes distintos y a 

diferentes días del ciclo menstrual en ciclo natural: IGFBP-7, growth arrest and 

DNAdamage inducible gene-45, y la glicodelina (PAEP). Datos de la validación 

publicados en Horcajadas y cols., 2008. 
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x Validación del ERA mediante RT-PCR 
 

Se validó la expresión de cuatro genes que en el microarray de genoma 

completo estaban aumentados de forma significativa en fase receptiva (LH+7), 

con lo que eran relevantes en el proceso, y de los cuales se tenía la seguridad 

de que los primers diseñados amplificaban bien en la RT-PCR. Estos genes 

fueron: GPX3, FXYD2 (FXYD containing ion transport regulator 2, transcript 

variant a), SPP1 (phosfoprotein secreted 1 o Osteopontina), MT1G 

(Metalotionin 1G). Como gen housekeeping de control interno para normalizar 

se utilizó la GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). 
. 

La expresión del microarray fue validada para un subconjunto de 

muestras (n=29) del grupo control normal analizado con el ERA (vid. MM 5.1). 

Este set estaba compuesto por 13 muestras en fase no receptiva (PF n=8, PR 

n=5) y 16 muestras en fase receptiva (R n=16). Estas muestras, de forma más 

detallada, estaban constituidas por: muestras PF en día 8 n=2, en día 9 n=2, en 

día 10 n=2, en día 11 n=1 y en día 14 n=1; muestras PR en día 16 (LH+2) n=5 

y muestras R en día 21(LH+7) n=16. Se realizó la media de la expresión génica 

para muestras pertenecientes a un mismo día. 

 

Los valores de expresión génica de los cuatro genes seleccionados 

obtenidos por RT-PCR se compararon con los obtenidos para estos mismos 

genes con el ERA. El FC fue calculado haciendo la media de la expresión de 

las muestras pertenecientes a un mismo día del ciclo menstrual frente a la 

media de las muestras en estado receptivo. Los primers (tabla 1) se diseñaron 

utilizando el programa GeneFisher (URL8) (forma forward y reverse) y luego 

fueron lanzados mediante la aplicación del BLAST para detectar homologías de 

secuencia (URL9).  
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Gen Forward Reverse 
SPP1 TAAACCCTGACCCATCTCAGA TGAGACTCATCAGACTGGTGA 

FXYD2 AATGACTGGGTTGTCGATGGA ACAGCGGAATCTTCTGCTGA 

MT1G TCCTGCAAGTGCAAAGAGTG GGAATGTAGCAAAGGGGTCA 

GPX3 AGGTGGAGGCTTTGTCCCTA TATACCATCTGGCCCCACCA 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 
ȱ
Tablaȱ1.ȱPrimers.ȱLaȱsecuenciaȱforwardȱyȱlaȱsecuenciaȱreverseȱdeȱcadaȱunoȱdeȱlosȱ

primersȱ utilizadosȱ enȱ laȱ RTȬPCRȱ paraȱ cuantificarȱ laȱ expresiónȱ deȱ losȱ cuatroȱ genesȱ
elegidos.ȱ
 
5.7. Comportamiento de los genes del ERA en el ciclo menstrual 

 
Con objeto de caracterizar los genes seleccionados, se estudió los 

diferentes patrones de comportamiento de la expresión de los genes del ERA a 

lo largo del ciclo menstrual. Para ello, se utilizó la herramienta maSigPro 1.12.0 

(Conesa y cols., 2006) de la plataforma GEPAS (Vaquerizas y cols., 2005). Los 

parámetros escogidos fueron: el número de grupos en los que estudiar las 

tendencias comunes de comportamiento de los genes, eligiendo un número de 

nueve grupos, que incluyeron los nueve comportamientos más característicos 

en los que se podía caracterizar a los genes del ERA; un p-valor para la 

selección de genes de 0,2 y un p-valor para la variable del modelo de 0,2. 

 

Las variables utilizadas fueron la expresión de los genes y el día del ciclo 

menstrual. Las muestras fueron etiquetadas atendiendo a un día del ciclo 

menstrual perteneciente a la fase en las que habían sido tomadas. De este 

modo, en los grupos de comportamiento, el endometrio proliferativo fue 

etiquetado como 7, el pre-receptivo como 15, el endometrio receptivo como 21 

y el post-receptivo como 25. Utilizamos los datos de expresión del ERA de las 

79 muestras controles normales (PF=14, PR=14, R=39 y PS=12) (vid. MM 5.1). 
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Para completar el análisis del comportamiento de los grupos obtenidos se 

realizó un análisis funcional de aquellos que se consideraron relevantes. El 

análisis fue llevado a cabo con los mismos parámetros que el análisis funcional 

de los genes del ERA (vid. MM 5.3). Del mismo modo, se utilizó la herramienta 

bioinformática FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics Suite versión 

3.2 (Al-Shahrour y cols., 2005). Se seleccionó un análisis no inclusivo donde se 

estudiaron todos los términos del GO de los procesos biológicos (BP), de las 

funciones moleculares, (MF), y de los componentes celulares (CC) entre los 

niveles del GO del 3-12 que poseyeran un número de genes comprendido 

entre 5-1000. Se consideraron significativos los términos del GO con un p-valor 

ajustado por Benjamin-Hochberg (Benjamini, 1995) (FDR) por debajo de 0,05. 

 

Además de estudiar el GO, también se comprobó si había alguna ruta de 

señalización representada de forma significativa (KEGG pathways) o alguna 

interacción entre las proteínas codificadas por el transcriptoma del ERA 

(interpro Swissprot). 

 

5.8. Estudios de expresión génica diferencial 
 

Con el fin de analizar los genes diferencialmente expresados sólo en fase 

receptiva, se calculó el T-Test entre las muestras control normales R y el resto 

de grupos control normal de muestras analizados con el ERA (PF, PR y PS). 

Las combinaciones realizadas fueron: R vs. P, R vs. PR y R vs. PS. Al mismo 

tiempo, se confeccionó un diagrama de Venn con la aplicación VENNY 

(Oliveros, 2007 URL4) entre todos los grupos de genes diferencialmente 

expresados en cada comparación en primera instancia y, posteriormente entre 

estos mismos genes con respecto del total de genes del ERA. Esto último se 

realizó para confirmar que todos los genes del ERA estaban expresados 
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diferencialmente. Este análisis se completó con un ANOVA entre todos los 

grupos controles sanos (PF, PR, R y PS). 

 

Otro análisis de expresión génica diferencial fue realizado con la finalidad 

de estudiar las diferencias entre las muestras control R y las control R-FI. 

Finalmente, se analizaron las diferencias de expresión génica dentro del grupo 

control R-FI. 

 

Para los análisis de expresión génica diferencial, se utilizó la herramienta 

de expresión génica diferencial de la plataforma GEPAS (T-Rex) con un T-Test 

y la significatividad medida con un p-valor ajustado por Benjamin-Hochberg 

(FDR) (Benjamini, 1995) por debajo de 0,05.  

 
5.9. Definiendo la firma transcriptómica de receptividad endometrial 
(Endometrial Receptivity Signature, ERS) 
 

Para la obtención de la firma transcriptómica de la receptividad 

endometrial se seleccionaron aquellos genes específicos de la fase receptiva 

del ciclo menstrual. Para ello, se utilizó el estudio de expresión génica 

diferencial de la expresión del ERA entre R vs. PF, R vs. PR, y R vs. PS del 

apartado anterior.  

 

Tras realizar el diagrama de Venn entre los grupos de genes 

diferencialmente expresados en cada comparación (vid. MM 5.8) 

seleccionamos aquellos genes expresados diferencialmente en fase receptiva 

con respecto al resto de fases del ciclo menstrual, como los genes que definen 

la ERS. 

 



                                            MATERIAL Y MÉTODOS  

 71

Con el objetivo de caracterizar la ERS se realizó el análisis funcional de 

los genes que contenía la firma frente al resto del genoma. Para ello, se utilizó 

la misma herramienta y parámetros que en el resto de estudios funcionales: 

FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics Suite versión 3.2 (Al-

Shahrour y cols., 2005). Se seleccionó un análisis no inclusivo donde se 

estudiaron todos los términos del GO de BP, MF y CC entre los niveles del GO 

del 3-12 que poseyeran un número de genes comprendido entre 5-1000. Se 

consideraron significativos los términos del GO con un p-valor ajustado por 

Benjamin-Hochberg (Benjamini, 1995) (FDR) por debajo de 0,05. 

 
5.10. Métodos exploratorios de análisis en las muestras de 
entrenamiento del predictor 
 

Estos métodos exploratorios fueron utilizados para analizar la variabilidad 

en el transcriptoma ERA dentro de cada clase y entre las distintas clases; para 

saber si teníamos un tamaño muestral adecuado, según la variabilidad 

biológica subyacente, y para saber si se tenía un set de entrenamiento 

representativo para generar el predictor.  

 

Además, estos análisis también sirvieron para visualizar y comprobar que 

otras co-variables no estaban influyendo en el agrupamiento. Por otra parte, 

también permitieron detectar el posible batch effect, observando si las muestras 

analizadas en un mismo experimento se agrupaban juntas. 
 

De esta manera, se aplicaron los métodos exploratorios utilizando el 

lenguaje R v2.8.1 para analizar las muestras que se iban a utilizar para el 

entrenamiento del predictor para el modelo de dataje endometrial y para el 

modelo de clasificación patológica (vid. MM 5.1). Los métodos exploratorios 

empleados fueron el análisis jerárquico de agrupamiento y el PCA. 
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x Análisis de agrupamiento 
 

El agrupamiento jerárquico en función de los genes del ERA se realizó 

para ver como se agrupaban las muestras control normal, por una parte, y por 

otra, las muestras R-FI junto a las R. El método de agrupamiento empleado fue 

el de UPGMA con el coeficiente de correlación de Pearson como función de la 

distancia entre las muestras. 

 

x PCA 
 

Como segundo método exploratorio se realizaron distintos PCA para ver 

como se agrupaban las muestras en el espacio en función de la expresión de 

los genes del ERA. Los distintos PCA implementados fueron: uno con la 

expresión del ERA de todas las muestras control normal, otro con todas estas 

muestras más las control R-FI, otro sólo con las control R y las R-FI; y por 

último, un PCA sólo con las muestras R-FI (vid. MM 5.1). Se obtuvo el peso de 

las dos primeras componentes principales para cada uno de los PCA. 

 
5.11. Entrenamiento del predictor 
 

Para obtener un sistema que nos permitiera clasificar las muestras en 

función del transcriptoma ERA se utilizaron distintos algoritmos matemáticos. El 

objetivo era elegir el mejor método para distinguir clases dentro de la 

variabilidad biológica subyacente.  

 

Los predictores se implementaron con Weka 3.7.0. y se entrenaron con 

aquellos algoritmos que estaban más aceptados por la comunidad científica 

(MAQC-II) como los que mejor clasifican los resultados multivariantes de 

análisis de microarrays (Shi y cols., 2010a). 
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Se utilizó el método support vector machine (SVM) (Vapnik, 1999) con la 

función linear kernel, el K-nearest neighbours (KNN) (Hastie y Friedman, 2001; 

Ripley, 1996) con una K=5 y el Random Forest  (RF) (Breiman, 2001). 

 

Para estimar el error de clasificación se realizó diez veces una validación 

cruzada de cinco particiones estratificadas, lo que conllevaba dejar fuera el 

20% de las muestras como testado y hacer 10 combinaciones manteniendo las 

proporciones originales. La precisión (ACC), el área bajo la curva ROC (AUC), 

el error medio cuadrático (RMSE) y el Matthews correlation coefficient (MCC) 

fueron calculados y comparados entre los predictores, con objeto de evaluar la 

eficiencia de la predicción. La matriz de confusión y los términos de 

especificidad y sensibilidad fueron también comparados entre predictores. 

 

Con estos parámetros se generaron dos modelos de predicción 
distintos: 

 

x El modelo de dataje endometrial  
 

Su finalidad fue la de datar las muestras como receptivas frente a las 

distintas fases del ciclo menstrual. Las muestras control utilizadas para 

entrenar a los clasificadores fueron las PF, PR, R y PS que se describen en el 

punto MM 5.1. Se consideró como resultado positivo el estado receptivo 

normal. 

 

x El modelo de clasificación patológica 

 

Su finalidad fue la de distinguir las muestras receptivas normales de las 

receptivas con problemas de FI por causa endometrial. Las muestras control 

que se utilizaron para generar el modelo de clasificación fueron el conjunto de 
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muestras R-FI (n=11) y el de muestras R (n=39), estas últimas también 

utilizadas para entrenar el modelo de dataje endometrial. Se consideró como 

resultado positivo el estado receptivo con FI.  

 

Ambos modelos de clasificación se entrenaron con el valor de expresión 

de los genes incluidos en el ERA. También se entrenaron sólo con el valor de 

expresión de los genes que definieron la ERS con el fin de estudiar el poder 

predictivo del fenotipo de receptividad establecido tras la presente tesis 

doctoral. 

 
5.12. Herramienta molecular diagnóstica de la receptividad 
endometrial 
 

A partir de los datos de expresión del ERA y de los modelos de predicción 

escogidos se diseñó el procedimiento de la herramienta molecular diagnóstica 

de la receptividad endometrial. Dicha herramienta está en uso clínico 

actualmente y está constituida por el ERA y por el predictor. Para su función 

como diagnóstico clínico se emplea un programa informático que es capaz de 

datar el endometrio en fase receptiva, y de detectar si existe alguna alteración 

en el perfil de expresión normal de receptividad. 

 

Este programa contiene todo el proceso, desde el preprocesado y 

normalización de los datos de expresión del ERA, hasta el diagnóstico final, 

tras aplicar los distintos modelos de predicción establecidos con la presente 

tesis doctoral. La normalización se realiza siguiendo el procedimiento definido 

(vid. MM 5.5) y en función del conjunto de muestras control (set de 

entrenamiento) con el que se ha construido el predictor (vid. MM  5.1 y 5.11). 
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Con esta manera de normalizar se consigue que las nuevas muestras a 

testar estén escaladas y tengan la misma distribución que las muestras con las 

que se ha definido la clasificación. Para tal función se utilizaron los paquetes de 

Bioconductor, limma y preproccesCore y para la implementación de los 

algoritmos de predicción se utilizó weka v3.7.0. 

 

El diagnóstico de cada algoritmo es calculado con un valor de confianza 

que estima con qué probabilidad se da la predicción. Además, el programa 

contiene la posibilidad de re-entrenar los modelos de predicción con muestras 

nuevas. Así como generar nuevos modelos de predicción si aparecieran 

nuevos perfiles de expresión asociados a un fenotipo que distinguiera clases. 

 

5.13. Diagnóstico de la herramienta molecular en la población de 
pacientes 
 

Una vez generada la herramienta molecular diagnóstica de la receptividad 

endometrial, se analizó el transcriptoma ERA de 40 biopsias endometriales en 

fase receptiva (LH+7) de mujeres que acudían a la clínica para someterse a un 

TRA (vid. MM 5.1). Esto se realizó con objeto de testar a la población de 

pacientes. 

 

Las matrices de datos resultantes del análisis ERA de estas muestras se 

lanzarón con el programa predictor de la herramienta molecular obteniendo un 

diagnóstico de receptividad y patología. 

 
5.14. Comparativa dataje histológico vs. dataje predictivo 
 

Con el objetivo de comparar el predictor del nuevo método diagnóstico, 

generado en la presente tesis doctoral, con el clásico método de dataje de 
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Noyes (Noyes y cols., 1950 y 1975) se utilizó un subconjunto de las muestras 

control normales (vid. MM 5.1). Un total de 49 muestras formadas por: PF 

(n=6), R (n=8), R (n=24) y PS (n=11). 

 

Las biopsias endometriales fueron procesadas para la preparación de 

cortes histológicos (vid. MM 5.2.4) y analizadas según los criterios de Noyes 

(Noyes y cols., 1950 y 1975) por dos patólogos diferentes en las distintas fases 

del ciclo menstrual y de forma ciega. A su vez, estas mismas 49 muestras 

fueron datadas de forma ciega según el modelo de predicción de dataje 

endometrial que mejores resultados de predicción obtuvo. Se fijó como medida 

de referencia el pico de LH, y el día del ciclo menstrual a partir del primer día 

de regla para las mujeres en fase proliferativa.  

 

Asumimos que, en los controles, el ciclo menstrual y con ello el estado del 

endometrio, está acoplado al ovárico, ya que son mujeres sanas, de fertilidad 

probada y con ciclos menstruales regulares. 

 

Para comparar ambos métodos se estableció un criterio de 

correspondencia del dataje que permitiera evaluar la variable categórica (fase 

del ciclo menstrual) de una manera objetiva y por igual. Se etiquetó como 

endometrio proliferativo a aquellas muestras datadas del día 8 a 14, como 

endometrio pre-receptivo a aquellas entre el día 15 al día 18 inclusive, como 

endometrio receptivo a aquellas del día 19 al día 23, incluyendo las etiquetadas 

como día 19-20 y día 23-24, y como endometrio post-receptivas a aquellas 

entre el día 25 al 27, incluyendo las datadas como día 24-25.  

 

La concordancia de métodos de dataje (predictor y anatomía patológica) 

en relación con el pico de LH y entre patólogos fue analizado estadísticamente 
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por el análisis del índice de concordancia Kappa ponderado por pesos 

cuadráticos (Domenech, 2006), usando el paquete estadístico SPSS. 

 

Los valores del índice Kappa entre 0,61-0,80 son considerados como 

“buena concordancia”, mientras que valores entre 0,81-1,00 como “muy buena 

concordancia”. También se realizó una comparación de los tres datajes 

(patólogo 1, patólogo 2 y predictor) en cada fase del ciclo menstrual, midiendo 

el % de los aciertos y de fallos. 
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ȱ

“Loȱimportanteȱenȱcienciaȱnoȱesȱtantoȱobtenerȱnuevosȱhechosȱȱ

comoȱdescubrirȱnuevasȱformasȱdeȱpensarȱsobreȱellos”ȱ
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6. RESULTADOS 
 

6.1. Selección de genes 
 

x Criterio estadístico  
 

Tras realizar un análisis de expresión génica diferencial, entre el 

transcriptoma de genoma completo de los grupos de muestras pre-receptivas 

vs. receptivas (vid. MM 5.1), se seleccionaron los genes que mostraron 

diferencias de expresión entre estas dos situaciones con un FDR<0,05 y un 

FC>3. El análisis estadístico fue realizado por distintos programas 

bioinformáticos: el T-Rex de la plataforma GEPAS, el SAM, y el packaged 

multtest. El número de genes que finalmente contuvo el ERA fue el resultado 

de la selección obtenida mediante la unión de conjuntos entre GEPAS y SAM 

(GEPAS � SAM) con la intersección, del conjunto resultante de dicha unión, 

con el multtest (� multtest). Se realizó como se esquematiza en el diagrama de 

Venn (figura 11). Tras el proceso de selección se encontraron 238 genes 

diferencialmente expresados (143 incrementados y 95 disminuidos) (tabla 2). 

 

Figuraȱ 11.ȱ Selecciónȱ deȱ genes.ȱ Diagramaȱ deȱ

Vennȱ resultadoȱdeȱ laȱuniónȱdeȱgenesȱ entreȱ laȱ

selecciónȱresultanteȱdeȱutilizarȱGEPASȱ(TȬRex)ȱ

yȱSAMȱ (sumanȱunȱ totalȱdeȱ292ȱgenes),ȱ conȱ laȱ

intersecciónȱ conȱ multtestȱ (contieneȱ unaȱ

selecciónȱdeȱ255ȱgenes).ȱElȱresultadoȱfueȱlosȱ238ȱ

genesȱqueȱincluyeȱelȱERA.ȱ

 

(GEPAS � SAM) � multtest 

238 1754
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Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas
GPX3* Glutathione peroxidase 3 (plasma). 35,49 2 

PAEP 
Progestagen-associated endometrial protein (placental protein 14, 
pregnancy-associated endometrial alpha-2-globulin, alpha uterine protein) 
(PAEP), transcript variant 2. 

31,43 1 

COMP* Cartilage oligomeric matrix protein. 30,95 2 

SLC1A1 Solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate transporter, 
system Xag), member 1. 17,57 3 

LIF Leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor). 15,03 3 
TCN1* Transcobalamin I (vitamin B12 binding protein, R binder family). 14,76 1 
CXCL14 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14. 14,02 2 
C4BPA Complement component 4 binding protein, alpha. 13,14 2 
TSPAN8* Tetraspanin 8. 12,90 2 
LAMB3 Laminin, beta 3, transcript variant 2. 11,32 1 
MAOA Monoamine oxidase A, nuclear gene encoding mitochondrial protein. 9,39 2 

SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial, nuclear gene encoding mitochondrial 
protein, transcript variant 2. 9,06 2 

GADD45A Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha. 8,25 1 
MUC16 Mucin 16, cell surface associated. 8,01 8 
THBD Thrombomodulin. 7,84 3 
NNMT Nicotinamide N-methyltransferase. 7,74 2 
DPP4 Dipeptidylpeptidase 4 (CD26, adenosine deaminase complexing protein 2). 7,72 3 
SCGB2A2 Secretoglobin, family 2A, member 2. 7,43 2 
S100P* S100 calcium binding protein P. 6,95 1 
SNX10 Sorting nexin 10. 6,56 2 
CP Ceruloplasmin (ferroxidase). 6,34 2 
G0S2 Putative lymphocyte G0/G1 switch gene. 6,20 2 
C4.4ª GPI-anchored metastasis-associated protein homolog. 6,03 1 
ANG Angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5. 5,98 2 
ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3. 5,98 1 
XCL1 Chemokine (C motif) ligand 1. 5,80 3 
ADRA2A Adrenergic, alpha-2A-, receptor. 5,78 2 
EFNA1* Ephrin-A1, transcript variant 1. 5,77 3 
KLRC1 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1, transcript variant 2. 5,75 2 
TAGLN Transgelin. 5,71 3 
SLC15A1 Solute carrier family 15 (oligopeptide transporter), member 1. 5,59 2 
IGFBP1 Insulin-like growth factor binding protein 1. 5,35 3 
PTGER2 Prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa. 5,18 2 
THBS2 Thrombospondin 2. 5,17 3 
HPSE* Heparanase. 5,17 1 

SERPING1 Serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1, (angioedema, 
hereditary), transcript variant 1. 5,16 2 

CFD D component of complement (adipsin) (DF). 5,13 2 
CRISP3 Cysteine-rich secretory protein 3. 5,09 1 
C14orf161 Chromosome 14 open reading frame 161. 5,07 2 
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Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas
RPRM Reprimo, TP53 dependant G2 arrest mediator candidate. 5,03 3 
GAST Gastrin. 5,00 2 
EDNRB Endothelin receptor type B, transcript variant 2. 4,89 4 
RARRES1 Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1, transcript variant 2. 4,87 1 
ABLIM3 Actin binding LIM protein family, member 3. 4,87 4 
GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 (glioma). 4,83 2 
AOX1* Aldehyde oxidase 1. 4,82 2 
CYP3A5 Cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5. 4,82 3 
CTSW Cathepsin W. 4,78 3 
DHRS3* Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3. 4,72 1 
MYL9* Myosin, light polypeptide 9, regulatory, transcript variant 2. 4,72 3 
CLU Clusterin (CLU), transcript variant 2. 4,70 2 
IER3 Immediate early response 3, transcript variant long. 4,69 4 
GPRC5C G protein-coupled receptor, family C, group 5, member C, transcript variant 1. 4,69 6 
C3 Complement component 3. 4,67 3 
AQP3 Aquaporin 3 (Gill blood group). 4,63 2 
S100A4* S100 calcium binding protein A4, transcript variant 1. 4,59 2 
GNLY Granulysin (GNLY), transcript variant NKG5. 4,53 1 
INDO Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase. 4,49 1 
NKG7 Natural killer cell group 7 sequence. 4,42 1 
CORO1A* Coronin, actin binding protein, 1A. 4,40 1 
SLPI Secretory leukocyte protease inhibitor (antileukoproteinase). 4,39 3 
ARG2* Arginase, type II, nuclear gene encoding mitochondrial protein. 4,35 1 
ANXA4* Annexin A4. 4,27 1 
ARID5B AT rich interactive domain 5B (MRF1-like). 4,19 6 
DEFB1* Homo sapiens defensin, beta 1. 4,17 2 

SPP1 Secreted phosphoprotein 1 (osteopontin, bone sialoprotein I, early T-lymphocyte 
activation 1).  4,15 2 

DKK1* Dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis). 4,10 1 
HABP2* Hyaluronan binding protein 2. 4,09 2 
GZMA Granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 3). 4,07 1 
TBC1D2* TBC1 domain family, member 2. 4,07 2 
CDA Homo sapiens cytidine deaminase (CDA), mRNA [NM_001785] 4,00 2 
C10orf10 Chromosome 10 open reading frame 10. 3,98 3 
SLC38A1 Solute carrier family 38, member 1. 3,97 2 
FLJ20152 Hypothetical protein FLJ20152, transcript variant 1. 3,94 2 

STAR Steroidogenic acute regulator, nuclear gene encoding mitochondrial protein, 
transcript variant 1. 3,93 2 

LMOD1 Leiomodin 1 (smooth muscle). 3,92 2 
HAND2 Heart and neural crest derivatives expressed 2. 3,91 2 
IMPA2 Inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2. 3,91 2 
CXCL13* Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 (B-cell chemoattractant). 3,90 3 
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Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas
NP Nucleoside phosphorylase. 3,85 1 
DEPDC6 DEP domain containing 6. 3,80 1 
RARRES3 Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3. 3,79 1 
XCL2 Chemokine (C motif) ligand 2. 3,73 4 
MT2A Metallothionein 2A. 3,72 2 

TIMP3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsby fundus dystrophy, 
pseudoinflammatory). 3,71 2 

RRAS Related RAS viral (r-ras) oncogene homolog. 3,70 3 
CLDN10 Claudin 10, transcript variant 1. 3,68 2 
AGR2 Anterior gradient 2 homolog (Xenopus laevis). 3,67 1 
PROM1 Prominin 1. 3,65 3 
COTL1 Coactosin-like 1 (Dictyostelium). 3,58 5 
ACTA2 Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta. 3,58 2 
ID4* Inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein. 3,56 1 
FAM59A Family with sequence similarity 59, member A. 3,54 2 
GAS1 Growth arrest-specific 1. 3,53 2 
FGB Fibrinogen beta chain. 3,53 2 
LMCD1 LIM and cysteine-rich domains 1. 3,53 2 
SYNE2 Spectrin repeat containing, nuclear envelope 2, transcript variant 5. 3,52 6 

TRA@ T cell receptor alpha locus, mRNA (cDNA clone MGC:70922 IMAGE:5228329), 
complete cds. 3,52 5 

MRPS2 Mitochondrial ribosomal protein S2, nuclear gene encoding mitochondrial protein. 3,49 1 
KCNK7 Potassium channel, subfamily K, member 7, transcript variant C. 3,49 2 
KRT7* Keratin 7. 3,48 2 
GDF15 Growth differentiation factor 15. 3,47 2 
MFAP5* Microfibrillar associated protein 5. 3,42 2 
IGF2* Insulin-like growth factor 2 (somatomedin A), transcript variant 1. 3,41 3 
MT1G Metallothionein 1G. 3,41 3 
VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1, transcript variant 1. 3,41 1 
CLDN4 Claudin 4. 3,41 3 
PTPRR* Protein tyrosine phosphatase, receptor type, R , transcript variant 1. 3,40 4 
SCYE1 Small inducible cytokine subfamily E, member 1 (endothelial monocyte-activating). 3,40 2 
DDX52 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 52, transcript variant 2. 3,38 3 
HAL Histidine ammonia-lyase. 3,37 4 
LEPREL1 Leprecan-like 1. 3,33 2 

ADAMTS1 A disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type 
1 motif, 1. 3,32 3 

TH Tyrosine hydroxylase (TH), transcript variant 3. 3,31 4 
PROS1 Homo sapiens protein S (alpha). 3,28 5 
EMCN Homo sapiens endomucin. 3,27 1 
FOSL2 FOS-like antigen 2. 3,26 5 
PSMB10 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10. 3,22 2 
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ACADSB Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched chain (ACADSB), nuclear gene 
encoding mitochondrial protein. 3,22 3 

Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas

S100A1 S100 calcium binding protein A1. 3,20 1 
AMIGO2* Adhesion molecule with Ig-like domain 2. 3,20 1 
HRASLS3* HRAS-like suppressor 3. 3,18 1 
HMHA1 Histocompatibility (minor) HA-1. 3,17 1 
POLD4 Polymerase (DNA-directed), delta 4. 3,16 3 
CD7 CD7 antigen (p41). 3,15 3 
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta. 3,14 2 
LRFN4 Leucine rich repeat and fibronectin type III domain containing 4. 3,14 2 
GBP2* Guanylate binding protein 2, interferon-inducible. 3,14 2 
GABARAPL1 GABA(A) receptor-associated protein like 1. 3,13 3 
MT1H Metallothionein 1H. 3,12 1 
FXYD2* FXYD domain containing ion transport regulator 2, transcript variant b. 3,09 2 
RNASE4 Ribonuclease, RNase A family, 4, transcript variant 1. 3,09 2 
PPARGC1A Peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1, alpha. 3,09 4 
CYBRD1 Cytochrome b reductase 1. 3,08 3 
ENPEP Glutamyl aminopeptidase (aminopeptidase A). 3,05 2 

CES1 Carboxylesterase 1 (monocyte/macrophage serine esterase 1), transcript variant 
3. 3,04 1 

ATP6V1A ATPase, H+ transporting, lysosomal 70kDa, V1 subunit A. 3,04 3 
ASS1* Argininosuccinate synthetase (ASS), transcript variant 2. 3,03 4 
IL15 Interleukin 15, transcript variant 1. 3,03 1 
BCL6* B-cell CLL/lymphoma 6 (zinc finger protein 51), transcript variant 2. 3,02 2 

EVC Tissue-type heart Ellis-van Creveld syndrome protein (EVC) mRNA, complete cds. 
[AF216184] 3,02 2 

IL2RB Interleukin 2 receptor, beta. 3,01 3 
EFEMP1 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1, transcript variant 1. 3,00 2 
TRH Thyrotropin-releasing hormone. -21,69 2 
HLA-DOB Major histocompatibility complex, class II, DO beta. -11,06 5 
ATP6V0E2 ATPase, H+ transporting V0 subunit e2.  -9,82 2 
CSRP2 Cysteine and glycine-rich protein 2. -9,62 2 
OLFM4 Olfactomedin 4. -9,35 2 
SLC15A2 Solute carrier family 15 (H+/peptide transporter), member 2. -8,44 2 
CALB2 Calbindin 2, 29kDa (calretinin), transcript variant CALB2. -8,40 1 
SFRP4* Secreted frizzled-related protein 4. -8,33 1 
CTNNA2 Catenin (cadherin-associated protein), alpha 2. -8,02 3 
NR4A2 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2, transcript variant 1. -7,05 3 
DUOX1 Dual oxidase 1, transcript variant 1. -6,61 2 
KIF20A kinesin family member 20A. -6,33 1 
PENK Proenkephalin. -6,16 3 
POSTN Periostin, osteoblast specific factor. -6,04 2 
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Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas
LRP4 Low density lipoprotein receptor-related protein 4. -5,87 2 
SLC16A6 Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 6. -5,61 3 
GPR64 G protein-coupled receptor 64. -5,52 4 
RANBP17* RAN binding protein 17. -5,50 2 
EDN3 Endothelin 3, transcript variant 3. -5,30 4 
C10orf3 Chromosome 10 open reading frame 3.  -5,24 1 
CENPE Centromere protein E, 312kDa. -5,20 2 
KIAA0888* KIAA0888 protein. -5,17 5 
COL16A1* Collagen, type XVI, alpha 1. -4,89 2 

GALNT12* UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 12 (GalNAc-T12). -4,85 3 

ANK3 Ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G), transcript variant 1. -4,79 6 
CAPN6* Calpain 6 (CAPN6). -4,76 2 
HPGD Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD). -4,72 3 
SLC7A1 Solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 1. -4,72 2 
MMP26* matriz metallopeptidase 26. -4,66 1 
LRRC17* Leucine rich repeat containing 17, transcript variant 2. -4,64 1 
KCNG1 Potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 1, transcript variant 1. -4,63 5 
CYP2J2 Cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2. -4,54 1 
MFAP2 Microfibrillar-associated protein 2, transcript variant 1. -4,48 2 
ALPL Alkaline phosphatase, liver/bone/kidney. -4,44 4 
CDC20 CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae). -4,39 3 
GREM2 Gremlin 2 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis). -4,30 5 
SOX17* SRY (sex determining region Y)-box 17. -4,24 3 
TACC3 Transforming, acidic coiled-coil containing protein 3. -4,08 1 
HEY2* Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2. -4,07 4 
PAQR4* Progestin and adipoQ receptor family member IV. -4,06 4 
MGC11242* Hypothetical protein MGC11242. -4,03 1 
HSD11B2 Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2. -4,03 1 
KIF11 kinesin family member 11. -4,01 2 
NRG2* Neuregulin 2, transcript variant 5. -4,00 5 
OLFM1 Olfactomedin 1, transcript variant 3. -3,99 4 
COBL Cordon-bleu homolog (mouse). -3,99 2 
TOP2A Topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa. -3,98 1 
KNTC2 kinetochore associated 2. -3,88 3 
KIAA0802* KIAA0802 protein. -3,85 3 

SERPINA5* Serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 
5. -3,84 2 

DLG7 Discs, large homolog 7 (Drosophila). -3,84 1 
ASPM Asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila). -3,79 4 
SPDEF SAM pointed domain containing ets transcription factor. -3,78 1 
KMO kynurenine 3-monooxygenase (kynurenine 3-hydroxylase). -3,78 3 
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CREB3L1 cAMP responsive element binding protein 3-like 1. -3,77 2 
ATP1B1 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide. -3,73 4 

Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas

PECI* Peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase, transcript variant 2. -3,71 1 
IDH1 Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble. -3,68 3 
CBR3 Carbonyl reductase 3. -3,66 3 
C11orf8* Chromosome 11 open reading frame 8. -3,65 1 
CKB Creatine kinase, brain. -3,61 3 

ADAMTS8 A disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type 
1 motif, 8. -3,59 2 

BIRC3* Baculoviral IAP repeat-containing 3 (BIRC3), transcript variant 1. -3,58 2 
DFNB31 Deafness, autosomal recessive 31. -3,54 3 
KHDRBS3 KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3. -3,51 2 

GALNT4* UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 4 (GalNAc-T4). -3,50 4 

TMEPAI Transmembrane, prostate androgen induced RNA, transcript variant 1. -3,50 3 
KIF4A kinesin family member 4A. -3,50 1 
KCNJ2 Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2. -3,47 2 
BARD1* BRCA1 associated RING domain 1. -3,47 2 
MAP2K6 Mitogen-activated protein kinase kinase 6, transcript variant 1. -3,45 2 
OFD1 Oral-facial-digital syndrome 1. -3,44 3 
PLA1A Phospholipase A1 member A. -3,42 2 
RAD54B RAD54 homolog B (S. cerevisiae), transcript variant 1. -3,42 3 
PBK PDZ binding kinase. -3,42 2 
NDRG2* NDRG family member 2, transcript variant 1. -3,40 2 
ECM1 Extracellular matrix protein 1, transcript variant 2. -3,34 3 
PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 (PRC1), transcript variant 1. -3,29 1 
MSX1 Msh homeo box homolog 1 (Drosophila). -3,26 3 
CCNB2 Cyclin B2. -3,23 3 
LRRC1 Leucine rich repeat containing 1. -3,23 3 
SORD* Sorbitol dehydrogenase. -3,21 5 
EPHB3 EPH receptor B3. -3,20 2 
TMSL8 Thymosin-like 8. -3,20 2 
RASSF2* Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2, transcript variant 1. -3,19 1 
TTC21B mRNA for KIAA1992 protein. [AB082523] -3,17 2 
OPRK1 Opioid receptor, kappa 1. -3,17 4 
TMEM16A* Transmembrane protein 16ª -3,13 4 
CRABP2* Cellular retinoic acid binding protein 2. -3,10 3 
FLJ10719 Hypothetical protein FLJ10719. -3,10 1 
PRKCQ Protein kinase C, theta. -3,08 1 
CDC2 Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M, transcript variant 1. -3,06 2 
BUB1B BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast). -3,05 2 
STEAP4* STEAP family member 4. -3,04 2 
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Símbolo  
del gen Nombre del gen FC nº 

sondas

ȱ

Tablaȱ 2.ȱ Genesȱ queȱ componenȱ elȱ ERA.ȱ Seȱ muestranȱ losȱ 238ȱ genesȱ

seleccionados.ȱ Seȱ indicanȱ elȱ símboloȱ yȱ elȱ nombreȱ delȱ gen,ȱ laȱ tasaȱ deȱ cambioȱ (Foldȱ

Change,ȱFC)ȱsegúnȱlaȱmatrizȱdeȱdatosȱoriginalȱ(transcriptomaȱdeȱgenomaȱcompleto)ȱdeȱ

lasȱ muestrasȱ paraȱ laȱ selecciónȱ deȱ genes,ȱ asíȱ comoȱ elȱ númeroȱ deȱ sondasȱ presentesȱ

pertenecientesȱ aȱ cadaȱ genȱ (anexoȱ II).ȱ Losȱ genesȱ validadosȱ porȱ RTȬPCRȱ aparecenȱ enȱ

subrayado.ȱ Enȱ negritaȱ seȱmarcanȱ losȱ genesȱ comunesȱ aȱ losȱ 25ȱ genesȱ incluidosȱ comoȱ

biomarcadoresȱ deȱ receptividadȱ endometrial,ȱ segúnȱ elȱ estudioȱ comparativoȱ deȱ

Horcajadasȱyȱcols.,ȱenȱelȱ2007ȱ.ȱLosȱgenesȱqueȱformanȱparteȱdeȱlaȱfirmaȱtranscriptómicaȱ

deȱreceptividadȱendometrialȱestánȱindicadosȱconȱunȱasterisco.ȱ

ȱ

x Criterio funcional 
 

Con la finalidad de estudiar el GO de los genes seleccionados para ser 

incluidos en el ERA, se analizó la relevancia biológica de la selección 

estadística. Para ello, se estudió qué términos estaban representados de forma 

significativa más de lo que cabría esperar con respecto al conjunto de todos los 

genes del genoma humano. Los términos más representados de forma 

significativa (p-valor<0,05) en la selección de genes del ERA (tabla 3), incluían 

en el BP los procesos relativos al sistema inmune como la respuesta al estrés, 

la respuesta defensiva, la respuesta inmune humoral e innata así como la 

respuesta a heridas. Otros BP significativos fueron la circulación, la respuesta a 

estímulos externos, el ciclo celular, y la adhesión celular. En la sección de MF, 

tres términos estaban más representados: la actividad oxido reductasa, 

carbohidratos de unión y receptores de unión. En la sección relativa a CC, el 

huso mitótico y más concretamente los microtúbulos del huso mitótico estaban 

más representados de lo que cabría esperar. 

HEY1 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1. -3,03 3 
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Términos  más 
representados

Nivel 
GO 

% 
genes 

Símbolo del gen  
perteneciente al término 

P-valor 
ajustado 

 
Respuesta inmune 
(GO 0006955) 
 

BP3 14,94 

 
DPP4 OPRK1 C3 CRISP3 HLA-DOB C4BPA 
NR4A2 XCL2 LIF CXCL14 GZMA XCL1 CXCL13 
KLRC1 IL15 INDO CD7 BCL6 SERPING1 CLU 
CTSW GBP2 PSMB10 DEFB1 CFD ARHGDIB 
 

4,14E-04 

Respuesta al 
estrés 
(GO:0006950) 

BP3 15,52 

 
ADRA2A C3 PROS1 AOX1 C4BPA HPSE DUOX1 
SOD2 FGB SCYE1 CXCL14 MAP2K6 RAD54B 
THBD CXCL13 BARD1 IDH1 ANG BCL6 GPX3 
GADD45A SERPING1 CLU PPARGC1A PENK CFD 
CDC2 
 

9,49E-03 

 
Mecanismos de 
defensa 
(GO:0006952) 
 

BP3 10,34 

 
C3 AOX1 CRISP3 C4BPA HPSE SCYE1 CXCL14 
GNLY CXCL13 IL15 CD7 BCL6 SERPING1 CLU 
OFD1 DEFB1 PENK CFD 

9,76E-03 

 
Circulación 
(GO:0008015) 
 

BP3 4,60 EDNRB FGB XCL2 CYP2J2 S100A1 SERPING1 
EDN3 TH 9,76E-03 

 
Respuesta a 
estímulos 
externos 
(GO:0009605) 
 

BP3 10,34 
C4BPA HPSE FGB XCL2 SCYE1 CXCL14 THBD 
XCL1 CXCL13 BCL6 SERPING1 CLU PPARGC1A 
DEFB1 CFD C3 PROS1 AOX1 

9,76E-03 

 
Comportamiento 
(GO:0007610) 
 

BP3 6,32 
 
OPRK1 XCL2 SCYE1 CXCL14 XCL1 CXCL13 
MAOA TRH TH DEFB1 PENK 

3,36E-02 

Ciclo celular 
(GO:0007049) BP3 12,07 

 
HRASLS3 RASSF2 MAP2K6 RAD54B CCNB2 
GAS1 PBK BARD1 G0S2 HPGD KIF11 PRC1 
ASPM GADD45A IGF2 RPRM DLG7 CORO1A 
BUB1B CDC2 CDC20 
 

3,59E-02 

 
Adhesión celular 
(GO:0007155) 
 

BP3 10,34 

 
CRISP3 MUC16 HABP2 CTNNA2 CLDN10 EMCN 
BCL6 CLDN4 VCAM1 COBL COMP AMIGO2 
THBS2 POSTN SPP1 LAMB3 COL16A1 ARHGDIB 
 

4,18E-02 

Estructura 
anatómica del 
desarrollo 
(GO:0048856) 

BP3 2,41 

 
POSTN ID4 EVC OLFM1 SPP1 EDN3 LAMB3 TH 
CRABP2 NR4A2 NDRG2 DUOX1 EDNRB ALPL 
EFNA1 IGFBP1 CDA TAGLN LIF HAND2 
ADAMTS1 PRKCQ CTNNA2 ENPEP CXCL13 
DKK1 LRP4 ANG HEY2 IER3 IL15 EMCN BCL6 
CSRP2 HEY1 COBL COMP IGF2 MSX1 
 

4,52E-02 

 
Respuesta inmune 
humoral 
(GO:0006959) 
 

BP4 6,02 C3 C4BPA NR4A2 XCL1 KLRC1 SERPING1 CLU 
PSMB10 DEFB1 CFD 7,06E-03 
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Términos  más 
representados

Nivel 
GO 

% 
genes 

Símbolo del gen  
perteneciente al término 

P-valor 
ajustado 

 
Señalización 
célula a célula 
(GO:0007267) 
 

BP4 13,25 

 
OPRK1 SLC1A1 HSD11B2 NR4A2 GDF15 EFNA1 
XCL2 SCYE1 LIF CXCL14 XCL1 ENPEP CXCL13 
NRG2 MAOA TRH IL15 GABARAPL1 DLG7 EDN3 
TH PENK 
 

7,06E-03 

 
Respuesta inmune 
innata 
(GO:0045087) 
 

BP4 4,22 SERPING1 CLU DEFB1 CFD C3 CRISP3 C4BPA 7,90E-03 

 
Ciclo celular 
mitótico 
(GO:0000278) 
 

BP4 6,63 
 
DLG7 CORO1A BUB1B CDC2 CDC20 CCNB2 
GAS1 PBK KIF11 PRC1 ASPM 

2,99E-02 

 
Respuesta a 
heridas 
(GO:0009611) 
 

BP4 8,43 
 
C4BPA HPSE FGB SCYE1 CXCL14 THBD CXCL13 
BCL6 SERPING1 CLU CFD C3 PROS1 AOX1 

3,17E-02 

 
Actividad oxido 
reductasa 
(GO:0016491) 
 

MF3 18,10 

 
CBR3 SORD SOD2 IDH1 MAOA KMO CYP2J2 
ACADSB INDO HSD11B2 LEPREL1 LAMB3 AOX1 
TH CYBRD1 GPX3 HPGD DHRS3 CYP3A5 CP 
DUOX1 
 

4,49E-02 

 
Carbohidratos de 
unión 
(GO:0030246) 
 

MF3 9,48 ADAMTS1 EMCN FAM59A THBD GALNT12 
SERPINA5 HABP2 KLRC1 THBS2 ANG POSTN 4,62E-02 

 
Receptores de 
unión  
(GO:0005102) 
 

MF4 16,91 

 
FGB EFNA1 XCL2 SCYE1 IGF2 ANG CXCL14 LIF 
TRH C3 ADAMTS1 EDN3 SPP1 PPARGC1A 
XCL1GABARAPL1 GDF15 CXCL13 GREM2 NRG2 
PENK GAST DKK1 
 

1,52E-02 

 
Huso acromático 
(GO:0005819) 
 

CC10 30,43 
 
CDC2 CDC20 KIF11 PRC1 KIF4A DLG7 BUB1B 
 

9,47E-05 

 
Microtúbulos del 
huso acromático 
(GO:0005876) 
 

CC11 30,77 CDC2 KIF11 PRC1 KIF4A 7,29E-04 

Tablaȱ3.ȱAnálisisȱGeneȱOntologyȱ (GO)ȱdeȱ losȱgenesȱdelȱERA.ȱSeȱ indicanȱ losȱ

términosȱmásȱrepresentadosȱdeȱ loȱqueȱcabríaȱesperarȱconȱrespectoȱaȱsuȱrepresentaciónȱ

enȱelȱgenomaȱcompleto;ȱnivelȱdelȱGO;ȱporcentajeȱdeȱgenesȱdelȱERAȱpresentesȱenȱcadaȱ

término;ȱȱsímbolosȱdeȱlosȱgenes;ȱpȬvalorȱdeȱlaȱrepresentación.ȱ
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Además de estudiar el GO también se comprobó si había alguna ruta de 

señalización representada de forma significativa (KEEG pathways), o alguna 

interacción entre las proteínas codificadas por el transcriptoma ERA (interpro 

Swissprot) no observándose nada significativo.  

 

6.2. Diseño del ERA 
 

El ERA fue testado y diseñado con el soporte de la tecnología Agilent. Es 

un microarray de expresión de oligonucleótidos de 60 bases con un formato de 

ocho microarrays del orden de 15.000 sondas, cada uno, en un mismo 

portaobjetos (formato 8 x 15K). De modo que en cada portaobjetos se pueden 

hibridar ocho muestras distintas, una por microarray. 

 

Cada microarray contiene 15.744 puntos e incluye las 569 sondas 

correspondientes a los 238 genes seleccionados replicadas ocho veces (un 

total de 4.552 puntos), así como 1.858 puntos de controles internos propios de 

Agilent. Los puntos incluidos totales fueron 6.410 y cubrieron el 40,7% de la 

capacidad del microarray personalizado quedando 9.334 puntos vacíos. Las 

569 sondas que representan los 238 genes en el microarray se adjuntan en el 

anexo II. 

 

6.3. Validación de la técnica de microarrays 
 

El preprocesamiento de los microarrays ya constituyó una validación del 

correcto funcionamiento de la técnica. Se analizó la intensidad media de los 

puntos dentro de un mismo microarray (muestra) y se obtuvo la distribución. En 

la distribución de intensidades se visualizó qué cantidad de puntos tenían 

intensidades altas, qué cantidad medias y qué cantidad bajas. Debido a que el 

ERA posee un % de puntos vacíos, a los controles y a los genes incluidos que 
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variaban su intensidad de una fase del ciclo a otra (vid. punto 6.2), se 

esperaban muchos puntos sin intensidad, otros con una intensidad parecida en 

todos los arrays (los controles), y otros con intensidad variable (genes 

seleccionados diferencialmente expresados). En la representación del 

diagrama de cajas se comprobó que en todas las muestras, a excepción de 

tres que fueron eliminadas del estudio, las intensidades se distribuían de la 

forma esperada (figura 12). Todo este análisis fue indicativo de que la técnica 

se había producido correctamente.  

Microarrays (muestras)

In
te

ns
id

ad

 
Figuraȱ 12.ȱ Distribuciónȱ enȱ cajasȱ deȱ lasȱ intensidadesȱ delȱ microarrayȱ ERAȱ

preprocesado.ȱSeȱrepresentaȱenȱelȱejeȱdeȱordenadasȱlaȱdistribuciónȱdeȱintensidadȱyȱenȱelȱ

ejeȱ deȱ lasȱ abscisasȱ seȱ sitúanȱ cadaȱ unaȱ deȱ lasȱ muestrasȱ (microarraysȱ ERA).ȱ Laȱ cajaȱ

representaȱquéȱcantidadȱdeȱpuntosȱtienenȱmásȱintensidad.ȱElȱcírculoȱrojoȱindicaȱlasȱtresȱ

muestrasȱqueȱfueronȱeliminadasȱdelȱestudioȱporȱnoȱposeerȱprácticamenteȱseñal.ȱ

  

x Validación del ERA mediante RT-PCR 
 

La expresión del ERA quedó validada al comparar la expresión obtenida 

mediante RT-PCR en un subconjunto de 29 muestras control normales (vid. 

MM 5.1) para las que también se había realizado el ERA (figura 13). Este set 

estaba formado por 16 muestras en fase receptiva y 13 en fase no receptiva 

(PF n=8 y PR n=5). Estas muestras, de forma más detallada, estaban 
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constituidas por: muestras PF en día 8 n=2, en día 9 n=2, en día 10 n=2, en día 

11 n=1 y en día 14 n=1; muestras PR en día 16 (LH+2) n=5 y muestras R en 

día 21(LH+7) n=16. Se realizó la media de la expresión génica para muestras 

pertenecientes a un mismo día. 

  

La expresión de los 4 genes que fueron validados por ambas técnicas se 

muestra en la figura 13. Los genes GPX3, FXYD2, SPP1 y MT1G mostraron 

que aumentaban su expresión en fase receptiva con respecto a la fase 

proliferativa y pre-receptiva en ambas técnicas. De este modo, quedaron así 

validados los resultados obtenidos por la técnica de microarrays. 

 

6.4. Comportamiento de los genes del ERA en el ciclo menstrual 
 

Con objeto de caracterizar los genes seleccionados se estudió si existían 

grupos de genes con un mismo patrón de comportamiento en su expresión a lo 

largo del ciclo menstrual (figura 14). Se emplearon los datos de expresión del 

ERA de las 79 muestras del set de entrenamiento (PF=14, PR=14, R=39 y 

PS=12) (vid. MM 5.1). Las variables utilizadas fueron, la expresión de los genes 

ERA y el día del ciclo menstrual. El endometrio proliferativo fue etiquetado 

como 7, el endometrio pre-receptivo como 15, el endometrio receptivo como 21 

y el endometrio post-receptivo como 25.  

 
x Grupos de comportamiento obtenidos 
 

De los nueve grupos que se establecieron, se detectaron tres tendencias 

generales de comportamiento (figura 14). El comportamiento seguido por los 

grupos 1, 4, 6, 8 y 9 fue el de genes que disminuían su expresión de la fase 

proliferativa a la fase pre-receptiva, donde mostraban su menor expresión, para 

luego aumentarla hacia la fase receptiva.  
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Figuraȱ 13.ȱValidaciónȱ delȱ ERAȱmedianteȱRTȬPCR.ȱDiagramaȱ deȱ barrasȱ queȱ

representaȱ laȱ tasaȱdeȱcambioȱ (FoldȱChangeȱ(FC))ȱ (ejeȱordenadas)ȱdeȱ laȱexpresiónȱdeȱ losȱ

cuatroȱgenesȱ seleccionadosȱ (GPX3,ȱFXYD2,ȱ SPP1ȱyȱMT1G)ȱ enȱdistintosȱdíasȱdelȱ cicloȱ

menstrual,ȱconȱrespectoȱaȱlaȱfaseȱreceptivaȱ(LH+7).ȱEnȱelȱejeȱdeȱabcisasȱseȱmuestraȱlaȱtasaȱ

deȱcambioȱdeȱlosȱdatosȱdeȱexpresiónȱdelȱERAȱ(verde)ȱyȱdeȱlosȱdatosȱobtenidosȱparaȱlasȱ

mismasȱmuestrasȱyȱgenesȱenȱlaȱRTȬPCRȱȱ(morado).ȱDeȱizquierdaȱaȱderecha,ȱLH+7/LH+2,ȱ

LH+7/D8,ȱLH+7/D9,ȱLH+7/D10,ȱLH+7/D11ȱyȱLH+7/D14.ȱD:ȱdíaȱdelȱcicloȱmenstrualȱ(D8,ȱ

D9,ȱD10,ȱD11ȱyȱD14ȱ(faseȱproliferativa);ȱLH+7:ȱsieteȱdíasȱdespuésȱdelȱpicoȱdeȱlaȱhormonaȱ

luteinizanteȱ (faseȱ receptiva);ȱ LH+2:ȱ dosȱ díasȱ despuésȱ delȱ picoȱ deȱ laȱ hormonaȱ

luteinizanteȱ(faseȱpreȬreceptiva);ȱ/:ȱdivisión.ȱ
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Figuraȱ 14.ȱ Comportamientoȱ deȱ losȱ genesȱ delȱ ERAȱ aȱ loȱ largoȱ delȱ cicloȱ

menstrual.ȱElȱ ejeȱdeȱ lasȱ ordenadasȱ representaȱ elȱ valorȱmedioȱdeȱ laȱ expresiónȱdeȱ losȱ

genesȱqueȱformanȱunȱgrupoȱconȱelȱmismoȱcomportamientoȱdeȱexpresión.ȱEnȱelȱejeȱdeȱlasȱ

abcisas,ȱ tenemosȱ cadaȱ unaȱ deȱ lasȱ fases:ȱ elȱ díaȱ 7ȱ comoȱ representativoȱ deȱ laȱ faseȱ

proliferativa,ȱelȱdíaȱ15ȱrepresentandoȱlaȱexpresiónȱdeȱlosȱgenesȱenȱfaseȱpreȬreceptiva,ȱelȱ

díaȱ21ȱaȱlaȱexpresiónȱenȱfaseȱreceptivaȱyȱelȱdíaȱ25ȱlaȱexpresiónȱdeȱlosȱgenesȱenȱfaseȱpostȬ

receptiva.ȱ
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En los grupos 1, 4, y 6 aumentaba la expresión hasta hacerla máxima en 

la fase post-receptiva. Mientras que en los grupo 8 y 9 se recuperaban los 

niveles de expresión iniciales de la fase proliferativa. La segunda tendencia 

general detectada fue la de los grupos 2, 3 y 5 que disminuían su expresión en 

la fase receptiva, siendo mínima en la fase post-receptiva. Por último, la 

tendencia del grupo 7, formado por genes que tienen su máxima expresión en 

fase receptiva, disminuía su expresión en la fase post-receptiva.  

 

De forma más específica, el grupo 2 y el 5 poseían 23 y 18 genes 

respectivamente que tenían su máxima expresión en fase pre-receptiva (figura 

14). El grupo 4 y el 6 estaban formados por 9 y 13 genes respectivamente con 

su mínima expresión en fase pre-receptiva.  

 

Destacaron los genes del grupo 7 y los del grupo 3 por contener genes 

con máxima y mínima expresión en fase receptiva que es la que más 

interesaba por el objetivo que se perseguía. El grupo 7 estaba formado por 34 

genes con su máxima expresión en fase receptiva disminuyendo esta en la 

fase post-receptiva. Mientras que el grupo 3 estaba constituido por 47 genes 

con una expresión muy baja en receptividad que se mantenía en la fase post-

receptiva. 

 

x Análisis funcional de los grupos relevantes 
 

También se realizó un análisis funcional de aquellos grupos que se 

consideraron relevantes por estar más relacionados con la receptividad 

endometrial. El análisis fue llevado a cabo con los mismos parámetros que el 

análisis funcional de los genes del ERA (vid. MM 5.3) mediante la herramienta 

bioinformática FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics Suite versión 

3.2 (Al-Shahrour y cols., 2005) en cuyo análisis no inclusivo se estudiaron 
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todos los términos del GO de BP, MF y CC entre los niveles del GO del 3-12 

que tuvieran anotados un número de genes comprendido entre 5-1000. Se 

consideraron significativos los términos del GO con un p-valor ajustado por 

Benjamin-Hochberg (FDR) (Benjamini, 1995) por debajo de 0,05.  

 

Se escogieron como grupos más representativos de la receptividad 

endometrial: el grupo 7, con 34 genes que poseían su máxima expresión en 

receptividad con respecto al resto del ciclo menstrual, y el grupo 3, con 47 

genes que poseían su menor expresión en receptividad y se mantenían con 

una expresión baja en la fase post-receptiva. 

 

El análisis funcional del grupo 7, como genes más expresados en 

receptividad, y del grupo 3, como genes menos expresados en receptividad, 

con respecto al patrón de comportmiento que mostraban en las distintas fases 

del ciclo, reveló diversas funciones representadas de forma significativa (p-

valor<0,05) (tabla 4 y 5 respectivamente). 

  

Debido al escaso número de genes y al estado de la anotación de las 

bases de datos, el análisis funcional del grupo 7 no produjo unos resultados 

interpretables estadísticamente (tabla 4). De modo que no se encontraron 

términos significativos en BP, aunque sí que se detectaron algunas MF 

representadas más de lo que cabría esperar de forma significativa. 

 

Las MF estuvieron relacionadas con unión a iones cobre y unión a iones 

cadmio, así como con los receptores de unión. También un CC quedó más 

representado de lo que cabría esperar de forma significativa, el componente 

extracelular (tabla 4). 
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Los genes del grupo 3 resultaron estar relacionados con los BP de ciclo 

celular y mitosis, así como con los BP de microtúbulos asociados del huso 

mitótico y la organización y biogénesis del citoesqueleto (tabla 5). La MF más 

representada de lo que cabría esperar fue la actividad motora de los 

microtúbulos, y los CC fueron los microtúbulos, el citoesqueleto y los complejos 

asociados a microtúbulos. 

ȱ

Términos más 
representados 

Nivel 
GO 

% 
genes

Símbolo del gen  
perteneciente al término 

P-valor 
ajustado 

 
Unión a iones de 
cobre 
(GO:0005507) 
 

MF 16,0 ANG MT1H CP MT1G 5,15E-03 

Receptores de 
unión 
(GO:0005102) 

MF 32,0 EFNA1 ANG CXCL14 SPP1  
GABARAPL1 GDF15 CXCL13 DKK1 1,54E-02 

 
Unión a iones de 
Cadmio 
(GO:0046870) 
 

MF 8,0 MT1G  MT1H 3,65E-02 

 
Espacio 
extracelular 
(GO:0005615) 
 

CC 36,8 ANG C4BPA GDF15 CXCL14 SPP1 CP  
CXCL13 4,46E-02 

Tablaȱ 4.ȱ Análisisȱ Geneȱ Ontologyȱ (GO)ȱ deȱ losȱ genesȱ delȱ patrónȱ deȱ

comportamientoȱ delȱ grupoȱ 7.ȱ Seȱ indicanȱ losȱ términosȱmásȱ representadosȱ deȱ loȱ queȱ

cabríaȱesperarȱconȱrespectoȱaȱsuȱrepresentaciónȱenȱelȱgenomaȱcompleto;ȱnivelȱdelȱGO;ȱ

porcentajeȱdeȱgenesȱdelȱgrupoȱ7ȱpresentesȱenȱcadaȱ término;ȱsímbolosȱdeȱ losȱgenes;ȱpȬ

valorȱdeȱlaȱrepresentación.ȱ

 
Además de estudiar el GO de los grupos 7 y 3, también se analizó si 

había alguna ruta de señalización representada de forma significativa (KEEG 

pathways) o alguna interacción entre las proteínas codificadas por el 

transcriptoma ERA (interpro Swissprot), no observándose nada significativo. 
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Términos  más 
representados 

Nivel 
GO 

% 
genes

Símbolo del gen  
perteneciente al término 

P-valor 
ajustado 

  
Ciclo celular mitótico 
(GO:0000278) 
 

BP 27,27 DLG7 BUB1B CDC2 CDC20 CCNB2 PBK KIF11  
PRC1 ASPM 8,60E-6 

  
Mitosis (GO:0007067) 
 

BP 24,24 

 
CCNB2 PBK KIF11 ASPM DLG7 BUB1B CDC2  
CDC20 
 

8,60E-6 

 
 División celular 
(GO:0051301) 

BP 21,21 
  
PRC1 ASPM BUB1B CDC2 CDC20 CCNB2 KIF11 
 

3,49E-4 

 Ciclo celular 
(GO:0007049) BP 33,33 

 
RASSF2 CCNB2 PBK BARD1 KIF11 PRC1 ASPM 
DLG7 BUB1BCDC2 CDC20 
 

8,13E-4 

 
Procesos basados en 
microtúbulos 
(GO:0007017) 
 

BP 18,18 KIF20A CENPE KIF11 PRC1 KIF4A BUB1B 1,92E-3 

  
Organización y 
biogénesis del huso 
mitótico  
(GO:0007051) 
 

BP 9,09 KIF11 PRC1 BUB1B 8,73E-3 

 
Organización y 
biogénesis del 
citoesqueleto 
(GO:0007010) 
 

BP 21,21 KIF20A CENPE KIF11 PRC1 KIF4A TMSL8  
BUB1B 1,90E-2 

 
Movimientos basados en 
microtúbulos 
(GO:0007018)  
 

BP 12,12 KIF20A CENPE KIF11 KIF4A 1,90E-2 

 
Regulación y progresión a 
través del ciclo celular 
(GO:0000074) 
 

BP 21,21 DLG7 BUB1B CDC2 CDC20 RASSF2 CCNB2  
BARD1 2,71E-2 

 
Regulación ciclo celular 
(GO:0051726) 
 

BP 21,2 DLG7 BUB1B CDC2 CDC20 RASSF2 CCNB2  
BARD1 2,71E-2 

 
Regulación de la mitosis 
(GO:0007088) 
 

BP 9,1  DLG7 BUB1B CDC2 3,10E-2 

 
Actividad motora 
microtúbulos 
(GO:0003777) 
 

MF 12,9  KIF11 KIF20A KIF4A CENPE 3,24E-2 
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Términos  más 
representados 

 
Nivel 
GO 

% 
genes

Símbolo del gen  
perteneciente al término 

P-valor 
ajustado 

 
Huso acromático 
(GO:0005819) 
 

CC 28  CDC2 CDC20 KIF11 PRC1 KIF4A DLG7 BUB1B 2,56E-7 

 
Microtúbulos del 
citoesqueleto 
(GO:0015630) 
 

CC 40 CENPE KIF11 PRC1 KIF20A KIF4A DLG7 CCNB2
 BUB1B CDC2 CDC20 8,84E-6 

ȱ

Tablaȱ 5.ȱ Análisisȱ Geneȱ Ontologyȱ (GO)ȱ deȱ losȱ genesȱ delȱ patrónȱ deȱ

comportamientoȱ delȱ grupoȱ 3.ȱ Seȱ indicanȱ losȱ términosȱmásȱ representadosȱ deȱ loȱ queȱ

cabríaȱesperarȱconȱrespectoȱaȱsuȱrepresentaciónȱenȱelȱgenomaȱcompleto;ȱnivelȱdelȱGO;ȱ

porcentajeȱdeȱgenesȱdelȱgrupoȱ3ȱpresentesȱenȱcadaȱ término;ȱsímbolosȱdeȱ losȱgenes;ȱpȬ

valorȱdeȱlaȱrepresentación.ȱ

 
6.5. Definiendo la ERS 
 

x Criterio 
 

Para la obtención de la ERS se seleccionaron aquellos genes 

diferencialmente expresados específicos de la fase receptiva del ciclo 

menstrual (LH+7). Con este fin, se utilizó el estudio de expresión génica 

diferencial de la expresión del ERA entre R vs. PF; R vs. PR; y R vs. PS de las 

muestras del set de entrenamiento (PF=14, PR=14, R=39 y PS=12, vid. MM 

5.1). De la comparación R vs. PF, se obtuvieron 176 genes diferencialmente 

expresados (92 aumentados y 84 disminuidos). De la comparación R vs. PR, 

resultaron 200 genes (110 al alza y 90 a la baja) y de la tercera comparación R 

vs. PS se obtuvieron 94 genes (56 genes aumentados y 38 disminuidos) (figura 

15). Las muestras PR fueron las que más se distinguían de las R, seguidas por 

las PF. Las que más se parecían a las R fueron las PS. 
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ȱ

Figuraȱ 15.ȱ Firmaȱ transcriptómicaȱ deȱ laȱ receptividadȱ endometrialȱ (ERS).ȱ

TranscriptomaȱdelȱERAȱdeȱ lasȱmuestrasȱ enȱ faseȱ proliferativaȱ (PF);ȱ transcriptomaȱdelȱ

ERAȱdeȱlasȱmuestrasȱenȱfaseȱpreȬreceptivaȱ(PR);ȱtranscriptomaȱdelȱERAȱdeȱlasȱmuestrasȱ

enȱfaseȱreceptivaȱ(R);ȱtranscriptomaȱdelȱERAȱdeȱlasȱmuestrasȱenȱfaseȱpostȬreceptivaȱ(PS).ȱ

TrasȱrealizarȱlosȱestudiosȱdeȱexpresiónȱgénicaȱdiferencialȱdeȱlaȱcomparaciónȱRȱvs.ȱPF,ȱRȱ

vs.ȱPRȱyȱdeȱRȱvs.ȱPSȱseȱindicaȱelȱnúmeroȱdeȱgenesȱdiferencialmenteȱexpresadosȱalȱalzaȱ

(flechaȱrojaȱconȱpuntaȱhaciaȱarriba)ȱyȱ losȱdiferencialmenteȱexpresadosȱaȱ laȱbajaȱ(flechaȱ

azulȱconȱpuntaȱhaciaȱabajo),ȱasíȱcomoȱelȱheatmapȱdeȱgenesȱdiferencialmenteȱexpresadosȱ

paraȱcadaȱcomparación.ȱEnȱelȱheatmapȱelȱejeȱdeȱordenadasȱcorrespondeȱaȱcadaȱunoȱdeȱ

losȱgenesȱdiferencialmenteȱexpresadosȱordenadosȱdeȱmayorȱaȱmenorȱporȱelȱvalorȱdelȱ
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estadístico;ȱelȱejeȱdeȱabcisasȱrepresentaȱcadaȱunaȱdeȱ lasȱmuestras.ȱLosȱcuadradosȱrojosȱ

indicanȱlaȱexpresiónȱmayorȱparaȱelȱgenȱyȱlosȱcuadradosȱazulesȱlaȱexpresiónȱmenor.ȱDelȱ

diagramaȱdeȱVennȱdeȱ losȱgruposȱdeȱgenesȱdiferencialmenteȱ expresadosȱobtenidosȱ seȱ

generóȱelȱconjuntoȱ intersecciónȱcomúnȱaȱ todasȱ lasȱcomparacionesȱ (triánguloȱ invertidoȱ

naranja).ȱ 56ȱ genesȱ resultaronȱ expresadosȱ diferencialmenteȱ enȱ faseȱ receptivaȱ conȱ

respectoȱaȱtodoȱelȱrestoȱdelȱcicloȱmenstrualȱyȱconstituyenȱlaȱERS.ȱȱ

ȱ

De los datos obtenidos, se seleccionaron aquellos genes expresados 

diferencialmente en fase receptiva con respecto a todas las fases del ciclo 

menstrual. Para ello, se escogieron los genes diferencialmente expresados que 

se obtuvieron de la intersección del diagrama de Venn entre todos los grupos 

de genes diferencialmente expresados en cada comparación (figura 15). Estos 

genes están etiquetados en la tabla 2 con un asterisco en la columna del 

símbolo del gen y son los que se han definido como la ERS. 

 
x Análisis funcional 
   

Se realizó el análisis funcional de la ERS, comparándola con el resto del 

genoma, utilizando la misma herramienta y parámetros que en el resto de 

estudios funcionales, pero no se encontró ningún término significativo por 

debajo de 0,05. 

 

x Genes del ERA expresados diferencialmente 
 

Con los genes diferencialmente expresados de las comparaciones R vs. 

P, R vs. PR y R vs. PS, también se realizó un diagrama de Venn con cada 

grupo y los genes que incluía el ERA (figura 16). Se comprobó que 

prácticamente todos los genes que formaban parte del ERA estaban 

diferencialmente expresados en la fase receptiva con respecto a alguna de las 
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otras fases del ciclo menstrual, a excepción de: C3, CES1, CRISP3, EMCN, 

FGB, GZMA, KIAA0888, LRFN4, PROS1 y TRA@. 

 

 
ȱ

Figuraȱ16.ȱGenesȱdiferencialmenteȱexpresados.ȱDiagramaȱdeȱVennȱenȱelȱqueȱseȱ

representanȱ elȱ grupoȱdeȱ genesȱdelȱERAȱ yȱ losȱ tresȱ gruposȱdeȱ genesȱdiferencialmenteȱ

expresadosȱ resultantesȱ deȱ losȱ estudiosȱ deȱ expresiónȱ génicaȱ diferencialȱ entreȱ lasȱ

muestrasȱreceptivasȱ(R)ȱvs.ȱproliferativasȱ(PF),ȱentreȱlasȱRȱvs.ȱlasȱpreȬreceptivasȱ(PR),ȱyȱ

entreȱlasȱRȱvs.ȱlasȱpostȬreceptivasȱ(PS).ȱ

ȱ

También se realizó un ANOVA entre los cuatro grupos (PF, PR, R y PS) 

para la expresión de genes del ERA que mostró que todos los genes tenían 

una expresión génica diferencial significativa, a excepción de un conjunto de 

genes (tabla 6). 
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Símbolo 
del gen 

Estadístico p-valor 
ajustado 

 
SLC15A1 

 
2,627 

 
0,059 

 
EFEMP1 

 
2,095 

 
0,112 

 
TRA@ 

 
1,431 

 
0,248 

 
PROS1 

 
1,399 

 
0,256 

 
FGB 

 
1,365 

 
0,265 

 
VCAM1 

 
1,199 

 
0,321 

 
XCL1 

 
1,097 

 
0,360 

 
KIAA0888 

 
0,855 

 
0,472 

 
EMCN 

 
0,198 

 
0,901 

 

Tablaȱ 6.ȱ Genesȱ noȱ expresadosȱ diferencialmenteȱ trasȱ elȱ ANOVA.ȱ Laȱ tablaȱ

muestraȱ losȱgenesȱnoȱexpresadosȱdiferencialmenteȱdeȱ formaȱ significativaȱ trasȱ realizarȱ

unȱANOVAȱ entreȱ laȱ expresiónȱ delȱ ERAȱ deȱ losȱ cuatroȱ gruposȱ (PF,ȱ PR,ȱ Rȱ yȱ PS).ȱ Enȱ

negritaȱseȱdistinguenȱaquellosȱgenesȱqueȱsonȱcomunesȱconȱrespectoȱaȱlosȱgenesȱqueȱnoȱ

muestranȱdiferenciasȱtrasȱelȱanálisisȱdeȱexpresiónȱgénicaȱdiferencialȱ(figuraȱ16).ȱ

 

6.6. Análisis de agrupamiento jerárquico 
 

6.6.1. Modelo de dataje endometrial 
 

El agrupamiento jerárquico se realizó con las muestras control normales 

PF, PR, R y PS (vid. MM 5.1). En el análisis se observó que las muestras se 

separaban en bloques bien definidos en función de los genes (figura 17). Por 

tanto, parecían muestras bastante homogéneas dentro de cada clase, y que se 

diferenciaban entre las distintas clases. 
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Una agrupación correspondió al grupo “receptivas”, donde colocalizaron 

36 de las 39 muestras R. Otras dos agrupaciones próximas denominadas “pre-

receptivas”, por encontrarse 13 de las 14 muestras PR (7 en un grupo y 6 en el 

otro). Se obtuvo otro agrupamiento intercalado entre las “pre-receptivas”, 

correspondiente a “proliferativas”, por contener 12 de las 14 muestras PF 

totales. Por último, un grupo de “post-receptivas” que incluía 9 de las 12 

muestras PS. Las tres muestras R que quedaron alejadas de su grupo 

“receptivo” se situaron entre la agrupación “pre-receptivas” y “proliferativas”.  

 

Tanto la muestra PR como la PF que no se situó dentro de las suyas, lo 

hizo en el grupo “receptivas”. Las otras tres muestras PS se incluyeron dos 

dentro de la agrupación “receptivas” y una dentro de la agrupación “pre-

receptivas” (figura 17). 

 

En ninguno de los casos las muestras se agrupaban en función de la 

tanda experimental, sino en función de su fase del ciclo, comprobando que no 

existía un batch effect (figura 17).  

 

6.6.2. Modelo de clasificación patológica 
 

El análisis de agrupamiento jerárquico se realizó con las muestras control 

R-FI (n=11) con respecto a las muestras control R (n= 39) (vid. MM 5.1). El 

análisis mostró que no se separaban en dos bloques bien definidos en función 

de los genes del ERA (figura 18). Luego, según el agrupamiento no fue posible 

distinguir patología. 

 

Hubo tres muestras R-FI (era7_S2; era3_S5 y era7_S1) que se 

agrupaban juntas y de forma alejada al resto de R-FI (figura 18). Las muestras 
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R-FI no se agrupaban en función de la tanda experimental comprobando que 

no existía un batch effect (figura 18). 

 

Agrupamiento de las muestras

ȱ

Figuraȱ 17.ȱAnálisisȱdeȱ agrupamientoȱ jerárquicoȱdeȱ lasȱmuestrasȱ controlȱdelȱ

cicloȱmenstrual.ȱSeȱagrupanȱlasȱdistintasȱmuestrasȱqueȱformanȱelȱsetȱdeȱentrenamientoȱ

paraȱelȱdatajeȱendometrialȱenȱfunciónȱdeȱlaȱexpresiónȱdeȱlosȱ238ȱgenesȱdelȱERA,ȱyȱsegúnȱ

elȱUPGMAȱconȱelȱcoeficienteȱdeȱcorrelaciónȱdeȱPearsonȱcomoȱfunciónȱdeȱlaȱdistancia.ȱSeȱ

observaȱ unȱ grupoȱ correspondienteȱ aȱ lasȱ muestrasȱ “receptivas”ȱ compuestoȱ porȱ 36ȱ

muestrasȱR,ȱ2ȱmuestrasȱPS,ȱ1ȱPFȱyȱ1ȱPRȱ (círculoȱazul).ȱOtrosȱdosȱgruposȱpróximosȱdeȱ

“preȬreceptivas”;ȱunȱgrupoȱqueȱincluyeȱ7ȱmuestrasȱPRȱconȱ1ȱmuestraȱPSȱintercaladaȱyȱelȱ

otroȱgrupoȱconȱ6ȱmuestrasȱPRȱyȱ1ȱmuestraȱRȱ(círculosȱnaranjas).ȱTambiénȱseȱencuentraȱ

otroȱ conjuntoȱ enȱ medioȱ deȱ lasȱ “preȬreceptivas”ȱ correspondienteȱ aȱ laȱ agrupaciónȱ

“proliferativas”ȱconȱ12ȱmuestrasȱPFȱyȱningunaȱdeȱotraȱfaseȱdelȱcicloȱmenstrualȱȱ(círculoȱ

verde).ȱPorȱúltimo,ȱseȱobservaȱelȱgrupoȱ“postȬreceptivas”ȱconstituidoȱporȱ9ȱmuestrasȱPSȱ



                                                           RESULTADOS                     

 107 

yȱ ningunaȱdeȱ otraȱ faseȱdelȱ cicloȱ (círculoȱ negro).ȱEnȱ elȱ etiquetadoȱdeȱ lasȱmuestrasȱ elȱ

númeroȱqueȱvaȱdetrásȱdeȱ“era”ȱ(erax_)ȱindicaȱlaȱtandaȱexperimental.ȱDondeȱx=ȱ[1,7].ȱ

ȱ

Agrupamiento de las muestras

 
Figuraȱ 18.ȱ Análisisȱ deȱ agrupamientoȱ jerárquicoȱ deȱ lasȱ muestrasȱ controlȱ

receptivasȱ normalesȱ (R)ȱ yȱ deȱ lasȱ receptivasȱ conȱ falloȱ deȱ implantaciónȱ (RȬFI).ȱ Seȱ

representaȱelȱagrupamientoȱdeȱlasȱmuestrasȱutilizadasȱparaȱentrenarȱalȱpredictorȱparaȱelȱ

modeloȱ deȱ clasificaciónȱ patológica.ȱ Elȱ agrupamientoȱ seȱ realizóȱ enȱ funciónȱ deȱ laȱ

expresiónȱdeȱlosȱ238ȱgenesȱdelȱERA,ȱyȱconȱelȱUPGMAȱconȱelȱcoeficienteȱdeȱcorrelaciónȱ

deȱPearsonȱcomoȱfunciónȱdeȱlaȱdistancia.ȱEnȱrojoȱseȱhayanȱmarcadasȱlasȱmuestrasȱRȬFIȱ

(era7_S2,ȱ era3_S5,ȱ era7_S1,ȱ era3_S6,ȱ era3_S4,ȱ era7_S3,ȱ era3_Ma1,ȱ era7_G2,ȱ era7_M1,ȱ

era3_S1ȱyȱera7_ȱG1),ȱyȱseȱobservaȱcomoȱseȱdistribuyenȱentreȱlasȱRȱsinȱformarȱunȱgrupoȱ

localizadoȱconjuntamente.ȱLaȱelipseȱdeȱcolorȱnegroȱindicaȱlasȱtresȱmuestrasȱRȬFIȱqueȱseȱ

hayanȱ enȱ unȱ grupoȱ alejadoȱ delȱ restoȱ deȱ RȬFI.ȱ Enȱ elȱ etiquetadoȱ deȱ lasȱmuestras,ȱ elȱ

númeroȱqueȱvaȱdetrásȱdeȱ“era”ȱ(erax_)ȱindicaȱlaȱtandaȱexperimental.ȱDondeȱx=ȱ[1,7].ȱ

ȱ
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6.7. Análisis de componentes principales (Principal Component 
Analysis, PCA) 
 

6.7.1. Modelo de dataje endometrial 
  

Tras realizar el PCA de las muestras control para el modelo de dataje 

endometrial (vid. MM 5.1) con la expresión de los genes del ERA como 

variables, se observó como las muestras se separaban en el espacio de forma 

clara en cuatro grupos según la fase del ciclo menstrual (PF, PR, R y PS) 

(figura 19). Este resultado implicó que el transcriptoma del ERA permitía 

distinguir las muestras según la fase del ciclo menstrual y que cada una de las 

clases, sobretodo la receptiva, era bastante homogénea y se distinguía del 

resto. 

Análisis de componentes principales

PC1: 50%

PC
2:

 2
0%

ȱȱ
Figuraȱ19.ȱPCAȱdeȱlasȱmuestrasȱcontrolȱdelȱcicloȱmenstrual.ȱSeȱmuestraȱla 
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distribuciónȱenȱelȱespacioȱdeȱlaȱexpresiónȱdelȱERAȱenȱfunciónȱdeȱlosȱdosȱcomponentesȱ

principales.ȱElȱcomponenteȱprincipalȱ1ȱ(PC1ȱejeȱordenadas)ȱesȱsobreȱelȱqueȱrecaeȱelȱ50%ȱ

delȱpesoȱdeȱlaȱseparaciónȱentreȱlasȱclases;ȱyȱelȱcomponenteȱprincipalȱ2ȱ(PC2ȱejeȱabcisas),ȱ

tieneȱelȱpesoȱdelȱ20%.ȱElȱgrupoȱdeȱcolorȱnegroȱrepresentaȱlasȱmuestrasȱ“postȬreceptivas”ȱ

mayoritariamente,ȱ elȱ deȱ colorȱ azulȱ lasȱmuestrasȱ “receptivas”,ȱ elȱ verdeȱ lasȱmuestrasȱ

“proliferativas”ȱ yȱ elȱ rojoȱ lasȱ “preȬreceptivas”.ȱ Tambiénȱ podemosȱ observarȱ comoȱ

algunasȱmuestrasȱ seȱ sitúanȱ fueraȱ delȱ grupoȱ dondeȱ seȱ encuentranȱmayoritariamenteȱ

segúnȱlaȱfaseȱdelȱciclo. 

ȱ

6.7.2. Modelo de clasificación patológica 
 

Se realizó un PCA con el transcriptoma ERA de las muestras R-FI junto 

con las muestras control PF (n=14), PR (n=14), R (n=39) y PS (n=12) (vid. MM 

5.1), utilizadas anteriormente en el PCA. En la figura 20 podemos observar 

como se agrupan, sin distinguirse, todas las muestras receptivas juntas, las R-

FI y las R. El resto de muestras (PF, PR y PS) se siguían agrupando 

diferencialmente en el espacio. Por lo que el PCA no distinguió en el espacio a 

las R de las R-FI. Por otra parte, parecía que se podían distinguir dos grupos 

de R-FI, uno más parecido a las R, y otro formado por tres muestras (era7_S2, 

era3_S5 y era7_S1) que se agrupaban juntas en el espacio más alejadas de 

las R y próximas a las PR (figura 20). 

 

Se realizó otro PCA sólo con las muestras R y con las R-FI para 

asegurarnos de que las muestras PF, PR y PS no nos dificultaban la 

separación. Utilizando el componente principal primero (PC1) junto con el 

componente principal segundo (PC2), no sumaban el peso del 70%. El PC1 era 

del 44% corroborándose la dificultad de separar las muestras R de las R-FI por 

su similitud, y el agrupamiento en el espacio como en la figura 20. Concluyendo 
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que el PCA a partir del transcriptoma del ERA no distinguía a las R-FI de las 

muestras R. 

Análisis de componentes principales
PC

2:
19

%

PC1: 49%
ȱ

Figuraȱ20.ȱPCAȱdeȱlasȱmuestrasȱcontrolȱPF,ȱPR,ȱRȱyȱPSȱjuntoȱconȱlasȱRȬFI.ȱSeȱ

observaȱlaȱdistribuciónȱenȱelȱespacioȱdeȱlasȱmuestrasȱenȱfunciónȱdeȱlosȱdosȱcomponentesȱ

principales.ȱElȱcomponenteȱprincipalȱ1ȱ(PC1ȱejeȱordenadas)ȱesȱsobreȱelȱqueȱrecaeȱelȱ49%ȱ

delȱpesoȱdeȱlaȱseparaciónȱentreȱlasȱclasesȱyȱelȱcomponenteȱprincipalȱ2ȱ(PC2ȱejeȱabcisas)ȱ

tieneȱ elȱ pesoȱ delȱ 19%.ȱ Lasȱ muestrasȱ PFȱ seȱ representanȱ enȱ azulȱ oscuro,ȱ lasȱ PRȱ seȱ

muestranȱenȱverde,ȱlasȱRȬFIȱenȱcolorȱnegro,ȱlasȱRȱcontrolȱenȱazulȱclaro,ȱyȱlasȱPSȱenȱrojo.ȱ

LasȱelipsesȱnegrasȱindicanȱlosȱdosȱgruposȱdeȱmuestrasȱRȬFIȱencontrados.ȱ

ȱ

Debido a la aparente heterogeneidad de las muestras R-FI por los 

resultados del análisis de los PCA (figura 20) reforzados por los análisis de 

agrupamiento jerárquico (figura 18), se realizó otro PCA sólo de las muestras 

R-FI que mostró la heterogeneidad dentro de ellas (figura 21). 
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El PC1 junto con el PC2 contenía el 73% de la varibilidad. El PC1 por sí 

solo ya explicaba el 61% de la variabilidad dentro de las muestras R-FI, esto ya 

indicaba la fácilidad de separar las muestras debido a la heterogeneidad. Se 

observaron dos grandes grupos de muestras R-FI, uno compuesto por cinco 

muestras (era7_G1, era3_S1, era3_Ma1, era7_M1 y era7_G2) y otro por seis 

muestras (era7_S2, era3_S5, era7_S1, era3_S6, era3_S4 y era7_S3) (figura 

21). 

PC1:61%

PC
2:

 1
3%

Análisis de componentes principales

 
Figuraȱ21.ȱPCAȱdeȱ lasȱmuestrasȱcontrolȱRȬFI.ȱSeȱobservaȱ laȱdistribuciónȱenȱelȱ

espacioȱdeȱlasȱmuestrasȱenȱfunciónȱdeȱlosȱdosȱcomponentesȱprincipales.ȱElȱcomponenteȱ

principalȱ1ȱ(PC1ȱejeȱordenadas)ȱesȱsobreȱelȱqueȱrecaeȱelȱ61%ȱdelȱpesoȱdeȱlaȱseparaciónȱ

entreȱlasȱmuestrasȱyȱelȱcomponenteȱprincipalȱ2ȱ(PC2ȱejeȱabcisas)ȱtieneȱelȱpesoȱdelȱ13%.ȱ



Desarrollo de una Herramienta Molecular Diagnóstica de la Receptividad Endometrial 

 112 

LasȱmuestrasȱRȬFIȱseȱrepresentanȱescritasȱdeȱcolorȱnegro.ȱLaȱelipseȱnegraȱindicanȱlasȱtresȱ

muestrasȱ RȬFIȱ (era7_S2,ȱ era3_S5ȱ yȱ era7_S1)ȱ queȱ seȱ agrupabanȱ juntasȱ enȱ elȱ espacioȱ

diferenciándoseȱdelȱrestoȱdeȱRȬFIȱenȱelȱagrupamientoȱ(figuraȱ18)ȱyȱenȱelȱPCAȱ(figuraȱ20).ȱ

LasȱelipsesȱrojasȱdelimitanȱlosȱdosȱgrandesȱgruposȱdeȱmuestrasȱRȬFIȱqueȱpareceȱhaber.ȱȱ

 
6.8. Expresión génica diferencial del grupo control R-FI (receptivas 
con fallo de implantación) 
 

x Expresión génica diferencial entre R vs. R-FI 
 

De los estudios de expresión génica diferencial entre las muestras R vs. 

R-FI, el menor p-valor registrado fue de 0,2, luego no se obtuvo ningún gen 

expresado diferencialmente de forma significativa. Este resultado corroboró que 

estos dos grupos eran muy parecidos como ya indicaba el agrupamiento (figura 

18) y el PCA (figura 20). 

 

x Expresión génica diferencial dentro del grupo control R-FI 
 

Debido a la aparente heterogeneidad dentro del grupo R-FI por los 

resultados obtenidos en el agrupamiento de las muestras R-FI (figura 18) y por 

los PCA (figura 20 y figura 21), se decidió realizar un estudio de expresión 

génica diferencial entre las mismas muestras control R-FI. En primera 

instancia, se compararon las tres muestras R-FI que parecían formar un grupo 

aparte (era7_S2, era3_S5 y era7_S1) (figura 18 y figura 20) vs. el resto de 

muestras R-FI (n=8). En segunda instancia, debido a la distribución de las 

muestras R-FI en el PCA (figura 21), también se compararon entre sí los dos 

grandes grupos de R-FI (grupos definidos por las elipses rojas de la figura 21). 
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El resultado de la primera comparativa fueron 44 genes diferencialmente 

expresados, 16 genes regulados al alza y 28 a la baja (figura  22A). El 

heatmap, según estos genes, evidenció que estas tres muestras R-FI estaban 

muy diferencidas del resto. 

 

Se compararon los 44 genes diferencialmente expresados entre las tres 

muestras con respecto al resto de R-FI (figura 22A) con los 176 genes 

diferencialmente expresados de la comparación R vs. PF; los 200 genes de R 

vs. PR; y los 94 de R vs. PS (vid. punto 6.5). Se observó que 41 de los 44 

genes estaban incluidos en los diferencialmente expresados obtenidos para la 

fase proliferativa, la totalidad de los 44 genes formaban parte de los genes 

diferencialmente expresados en fase pre-receptiva y 19 de los 44 genes 

estaban presentes en la comparativa de la fase post-receptiva. Estos 

resultados estuvieron en consonancia con que estas tres muestras estuvieran 

más próximas de las muestras pre-receptivas según indicaba el PCA de la 

figura 20. 

 

El resultado del segundo análisis de expresión génica diferencial entre las 

muestras R-FI fue 85 genes expresados diferencialmente, 35 regulados al alza 

y 50 a la baja (figura 22B).  

 

También se compararon estos 85 genes diferencialmente expresados 

entre los dos conjuntos de muestras R-FI (figura 22B) con los 176 genes 

diferencialmente expresados de la comparación R vs. PF; los 200 genes de R 

vs. PR; y los 94 de R vs. PS (vid. punto 6.5). Se observó que de la totalidad de 

los 85 genes, 66 formaban parte de los genes diferencialmente expresados en 

fase proliferativa, 81 de los 85 genes estaban incluidos en los diferencialmente 

expresados obtenidos para la fase pre-receptiva y 39 de los 85 genes estaban 

presentes en la comparativa de la fase post-receptiva. 
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Tras todos estos análisis de expresión génica diferencial se concluyó que 

el grupo control R-FI era un grupo heterogéneo como ya iban indicando los 

análisis exploratorios previos. 

 
Muestras     

A B
Muestras

 
Figuraȱ22. Heatmapȱdeȱ losȱgenesȱdiferencialmenteȱexpresadosȱdentroȱdeȱ lasȱ

muestrasȱcontrolȱRȬFI. A)ȱHeatmapȱdelȱestudioȱdeȱexpresiónȱgénicaȱdiferencialȱentreȱlasȱ

tresȱmuestrasȱRȬFIȱ (círculoȱnegro)ȱyȱelȱ restoȱdeȱmuestrasȱRȬFIȱcontrol.ȱB)ȱHeatmapȱdelȱ

estudioȱdeȱexpresiónȱgénicaȱdiferencialȱentreȱlosȱdosȱgrandesȱgruposȱdeȱRȬFI.ȱElȱejeȱdeȱ

ordenadasȱcorrespondeȱaȱcadaȱunoȱdeȱlosȱgenesȱdiferencialmenteȱexpresadosȱordenadosȱ

deȱmayorȱaȱmenorȱporȱelȱvalorȱdelȱestadístico.ȱEnȱelȱejeȱdeȱabcisasȱseȱrepresentanȱcadaȱ

unaȱdeȱlasȱmuestras.ȱLosȱcuadradosȱrojosȱindicanȱlaȱexpresiónȱmayorȱparaȱelȱgenȱyȱlosȱ

cuadradosȱazulesȱlaȱexpresiónȱmenor.ȱ
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6.9. Entrenamiento del predictor 
 

 6.9.1. Modelo de dataje endometrial 
 

Los tres algoritmos empleados (SVM, KNN y RF) para clasificar el 

transcriptoma obtenido por el ERA en función del set de entrenamiento, es 

decir, PF, PR, R, y PS (vid. MM 5.1), mostraron un buen poder diagnóstico 

(tabla 7A y 7B). Sin embargo, el SVM, con la función linear Kernel, destacó 

tanto al utilizar la expresión de todos los genes del ERA (tabla 7A) como al 

utilizar sólo los 56 genes de la ERS (tabla 7B). Este algoritmo presentó los 

mejores valores en 3 de las 4 métricas usadas (ACC, RMSE y MCC) y la mejor 

sensibilidad (tabla 7A). El modelo utilizando todos los genes del ERA (tabla 7A) 

produjo unos resultados en la clasificación muy similares a los obtenidos con 

los 56 genes de la ERS (tabla 7B). Esto mostró el poder predictivo de la ERS y 

reforzó su representación fenotípica a la hora de datar las muestras como 

receptivas. 

 

6.9.2. Modelo de clasificación patológica 
  

En el modelo de predicción para clasificar muestras receptivas normales y 

muestras receptivas con fallo de implantación, se utilizó como set de 

entrenamiento las muestras R y las R-FI. El resultado de los tres algoritmos 

empleados (SVM, KNN y RF) se muestra en la tabla 7C y 7D. El SVM destacó 

frente al KNN y al RF que, a su vez, poseían valores my parecidos. Aunque el 

KNN mostró menos clasificados incorrectos que el RF. El modelo utilizando 

todos los genes del ERA (tabla 7C) produjo unos resultados en la clasificación 

ligeramente menores que los obtenidos con los 56 genes de la ERS (tabla 7 D). 

Esto mostró el poder predictivo de la ERS y reforzó su representación 

fenotípica a la hora de clasificar las muestras como receptivas normales. 
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A) Dataje endometrial con el ERA 
 

Algoritmo ACC AUC RMSE MCC C I E S 

SVM 
 

0,915 
+/-0,014 

0,916 
+/-0,014 

0,180 
+/-0,011 

0,843 
+/-0,024 

73 
(92,4%) 

6 
(7,6%) 0,83 1,00 

 
KNN 
 

0,868 
+/-0,018 

0,909 
+/-0,010 

0,245 
+/-0,004 

0,768 
+/-0,022 

69 
(87,3%) 

10 
(12,7%) 0,90 0,86 

 
RF 
 

0,863 
+/-0,011 

0,924 
+/-0,013 

0,247 
+/-0,004 

0,733 
+/-0,019 

68 
(86%) 

11 
(14%) 0,84 0,89 

 
MATRIZ DE CONFUSIÓN 

 PREDICCIÓN 

             R            PR            PF            PS  

SVM KNN RF SVM KNN RF SVM KNN RF SVM KNN RF 

R 39 34 35 0 2 2 0 1 1 0 2 1 

PR 1 1 1 13 12 13 0 1 0 0 0 0 

PF 2 1 2 0 0 0 12 13 12 0 0 0 

 
 

CLASE 
REAL 

PS 3 2 4 0 0 0 0 0 0 9 10 8 

 
B) Dataje endometrial con la ERS 

 
Algoritmo ACC AUC RMSE MCC C I E S 

 
SVM 
 

 
0,894  

+/- 0,010 
0,895  

+/-0,010 
0,210  

+/-0,011 
0,806  

+/-0,017
71 

(89,9%)
8 

(10,1%) 0,79 1,00 

KNN 
 

 
0,889  

+/-0,009 
0,905  

+/-0,015 
0,232  

+/-0,005 
0,785  

+/-0,013
71 

(89,9%)
8 

(10,1%) 0,90 0,88 

RF 
 

 
0,868  

+/-0,019 
0,916  

+/-0,012 
0,252  

+/-0,008 
0,741  

+/-0,035
69 

(87,3%)
10 

(12,7%) 0,85 0,89 
 
MATRIZ DE CONFUSIÓN 

 PREDICCIÓN 

             R            PR            PF            PS  

SVM KNN RF SVM KNN RF SVM KNN RF SVM KNN RF 

R  39 35 35 0 2 2 0 1 1 0 1 1 

PR 3 1 1 11 13 13 0 0 0 0 0 0 

PF 2 1 1 0  0  0 12 13 13 0 0 0 

 
 
CASE 
REAL 

PS 3 2 4 0  0  0 0 0 0 9 10 8 
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C) Clasificación patológica con el ERA 
 

Algoritmo ACC AUC RMSE MCC C I E S 

SVM 
 

 
0,908 

+/-0,028 
0,825 

+/-0,050 
0,241 

+/-0,063 
0,720 

+/-0,091 
45 

(90%) 
5  

(10%) 0,65 0,98 

KNN 
 

 
0,784 

+/-0,020 
0,703 

+/-0,044 
0,392 

+/-0,021 
0,144  

+/- 0,032 
39 

(78%) 
11 

(22%) 0,06 0,99 
 
RF 
 

0,754 
+/-0,016 

0,715 
+/-0,043 

0,399 
+/-0,009 

0,132 
+/-0,109 

38 
(76%) 

12 
(24%) 0,06 0,95 

 
MATRIZ DE CONFUSIÓN 

 PREDICCIÓN 
R R-FI  

SVM KNN RF SVM KNN RF 
R 38 38 37 1 1 2 

 
CLASE REAL 

R-FI 4 10 10 7 1 1 
 

D) Clasificación patológica con la ERS 

Algoritmo ACC AUC RMSE MCC C I E S 

SVM 
 

 
0,942 

+/0,035 
0,892 

+/-0,061 
0,144 

+/-0,072 
0,830 

+/-0,103 
47 

(94%) 
3 

(6%) 0,77 0,99 

KNN 
 

 
0,772 

+/0,016 
0,662 

+/-0,038 
0,416 

+/-0,015 
0,120 

+/-0,094 
38 

(76%) 
12 

(24%) 0,11 0,96 

RF 
 

 
0,754 

+/-0,016 
0,623 

+/-0,053 
0,413 

+/-0,009 
0,039 

+/-0,082 
37 

(74%) 
13 

(26%) 0,03 0,96 
 
MATRIZ DE CONFUSIÓN 

 PREDICCIÓN 
R R-FI  

SVM KNN RF SVM KNN RF 
R 39 37 37 0 2 2 

 
CLASE REAL 

R-FI 3 10 11 8 1 0 
 

Tablaȱ7.ȱParámetrosȱdeȱlaȱpredicción.ȱEnȱlasȱsiguientesȱtablasȱseȱrepresentanȱlosȱ

tresȱalgoritmosȱdistintosȱconȱlosȱqueȱseȱhanȱgeneradoȱlosȱmodelosȱ(SVM,ȱKNNȱyȱRF)ȱenȱ

lasȱ filas,ȱ yȱ enȱ lasȱ columnas,ȱ losȱ distintosȱ parámetrosȱ paraȱ medirȱ laȱ eficaciaȱ deȱ laȱ

predicciónȱconȱ losȱqueȱseȱhaȱvaloradoȱelȱerrorȱdeȱcadaȱmodeloȱ (precisiónȱ (ACC);ȱáreaȱ

bajoȱlaȱcurvaȱROCȱ(AUC);ȱerrorȱcuadráticoȱmedioȱ(RMSE);ȱcoeficienteȱdeȱcorrelaciónȱdeȱ
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Matthewsȱ(MCC);ȱCorrectosȱ(C);ȱIncorrectosȱ(I);ȱEspecificidadȱ(E)ȱyȱSensibilidadȱ(S)).ȱLaȱ

tablaȱ 7Aȱmuestraȱ losȱ resultadosȱ delȱ entrenamientoȱ delȱ predictorȱ paraȱ elȱmodeloȱ deȱ

datajeȱendometrialȱconȱlosȱ238ȱgenesȱdelȱERA.ȱLaȱtablaȱ7Bȱcontieneȱelȱentrenamientoȱdelȱ

predictorȱ paraȱ elȱ datajeȱ endometrialȱ conȱ losȱ 56ȱ genesȱ deȱ laȱ ERS.ȱ Laȱ tablaȱ 7Cȱ elȱ

entrenamientoȱ delȱ predictorȱ paraȱ elȱmodeloȱ deȱ clasificaciónȱ patológicaȱ conȱ losȱ 238ȱ

genesȱdelȱERA.ȱLaȱtablaȱ7Dȱpresentaȱ losȱparámetrosȱresultantesȱdelȱentrenamientoȱdelȱ

predictorȱparaȱelȱmodeloȱdeȱclasificaciónȱpatológicaȱconȱlosȱ56ȱgenesȱdeȱlaȱERS.ȱ

 

6.10. Herramienta molecular diagnóstica de la receptividad 
endometrial 

 
La herramienta molecular diagnóstica de la receptividad endometrial 

quedó constituida por el microarray personalizado ERA y por un predictor 

compuesto a su vez por dos modelos. 

 

Con los resultados de poder predictivo obtenidos en los modelos de 

predicción del punto 6.9 se estableció como la herramienta molecular realizaría 

el diagnóstico.  

 

El modelo de dataje endometrial quedó constituido por el algoritmo SVM 

con todos los genes del ERA. El método SVM, con la función linear kernel, se 

eligió por presentar los mejores valores en 3 de las 4 métricas usadas (ACC, 

RMSE y MCC) y porque además presentaba la mejor sensibilidad (tabla 7A). 

 

Para reforzar la detección de las muestras FI, el modelo de clasificación 

patológica quedó constituido por el consenso de los dos algoritmos SVM y KNN 

con todos los genes del ERA. El método SVM, con la función linear kernel, se 

escogió por poseer el mejor valor en las cuatro métricas (ACC, AUC, MCC y 

RMSE) (tabla 7C). La sensibilidad y especificidad era muy parecida en los tres 
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modelos. El KNN fue el segundo método elegido por poseer unos resultados en 

la clasificación ligeramente mayores que el RF. En caso de discrepancia entre 

los algoritmos se optaba por el diagnóstico menos optimista. 

 

Con toda esta información se generó un programa informático predictivo 

que funciona de la siguiente manera: 

 

Una biopsia endometrial tomada en LH+7 se analiza con el ERA. La 

matriz de datos obtenida se implementa en el programa informático, donde se 

preprocesa y normaliza según el set de entrenamiento. El modelo de dataje 

endometrial data la muestra como receptiva o no receptiva según el modelo 

SVM. Sólo si en el primer modelo es diagnosticada como receptiva pasa a ser 

analizada por el segundo modelo. El segundo modelo (modelo de clasificación 

patológica) clasifica la muestra como receptiva o FI en función del consenso 

entre los algoritmos SVM y KNN. Si hay discrepancia entre ambos algoritmos 

se clasifica la muestra en función del diagnóstico menos optimista (FI).  

 

La herramienta genera un diagnóstico con una probabilidad asociada. 

Cada muestra testada por el predictor se predice con un valor de confianza 

para la predicción en cada algoritmo. De modo que esta probabilidad asociada 

es el resultado de multiplicar el ACC del algoritmo por el valor de confianza 

diagnóstica para esa muestra. 

 

Si una muestra es diagnosticada como no receptiva, ya no pasa al 

segundo modelo y queda con la probabilidad asociada del primer modelo. Sin 

embargo, las probabilidades de los dos modelos son independientes, y una vez 

que una muestra pasa al segundo modelo por ser receptiva, el modelo de 

clasificación patológica obtendrá la clasificación de la muestra para cada 

algoritmo (SVM y KNN) con una probabilidad asociada propia. Si los dos 
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algoritmos están de acuerdo se escoge la mejor probabilidad de las dos. 

Mientras que si están en desacuerdo se escoge el diagnóstico FI con los 

valores ACC y de confianza del algoritmo que lo haya diagnosticado (SVM o 

KNN).  

 

En el anexo III se muestra con más detalle como funciona el programa 

informático de la herramienta molecular. 

 
6.11. Diagnóstico de la herramienta molecular en la población de 
pacientes 

  
Con la herramienta molecular se analizaron 40 biopsias endometriales en 

LH+7 de la población de pacientes de la clínica (vid. MM 5.1). Con el modelo 

de dataje endometrial las 40 muestras fueron diagnosticadas como receptivas. 

Posteriormente, con el modelo de clasificación patológica 38 se clasificaron 

como receptivas normales con una probabilidad de diagnóstico de 0,944 y 2 

como receptivas con FI con una probabilidad de diagnóstico de 0,784. 

 

6.12. Comparativa dataje histológico vs. dataje predictivo 
 

Con el objetivo de comparar el método de dataje de la predicción de la 

herramienta molecular diagnóstica de la receptividad endometrial, con el 

clásico método de Noyes (Noyes y cols., 1950 y 1975), se realizaron ambos 

tipos del dataje en un subconjunto de las muestras control del ciclo menstrual 

(n=49) (vid. MM 5.1) formado por: PF n=6, PR n=8, R n=24, y PS n=11. Se 

eligió el algoritmo SVM para el dataje endometrial por ser el modelo que aplica 

la herramienta molecular diagnóstica de receptividad endometrial por mostrar 

los mejores resultados (tabla 7A). 
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La concordancia de ambos métodos, en relación con el pico de LH y entre 

patólogos, fue analizada estadísticamente por el análisis del índice de 

concordancia Kappa ponderado por pesos cuadráticos (tabla 8), mostrando 

que la comparación entre el pico de LH y los dos patólogos era de 0,618 

(0,446-0,791) y 0,685 (0,545-0,824) respectivamente. Mientras que con el 

predictor la concordancia resultaba de 0,922 (0,815-1,000). 

 
Métodos 

dataje 
Índice 
Kappa 

Intervalo de 
confianza  

95% 
 
LH vs P1 0,618 

 
0,446 a 0,791 

 
LH vs P2 0,685 

 
0,545 a 0,824 

 
LH vs PRE 0,922 

 
0,815 a 1,020 

 
P1 vs P2 0,622 

 
0,435 a 0,809 

 
Tablaȱ 8.ȱComparativaȱdeȱ losȱmétodosȱdeȱdatajeȱ endometrial.ȱ Seȱmuestraȱ elȱ

índiceȱdeȱconcordanciaȱKappaȱjuntoȱconȱelȱintervaloȱdeȱconfianzaȱalȱ95%ȱdeȱlosȱdistintosȱ

métodosȱparaȱdatarȱelȱendometrio.ȱLHȱesȱelȱmétodoȱdeȱdetecciónȱdelȱdíaȱdeȱovulación;ȱ

PREȱesȱelȱresultadoȱdeȱlaȱpredicciónȱconȱelȱmodeloȱSVMȱdeȱdatajeȱendometrial;ȱP1ȱyȱP2ȱ

sonȱcadaȱunoȱdeȱlosȱdistintosȱpatólogosȱqueȱbasándoseȱenȱlosȱcriteriosȱdeȱNoyesȱ(Noyesȱ

yȱcols.,ȱ1950ȱyȱ1975)ȱhanȱdatadoȱelȱendometrio.ȱ

ȱ

El estudio del porcentaje de aciertos y fallos de cada método de dataje, 

analizado de forma aislada en cada fase del ciclo menstrual, se muestra en la 

figura 23. 

 

El predictor clasificaba mejor las muestras en fase pre-receptiva y 

receptiva que las muestras en fase proliferativa y post-receptiva (figura 23). El 

método de dataje histológico clasificaba mejor las muestras en fase 

proliferativa, seguidas de las muestras en fase pre-receptiva. Además, no había 
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discrepancia en el porcentaje de aciertos y fallos entre patólogos dentro de 

estas dos fases. Sin embargo, el dataje histológico clasificaba peor las 

muestras en fase receptiva seguidas de las muestras en fase post-receptiva 

que eran las fases donde peor databa y donde había más discrepancia entre 

los distintos patólogos. 
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ȱ

Figuraȱ 23.ȱDatajeȱ endometrialȱ comparadoȱ paraȱ lasȱ distintasȱ fasesȱ delȱ cicloȱ

menstrual.ȱSeȱmuestranȱlosȱdistintosȱmétodosȱdeȱdatajeȱ(P1:ȱpatólogoȱ1;ȱP2:ȱpatólogoȱ2;ȱ

PRE:ȱ predictor)ȱ (ejeȱ deȱ abcisas)ȱ deȱ formaȱ indepedienteȱ paraȱ cadaȱ faseȱ delȱ cicloȱ

menstrual.ȱElȱejeȱdeȱordenadasȱrepresentaȱelȱporcentajeȱdeȱaciertosȱ(colorȱverde)ȱyȱfallosȱ

(colorȱmalva)ȱdeȱcadaȱmétodoȱconȱrespectoȱalȱconjuntoȱdeȱmuestrasȱdeȱunaȱmismaȱfaseȱ

delȱcicloȱmenstrual.ȱ

ȱ
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7. DISCUSIÓN 
 

x Enfermedad y diagnóstico clínico 
 

La definición de enfermedad, así como su diagnóstico y tratamiento, ha 

cambiado paulatinamente a lo largo de los dos últimos siglos. Históricamente 

los médicos definían las enfermedades como un conjunto de síntomas a los 

que se fueron añadiendo criterios anatómicos, bioquímicos y, últimamente, 

genéticos, que modificaron la taxonomía médica. Por ejemplo, antes del siglo 

XX la esquizofrenia y la demencia sifilítica eran consideradas la misma 

enfermedad. En el comienzo de 1900 se separó la psicosis de la demencia, y 

desde 1960 la esquizofrenia está evolucionando desde una enfermedad 

psiquiátrica a una enfermedad con una posible etiología genética. Esta 

evolución ha sido posible gracias a disponer de herramientas diagnósticas 

mejores y más objetivas. 

 
Con el avance de la ciencia y el desarrollo de la Biología Molecular y la 

Genética, nuevas tecnologías se han puesto al servicio de la Biomedicina. La 

tecnología de microarrays se ha aplicado en muchos ámbitos de la salud 

humana. Según se detalla en el informe de vigilancia tecnológica de Genoma 

España (Aplicaciones de los Microarrays y Biochips en Salud Humana), las 

aplicaciones de los microarrays en salud humana se han dividido en cinco 

sectores que se corresponden con la identificación de dianas terapeúticas, el 

descubrimiento y desarrollo de fármacos, el diagnóstico clínico, la 

farmacogenómica y farmacogenética, y la investigación básica.  

 

Los microarrays de ADN han sido los más utilizados dentro del sector del 

diagnóstico clínico. Y una de sus aplicaciones dentro de este sector ha sido la 

identificación de patrones de expresión relacionados con diferentes estados 
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patológicos. El uso del perfil de expresión génica como biomarcador se ha 

desarrollado principalmente en el análisis de expresión génica en procesos 

tumorales. Para ciertos tipos de cáncer se ha elaborado una clasificación de los 

tumores, lo cual ha permitido un diagnóstico y pronóstico más preciso que el 

obtenido mediante otras técnicas moleculares (URL10). En el 2001 el centro 

nacional de investigaciones oncológicas (CNIO) desarrolló el OncoChip 

(URL11). Este biochip constituyó una plataforma de expresión génica múltiple 

específicamente dedicada a cáncer. El OncoChip estaba constituido por 9.300 

genes relacionados con las formas más frecuentes de cáncer, como el cáncer 

de mama, el colorrectal, el de pulmón, linfomas, leucemia y tumores urinarios 

como el de riñón, vejiga o próstata.  

 

El grupo de investigación de van 't Veer buscó en el perfil de expresión 

génica diagnosticar el cáncer de mama (van 't Veer y cols., 2002; van de Vijver 

y cols., 2002) hasta obtener la firma transcriptómica de 70 genes como 

diagnóstico de este tipo de cáncer, generándose así la herramienta molecular 

llamada Mammaprint. Esta herramienta también se diseñó con un microarray 

personalizado Agilent de formato 8x15k, el cual fue el mismo formato empleado 

en el ERA (Buyse y cols., 2006; Glas y cols., 2006). En esta misma línea el 

trabajo publicado por Tan y cols., en el 2008, supuso definir la firma 

transcriptómica para tres subtipos moleculares de cáncer de mama a partir del 

diseño de un microarray específico con 188 genes (Tan y cols., 2008). Todos 

estos trabajos mencionados muestran la aplicación diagnóstica del perfil de 

expresión génica para caracterizar fenotipos multifactoriales. 

 
En el ámbito de la Ginecología el avance del conocimiento sobre el 

endometrio humano ha estado limitado durante mucho tiempo por la ausencia 

de progreso en el desarrollo de nuevos métodos de investigación y estudio. Un 

ejemplo claro es el método histológico basado en los criterios de Noyes (Noyes 
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y cols., 1950 y 1975), cuyos criterios morfológicos fueron fijados en 1950 y 

continúan aplicándose actualmente para el estudio del endometrio, evaluación 

de la receptividad endometrial y detección de anomalías endometriales. 

 
De la misma manera, en medicina reproductiva se ha buscado aplicar 

estas nuevas tecnologías para identificar objetivamente y diagnosticar el 

estado de la receptividad endometrial durante la WOI. En los últimos años, 

diferentes trabajos han sido publicados intentando encontrar el conjunto de 

genes biomarcadores de receptividad endometrial (Haouzi y cols., 2009; Tseng 

y cols., 2009). Así como también se ha ido a la búsqueda de la firma 

transcriptómica de las alteraciones endometriales (Tseng y cols., 2009). El 

enfoque de estas investigaciones muestra que un análisis “ómico” está siendo 

una vía adecuada para el estudio del endometrio. 

 
En esta vertiente “ómica”, la presente tesis doctoral se ha centrado en 

generar una herramienta molecular diagnóstica de aplicación clínica basada en 

el transcriptoma de la receptividad endometrial. 

 

x Muestras 
 

La selección de muestras para cada uno de los objetivos del estudio se 

hizo de la manera más rigurosa posible. La toma de biopsias se realizó 

midiendo el pico de LH como manera más fiable de saber en qué fase se 

encontraba el endometrio. Las muestras control poseían fertilidad probada, 

ciclos menstruales regulares, analíticas generales y cariotipo normal. No 

obstante, el pico de LH no se produce de la misma manera en todas las 

mujeres (Park y cols., 2007) y el ciclo menstrual de una misma mujer puede 

variar de un ciclo a otro, existiendo multitud de variables que pueden afectar. 

La edad, siempre y cuando no se haya producido la menopausia o no 
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sobrepase los 45 años, no se considera un factor que afecte al endometrio 

(Soares y cols., 2005). En cuanto al IMC, se observó que valores por encima 

de 25 Kg/m² podían afectar al endometrio (Bellver y cols., 2007). Es por ello, 

que se incluyeron muestras de mujeres que no superaran este IMC.  

 

Sin embargo, aún seleccionando las muestras con los criterios de 

inclusión más rigurosos, podían existir otros parámetros que pudieran afectar al 

estudio, por lo que se comprobó que en las muestras seleccionadas no hubiera 

co-variables que alteraran los resultados. La existencia de estos posibles 

parámetros se analizó mediante los métodos exploratorios del análisis de 

agrupamiento jerárquico (figuras 17 y 18) y mediante el PCA (figuras 19 y 20). 

 

Por otra parte, las muestras a analizar por la tecnología de microarrays 

pasaron distintos puntos control. De modo que aquellas muestras que no 

tuvieron un RIN>7 en la calidad de su ARN, o que no obtuvieron una 

actividad>9 a la hora de incorporar el fluoróforo, no fueron incluídas en el 

estudio. Con estos requisitos se garantizó que la medida de la expresión de un 

gen se correspondiera a la situación biológica estudiada. 

 

x Selección de genes 
 

El criterio establecido para la selección de genes aunó requerimientos 

estadísticos y biológicos, encontrando el sentido funcional de esta selección 

génica en el proceso biológico de la receptividad endometrial (tabla 3). Los 

valores escogidos de FDR y FC fueron valores estadísticamente adecuados 

que incluían un número manejable de 238 genes (tabla 2). Otros puntos de 

corte se podían haber realizado, pero se observó que excluían genes que se 

consideraban importantes en el proceso, como es el caso de la glicodelina 

(PAEP), una de las  proteínas cuya población de ARNm aparece expresada al 



                                                               DISCUSIÓN 

 129 

alza con una de las mayores tasas de cambio en receptividad (Horcajadas y 

cols., 2004 y 2007) (tabla 2). También se podían haber seleccionado los genes 

relativos a la receptividad endometrial a partir de los trabajos publicados sobre 

transcriptómica del endometrio (vid. 1.3.3), pero debido a la falta de consenso 

entre los distintos estudios (Horcajadas y cols., 2007) se optó por obtenerla a 

partir de experimentos propios y del análisis de expresión génica diferencial. 

 

En muchas investigaciones, incluida esta, se utilizó el método del doble 

filtro empleando el FC y el T-Test para la selección de genes diferencialmente 

expresados (Zhang y cols., 2009). Pero además, en este trabajo también se 

realizó un análisis funcional para conocer la relevancia biológica en el proceso 

de la receptividad endometrial de los genes escogidos, completándose así el 

sentido biológico de la selección. 

 

Los genes que conformaron el ERA se compararon con la lista de los 25 

genes diana propuestos por Horcajadas y cols. (Horcajadas y cols., 2007). 

Estos genes fueron seleccionados a partir de la comparativa de la 

transcriptómica de la WOI en ciclos naturales, en ciclos estimulados y en 

presencia de DIU. Se encontró que en la selección del ERA, a pesar de haber 

sido obtenida con un método independiente a los genes seleccionados por 

Horcajadas y cols., 18 de los 25 genes estaban presentes. Estos genes 

consenso se muestran en negrita en la tabla 2.  

 

Por otra parte, también se comparó la selección del ERA con los 126 

genes propuestos por Tseng como firma transcriptómica para el diagnóstico de 

alteraciones endometriales (Tseng y cols., 2009). Se encontró que 61 genes, 

de estos 126, estaban incluidos en la selección. Así mismo, la lista del ERA 

también incluía dos genes de los cinco recientemente publicados por Haouzi 

como potencialmente nuevos biomarcadores de la receptividad endometrial, 
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como son la laminina E3 y la microfibrilina asociada a la proteína 5 (Haouzi y 

cols., 2009). 

 
El análisis funcional por GO del ERA reveló el sentido biológico de la 

selección (tabla 3). La anotación más representada fue la presencia de BP 

relativos a la respuesta inmune, los cuales están implicados en la implantación 

embrionaria, como fue reportado previamente (Hannan y Salamonsen, 2007; 

Salamonsen y cols., 2007). Otro término destacado fue la adhesión celular tan 

necesaria para establecer los requerimientos físicos para la interacción epitelio-

trofoblasto (van Mourik y cols., 2009), así como la mitosis, la señalización 

célula-célula, y las estructuras anatómicas del desarrollo. En relación a las MF, 

hubo tres términos diferentes en el nivel 4 que aparecieron más representados 

de lo que cabría esperar: la actividad oxidoreductasa, la unión a carbohidratos 

y los receptores de unión. Estas MF son funciones moleculares relevantes en 

actividades relacionadas con la adhesión celular, la transducción de señal y 

otras funciones cruciales en la implantación embrionaria.  

 

Finalmente, se detectó que el huso mitótico y los microtúbulos del huso 

mitótico aparecían representados por encima de lo habitual dentro de la 

sección de CC, en los niveles específicos CC10 y CC11. Estos términos se 

relacionan principalmente con el ciclo mitótico y la proliferación celular que son 

procesos relacionados con el desarrollo endometrial. 

 

Todos estos argumentos en relación al criterio de selección, y en relación 

a las distintas comparativas de los genes que incluye el ERA con otros genes 

seleccionados en otros trabajos, así como los argumentos sobre la relevancia 

funcional en el proceso de la receptividad endometrial, refuerzan el método 

mediante el que se realizó la selección de genes y los genes que incluye. 
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x Diseño del ERA 
 

El diseño del ERA fue realizado con el soporte de la tecnología de 

Agilent, utilizando sondas diseñadas y testadas por ellos, así como sus puntos 

control.  Además, distintas sondas representaban un mismo gen y cada una de 

las sondas que representaba a los 238 genes poseía ocho réplicas. Por todo lo 

comentado, se consideró que el ERA fue un microarray con un diseño 

adecuado y fiable. 

  

x Validación de la tecnología de microarrays 
 

Por otra parte, la validación del correcto funcionamiento de la técnica de 

microarrays mediante el análisis de la distribución de intensidades ya fue un 

punto control en el proceso (figura 12). No obstante, se realizó una validación 

cuantitativa mediante la técnica RT-PCR, comprobando que los genes 

validados aumentaban su expresión con esta técnica al igual que con el 

microarray ERA (figura 13). Debido al distinto funcionamiento y sensibilidad 

entre la tecnología de microarrays y la RT-PCR los valores de expresión no se 

compararon de una manera cuantitativa. El objetivo de la validación fue 

comprobar que con ambas técnicas estos genes se expresaban más en 

receptividad. 

 

x Estudios de comportamiento de la expresión de los genes ERA 
 

Los resultados de los estudios del comportamiento de expresión de los 

genes a lo largo del ciclo menstrual (figura 14) se obtuvieron con un p-

valor<0,2. Esta falta de significatividad menor que 0,05 pudo ser debida al 

escaso número de genes por grupo. No obstante, estos análisis aportaron otra 

perspectiva y permitieron obtener grupos de comportamiento descriptivos que 
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acompañaron al resto de resultados. Los estudios revelaron un grupo de 34 

genes, que tenían su máxima expresión en receptividad (grupo 7), y otro de 47 

genes que tenían su mínima expresión en receptividad (grupo 3) (figura 14). 

Con este análisis también se confirmó que existían grupos de genes 

incrementados (grupo 7) y disminuidos (grupo 3) en receptividad, los cuales 

podían ser usados como biomarcadores de receptividad endometrial y se 

justificaba su presencia en el ERA. 

 

Por otra parte, el análisis funcional de los dos grupos de genes que se 

comportan según el perfil 7 y 3 de la figura 14 (tabla 4 y 5 respectivamente) 

apoyó los BP significativos al realizar el estudio funcional del ERA (tabla 3), así 

como las MF de ligando de unión y los CC relacionados con los microtúbulos y 

el huso mitótico. También se pudo encontrar una relación entre el análisis 

funcional de los grupos de genes 7 y 3 con lo descrito por CR Murphy (Murphy, 

2004) en la transformación de la membrana plasmática (figura 3).  

 

En el análisis funcional del grupo 7, los genes que tuvieron su máxima 

expresión en receptividad estuvieron relacionados con MF de unión a iones 

cadmio y cobre, y con receptores de unión; y el CC fue el espacio extracelular 

(tabla 4). En el análisis funcional del grupo 3 (tabla 5), los genes que 

disminuían su expresión en receptividad fueron genes relacionados con el 

citoesqueleto. Según CR Murphy en fase receptiva, aumentan las uniones 

estrechas sellándose las células, y la membrana lateral y basal se vuelve más 

sinuosa. Esto podría estar relacionado con que haya un grupo de genes 

relacionados con MF de receptores de unión y con CC en el espacio 

extracelular que aumente su expresión (grupo 7). Además, el cinturón de actina 

se desorganiza, las microvellosidades desaparecen, los desmosomas 

disminuyen y no existen hemidesmosomas, con ello parece plausible que un 
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conjunto de genes relacionados con el citoesqueleto tenga su mínima 

expresión en este momento del ciclo (grupo 3). 

 

x ERS 
 

El modo con el que se definió la ERS permitió que se aislaran los genes 

exclusivamente expresados diferencialmente durante la WOI de una manera 

muy consistente. El fenotipo transcriptómico de receptividad (ERS) se definió 

de una manera muy rigurosa porque, por una parte, se obtuvo a partir de la 

expresión de 238 genes seleccionados ya con anterioridad por estar 

diferencialmente expresados en fase pre-receptiva vs. fase receptiva. Y por 

otra parte, por ser obtenida tras utilizar la triple comparación R vs. P; R vs. PR 

y R vs. PS de estos 238 genes (figura 15).   

 

También se relacionaron los estudios del comportamiento de expresión 

de los genes a lo largo del ciclo menstrual (figura 14), con los genes de la ERS 

(tabla 2). Los estudios de comportamiento revelaron un grupo de 34 genes que 

tenían su máxima expresión en receptividad (grupo 7) y 47 que tenían su 

mínima expresión en receptividad (grupo 3) (figura 14). De estos 81 genes 

(genes grupo 3 + genes grupo 7), 25 eran compartidos con la ERS. El hecho de 

que sólo fueran 25, pudo ser debido a que parte de esos 81 genes tuvieran 

también una expresión similar en fase post-receptiva con respecto a la 

expresión en fase receptiva, y por ello no fueran seleccionados en la ERS. 

 

x Análisis exploratorios 
 

Tanto en el análisis de agrupamiento como en el PCA, no se observó que 

hubiera presentes variables externas o internas que pudieran estar afectando 

en los datos y que fueran responsables del agrupamiento de las muestras.  
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Así mismo, estos métodos exploratorios también sirvieron como análisis 

de la capacidad del transcriptoma seleccionado (genes) para separar las 

muestras. El agrupamiento jerárquico del grupo control sano de ciclo natural, 

reveló que las muestras se agrupaban en función de la fase del ciclo (figura 

17), al igual que con el PCA (figura 19). Esto estuvo en acuerdo con los 

trabajos previos de Ponnampalam y Talbi (Ponnampalam y cols., 2004; Talbi y 

cols., 2006) en los que las biopsias endometriales se separaban según su 

transcriptoma por PCA según la fase del ciclo menstrual, y a su vez nos 

confirmó la capacidad del transcriptoma ERA para separar las muestras control 

normales. Por otra parte, se vió que el transcriptoma seleccionado (genes ERA) 

no tenía capacidad para separar a las muestras R-FI de las muestras R (figura 

18 y 20), sin embargo, si que tenía capacidad para separar las muestras R-FI 

entre ellas (figura 21). 

 

x Análisis de expresión génica diferencial 
  

Los análisis de expresión génica diferencial permitieron corroborar las 

diferencias génicas entre los distintos tipos de muestras control según parecían 

indicar los análisis exploratorios. Se corroboró que las muestras PF, PR y PS 

se diferenciaban de las R, y que las PR eran las más diferentes a las R, por 

tener más genes diferencialmente expresados de los 238 genes del ERA (vid. 

punto 6.5). Del mismo modo, también se comprobó que las muestras R-FI no 

tenían genes del ERA diferencialmente expresados con respecto a las R (vid. 

punto 6.8) y que eran heterogéneas entre ellas (figura 22). Si se tiene en 

cuenta que los genes del ERA fueron seleccionados a partir de la comparación 

entre muestras pre-receptivas vs. receptivas control normales, el que estos 

genes del ERA distinguieran mejor las muestras PR de las R era lo que cabía 

esperar. En cuanto a la dificultad en separar a las R-FI de las R se podía 



                                                               DISCUSIÓN 

 135 

justificar con que en la selección de genes no se incluyeron los genes 

diferencialmente expresados entre muestras receptivas vs. receptivas con FI.  

 

No obstante, el seleccionar los genes importantes en la receptividad 

endometrial hizo que entre ellos pudiera haber genes responsables del FI que 

nos permitieran separar estas muestras R-FI. De hecho, el ERA contenía 61 de 

los 126 genes propuestos por Tseng como genes relacionados con 

alteraciones endometriales (Tseng y cols, 2009). Unido a esto, hay que recalcar 

el que el perfil del ERA si que fuera capaz de distinguir grupos de muestras 

dentro de las R-FI. Todo esto hizo pensar que la dificultad para clasificar las 

muestras R-FI pudiera deberse, más que a que los genes del ERA no fueran 

capaces de distinguir las muestras R-FI, a la hetereogeneidad dentro de este 

grupo (figura 21 y figura 22). 

 
En la actualidad, se está viendo que más que buscar los genes relativos a 

un proceso de forma lineal, es decir, centrarse sólo en los genes 

diferencialmente expresados, hay que buscar relaciones funcionales entre 

genes y encontrar las vías de señalización implicadas (Wang y cols., 2010), ya 

que diferentes firmas transcriptómicas pueden responder a genes que afectan 

a los mismas vías en distintos puntos y que causan el mismo fenotipo clínico 

(Shi y cols., 2010b; Vidal y cols., 2011). Debido a esto se pensó que la 

heterogeneidad de las muestras R-FI pudo ser debida al origen multifactorial 

del FI, habiendo distintos perfiles de expresión que se correspondían con el 

fenotipo de esta patología, bien por estar afectando a la misma vía en distintos 

genes o bien por haber distintas causas que la originen. Además, el hecho de 

que las tres muestras R-FI estuvieran más próximas a las pre-receptivas en el 

PCA (figura 20) (vid. punto 6.8), unido a que los 44 genes diferencialmente 

expresados fueran más coincidentes con la fase proliferativa y sobretodo con la 

pre-receptiva, nos podría hacer pensar que estas muestras R-FI estaban 
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relacionadas con una falta de “madurez” en la receptividad endometrial. Sin 

embargo, el hecho de que el mayor número de genes diferencialmente 

expresados lo posea la comparación R vs. PR (200 genes), seguido por R vs. 

PF (176 genes) y por R vs. PS (94 genes), hace que esto pueda ser debido a la 

mayor probabilidad por la cantidad de genes de partida.  

 

Por otra parte, los estudios de expresión génica diferencial del ERA entre 

las distintas fases del ciclo menstrual, tanto al realizar un T-Test comparando 

todos los grupos con la expresión en receptivo como al realizar el ANOVA, 

mostraron que prácticamente todos los genes seleccionados para el ERA con 

la plataforma de Affymetrix estaban diferencialmente expresados con la 

plataforma de Agilent. Estos resultados están en acuerdo con lo publicado en el 

consorcio MAQCI (Microarray Quality Control) (Shi y cols., 2006, 2008a y 

2008b) donde se establecía la consistencia de estos estudios de expresión 

génica diferencial entre distintas plataformas, así como el elevado nivel de 

concordancia dentro de una misma plataforma en los genes identificados como 

diferencialmente expresados.  

 

Sin embargo, las pequeñas diferencias que se produjeron, puesto que 

había un grupo reducido de genes que no mostraban expresión génica 

diferencial en la plataforma de Agilent (figura 16 y tabla 6), pueden quedar 

justificadas con que la cohorte de muestras empleadas en cada plataforma fue 

distinta. 

 

x Predicción 
 

Los algoritmos de clasificación empleados para definir los modelos de 

predicción fueron el SVM, el KNN, y el RF. Estos algoritmos fueron los elegidos 

por ser aquellos que mejor funcionaban con las matrices de datos obtenidas a 
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partir de los experimentos de microarrays según el consorcio MAQC [MAQCII, 

(Shi y cols., 2010a)]. 

 

La predicción computacional se realizó a partir de los 238 genes del ERA, 

y a partir de los 56 genes obtenidos para la ERS. Los modelos de predicción 

generados con la ERS obtenían una clasificación muy parecida a los mismos 

modelos entrenados con las mismas muestras pero para la totalidad de los 

genes del ERA (tabla 7). En el caso del dataje endometrial, el modelo que 

mejor predecía fue el SVM y de manera muy similar con los genes ERA que 

con la ERS. Sin embargo, en el modelo de clasificación patológica se mejoraba 

el poder diagnóstico del modelo SVM con los 56 genes de la ERS. La 

explicación de por qué estos 56 genes de la ERS podían llegar a clasificar 

mejor las anormalidades de receptividad endometrial que el ERA, se cree que 

recae más en el algoritmo matemático que en una explicación biológica.  

 

El algoritmo SVM utiliza la información de las variables de una manera 

selectiva, con lo que introducir esos genes específicos de la ERS nos elimina 

variables que, al no ser tan específicas, pueden afectar en la clasificación. A 

diferencia del SVM, los algoritmos KNN y el RF mantenían su poder predictivo 

con la ERS con respecto a la predicción con el ERA (tabla 7C y tabla 7D). Del 

mismo modo, es importante recalcar que el generar el modelo predictivo con la 

ERS fue con el objetivo de testar el poder diagnóstico y reforzar la 

representación fenotípica de receptividad endometrial definida en la presente 

tesis doctoral (ERS). Sin embargo, utilizar los 56 genes de la ERS para generar 

el modelo de predicción no hubiera sido adecuado. Hay que recordar que los 

genes de la ERS fueron seleccionados a partir del mismo set de entrenamiento 

con el que se generó el modelo de predicción, a diferencia de los genes del 

ERA, y se podría estar usando una firma muy específica de este grupo de 

muestras. Una firma muy específica podría perder poder de generalización del 
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predictor cuando se usara en una población más amplia. Además, con todos 

los genes del ERA el predictor contenía más variables con las que hacer frente 

a nuevas variantes fenótípicas. Es por estas razones que no se utilizaron los 

genes de la ERS y se definió el predictor con la totalidad de genes del ERA. 

 
Otro de los principales objetivos en esta tesis fue conocer con 

profundidad el transcriptoma del endometrio en fase receptiva, pero sobretodo 

crear una herramienta molecular de uso clínico para un diagnóstico objetivo del 

estado de receptividad endometrial. Luego la finalidad era clasificar el 

endometrio en LH+7 (fase receptiva) en términos transcriptómicos. De este 

modo, aunque los resultados del entrenamiento mostraron el poder diagnóstico 

de esta herramienta molecular en todas las fases del ciclo menstrual, es de la 

fase receptiva de la se introdujeron más muestras (n=39), y es de esta fase de 

la que se van a tomar las biopsias a testar. De manera que la muestra se 

datará como receptiva o no receptiva. 

 

En el modelo de dataje endometrial, si se consideraban todas las 

muestras no receptivas juntas, el set de entrenamiento se encontraba 

balanceado (R= 39, No receptivas= 40). El modelo con el algoritmo SVM 

poseyó una sensibilidad de 1, eso quiere decir que no hubo ninguna muestra 

que fuera receptiva que la clasificara mal, y cuando clasificaba una muestra 

mal de cualquier fase del ciclo, lo hacía como receptiva. Es por ello, que este 

modelo no tenía falsos negativos, esto implicaría que si una muestra fuera 

clasificada como no receptiva sería bastante fiable. 

 

Las muestras R-FI fueron lanzadas con el modelo de dataje endometrial, 

clasificándose como receptivas sin distinciones con las muestras R, como era 

de esperar por los análisis preliminares en el agrupamiento jerárquico (figura 

18), en el PCA (figura 20) y en análisis de expresión génica diferencial entre 
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estas muestras R-FI y las R (vid. punto 6.8). Es por ello, que se generó el 

modelo de clasificación patológica para intentar distinguir entre las R-FI y las R.  

 

El modelo estaba desbalanceado, es decir, en el set de entrenamiento el 

22% de las muestras eran R-FI y el 78% eran R (R-FI n=11; R n=39), por ello, 

la probabilidad de acertar por azar no era la misma de partida. Luego, del 90% 

de aciertos del predictor, el 76% de aciertos fueron debidos a las muestras R, 

que se sabía con anterioridad que se clasificaban bien, y el 14 % de los 

aciertos a las muestras R-FI (tabla 7C). Por la matriz de confusión se pudo 

observar que, en el mejor de los casos, el algoritmo SVM clasificaba bien el 

63% de las muestras R-FI (7 muestras), frente a un 97% de las muestras R (38 

muestras) (tabla 7C). Luego, la buena predicción de este segundo modelo fue 

debida a las muestras R. No obstante, aunque el modelo de dataje endometrial 

sólo conseguía clasificar algunas muestras R-FI permitió detectar con una 

sensibilidad de 0,98 cuando una muestra poseía FI, mientras que la 

especificidad era menor que en el modelo de dataje endometrial. De modo que 

muestras con FI se clasificaban como receptivas normales por la falta de 

especificidad, sin embargo, por la buena sensibilidad, cuando diagnósticaba 

una muestra como FI lo hacía de una manera muy eficaz (tabla 7C). 

  

x Herramienta molecular diagnóstica de la receptividad endometrial 
 

La herramienta molecular establece el diagnóstico de receptividad 

mediante el algoritmo SVM, que tiene una sensibilidad y especificidad muy 

buena (tabla 7A). Sin embargo, el diagnóstico para la clasificación patológica 

se realiza a partir del consenso entre dos algoritmos (SVM y KNN), optándose 

por el diagnóstico menos optimista. Esta forma de diagnosticar aumenta la 

capacidad de detectar un FI, ya que se prefiere alarmar y descartar el 

diagnóstico mediante otras pruebas, a que se quede sin detectar una muestra 
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FI. Así mismo, la probabilidad asociada a la predicción confiere un valor de 

referencia que aporta información sobre la fiabilidad del diagnóstico de 

receptividad. 

 

El estudio endometrial por histología vs. la predicción del modelo de 

dataje utilizado en la herramienta molecular corroboró los trabajos realizados 

por Murray en cuanto a la variabilidad interobservador que supone el dataje 

histológico (Murray y cols., 2004), ya que se hubiera esperado una 

concordancia mucho mayor entre patólogos (tabla 8). Por otra parte, también  

se observó que la mayor variabilidad en el dataje entre patólogos se producía 

en la fase receptiva y mucho más en la post-receptiva (figura 23), lo cual 

también estuvo en acuerdo con lo reportado por Murray (figura 7). El dataje 

predictivo mostró una elevada capacidad diagnóstica en fase receptiva (tabla 8) 

superando el problema de la subjetividad. 

 

Las muestras PF, PR y PS se diferenciaban de las R por 176, 200 y 94 

genes diferencialmente expresados respectivamente (vid. punto 6.5). Como era 

de esperar por los genes diferencialmente expresados, fueron las muestras PR 

y R las que mejor fueron clasificadas por el predictor (matriz de confusión figura 

7A y figura 23). Por el contrario, el predictor mostró menor número de aciertos 

en la fase proliferativa y aún menos en la post-receptiva, que fueron las 

muestras que menos genes diferencialmente expresados tenían con respecto a 

las R (matriz de confusión figura 7A y figura 23). Estos resultados eran de 

esperar al haberse realizado la selección de genes del ERA a partir de la 

comparación pre-receptivas vs. receptivas.  

 

Sin embargo, no hay que olvidar que la herramienta molecular 

diagnóstica de la receptividad endometrial tenía como objetivo clasificar las 

muestras receptivas, ya que de esta fase del ciclo se va a tomar la biopsia. Es 
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por ello, que se seleccionaron los genes que cambian de la situación pre-

receptiva a la receptiva, que es donde se produce la apertura de la WOI, y 

debido a esto el predictor clasificaba mejor la fase pre-receptiva y receptiva y 

peor la proliferativa y post-receptiva. Así mismo la clase peor clasificada (post-

receptiva) fue la fase que más se parecía en expresión a la receptiva (sólo 94 

genes diferencialmente expresados), y esto puede ser debido a que muchos 

genes que cambian del estado pre-receptivo al receptivo se mantengan o 

cambien muy poco en el post-receptivo hasta que se produzca la menstruación 

(figura 14). 

 

x Perspectivas en investigación y en clínica 
 

La predicción de la herramienta, y más concretamente la especificidad del 

modelo de clasificación patológica, podría ser mejorada con un número de 

muestras de FI mayor que contemplara los distintos perfiles que parece haber 

dentro del grupo R-FI y en un tamaño muestral suficiente. Pero el set de 

entrenamiento para el FI es muy complicado de establecer debido a la 

dificultad de definir y obtener las muestras. No obstante, el  programa 

informático diseñado para la herramienta diagnóstica tiene la posibilidad de re-

entrenar los modelos de predicción establecidos con nuevas muestras (anexo 

III).  

 

Por otra parte, el programa informático diseñado también tiene la 

posibilidad de generar nuevos modelos predictivos para otros desordenes 

endometriales de los que se vaya obteniendo un set de entrenamiento 

adecuado. Es por ello que este trabajo de investigación, con el análisis de 

nuevas muestras de las que se tenga una clasificación clínica adecuada, 

ampliará sus aplicaciones diagnósticas a más desordenes endometriales y 

mejorará su poder diagnóstico. 
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Debido a la variabilidad de tratamientos clínicos que existen y a la gran 

cantidad de factores que influyen en la salud reproductiva, todavía no ha sido 

posible obtener resultados estadísticos para validar a nivel clínico el 

diagnóstico de la herramienta. No obstante, la validación clínica a gran escala 

está en marcha en este momento y supondrá poder correlacionar el 

diagnóstico de la herramienta molecular con las tasas de implantación y por 

consiguiente el diagnóstico endometrial con la probabilidad de implantar el 

embrión.  

 

Del mismo modo, el ERA, de forma independiente a la herramienta 

molecular, podrá ser usado como microarray específico de receptividad 

endometrial para realizar otro tipo de investigaciones en las que se quiera 

estudiar sólo los genes relacionados con dicho proceso. 

 

En definitiva, la herramienta molecular ofrece un nuevo nivel de análisis 

objetivo, que confiere un parámetro multivariante de uso clínico, el cual le 

permite al ginecólogo obtener más información sobre el estado endometrial de 

la mujer. Esta es la primera vez que se utiliza una herramienta molecular, 

basada en la tecnología de microarrays, que pueda ser usada clínicamente en 

medicina reproductiva para evaluar el endometrio (Díaz-Gimeno y cols., 2011). 

La herramienta molecular (ERA + predictor) es un método innovador y objetivo 

que permite la evaluación clínica y diagnóstico endometrial. Por otra parte, es 

una herramienta que incluye un número reducido y finito de genes relacionados 

con la receptividad endometrial, evitando usar microarrays de genoma 

completo, reduciendo el coste y simplificando el análisis de datos. A su vez, la 

metodología desarrollada para confeccionar esta herramienta de diagnóstico 

podrá ser el origen de nuevas investigaciones para diagnosticar y evaluar, no 

sólo a nivel endometrial, sino en otros aspectos de la medicina reproductiva.
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ȱ

ȱ

“Lasȱcienciasȱnoȱtratanȱdeȱexplicar,ȱinclusoȱapenasȱtratanȱdeȱinterpretar,ȱ

construyenȱmodelosȱprincipalmente.ȱȱ

Porȱmodelo,ȱseȱentiendeȱunaȱconstrucciónȱmatemáticaȱque,ȱȱ

conȱlaȱadiciónȱdeȱciertasȱinterpretacionesȱverbales,ȱdescribeȱlosȱfenómenosȱobservados.ȱ

Laȱjustificaciónȱdeȱtalȱconstrucciónȱmatemáticaȱesȱȱ

sóloȱyȱprecisamenteȱqueȱseȱesperaȱqueȱfuncione”ȱ

JohnȱVonnȱNewmanȱ
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8. CONCLUSIONES 
 
 

1. Se ha seleccionado un conjunto de genes estadísticamente 
significativos que posee relevancia funcional en el proceso de la 
receptividad endometrial. 

 
 

2. Se ha construido el microarray personalizado ERA que analiza la 
expresión de dicho conjunto de genes. 

 
 

3. Se ha definido y caracterizado la ERS que permite distinguir y 
clasificar el fenotipo receptivo. 

 
 

4. Se ha desarrollado un modelo de predicción que es capaz de 
diagnosticar el fenotipo endometrial receptivo. 

 
 

5. La herramienta molecular diagnostica la receptividad endometrial 
normal y facilita el diagnóstico de endometrios en fase receptiva 
de mujeres con fallo de implantación, mediante la utilización de un 
segundo modelo de predicción. 

 
 

6. La herramienta molecular diagnóstica de la receptividad 
endometrial mejora el dataje de los métodos histológicos clásicos 
en fase receptiva e incorpora un sistema de detección objetivo del 
estatus de receptividad endometrial. 
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10. ANEXOS 
 
Anexo I. Consentimiento informado. 
  

INFORMACIÓN CLÍNICA A LA PACIENTE 
 

UTILIZACIÓN  DE TEJIDO ENDOMETRIAL EN EL PROYECTO DE 
DESARROLLO DE UN BIOCHIP  DIAGNÓSTICO DE RECEPTIVIDAD 

ENDOMETRIAL 
ERA (Endometrial Receptivity Array) 

 
Iniciales de la paciente:________________________________ 

Nº de paciente: ______________________________________ 

Nombre del Investigador Principal: _______________________ 

 
METODOLOGÍA: DESCRIPCIÓN Y PROPÓSITO DEL ESTUDIO 
 

Se le ha propuesto que participe en un estudio piloto para testar un nuevo 

método diagnóstico que permitirá saber si el endometrio (la mucosa del interior 

de la matriz) esta bien en términos de receptividad endometrial. Este nuevo 

método de diagnóstico molecular, está basado en el perfil de expresión génica 

de las células endometriales en el momento del ciclo menstrual que se le toma 

la muestra. Supondrá conocer el correcto estado receptivo del endometrio 

como control de la salud del órgano reproductor femenino, de modo que podrá 

ser ofrecido de forma rutinaria en las consultas ginecológicas, así como para 

descartar problemas de fertilidad endometriales. 

 

Para este proyecto necesitaremos de una biopsia de su endometrio, es 

decir, una muestra del mismo. No podemos usar una técnica menos invasiva 

debido a que necesitamos obtener cantidad suficiente de material endometrial. 

Usted notará molestias derivadas del procedimiento y puede sangrar un poco 

tras la biopsia, pero es un proceso habitual sin riesgo añadido. 
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Con el fin de que pueda decidir si desea participar en nuestra 

investigación, usted debe comprender las ventajas e inconvenientes de 

colaborar en la misma para que sea capaz de tomar una decisión informada al 

respecto. Este proceso es lo que se conoce como consentimiento informado. 

 

Este consentimiento informado le da información detallada sobre el 

estudio y además, su médico comentará esta información con usted. Cuando 

haya comprendido en qué consiste el proyecto, se le solicitará que firme este 

consentimiento informado si desea participar en él. Se le dará una copia de 

este documento para que pueda guardarlo. 

 

Su participación en nuestra investigación es voluntaria, Ud no cobrará 

nada ni pagará nada por colaborar con nosotros y puede abandonar dicha 

participación en cualquier momento si así lo decidiera. 

 
RIESGO ASOCIADO AL ESTUDIO 
 

Usted no tiene ningún riesgo adicional por estar incluida en este proyecto, 

ya que vamos a utilizar únicamente un fragmento de tejido de su útero. 

Dejando siempre una parte suficiente para su análisis anatomo-patológico del 

que se encargará la Dra. Nuria Bosch del IVI. 

 

BENEFICIOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO  
 

Los principales beneficios que se pueden generar de la consecución de 

esta investigación son: 

 

En Ginecología, servir de alarma y diagnosticar de forma precoz, 

enfermedades que subyacen al patrón de expresión alterado, tales como la 

endometriosis. Evitando el sufrimiento de la paciente, así como el avance de la 

enfermedad. 
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En medicina reproductiva y enfermedades relacionadas con infertilidad, 

los beneficios también son obvios, ya que podremos dar sentido a tratamientos 

de reproducción asistida sólo si el endometrio es adecuado.  

 

Sin embargo, es posible que Ud no se beneficie de los resultados 

obtenidos por razón del tiempo que se necesita para generarlos. Puede 

solicitar al investigador una mayor información acerca del estudio. 

 
PERMISO PARA LA REVISIÓN DE SUS DATOS / CONFIDENCIALIDAD  
 

Su identidad y todos los datos referentes a su información personal serán 

confidenciales, salvo que se solicite lo contrario por la ley. No se publicará 

ninguna información que lo identifique en los informes o publicaciones 

resultantes de este trabajo. Se permitirá el acceso, para la revisión de sus 

registros médicos, al Comité Ético, y a las Autoridades Sanitarias.  

 

Firmando este documento usted está de acuerdo con el mismo. 

 

Sus datos se encontrarán protegidos por la Ley Orgánica 15/1999 de 

Protección de Datos Personales. 

 
DERECHO A PREGUNTAR SOBRE EL ESTUDIO Y A ABANDONARLO  
 

Si necesita más información sobre el estudio o tiene cualquier pregunta 

relativa a sus derechos como paciente, contacte con la Dra Gemma Castillón si 

Ud es paciente de IVI Barcelona, el Dr. Juan García Velasco si Ud es paciente 

de IVI Madrid, el Dr Manuel Fernández si Ud es paciente de IVI Sevilla y el Dr. 

Carlos Simón si Ud es paciente de IVI Valencia. 

 
Tiene el derecho a informarse más, así como a abandonar su 

colaboración en cualquier momento, sin que por ello se altere la relación 
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médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su tratamiento. Le será 

comunicada cualquier nueva información que pueda afectar a su buena 

disposición para continuar su partición en este proyecto. 

 
COSTES 
 
Usted no cobrará cantidad económica alguna por participar en este estudio. 

 

 

MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO 
 
Nº de paciente___________________ 
 
 
TÍTULO DEL ESTUDIO: Desarrollo de un biochip diagnóstico de 
receptividad endometrial (ERA). 
 
 
Yo_____________________________________________ 
(nombre y apellidos) 
 
 
He leído la hoja  de información que se me ha entregado. 
 
 
He podido hacer preguntas sobre el estudio. 
 
 
He recibido suficiente información sobre el estudio. 
 
 
He hablado con ___________________________________ 
(nombre del investigador) 
 
 
Comprendo que mi participación es voluntaria. 
 
 
Comprendo que puedo retirarme del estudio: 
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1. Cuando quiera 
2. Sin tener que dar explicaciones 
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos 

 
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio. 
 
 
 
Firma del participante                              Firma del Investigador 
 
 
 
 
 
Fecha:                       Fecha: 
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Anexo II. Secuencia de las sondas Agilent para cada uno de los genes del 
microarray de receptividad endometrial (Endometrial Receptivity Array, 
ERA). 
 
 Gen Agilent  Secuencia de la sonda 

ABCC3 A_23_P207507 GTAACTGTGCTGAATGCTTTAGATGAGGAAATGATCCCCAAGTGGTGAATGACACGCCTA 

ABLIM3 A_01_P004704 GGCGAGATTGAAGGGCTTTTGTTATTGTTGTTGGATATTTTTGTTTCCCATAAAAGCACA 

ABLIM3 A_24_P123408 TTTGACCGCAGCATGCACAAGCTCCAAAGTGGAATTGGCCGGCTGATTCTGAAGGAAGAA 

ABLIM3 A_23_P256205 TTTCTGGAAGAGATTGCATCTGAGGAAATTCAGGAAGGATCTTTGTAGATTGGGGGGAGA 

ABLIM3 A_23_P256204 TGTGTTCTCATGTAGGATGTCAGCCCTCCCTGCAACTTCTCTTTTTGGCCAATGTCTTTT 

ACADSB A_24_P189516 AAGCCATTCATAAAAGAAGCGTCAATGGCCAAATACTATGCATCAGAGATTGCAGGACAA 

ACADSB A_23_P158570 CAACATCCAGTTGAACACCATTGCAAAGCATATCGATGCAGAATACTGACGTCTATAGGA 

ACADSB A_32_P31945 AATTCAGAAATTGGGTTTTGGTTCAGTGATTCTCAAGAAAAAGATCTCTTGCCCATTAAG 

ACTA2 A_23_P150053 ATCATGAAGTGTGATATTGACATCAGGAAGGACCTCTATGCTAACAATGTCCTATCAGGG 

ACTA2 A_01_P006531 ACCGCAAATGCTTCTAAAACACTTTCCCGCTCCTCTCTGTCTCTAGCACACAACTGTGAA 

ADAMTS1 A_23_P342275 ACCTCTGAGCAGTGATATAGCATAATAAAGCCCCGGGCATTATTATTATTATTTCTTTTG 

ADAMTS1 A_23_P211039 TATGGGGGTAGATAGAAAAGGAGTTGAATCATCAGAGTAAACTGCCAGTTGCAAATTTGA 

ADAMTS1 A_01_P013378 CTTTATAAGTATTGGTTTGGGTGTTCCTTCCAAGAAGGACTATAGTTAGTAATAAATGCC 

ADAMTS8 A_01_P016559 GAAGAGGAGAGGGGATGGGGCGACAGATCCTATCATCAACTGTCCAGTGGACTGGACCTT 

ADAMTS8 A_23_P86956 CACCAATTATGGCTACAATGACATTGTCACCATCCCAGCTGGTGCCACTAATATTGACGT 

ADRA2A A_23_P138706 ATCATGTCATTGATGAACTGCCAAAGTCAGGGGAGGAGGGCAGAGACTTTGTGTTTACAT 

ADRA2A A_01_P002991 ACTACAAGGACATGGCTCACAAAAGGTTAATGGATGGTTACCTAGAGGATTACCTAGCCC 

AGR2 A_23_P31407 CTCCTCAATCTGGTTTATGAAACAACTGACAAACACCTTTCTCCTGATGGCCAGTATGTC 

ALPL A_01_P005774 TTTTTTCTCTTTTTGGTGGTGGTTAAAAGGGAACACAAAACATTTAAATAAAACTTTCCA 

ALPL A_23_P97043 TCCTCGGAAGACACTCTGACCGTGGTCACTGCGGACCATTCCCACGTCTTCACATTTGGT 

ALPL A_24_P353619 GCTACAAGGTGGTGGGCGGTGAACGAGAGAATGTCTCCATGGTGGACTATGCTCACAACA 

ALPL A_23_P97046 ACCTGGAAGAGCTTCAAACCGAGATACAAGCACTCCCACTTCATCTGGAACCGCACGGAA 

AMIGO2 A_23_P14083 TCTTAGCTTTTAGCACTATTGGTAATTTCAGAGTAGGCCCAAAGGTGATATGACTCCCAT 

ANG A_23_P428738 GGCCCAAAGAAAGAGCTACCTGGACCTTTTGTTTTCTGTTTGACAACATGTTTAATAAAT 

ANG A_01_P018201 AGAGCTACCTGGACCTTTTGTTTTCTGTCTGACAACATGTTTAATAAATAAAAATGTCAC 

ANK3 A_23_P202269 GTGTCATATTAGGTTAATAAGGCTGCTGTGTTTTAAAGGGCATTTTTATTTGGGTTTTGG 

ANK3 A_23_P301530 CTCGTAACAGCGAACGGTCAGTCAAGGGATCATAAGTTTTTACTGCCAGTATTGAGAAAT 

ANK3 A_24_P162173 ACTTTTATTCTTTCAAAGAAAATAGACTGCCATTTTCCATCAAGATTAGAGACACCAGCC 

ANK3 A_01_P007944 ATCAGCATTCATTGACACATAGCTCTAATGACATATGTATGAAAAACCATACACTGGATG 

ANK3 A_32_P33304 TGTTGGAATACCGGCGGTGATCTGTCTTTTATAAACTCACCTGATTTAAAGGAAAGATGA 

ANK3 A_32_P33309 AGCACCCGTAAATGGACTTTGGTCTCAATGCTTTGACTCTTTGCCGTGGTTTTGGATGTT 

ANXA4 A_23_P16976 AATTAAAACGCCTACAGCTGCCTCCTAGAATATAGACTGTCTGTATTATTATTCACCTAT 

AOX1 A_01_P009551 CTTTCTGCTGTCACCTTCGTCTTGTCAGAATGAATATAGACACTGTATCTAAGTGGGACC 

AOX1 A_23_P154037 TTGGTTTCCTCTAGGGTGATATTCGTCATTACTCTGTCTCTTCAATCCATCCAGCTAAAT 

AQP3 A_23_P112481 CTGTCCATCTGTGCATAAGGAGAGGAAAGTTCCAGGGTGTGTATGTTTCAGGGGCTTCAC 
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AQP3 A_23_P112482 AATTTGGGTCAATACATCCTTTTGTCTCCCAAGGGAAGAGAATGGGCAGCAGGTATGTGT 

ARG2 A_23_P128728 TTTGGTCAGACAAGAGAAGGAGGGCATATTGTCTATGACCAACTTCCTACTCCCAGTTCA 

ARHGDIB A_23_P151075 TCAGGTTCCAGTAGTTCATTCTAATGCCTAGATTCTTTTGTGGTTGTTGCTGGCCCAATG 

ARHGDIB A_01_P018222 CTAGTCACATCCCCTGCCAGATGGAGTTCTTCTTTTGTGAGAGACACTGTAAACAACACA 

ARID5B A_23_P97871 AAGACTGGCAAACAGATGGCAAGGGATGCCCCTCTTTTTCATAAAACTCTCCAAGGTTCA 

ARID5B A_01_P007755 TGGTGCATGAATTCTCAAGTACTGTATTTCACTGTGTTGGTGTGTCTGATGGAAATTTCG 

ARID5B A_32_P18440 GAGCACTTAAAGTCCAGTGTTGGCTGTTAGTGTATTTGATATTCTGCCTGTCTCCTCATG 

ARID5B A_24_P170667 AGAACGAATACCCTATTTAGGTTTTAAACAGATTAACCTTTGGACTATGTTTCAAGCTGC 

ARID5B A_24_P944437 ATGTAGAGATCCAGTGTTAAGAGTTCCATTTGCTTCAATTAATTATTTACCTTCCTGTGG 

ARID5B A_01_P007754 ATCAGGGCATATACAAAAGGGTTTGTTAAAACTCGATGTTAACTTTACAACTTTCTGACC 

ARNSE4 A_23_P205531 GGTTAGATGCCACCATGTAGGGATTATCGCGAGTGGTTGACCTTACACTTACTCCTTAAA 

ARNSE4 A_01_P017372 GCTTTTCTGTAATAAGCTTCCTTTTATAATAGTGCTCAGCTTAGCTCTCTCAGATCCTAT 

ASPM A_23_P52017 ATCACAAATCCCCTGCAAGCTATTCAAATGGTGATGGATACGCTTGGCATTCCTTATTAG 

ASPM A_32_P231556 TCTTTGGAAGATAACAGTGATGTCACAGGGTTGGCTATGTTTATTCTGAATCGCCTACTT 

ASPM A_24_P911179 AGGCCGAGTAAGAGAGATTATGACATTTCTTGTAAATGATGTTCTGAAACACCAAGCTAT 

ASPM A_01_P018684 ATCACAAATCCCCTGCAAGCCATTCAAATGGTGATGGATACACTTGGCATTCCTTATTAG 

ASS1 A_01_P018905 GTGGGGGGCAGCTGCGGTGGGGAGCTATAAAATGACAATTAAAAGATACACTAGTCTTTT 

ASS1 A_23_P31922 ATTGTTGTGATAATTTGTAATTGTGACTTGTTCTCCCCGGCTGGCAGCGTAGTGGGGCTG 

ASS1 A_23_P31921 TCCCTGGAGGATGCCTGAATTCTACAACCGGTTCAAGGGCCGCAATGACCTGATGGAGTA 

ASS1 A_32_P13102 TGTGAAGGTGACCAACGTCAAGGATGGCACCACCCACCAGACCTCCTTGGAGCTCTTCAT 

ATP1B1 A_01_P014301 AATAATTGCCAGGAGTACAGTGCTCTTGTTGATCTTGTATTCAGTCAGGTTAAAACAATG 

ATP1B1 A_23_P146943 AACTGTCATACGTATGGGACCTACACTTAATCTCTATGCTTTACACTAGCTTCTGCATTT 

ATP1B1 A_23_P62932 AATAATTGCCAGGAGTACAGTGCTCTTGTTGATCTTGTATTCAGTCAGGTTAAAACAACG 

ATP1B1 A_01_P010458 TGGGTGGGGGGTTGTCATGGGGGAACTGCCCTTTAAATTTTAAGTGACACTACAGAAAAA 

ATP6V0E2L A_23_P61960 TGAAGCAGAGAAACATTCACACACAAAAAGCAACATAGTCATGTGGGTCCAGATGGCCTC 

ATP6V0E2L A_23_P61956 ATGTGGGTCCAGATGGCCTCAGTCCTAGATGTTGGCACCCTTTGCTGTGTCTCCTCAGAG 

ATP6V1A A_24_P396994 TATGCTCAGATATTCATCGTAAGTCTCCCTTCACCTGTTACAGAGTTTCAGATCGGTCAC 

ATP6V1A A_23_P211965 TTTGTCCTAGGTGTACCCTTTCCTCATCTCTATTAAATTGTAAACAGGACTACTGCATGT 

ATP6V1A A_01_P010392 GTAGAGGAAAGGGTGTGTGAACATGGCTAACAATCTCAAATACCCAAATTGTGATAGCAT 

BARD1 A_23_P67771 TTGATGGATGCTACTTCTATTTGTGGGGAACCTTCAAACACCATCCAAAGGACAACCTTA 

BARD1 A_01_P005782 GCACGGTTTGTGAGAGCCCAGTCATTGTGCTGTTTTTAATTTTTCACATTTTTACAAATA 

BCL6 A_23_P57856 CTGCGTTAAAGGCTCGATTTTGTATCTGCAGGCAGACACGGATCTGAGAATCTTTATTGA 

BCL6 A_01_P001583 TTTGGCTGTGTCTAAACTGCATCACCGCGTTGTAAAATATAGCTGTACAAATATCAGAAT 

BIRC3 A_01_P001085 ATCAGCGTCCTATACATTGAAGGTGTGCATATATGTTGAATGACATTTTAGGGACATGGT 

BIRC3 A_23_P98350 TCCTATACATCGAAGGTGTGCATATATGTTGAATGACATTTTAGGGACATGGTGTTTTTA 

BUB1B A_01_P000082 CTAAACAGGCTCATTACAAATGGTTACCTTGTTATTTAACCCATTTGTCTCTACTTTTCC 

BUB1B A_23_P163481 CACAGTGTCTGTTCTTGGGGAGCTTGCAGCAGAAATGAATGGGGTTTTTGACACTACATT 

C10orf10 A_24_P329795 TGTGTTTTCTCTGGAGATAGAATGTAAACCATATTAAAAGGAAAAAGTTTCAGACAAGCA 

C10orf10 A_23_P35597 AAGACCACCGCAGGATGGGCAGCAGAGCTCTGACCTAAGAAGCTGGACTTTTGGGCAGTC 



Desarrollo de una Herramienta Molecular Diagnóstica de la Receptividad Endometrial 

 172 

C10orf10 A_23_P35595 CGCCCCAGCAGTGTCCTCAGAACACTCTACTCGCACCTCCCGGTGATCCATGAACTCTGA 

C10orf3 A_01_P003476 GTAAACCAAAAACTTTTAAATTTCTTCAGGTTTTCTAACATGCTTACCACTGGGCTACTG 

C11orf8 A_01_P012231 TCGCTAGCACAAAATATTGTCGCTAATAGTCATTTCTGTTTTCCCATTGTAAATGCTGTT 

C14orf161 A_23_P77041 ACACACGCTTATTGCCGTGGCAACAGCGGTAGTGCTAGGGGGATTAATTTTTATAGCATT 

C14orf161 A_23_P77043 TCAACTTAAGCATAAAGGGCTCTGAACTTTTCCACTTTAGAGTGACCGTCATTTCAGGAG 

C3 A_01_P000840 ATGCCAGGACCTCGGCACCTTCACTGAGAACATGGTTGTCTTTGGGTGCCCCAACTGACC 

C3 A_23_P101407 GTGCCGCTGTGCTGAGGAGAATTGCTTCATACAAAAGTCGGATGACAAGGTCACCCTGGA 

C3 A_23_P101400 ATGCCAAGACGAAGAGAACCAGAAACAATGCCAGGACCTCGGCGCCTTCACCGAGAGCAT 

C4,4ª A_01_P000020 ACCGTGCCTTATGCCTGTGTGTGATCAGTTTCTGGCACACAGATGCCTCAATAAAGATTT 

C4BPA A_01_P005981 CCTCTTGCAAATCAATACAGATCAGTTTAGCAAATCTACTGTCAATTTGGCAGTGATATT 

C4BPA A_23_P97541 TTCTCAAAAGAAGGAGGAAAAGGTGTCTTGCTGGCTTGCCTCTTGCAATTCAATACAGAT 

CALB2 A_23_P21092 GCTGGATGCCCTTTTGAAGGATCTGTACGAGAAAAACAAAAAGGAAATGAATATTCAACA 

CAPN6 A_23_P217570 GTAGTACTTAGCCTACCTAGACCAGCAAGCATTCATTTTTAGCTCGCTCATTTTTTACCA 

CAPN6 A_01_P018103 CTTCTGCAGTGCCTTCACTACACTGCCTTACATAAACCAAATCACAATAAAGTTCATATT 

CBR3 A_23_P40453 GTGGTGAATATCAGTAGTTTGCAGTGTTTAAGGGCTTTTGAAAACTGCAGTGAAGATCTG 

CBR3 A_24_P934477 CAGGTCATGAGGTTTCATTATCGGCAGTAACTCGTTGCACATGTTTCTAGTGGCAAAAAA 

CBR3 A_23_P40445 TTGGTCCATGACAAAGTTGTGCAAAACTGGTAAACGTCTGCTTCGGAGCTTGCTGCTTAA 

CCNB2 A_32_P72822 TGTGTAGTTAAGCACCAAACAGCAGAGAGAACTTAGACACTACCACACCAAGCCTTGTGA 

CCNB2 A_23_P65757 TTGATTTTGTACATAGTCCTCTGGTCTATCTCATGAAACCTCTTCTCAGACCAGTTTTCT 

CCNB2 A_01_P000086 AGTCCTCTGGTCTATCTCATGAAACCTCTTCTCAGACCAATTTTCTAAATATATATTGAG 

CD7 A_23_P118862 GGCAGAGGACGGGAGGAGACCAGTCCCCCACCCAGCCGTACCAGAAATAAAGGCTTCTGT 

CD7 A_01_P019708 CATGTCCCGCAGCCGCTGCAACACGCTGTCCTCCCCCAACCAGTACCAGTGACCCAGTGG 

CD7 A_23_P431815 GACAACCTGACTATCACCATGCACCGCCTGCAGCTGTCGGACACTGGCACCTACACCTGC 

CDA A_01_P001621 ATCAGCCTCCCCAAGGTTCTGTCCTGTTCCGAGCAACTTTTCTAATTATAAACATCACAG 

CDA A_23_P34597 AGAATGCCCACTGCCTGTAACAGCCACCTGGAGAACTTCATAAAGATGTCTCACAGCCCT 

CDC2 A_23_P138507 CCCATGTCAAAAACTTGGATGAAAATGGCTTGGATTTGCTCTCGAAAATGTTAATCTATG 

CDC2 A_01_P011602 TATCAAACTTAAGCTGTACTTCATCTTCTAATTTCAAAAGTATAACTTAAAAATGTAAAT 

CDC20 A_23_P149195 ATCCACCAAGGCATCCGCTGAAGACCAACCCATCACCTCAGTTGTTTTTTATTTTTCTAA 

CDC20 A_01_P005979 CCGCTGAAGACTAACCCATCACCTCAGTTGTTTTTTATTTTTCTAATAAAGTCATGTCTC 

CDC20 A_23_P149200 GGTAATGATAACTTGGTCAATGTGTGGCCTAGTGCTCCTGGAGAGGGTGGCTGGGTTCCT 

CENPE A_23_P253524 CTGAGTGCAAAACTCAGTAGACTCCTCTTTGTCACTTCTCTGGAGATCCAGCATTCCTTA 

CENPE A_01_P006340 GGCTTTACTTTGCCACTAGAGTTGAAATATAAGGGAACAGGAAATGAATGCATTGTGGTA 

CES1 A_23_P206733 ACCTGAAGAGCTTCAAGCTGAAAGGAATTTCCACACTGTCCCCTACATGGTCGGAATTAA 

CFD / DF A_01_P001685 AGCAATAAAGTCATCCACTCCTGCATCTGGTTGGTCTTTATTGAGCACCTACTATATGCA 

CFD/ DF A_32_P540234 GAGCAATGAAGTCATCCACTCCTGCATCTGGTTGGTCTTTATTGAGCACCTACTATATGC 

CKB A_23_P25674 AACCTGGGCAAGCATGAGAAGTTCTCGGAGGTGCTTAAGCGGCTGCGACTTCAGAAGCGA 

CKB A_24_P61537 AGAAATGAAGCCCGGCCCACACCCGACACCAGCCCTGCTGCTTCCTAACTTATTGCCTGG 

CKB A_01_P017811 CTAACTTATTGCCTGGGCAGTGCCCACCATGCACCCCTGATGTTCGCCGCCTGGCGAGCC 

CLDN10 A_01_P007324 GTAAGAAACTGTCTGATATGAATCACAACATGGATGAATGTAGTATTTTCCTGAAGTGTG 
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CLDN10 A_23_P48350 AAAGTATGAATTAGGAGCCGCTCTGTTTATTGGATGGGCAGGAGCCTCACTGTGCATAAT 

CLDN4 A_23_P19944 GGAAGTCCTGGGGTTTTTCCTCTTCCTTCTTTGTGGTTTCTGTTTTGTAATTTAAGAAGA 

CLDN4 A_24_P115183 AACATCATCCAAGACTTCTACAATCCGCTGGTGGCCTCCGGGCAGAAGCGGGAGATGGGT 

CLDN4 A_01_P000670 GATGGCTCAACCGTGACTTTGGGCTCTGCTTGCATCGGTGTTGGCCACTGTCCCCATTTA 

CLU A_23_P215918 TCCAGGAAGAACCCTAAATTTATGGAGACCGTGGCGGAGAAAGCGCTGCAGGAATACCGC 

CLU A_23_P215913 CGCTGAGAGGTTGACCAGGAAATACAACGAGCTGCTAAAGTCCTACCAGTGGAAGATGCT 

COBL A_23_P313623 GTCTACAGGCCAAAATGCGCACAGTTGATTTTCGGTGTGTTCCTGTATAACGGCTTGAAA 

COBL A_32_P86173 GTATTTGGCCACCCAGCATTTTTGGGCCGAAGAAAAAATTCAAACCTGTTGTCCAGAGAC 

COL16A1 A_01_P003861 AAACCATGAAGGGGCCTTTTGGCTGAAATCACCACCTGCCTTTGGATGAAGGACTCCGTT 

COL16A1 A_23_P160318 TGGATGAAAGACTCCGTTGGGAATAAATGGCCAAAGCTTATAGGACTCTGTGACAGGTTG 

COMP A_24_P264943 TTACCGCTGCAATGACACCATCCCAGAGGACTATGAGACCCATCAGCTGCGGCAAGCCTA 

COMP A_23_P90436 GCTGCTGTGGAAGGACCCGCGAAACGTGGGTTGGAAGGACAAGAAGTCCTATCGTTGGTT 

CORO1A A_23_P106761 TATCTCTCCATGTTCAGTTCCAAGGAGTCCCAGCGGGGCATGGGCTACATGCCCAAACGT 

COTL1 A_23_P83620 TTTCTTTGATCTTCTTTTTCTTTTCTCCCCCTCTTTTTTGTTCTAAAGAAAAGTCATTTT 

COTL1 A_24_P416131 GGATCGTTTTGTTTTGTTTTTAAAGAAAGGTGAGATTGGCTTGGTTCTTCATGAGCACAT 

COTL1 A_32_P158385 AGAGCTATATCAAATGTGCTCATGAAGAACCAAGCCAATCTCACCTTTCTTTAAAAACAA 

COTL1 A_23_P3866 TCATGAGCACATTTGATATAGCTCTTTTTCTGTTTTTCCTTGCTCATTTCGTTTTGGGGA 

COTL1 A_23_P83624 AGACCCTGGTGAAGGAGGTCGTACAGAATTTCGCTAAGGAGTTTGTGATCAGTGATCGGA 

CP A_01_P014841 AACAATGTATGTGAAAGTGTAAAATAGAATGTTACTTTAGAATGACTATAAACATTAAAA 

CP A_23_P414793 TCACGGCCATAGCTTCCAATACAAGCACAGGGGAGTTTATAGTTCTGATGTCTTTGACAT 

CRABP2 A_23_P405064 CCCAACTTCTCTGGCAACTGGAAAATCATCCGATCGGAAAACTTCGAGGAATTGCTCAAA 

CRABP2 A_01_P005286 TGAGGGCCTGAGCAGGAAAGACTGGCCCTCTGGCTTCTACACTTTGTCCCTGTAGCCTAT 

CRABP2 A_23_P115064 CCCTACACCAACAAAGAGGAATGGCTGCAAGAGCCCAGATCACCCATTCCGGGTTCACTC 

CREB3L1 A_01_P003175 CGTTCCAGGAGAAAAGGCTCTACTTCCCAGCCTTTCCTTGCCCCTGACATCTGGACTCTT 

CREB3L1 A_23_P150407 TTCGCCCCTCCCTTGTTTTATATTTTATGAAGTTAGTGCGGGCTTTGCTGCTCCCTGGCC 

CRISP3 A_23_P419760 ATAACAACAACTTTGGATTTTTATATATAAACTTTGTGATTTAAATTTACTGAATTTAAT 

CSRP2 A_01_P010473 CTGTACTTGGATAGGCTGGCTAACTTGTAGGAAGAGAGCACTGTATCGTATCCTTTTGCT 

CSRP2 A_23_P44724 TGTACTTGGATAGGCTGGCTAACTCGTAGGAAGAGAGCACTGTATGGTATCCTTTTGCTT 

CTNNA2 A_24_P33477 CTTATCCAGGCAGCTAAAAACCTGATGAATGCTGTTGTCCTCACGGTGAAAGCATCCTAT 

CTNNA2 A_32_P14986 ATAGGTGTAGCTTGGAGTGCTGGTATCTAATATACCATTGTATTCACTAACTAACTCAAA 

CTNNA2 A_23_P84736 GTGAAAAATCTGGAAGTGTAATGGTAGAACATAAAACTTGTATTGCTTCTGTTTCAGTGC 

CTSW A_24_P396167 GACTTCATCATGCTGCAGAACAACGAGCACAGAATTGCGCAGTACCTGGCCACTTATGGC 

CTSW A_23_P13031 TGACCATCAACATGAAGCCCCTTCAGCTATACCGGAAAGGTGTGATCAAGGCCACACCCA 

CTSW A_23_P13027 TAGAGACCCTGTGGCGCATCAGTTTCTGGGATTTTGTGGACGTCTCCGTGCATGAACTGC 

CXCL13 A_23_P121692 GGCGGGGCCGGGGGGACTCTGGTATCTAATTCTTTAATGATTCCTATAAATCTAATGACA 

CXCL13 A_01_P003023 AAATTTGCTGTCTAAGATTAATAGCATTCAAAGATCCCCAGACTTCATAGAATACTCAGG 

CXCL13 A_23_P121695 CAAGAGGCAAAGGAATCCATGTAGTAGATATCCTCTGCTTAAAAACTCACTACGGAGGAG 

CXCL14 A_01_P019786 CGTACATGTCAGAAACCATTAGCATTGCATGCAGGTTTCATATTCTTTCTAAGATGGAAA 

CXCL14 A_23_P213745 GTGGTACAACGCCTGGAACGAGAAGCGCAGGGTCTACGAAGAATAGGGTGAAAAACCTCA 
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CYBRD1 A_24_P345451 CCCTCATTTTTTGGATAGTCACCAGACCGCAATGGAAACGTCCTAAGGAGCCAAATTCTA 

CYBRD1 A_01_P005800 TTAGATAACTCCAGCAGAAAACTGTAACTGCTATGTCTTCAGGAAAATGTAGAAGAAAGA 

CYBRD1 A_23_P209564 CTTCCTGTGCTGCTTGTGTCAAATGGAACCTGCCCTCTAAAGCACTTTCTTTCCTTTACT 

CYP2J2 A_23_P103486 CACGTGTTCTGAAACCACTGGTGTCTGCTCAGATGTGTTGGGACAAAATGAAAGTGACTT 

CYP3A5 A_24_P916916 ATGTGGCTCCCTCCTGCTGTCCTACAGTCACAACATGGAGTTTGTCTTTTTCTCTGACAG 

CYP3A5 A_23_P8807 AGGATTTCTACTTTGGTCTTCAAGAAAGCTGTGCCCCAGAACACCAGAGATTTCAACTTA 

CYP3A5 A_23_P8801 TTCAAGAGATGGAACCCTAAGTGGAGAATGAGTTATTCTAAGGATTTCTACTTTGGTCTT 

DDX52 A_32_P153423 AGTACACCTTGGAGTTTTTTCGAAATATGGGTTGGGTTTTTGGGCTCTTGGTTGATTTAA 

DDX52 A_23_P118660 GTTTATGCTAAAAATAACACCAAAATGTGGTGAACTCTTAAGGACTTTTCCCTTCAAGTG 

DDX52 A_24_P1929 TTCACTGAGGATGATAAGCCATTATTAAGAAGCGTTGCTAATGTTATACAGCAGGCTGGG 

DEFB1 A_01_P010027 ACTTTTTATAAGCATTCTTTTAATAAAGGAAAATTGTTTTTGAAGTATACCTCCTTTGGG 

DEFB1 A_23_P71480 GCACCTGTTACAGAGGGAAGGCCAAGTGCTGCAAGTGAGCTGAGAGTGACCAGAAGAAAT 

DEPDC6 A_23_P60166 GGGGGTAGTTAGGGAGAGACTACATGAAATGGTGTGCCCCTATTTTCTTTCTGATCCTAA 

DFNB31 A_01_P000551 CTCTGCACCCCCAGCCTATCCCAGAGGCCTTGCAGGTGACCAGCAGTGTCATTGTATTTA 

DFNB31 A_24_P376129 TGTGTAGTGTATGTTATAATACAGGCTAAGCTGCCACAATAAAAGAGCTTAAATACTGTG 

DFNB31 A_23_P83351 AGATGGGGCCAACAAACCGCCTGGACTTCTGGAGCCCACGTCCACTCTGGTCCGTGTGAA 

DHRS3 A_23_P33759 AGGCAGGAAAACAGCCAGAAGCCACCTTGACACTTTTGAACATTTCCAGTTCTGTAGAGT 

DKK1 A_23_P24129 AATAACACCTTCCAAAAACCTGGAGTGTAAGAGCTTTGTTTCTTTATGGAACTCCCCTGT 

DLG7 A_23_P88331 ATCCATTTACTCAGCTGGAGAGGAGACATCAAGAACATGCCAGACACATTTCTTTTGGTG 

DPP4 A_24_P97104 AGTCATGAGCAGAGCTGAAAATTTTAAACAAGTTGAGTACCTCCTTATTCATGGAACAGC 

DPP4 A_23_P39885 GTGCCAGTTATGGCTATAGGTGCTACAAAAACACAGCAAGGGTGATGGGAAAGCATTGTA 

DPP4 A_01_P008447 AAATCATTTCCGCATCAGCTGCTGAAACAACAAATAGGAATTGTTTTTATGGAAGCTTTG 

DUOX1 A_23_P54291 AGTCTAACACCACAACTAATTTCACCCAAGGTTTTAAGCACGTTCTTTCATCAGACCCTG 

DUOX1 A_24_P316586 AAAGCAAAGGAGTGAACTTCTAATGCTGTAATTTCAGACTCACATGGTTGCGCACATGGA 

ECM1 A_23_P160559 GATGAACAGGTCAACTGCTTCAACATCAATTATCTGAGGAACGTGGCTCTAGTGTCTGGA 

ECM1 A_01_P019449 TGGAGGGTCAAATGGGGGGAACCCCACCCTACCCCACCCCTTTGAACACTCATTACAGTA 

ECM1 A_23_P149180 GAACAGAAGGAAGGAATGCCAGCTCCATTTGGGGACCAGAGCCATCCAGAACCTGAGTCC 

EDN3 A_01_P007491 CATTGCGCAAACACTCAGAAAGTACTGCCAAAAGCCTAATAAAAAATCTAAAGTTTGCTC 

EDN3 A_01_P017090 CATTGCGCAAACACTCAGAAAGTACTGCCAAAAGCCTAATAAAAAATCTAAAGTTTGCTC 

EDN3 A_01_P013980 CATTGCGCAAACACTCAGAAAGTACTGCCAAAAGCCTAATAAAAAATCTAAAGTTTGCTC 

EDN3 A_23_P17438 AAGTTATTACAGGTATAAAAGTGATGACCTATCATGAGGAAATGAAAGTGGCTGATTTGC 

EDNRB A_01_P010992 CAGAAAGAAAGAGCAATAATAATTAATTCACATGCCATGTGGATTCTATTTATAAATCAC 

EDNRB A_23_P2831 GCTTCACTGAATTCCTGCATTAACCCAATTGCTCTGTATTTGGTGAGCAAAAGATTCAAA 

EDNRB A_24_P330263 GTAAACCAAAACCCAACAATGTGGCCAGAAAGAAAGAGCAATAATAATTAATTCACACAC 

EDNRB A_01_P015376 TGTGACAAGTGGACACTATTTATGTTAAATATACAATCATCAAGGAAGTATGAAGTTATT 

EFEMP1 A_23_P501007 AGGCAGCCATCATAACCATTGAATAGCATGCAAGGGTAAGAATGAGTTTTTAACTGCTTT 

EFEMP1 A_01_P017336 GGAGGCAGCCATCATAACCATTGAATAGCATGCAAGGGTAAGAATGAGTTTTTAACTGCT 

EFNA1 A_01_P016340 GGAACCACTCCCACCACAGGCACAAGCTGTCACCTAGCAGCCTCAAAACGGGTCAGTATT 

EFNA1 A_23_P254512 TAAAGGGCAGGGCCCACGTGTATAGTATCTGTATATAAGTTGCTGTGTGTCTGTCCTGAT 
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EFNA1 A_23_P113005 ATGGAGAAAGAAGTGGAGACAGTCCTTTCCCACCATTCCTGCCTTTAAGCCAAAGAAACA 

EMCN A_23_P382065 AGTTTTCCGGGCCAAGAATTTTTATCCATGAAGACTTTCCTACTTTTCTCGGTGTTCTTA 

ENPEP A_23_P333605 TGTATGGATTAGCATCAGTGAAGAACGTTACTCTTTTGTCAAGGTATTTGGATTTGCTCA 

ENPEP A_23_P144596 TTGTGAATCTATTGTTTCTCCTCTGAAGCATTTGGTGGCCTAATTTACAAGCACGATGGA 

EPHB3 A_23_P259220 AGATTACACAACCTTCACGACAGTTGGTGATTGGCTGGATGCCATCAAGATGGGGCGGTA 

EPHB3 A_23_P95060 AACTGGAGGAGGGGACTCCAGGAATGGGGAAATGTGACACCACCATCCTGAAGCCAGCTT 

EVC A_23_P167051 CCAAACGAGCTGTTCATAACAGCGATTTTGCCTAACATTATATCATAAGCGTGTTCCAAT 

EVC A_24_P60441 TTGCTCCCTGATTAAAATGAGATATGGCTATTTGGAAGACACTGCATTTTAGCCAGTGTA 

FAM59A A_24_P370042 TAAATAGGGATAAGAGAAACTCTTACTATGCAGATTACGTTTTTGAATGGTGAACAGGCT 

FAM59A A_23_P66948 AACACTTGGAGGTGTGCCTTGTACGTCACTCAACAAACACTCAGCAGCTGCTAAAAGAAA 

FGB A_23_P136125 GAGTTGGTGTTCATAATTTCAGTTCTAGTTGATTGCGAGAATTTTCAAATAAGGAAGAGG 

FGB A_23_P114011 GTGAATAGCAATATCCCAACTAACCTTCGTGTGCTTCGTTCAATCCTGGAAAACCTGAGA 

FLJ10719 A_01_P018037 TGAGCAAAGGAGCTTAATGCTAAGGTCAAAAAGGAGAGTGAAAGGTTGAGAACAATTGTC 

FLJ20152 A_24_P266048 TGTGATCATCAGCAATAAAGATATAATAACTCTGTTTTCTTAGCCTGTATAGAGGAGAGG 

FLJ20152 A_23_P167599 ACTGAAGACTTTGAACACTTGCTTTTTGTGATTGCTTATGTCATTAGTGCCTCATGACTG 

FOSL2 A_01_P009941 ACTCAGCTCTCACAGGGGTAATCATCTCAAGTGGTATTTGTAGCCAAGTGGGAGCTATTT 

FOSL2 A_23_P218555 TCCCTCATTCATCTTGCAAGCAAATCCCATTTCTTGAAAAGCCTTGGAGAACTCGGTTTG 

FOSL2 A_23_P348121 TGGGACTGGAAGTGACCTGTACAAGTGATGCAGAAAGGAGGGTTTCAAAGAAAAAGGATT 

FOSL2 A_23_P218553 TATTGGAAGACTTGGGTTGATCTCTTAGAAGCCATGGGACCTCCTCCCTCATTCATCTTG 

FOSL2 A_23_P345581 TGCTGTCACTCCGGGCACCTCGAACCTCGTCTTCACCTATCCTAGCGTCCTGGAGCAGGA 

FXYD2 A_24_P196562 TGACTATGAGACCGTTCGCAATGGGGGCCTGATCTTCGCTGGACTGGCCTTCATCGTGGG 

FXYD2 A_23_P161769 CTTTAGACCTTTGTCCCCGTCACTGCCAGCGCTTGGGCTGAAGGAAGCTCCAGACTCAAT 

G0S2 A_23_P74609 CCAACACTGTGTGAATTATCTAAATGCGTCTACCATTTTGCACTAGGGAGGAAGGATAAA 

G0S2 A_01_P004760 GACGCGTCCACTACTGTGTCAATTATCTAAATACGTCTACCATTTTGCGCTAGGGAGGAA 

GABARAPL1 A_23_P162640 GATCTCTTACCTTTGGAAAATAGGGGTTAGGCATGAAGGTGGTTGTGATTAAGAAGATGG 

GABARAPL1 A_24_P4816 GGATTGGCTTTGATAGAGGAATGGGGATGATGTAAGTTTACAGTATTCCTGGGGTTTAAT 

GABARAPL1 A_23_P65817 TGTGTGTCAGTTCTGTCAGCTGCAAGTTCTTGTGTAATGAAGTCAATGCTGTCAGGCCAA 

GADD45A A_23_P23221 CCTGCCTTAAGTCAACTTATTTGTTTTTGCCGGGAAAGTCGCTACATGGATCAATGGGTT 

GALNT12 A_01_P005123 TTGTTCCACTCTTACGAGACTGCACCAACTCGGATCATCAGAAATGGTTCTTCAAGGAGC 

GALNT12 A_23_P257731 GATTTGTGAATGATCCCAGACCAACCCTGAGATTTTGTCAACCTGATTAAGTCAATATGA 

GALNT12 A_23_P415652 GAGAATCAGAAGTTCATCTTGCAGGAGGATGGATCTTTATTTCACGAACAGTCCAAGAAA 

GALNT4 A_24_P942370 TCCCTATAACTCAAAATAACTTGTTTGTAAAAGAAAATTTGTTTACTTACCCATTAGTAA 

GALNT4 A_01_P010093 ACTTTTCTAGGATGAAGACAGCTTATTTTTAAGTTGTATGGTCTTAGTTGGTTTAGGGTC 

GALNT4 A_23_P413576 GGTATTTGAAAAACGTTTTTCCTAATTTACATGTTCCAGAGGATAGACCAGGCTGGCATG 

GALNT4 A_23_P116922 AAAGCTGGGGTTCATTTTGGTATATCACACTGAAACTGGGTACCCAGAGTGCTGCTGTTT 

GAS1 A_01_P005076 CTTGGGGACAGATAGAGGGGATGGTTGGGGATACTTCCCAAAACTTTTTCAAGTCAACTT 

GAS1 A_23_P83134 GGATTAAGGGTCCAAAAATGCTGATCTAAGGGGTTGCCATGGTGTTGAACAATGCAACTT 

GAST A_23_P159190 ATGGATGGATGGACTTCGGCCGCCGCAGTGCTGAGGATGAGAACTAACAATCCTAGAACC 

GAST A_23_P159191 AGCCTATGGATGGATGGACTTCGGCCGCCGCAGTGCTGAGGATGAGAACTAACAATCCTA 
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GBP2 A_01_P012911 GCTGAAGTGTGGTGAATATGATGAAAATCTGATGAGACCAAACAAGCCATGGGGCACAGT 

GBP2 A_23_P85693 ATACAGGCCAAAGAGGTGCTGAAAAAATATTTGGAGTCCAAGGAGGATGTGGCTGATGCA 

GDF15 A_23_P16523 TATTGGGGTGACCTTCTTGGGGACTCGGGGGCTGGTCTGATGGAACTGTGTATTTATTTA 

GDF15 A_01_P016695 TTGGGGTGACCTTCCTGGGAACTGGGGGGCTGGTCTGATGGAACTGTGTATTTATTTAAA 

GLIPR1 A_24_P390096 AAGGGATAAACCTAAATATTTACTTGTTATCATTAGAGAGGGAACATCAAATGCTGGGAC 

GLIPR1 A_23_P364024 CAGCTCAAGTACCCTAATTTAGTTCTTTTGGACTAATACAATTCAGGAAAGAAAAAACCC 

GNLY A_23_P209954 GTGTGTAGGACGGGGAGGTCACGATGGCGCGACGTCTGCAGAAATTTCATGAGGAGGTAT 

GPR64 A_24_P932547 TGTGGAATTCATCCATCCAATTAATTCCAGCTTATAATATTTCTGGTCCACATTTGATGC 

GPR64 A_01_P016209 CCATAGTAATAATACACATTTCTGTGAGTGCTGACTTGTCTTTGCAATATTTCTTCTCTG 

GPR64 A_23_P253692 ACCCCTTTTAGTTAAGTCTTTCACTAAGGTTCTCTTGCATATATTTCAAGTGAATGTTGG 

GPR64 A_23_P253695 AGGGAACTGTCCTACACTGCTATTGTTGCTACATGTATCGAGCCTTGATTGCTCCTAGTT 

GPRC5C A_32_P109029 ATGAGACCATCCTGAAAGAGCAGAAGGGTCAGAGCATGTTCGTGGAGAACAAGGCCTTTT 

GPRC5C A_32_P544510 CCTGAAAGAGCAGAAGGGTCAGAGCATGTTCGTGGAGAACAAGGCCTTTTCCATGGATGA 

GPRC5C A_23_P38167 TCCAGCCAAATAGTGTTCTCGGGGTGGTGGCTGGGCAGCGCCTATGTTTCTCTGGAGATT 

GPRC5C A_23_P346673 GCAGGAACAGGTGTCCATGACCCTGATTACCTGGATCTCACAGGTTCTGGGAATGCAATA 

GPRC5C A_23_P346670 GGGCCTGCTGTGGCTATTCCAACATCTCTGGTCAGGGCCTGGAAGTACCTTAGGACACAT 

GPRC5C A_01_P006986 AGGCCTGGATCTTGCTCCTCTGTGAGGAACAAGGGTGCCTAATAAAAACATTTCTGCTTT 

GPX3 A_23_P133474 TGGGTGTGGGTGCATGTGGGTGTTTACACACATGCCTACAGGTATGCGTGATTGTGTGTG 

GPX3 A_23_P133475 CACTCAAGGCCCCAGCCTGGCACAAATGGATGCATACAGTTCTGTGTACTGCCAGGCATG 

GREM2 A_23_P329821 TCGTTGGGAAATTGATGACCGGAAACTAGAAAGCCCCTATAATGTGGAATATGCATATGT 

GREM2 A_23_P329822 CTGACGTTACTAAGCATTGCAGCACAATGTAGAAATTGGCTTGGGATGGATAGGTATAGG 

GREM2 A_24_P40626 GCAAACACGAGCACACTCTCTTCGAACCCAATTGTGGGTGTAGCAATGAAAGCAATATGA 

GREM2 A_23_P97181 AAGTCCACTGTTAGTCTCTCCGTTAGCACCAGGGACACACTTGTTCTGAGTTTTGTTCAT 

GREM2 A_01_P017852 CTCCTTCTGGGGGTTATCGTATGTACAAAGTTTACCTTATAATGGCTCAAATTGTATTTA 

GZMA A_23_P133445 GAATGAATATGGTTTGTGCTGGAAGCCTCCGAGGTGGAAAAAACTCGTGCAATGGAGATT 

HABP2 A_01_P014820 AAATTAGGCGCCTTGTTTGAGCTGCATTTCACACTTCTTTAGAGCTAGCTGACCTTTGGC 

HABP2 A_23_P1173 AACCCAAGGAATGATGGAATCAACACAACATAGTATGTTTGCTTTCCTTACCCAATTGTA 

HAL A_23_P61643 TTCTGCACAAGAAATCCACCAAAATCCCGGAGTCTGAGGACCTTTAATGGGCTTTGTCAT 

HAL A_23_P61637 AGATCAATCCATTGTATCATTCAGTTCTTCTAAAGCCTACGTTGGTTAGGCTGATGGCAG 

HAL A_01_P003831 CCAGGTATTTTCAGATTGTAGGAGTTTTCTTTCTTAACAATTTCAACAGGCCACTCACTC 

HAL A_32_P502420 GCAACAGATAATCCTATGGTCTTTGCCAATAGGGGAGAGACAATTTCTGGAGGAAACTTC 

HAND2 A_23_P7154 TTGGGGTCGGTATCTAGTGCTATCCATTCATCTGTGGTCGTTCCCTCTTTGAAGATGTTT 

HAND2 A_23_P373521 TCTGAGGACTCCTTGCATTTGGAATCATCCGGTTTATTTATGTGCAATTTCCTTCCCCTC 

HEY1 A_23_P157659 ATAGGTTTGTACTGTGCCTAATTTACTTTGTAAACCAGAATGATTCCGTTTTTGCCTCAC 

HEY1 A_01_P001077 AAACGACCTCCACTGAACTGGGTTTGACCTCTGTTGTACTGATGTGTCGTGACTAAATAA 

HEY1 A_32_P83845 GGGCTATAAAATATCATTTTTCAGGTTTATTCTTTTAGCAGGTGTAGTTAAACGACCTCC 

HEY2 A_01_P012352 TAAAAGATAAGAGACACAACATGTATTATGCACTTCATTTCTCTACTGTGTGGAGAAAGC 

HEY2 A_23_P168351 AAAGGAGAGGGATTATAGAGAAAAGGCGTCGGGATCGGATAAATAACAGTTTATCTGAGT 

HEY2 A_24_P363408 AAGCTCTTTGTCAAGTTAGTGATTGCATTTGATCCCAAAACAAGATGAATGTATGCAATG 
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HEY2 A_23_P168354 TACTCGGGGCAAAGTACTAGCTCTGTGATTAGATTGAATTCTCCAACAACAACATCTCAG 

HLA-DOB A_32_P477383 TTCCAGTCCCAAATCATTTACTTTTCTGTGGTCCAGCCCTACTCCTATAAGTCATGATCT 

HLA-DOB A_24_P911788 GGTAGGGAGGCAGGAAGAGGGAAACATTGTGTCTTGTTTAGGATCCTTATTGTGTGTATC 

HLA-DOB A_23_P30736 CCAAATCATTTACTTTTCTGTGGTCCAGCCCTACTCCTATAAGTCATGATCTCCAAAGCT 

HLA-DOB A_32_P343332 CCAAATCATTTACTTTTCTGTGGTCCAGCCCTACTCCTATAAGTCATGATCTCCAAAGCT 

HLA-DOB A_01_P015398 TGTCTTCCAACTGCAGTCTCCACAGTCTTCAGAAGACAAATGCTCAGGTAGTCACTGTTT 

HMHA1 A_23_P374053 GGTCTCTCGGAAGCCACCGTGTGGTTCTTTCACAGGCACGTTTATTTTGCTGAAATAAAA 

HPGD A_24_P71904 AGACAAAGTAGTGAACATCAATGAACATCTGATAGAGATAAACTGTAATCAGGCATAAGC 

HPGD A_23_P213050 CATCATTATCAATATGTCATCTTTAGCAGGACTCATGCCCGTTGCACAGCAGCCGGTTTA 

HPGD A_01_P012816 CCTCTGCTCACTTTAAGAACTTTAACTGACTCCAAAAATCTCAGGAATTAAACTGTTAAC 

HPSE A_23_P256107 AGTGGATGAAAACTTCGATCCTTTACCTGATTATTGGCTATCTCTTCTGTTCAAGAAATT 

HRASLS3 A_23_P116414 CATCAAGGGGGTCTTGTTTTGCTAGAGAGTTTGGGGTTTGGTTTGTGGATTTCATTGTGA 

HSD11B2 A_23_P14986 TGCAGATAGTGCCTCTGCAAACTAAGGAGTGACTAGGTGGGTTGGGGACCCCCTCAGGAT 

ID4 A_23_P59375 AAAGCCACCGGAGGAAAGGAAAAAACATCGGCCAACCTAGAAACGTTTTCATTCGTCATT 

IDH1 A_32_P45009 GTTCTGGTGTCATAGATGTCCCATTTTGTGAGGTAGAGCTGTGCATTAAACTTGCACATG 

IDH1 A_23_P5376 GCACAGGGAAGTTCTGGTGTCATAGATATCCCGTTTTGTGAGGTAGAGCTGTGCATTAAA 

IDH1 A_01_P006229 GCACAGGGAAGTTCTGGTGTCATAGATATCCCGTTTTGTGAGGTAGAGCTGTGCATTAAA 

IER3 A_01_P015343 CGACTGTCGAGATTGCCCAGTATGTTCTGTGAACACAAATAAACTTGATTTACTGTCTGC 

IER3 A_23_P42257 TGTGAGATGTTCCCCCTGCTGTAAATGCAGGTCTCTTGGTATTTATTGAGCTTTGTGGGA 

IER3 A_01_P000583 CGACTGTCGAGATTGCCCAGTATGTTCTGTGAACACAAATAAACTTGATTTACTGTCTGC 

IER3 A_32_P419552 GTACGTAATATTTATTTTAACTTATGCAAGGGTGTGAGATGTTCCCCCTGCTGTAAATGC 

IGF2 A_23_P203458 GCCACAACAACCCTCTTAAAACTAATTGGCTTTTTAGAAACACCCCACAAAAGCTCAGAA 

IGF2 A_23_P421379 TGCTTCCGGACAACTTCCCCAGATACCCCGTGGGCAAGTTCTTCCAATATGACACCTGGA 

IGF2 A_23_P150609 CTCAACTCAGCTCCTTTAACGCTAATATTTCCGGCAAAATCCCATGCTTGGGTTTTGTCT 

IGFBP1 A_23_P42869 CATGAAACACTTCTCATCATATTGTATGTAAGTAATTGCATTTCTGCTCTTCCAAAGCTC 

IGFBP1 A_23_P42868 TTTCTGCTCTTCCAAAGCTCCTGCGTCTGTTTTTAAAGAGCATGGAAAAATACTGCCTAG 

IGFBP1 A_01_P002590 AATCAAAGCTACCTGTGGTGATGTTGCCACCGGTTAAAATGTACACTGGATATGTTGTTA 

IL15 A_23_P29953 CTGTGTGGAACCACTGACTACTGGCTCTCATTGACTTCCTTACTAAGCATAGCAAACAGA 

IL2RB A_24_P203000 TTGAGGTTGTCTGAGTCTTGGGTCTATGCCTTGAAAAAAGCTGAATTATTGGACAGTCTC 

IL2RB A_01_P020028 CCACAAAGTGGACGCCTGCTGTATCTTCCCAACAGTGGCTTCACAGACCCACAAGAGAAG 

IL2RB A_23_P255430 CTCCCGGATGCCTTGGAGATAGAGGCCTGCCAGGTGTACTTTACTTACGACCCCTACTCA 

IMPA2 A_01_P011439 TCCCCCCAGAATATAAATCTCAGGTAATAAGGCTTTAGAACTGCTGATAAAGCGGATCGT 

IMPA2 A_23_P50081 TAGCTGTTTCTCTCTTTAATCTCACGTAGCCTTTTTCAGGTTAGTACGTGTTCTTCTGTC 

INDO A_23_P112026 ATCTGCAAATCGTGACTAAGTACATCCTGATTCCTGCAAGCCAGCAGCCAAAGGAGAATA 

KCNG1 A_01_P006886 ACCCGCGAGTTCGGGCTCCTGCTGCTCTTCCTCTGCGTGGCCATCGCCCTCTTCGCGCCC 

KCNG1 A_23_P210581 CCCTATGTGTGTTTCCCTCAATAAGGAGATGCCTTGTTCTTTTCACCATGCAAATAACAT 

KCNG1 A_24_P237117 CCTGTCGGTGCTCTTCGTGACCGTCACCGCCGTCAACCTCTCCGTCAGCACCTTGCCCAG 

KCNG1 A_23_P210580 CCAGCCCCTATGTGTGTTTCCCTCAATAAGGAGATGCCTTGTTCTTTTCACCATGCAAAT 

KCNG1 A_01_P002764 CCGCCGATGCACCCGCGAGTTCGGGCTCCTGCTGCTCTTCCTCTGCGTGGCCATCGCCCT 
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KCNJ2 A_23_P329261 AAGTTGAACAATCCTAGCCATTGACAATCGTGATAGTTATTATTTTCCCATTTGCTGTCT 

KCNJ2 A_23_P55219 TCGTTTTGTGTTTTTCCCAAAACTTGAACTTGCAGGCAAGCCTTGGTTGGGTATTTGATT 

KCNK7 A_23_P86874 CCTGCGCCATTGCCTGCTGCCTGTGCTCAGCCGCCCACGTGCCTGGGTAGCGGTCCACTG 

KCNK7 A_01_P003027 GCTTGCTGAAGCGTCAGGTGACCGAGTTCAGCTCCCATAAGGTGGCGGCACCTAAGGAGG 

KHDRBS3 A_01_P016715 CTTTTGTAACTCAAGTCTTGAAATGTTCTGTAGTGTTAAGCAAAGTCTCCTCTTGCTTGA 

KHDRBS3 A_23_P257335 ATGATGAACAGAGTTATGATTCCTATGATAACAGCTATAGCACCCCAGCCCAAAGTGGTG 

KIAA0802 A_01_P004436 AAACACACAGCTGCTGAATGTTCAACCTGTGAAACTGAGATGTTTCTAGAATGAAACAGT 

KIAA0802 A_32_P38763 AGGATACCAAATGGAAACACATGATGATGCCTCTGGGTCTGTATGAGACCGTGATGAAGT 

KIAA0802 A_23_P360605 CTCAAAGTTTTCTTAAGGGAAAACACTACAAAAAGTCACAAGGATACCAAATGGAAACAC 

KIAA0888 A_23_P423074 AAGGGCTTCAATCATATTGGAGGCTTCAATCATCCTTTGATTTGTACTGAGTACTGGTTG 

KIAA0888 A_32_P84242 AGAAAGGCTTACCTTCTGTCATCAAGTGATTGTATCATCCTGGATCGTCATTTCCAAGGA 

KIAA0888 A_32_P84241 TGGATCGTCATTTCCAAGGAACTAGCCTTTCTTTTCCTAAGCGTCTGTATGTGTTCTAAA 

KIAA0888 A_01_P007808 CACATAGTCCTTTGTGAACTTGTTTGTGAAGGAAGTTCACTTTTTGTGTACATACGTGTA 

KIAA0888 A_01_P007810 TTGCAAGGCATTAGAAAAAATTTCACAATTACAGGGGACTGAAAATGTGATTTCAACCAG 

KIF11 A_24_P227091 ACACTCCAAGACCTGTGCCTTTTAGAGAAGCTCACAATGATTTAAGGACTGTTTGAAACT 

KIF11 A_23_P52278 AACACACTGGAGAGGTCTAAAGTGGAAGAAACTACAGAGCACTTGGTTACAAAGAGCAGA 

KIF20A A_23_P256956 TCAAGCCTTGACCACTTGTGATGACATCTTAATCAAACAGGACCAGACTCTGGCTGAACT 

KIF4A A_23_P148475 GCTTGGGAGATGCTTTCAGGTTGCAGCCAGAAGGGGTTTTTTAAATGACTTCTCTGGATT 

KLRC1 A_23_P151046 GGTTGAAATAGGAGATGACCTCTAACTGATAGAACGTTACTTTGTGTCGTGATGAAAACT 

KLRC1 A_23_P139654 ATTGTTGGGATCCTGGGAATTATCTGTCTTATCTTAATGGCCTCTGTGGTAACGATAGTT 

KMO A_24_P387926 AGTGGAATATTAAGTAAAAGTTGGGCACTAATCTGGATTAACATTCGAGGAAATCAGTTG 

KMO A_23_P200838 ATAGGACAGATCCCATCTCCTCCACCCAATACATTATTAGACTGAACTGTGACCTGAAAT 

KMO A_24_P77082 TCATGCGATTATGCCATCGACCTTTATCCCTCTCTATACAATGGTCACTTTTTCCAGAAT 

KNTC2 A_23_P50108 AAAGTGGGAAATAACTTGCAACGTCTGTTAGAGATGGTTGCTACACATGTTGGGTCTGTA 

KNTC2 A_01_P010921 AGAATGAAGATAAAATGTTGATCATGTATATATATCCATAGTGAATAAAATTGTCTCAGT 

KNTC2 A_24_P14156 AGTGTATTCGACAACTCTGTGAGTTTCTTACAGAAAATGGTTATGCACATAATGTGTCCA 

KRT7 A_23_P313591 GAAGATGAAATTAACCGCCGCACAGCTGCTGAGAATGAGTTTGTGGTGCTGAAGAAGGAT 

KRT7 A_23_P381945 GAAGATGAAATTAACCACCGCACAGCTGCTGAGAATGAGTTTGTGGTGCTGAAGAAGGAT 

LAMB3 A_23_P86012 GCCTTTAGTTCTCCACTGGGGAGGAATCCTGGACCAAGCACAAAAACTTAACAAAAGTGA 

LEPREL1 A_01_P018078 ATGGCCAGGTTGCCTACGAGTGGGGTCCACTGATGAAAAGAGGTTTTTTGTACTTACATA 

LEPREL1 A_23_P69179 CCAGGTTGCCTAGGAGTGGGGTCCACTGATGAAAAGAGGTGTTTTGTACTTACATAAGAA 

LIF A_24_P122137 CATTTCCCTGCAGATGGTACAGATGTTCCTGCCTTAGAGTCATCTCTAGTTCCCCACCTC 

LIF A_24_P233488 GTCTTCCAGAAGAAGAAGCTGGGCTGTCAACTCCTGGGGAAGTATAAGCAGATCATCGCC 

LIF A_23_P155017 TCTGGCACCCGGGGAGGTAGCATTTCCCTGCAGATGGTACAGATGTTCCTGCCTTAGAGT 

LMCD1 A_01_P019499 AGGAGCAGGCTGGGATCCCAACTATCGCTTGTTGCCTCTTTTCAAGTGGAATTTGAATTT 

LMCD1 A_23_P6771 AGGAGCAGGCTGGGATCCCAACTATCGCTTGTTGCCTCTTTTTCAAGTGGAATTTGAATT 

LMOD1 A_01_P000575 ACACACTGGCTCCTAGACCTAAAGGGTATGAGCTGGAGCTAAGGCCAGCTAGAGCTTCCA 

LMOD1 A_23_P201940 ACTTGAAGGTTTGATGCCAAAGCAGACATTTTCCTCACACCCACCTGCTGCTGTATGAAT 

LRFN4 A_23_P63980 GGTGTGATGGACGGGCAGCTTCCTGTGTGCTCCAAGGGATGAGCCTCGTGGGGCAGAGGG 
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LRFN4 A_01_P007807 CTTTCCTCGGTTCTGGCCTCCAGACCAGAGTAAGGGGCAGGTCCCTCCAACAGGTGCTCA 

LRP4 A_24_P403561 AGCACTGATTTACTCTGTAAAAAGCAAAATCTCTCTGTCCTAAACTAATGGAAGCGATTC 

LRP4 A_23_P159349 TCTGGCTCCCTGGATGACACAGAGACGGAGCAGCTGTTACAGGAAGAGCAGTCTGAGTGT 

LRRC1 A_23_P215024 TTTTTTCTGAATAAGTCTCTCATAATGAGTGCAGTGTCAGACTGTGCCTACTCTGATGGT 

LRRC1 A_01_P020198 TTAAGGGATATTGGGAAAAGTTTTGGTGTGTTTCTGTTGACTTCTTTTTTGTATGCTGTG 

LRRC1 A_01_P016431 AGGAAGCTTATAGTGGGTCAAACAAGGAGGTGTTTAGTGTGTTGTTTAAAAAGAAGGCTC 

LRRC17 A_23_P253958 GCACCACTACAATGTCCATTTTAATGGCCTGGAATGCAAAACGCCTGAAGAATACAAAGG 

MAOA A_23_P83857 CTGCTGAAGATCATTGGATTTTCCACATCAGTAACTGCCCTGGGGTTTGTGCTGTACAAA 

MAOA A_23_P96410 CCCCAGTGCTACACGTTGGAGTATACCTATGTGTGTGCTTTGCCACTGAAGTAAGATTTT 

MAP2K6 A_01_P016743 TTTTCTTTCTTGGCCTCAAGTTCAATATGGAGAGGGATTGCTTCCCTGAATCCTCTCTTC 

MAP2K6 A_23_P207445 ACAGCATCAATAGAAAGTCATCTTTGAGATAATTTAACCCTGCCTCTCAGAGGGTTTTCT 

MFAP2 A_23_P1021 GTCTGCTTGGATTTCCTACAGCCCCCGTGGGCATGGACCACCTTTATTTTATACAAAATT 

MFAP2 A_23_P1029 CCGCCTCTACTCCATACACAGGCCTTGCAAACAGTGTCTCAACGAGGTCTGCTTCTACAG 

MFAP5 A_23_P87700 TGAGAGGAAGGAGGATCTCCTTCTTCTCCAACCATTGACAGCTAACCCTTAGACAGTATT 

MFAP5 A_01_P003020 TTGACCCTCCTACTCCACATTGCAACATTTGCATCAGACAGCATTTCAATTCCAGTATTA 

MGC11242 A_01_P013777 AGATGACTGTTTCTCATGCCTTTATCTTCCTTCATGTAAGTAAAGTGGACCTTTGTGCTC 

MMP26 A_23_P2052 TATTCAACCTGTCCTTTCAGGGAGTTTATTGGAGGATCAAAGAACTGAAAGCACTAGAGC 

MRPS2 A_23_P135104 TTCTCAATCTAAATGCCTTTCAGGTGGGCCGCTTCCTTGGCTACCTGGTTCCAGGGGGCT 

MSX1 A_23_P110430 AAGTGGCTGGAAGAGTCCCTTAGTACTCTTCTAGCATTTAGATCTACACTCTCGAGTTAA 

MSX1 A_01_P001372 AACATTTGCTCTGGGGGGGCAGGGAATACACAGATGCGTTGCAAAGGTAGGTTGAAGGGA 

MSX1 A_24_P345837 ACCGCCGCGCCAAGGCAAAGAGACTACAAGAGGCAGAGCTGGAGAAGCTGAAGATGGCCG 

MT1G A_23_P60933 AGCTGCTGTGCCTGATGTCGGGACAGCCCTGCTCCCAAGTACAAATAGAGTGACCCGTAA 

MT1G A_23_P206707 TTGGGAACTCTAGTCTCGCCTCGGGTTGCAATGGACCCCAACTGCTCCTGTGCCGCTGGT 

MT1G A_23_P206701 GCATCGGAGAAGTGCAGCTGCTGCGCCTGATGTCGGGACAGCCCTGCTCCCAAGTACAAA 

MT1H A_23_P414343 TGTGCCAAGTGTGCCCACGGCTGCATCTGCAAAGGGACGTCGGAGAAGTGCAGCTGCTGT 

MT2A A_23_P106844 CAACCCTGACCGTGACCGTTTGCTATATTCCTTTTTCTATGAAATAATGTGAATGATAAT 

MT2A A_24_P361896 CGCTCCCAGATGTAAAGAACGCGACTTCCACAAACCTGGATTTTTTATGTACAACCCTGA 

MUC16 A_32_P306874 CACAATGATTCCAACTTCAACTCTTTCCCTTGGTTTACTAGAGACTACAGGCTTACTGGC 

MUC16 A_32_P889536 GAGCACACGCTAGTTCAGAAAGTCCAAGCACCATCAAACTTACCATGGCTTCAGTAGTAA 

MUC16 A_32_P307960 TGGTGTCTTTATCTGCAGTAACCTCACCTTCGCCACTTTATTCCACACCATCTGAGAGTA 

MUC16 A_32_P393950 CCAAGACCTCCTTGGTTGAAACAACTGATGGAACGCTAGTGACCACCATAAAGATGTCAA 

MUC16 A_32_P309031 CAGAATCAGCAGAAATGATGATCAAGACACAAACAGATCCTCCTGGGTCTACACCAGAGA 

MUC16 A_32_P424560 CAGGGATCCACTCAGCTATGACTCATGGATTTTCACAATTGGATGTGACCACTCTTATGA 

MUC16 A_32_P378729 TATCCCTTTTTCCATGACACTAAGCAATGCAGAAACAAGTGCCGAAAGGGTCAGAAGCAC 

MUC16 A_23_P5211 AGCATCAAGAGTTATTTTTCTGACTGTCAAGTTTCAACATTCAGGTCTGTCCCCAACAGG 

MYL9 A_23_P210428 TGAGTCCTGGGATCAGACACCCCTTCACGTGTATCCCCACACAAATGCAAGCTCACCAAG 

MYL9 A_23_P210425 TGAGGAAGTGGACGAGATGTACCGGGAGGCACCCATTGATAAGAAAGGCAACTTCAACTA 

MYL9 A_01_P014392 TGTGCTCAGGAGTTGCGGGCAGCATGGACATCTGTCCCAGAGGAGGCAGAATCTCCAATA 

NDRG2 A_24_P244800 TTTTCAGCCAGGAAGAGCTCTCTGGAAATTCTGAGTTGATACAAAAGTACAGAAATATCA 
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NDRG2 A_23_P37205 CGTTTGGCTGCACTAACTTTGGTAGCTCAGTGTGCATCTAGAGTGGGACTGGGGAGGGAG 

NKG7 A_23_P119042 GTTTTGAGCGTTGTATTCCAAAGGCCTCATCTGGAGCCTCGGGAAAGTCTGGTCCCACAT 

NNMT A_01_P015240 AGGAAGCTGAGCAGATCCCTGTGATGCCTGTGACCTCAATTAAAGCAATTCCTTTGACCT 

NNMT A_23_P127584 CTGCTGTGAAAGAGGCTGGCTACACAATCGAATGGTTTGAGGTGATCTCGCAAAGTTATT 

NP A_23_P140256 CTACTAGCTCTTTGAGATAATACATTCCGAGGGGCTCAGTTCTGCCTTATCTAAATCACC 

NR4A2 A_01_P012780 AGCAGCTTTTGACTGTTTCCAGAGTGCTTATAATATACATAACTCCCTGGAAATTACTGA 

NR4A2 A_23_P131207 CTAAATGTTGCGTGGGTGGCATGAGTTGAAGAAGGCAAAGGCTTGTAAATTTACCCAATG 

NR4A2 A_23_P131208 AAGTTTTCTGCTGTAAAGAAAGCTGTAATATATAGTAAAACTAAATGTTGCGTGGGTGGC 

NRG2 A_23_P213695 TATAACAAAATGTTTTATTTTCATTTTAGCAAAAATTGTCTTATAATACTAGCTAACGGC 

NRG2 A_01_P018499 GCTAACGGCAAAGACGTTTTTATAGGGAAACTATTTATATGTAACATCCTGATTTACAGC 

NRG2 A_01_P009356 CATCTGCGTGGCTCTGCTGGTCGTGGGCATCGTCTGTGTGGTGGCCTACTGCAAGACCAA 

NRG2 A_23_P349857 GGACAGAGATGTTTGGAGAAACTGCCTTTGCGATTGTACATGCCAGATCCTAAGCAAAGT 

NRG2 A_23_P213699 CTAGCTAACGGCAAAGGCGTTTTTATAGGGAAACTATTTATATGTAACATCCTGATTTAC 

OFD1 A_24_P134653 CTGCAATCTAGTGACAAAGTCGAAAGTTTAACAGGCTTTTCTCATGAAGAACTAGACGAC 

OFD1 A_23_P254226 TAGTTCCCCTGATTCTGACCTTGAGTTTGTAGCCAATACTAAGGCAAGGGTCAAAGAGCT 

OFD1 A_01_P014581 TTTTCTCACGAAGAACCAGATGACTCTTGGTAACCATGTTTGCTGCCCAGCTTCTAACTT 

OLFM1 A_01_P010547 AAGGGCCCTCCAAGCCTTAATGGCACCCTTAAGCCTCCATGCCCAGGCCAAAAGATGCTT 

OLFM1 A_23_P219161 GGGCTAACTTAAAAGAGTTTTTTCAATGCTGCAGTGACTGAAGAAGCAGTCCACTCCCAT 

OLFM1 A_23_P304311 AGGGCTATGCCTGTGTCTTATTGAGACACCTTGGCAAAGAGATGGCTGATTCTGGGTGGT 

OLFM1 A_24_P406601 TCAAAGGAATTACTCTCTTCTTGTTAAATTAGCTAAATCATGTAACCGCAGATAGGAAGG 

OLFM4 A_24_P181254 TTTTTCCTTTGATGTTCAAGTCCTAGTCTATAGGATTGGCAGTTTAAATGCTTTACTCCC 

OLFM4 A_23_P2789 TTAGATATCTGCAGGGGTGTCTAAAAGTGTGTTCATTTTGCAGCAATGTTTAGGTGCATA 

OPRK1 A_23_P169061 TTGAAGGCAAAGATCATCAATATCTGCATCTGGCTGCTGTCGTCATCTGTTGGCATCTCT 

OPRK1 A_32_P33576 CAGTTCTTAAACGTGTATAACTATTGTCAGACAATTTATAGGTGTTTCATCTAGTCCTGG 

OPRK1 A_32_P33572 GAAAATCACATCCAAAAACGGTATAACCCAGCTTCCTTAAGGCAATTTTCTTCTCTGAAA 

OPRK1 A_01_P003195 TAGTCGTGGAGATGTCTTCGTACAGTTCTTCAGGAAGAGAGGAGTTCAATGATCTGGGTT 

PAEP A_23_P257129 TACGGTGGCGAACGAGGCCACGCTGCTCGATACTGACTACGACAATTTCCTGTTTCTCTG 

PAQR4 A_23_P397334 CAAGGCCCCCTCTGTCCTTTTCAGAACACATGGACTTGGAGGCAGATTTGAAATAAACTT 

PAQR4 A_23_P397341 GCCATGTTGCCACATGAGCAAGCTTGGGTGCTCCCAAGGTTCAAATACTTTTTATTAGAC 

PAQR4 A_23_P66213 TTTCCCTCCAAGCTCCTATTTTACTGTGTCAGCTGGAAGGAAACCTTTCCCTCTTGGGAC 

PAQR4 A_23_P66211 TTACTGTGTCAGCTGGAAGGAAACCTTTCCCTCTTGGGACCTCTTTACCCTCTGTGACCT 

PBK A_32_P62997 AGCTCTGGAAACAGATGTCTAGTGATCATCTCAGCTGAAGTGTGGCTTGCGTAAATAACT 

PBK A_23_P82699 ATTGGCTATAAGCACTTGGAATTGTACTGGGTTTTCTGTAAAGTTTTAGAAACTAGCTAC 

PECI A_23_P156852 CTTCAGGGAAGATGGCTATCAGATGAATGCACAAATGCTGTGGTGAACTTCTTATCCAGA 

PENK A_23_P254584 TTCATTGTCTGGATAACTATACAACCTGAAAACTGTCATTTCAGGTTCTGTGCTCTTTTT 

PENK A_23_P417918 TTTGCTAGCCAAAAGGTATGGGGGCTTCATGAAAAGGTATGGAGGCTTCATGAAGAAAAT 

PENK A_01_P015221 CATTTCAGGTTCTGTGCTCTTTTTGGAGTCCTTAAGCTCAGTATTGGTCTGTTGCAGCTA 

PLA1A A_23_P29816 GAGAAAAGCAAAGCTCTTTCTTATTTTCCTCATAATCAGCTACCCTGGAGGGGAGGGAGA 

PLA1A A_24_P294408 TTACCTGAACCAGTGAACTTACAAGCAAGTGTGACTGTTTCCTGTGACCTGAAGATAGCC 
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POLD4 A_23_P127367 CTGCTGCCTGTCTCCCTGACCCATGATCTGGCAAGTTAGGCACAGTCAGACATGGACAGT 

POLD4 A_01_P004358 GGAGAGTGGTCACTGGGGAAAAGGACCTGGCCATCACCTTCCAGTACCTGCTGCCTGTCT 

POLD4 A_23_P360215 CTATGAGGCACCACGTAAGACCTCCTGCCCTTAGCTCTCTTGCTCACCACCCAAGAACCT 

POSTN A_24_P347411 AGAATCTGACATCATGACAACAAATGGTGTAATTCATGTTGTAGATAAACTCCTCTATCC 

POSTN A_23_P205111 AGGAAGTTGCAAGCCAACAAAAAAGTTCAAGGATCTAGAAGACGATTAAGGGAAGGTCGT 

PPARGC1A A_23_P18443 TTGAGCCCTTGCCGGGCCTTTTTTCCACCTGCCAATTCTACATGTATTGTTGTGGTTTTA 

PPARGC1A A_24_P303052 TCTCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGATCCTGCTATTACTATGAGTCAAGCCACTACAGA 

PPARGC1A A_23_P18447 AATCACTGTAGTCTAAGACCTGATCTATAGATGACCTAGAATAGCCATGTACTATAATGT 

PPARGC1A A_01_P016440 TTTTTTAAATGTGCAGTACACATCAGCCTCACTGAGCTAATAAAGGGAAACGAATGTTTC 

PRC1 A_23_P206059 TCTCAATCACTACTCTTCTTGAAGCACTATTATTTATTCTTCCGCTGTCTGCCTGCAGCA 

PRKCQ A_23_P1374 ACTGATCAACAGCATGGACCAGAATATGTTCAGGAACTTTTCCTTCATGAACCCCGGGAT 

PROM1 A_23_P258463 TGGGGTGTTTGTTCCCATTGGATGCATTTCTATCAAAACTCTATCAAATGTGATGGCTAG 

PROM1 A_01_P010711 TCAAATGTGATGGCTAGATTCTAACATATTGCCATGTGTGGAGTGTGCTGAACACACACC 

PROM1 A_23_P258462 TCAAATGTGATGGCTAGATTCTAACATATTGCCATGTGTGGAGTGTGCTGAACACACACC 

PROS1 A_24_P119141 AGCAGCACAGGAATCTTACTTCTTGGCAGCTGCAGTCTGTCAAGATGAGACATCAGATTA 

PROS1 A_23_P73114 CCAGAACAAATTTTAACAAAAGGACAACCACAGAGGGATATAGTGAATATCGTATCATTG 

PROS1 A_32_P500684 TATACGAAGCTGGAATTTGATGAAGCAAGGAGCTTCTGGAATAAAGGAAATTATTCAAGA 

PROS1 A_23_P84510 TGGTACTGTGATGCATTTCAAGTGGCAGTTTTATCACGTTTGAATCTACCATTCATAGCC 

PROS1 A_24_P383480 ATTTGATTTCCGGACATATGATTCAGAAGGCGTGATACTGTACGCAGAATCTATCGATCA 

PSMB10 A_23_P140805 CAGTGAAGCCACTAACCCTGGAGCTAGTGGAGGAAACTGTGCAGGCTATGGAGGTGGAGT 

PSMB10 A_23_P140807 ACACTGAGCTCACCCACAGAGCCCGTGAAGAGGTCTGGCCGCTACCACTTTGTGCCTGGA 

PTGER2 A_23_P151710 CCAGCTGCCTATTGATTTAAGCTTTCCTGTTGAATGACAAAGTATGTGGTTTTGTAATTT 

PTGER2 A_01_P012436 GAACATGGTTTGACTCATCTTATATGGGAAACCATGTAGCAGTGAGTCATATCTTAATAT 

PTPRR A_23_P47924 TCTTGTGAATGGACTGTCAGCTGTTAAACTGTTCCTGTTTTGAAGTGCTATTACCTTTCT 

PTPRR A_32_P770346 TGATCATTTTTTGGCAATTAATCAGAAGAAGAGTGGGAAGCCGGTATTCATTTATAAGCA 

PTPRR A_32_P461885 AGACCAAAAAATGTAACCGATTCATTGAGCACCTACATTAATGCTAATTATATTAGGGGC 

PTPRR A_32_P480310 GTTTTAACTACTTGTCTCTCTTTTGCTAAGAAGGGATTTTTGAATATGCTATCTACCTGG 

RAD54B A_01_P017426 ACTCAAGCTACTGGCACATAATGAAAGATTACTTCATGACATTCCATTGCTCTTCTTTTG 

RAD54B A_23_P82738 CAAGCTACTGGCACATAGTGAAAGATTACTTCTGACATTCCATTGCTCTTCTTTTGAAAA 

RAD54B A_23_P94141 AAATTTTGGATTGTATGTTCAGGAGAAGAGGGATGGATTGAAAAGAAGGCAGCAGCTAGA 

RANBP17 A_23_P58819 TCTGGGTCTCAGGACAGTGATGTTGGCTAGCCCAGGGGAATGTATTTTTCAAAACATACA 

RANBP17 A_01_P013828 TAAGACATGAAAGGTTGGCCTTACTGTTGAACAAGAAGTAAATCCACAGGCTCCTGTTAT 

RARRES1 A_23_P18078 TGAGACTCATCTGGGATTTGGCTTTCCTTGGAAGCTCTTACGTGATGTGGGAAATGACAA 

RARRES3 A_23_P1962 AGGCGTTCTCTAGATCCTTTCCTCTGTTTCCCTCTCTCGCTGGCAAAAGTATGATCTAAT 

RASSF2 A_23_P166087 GATGGTACATGACTTGATTCAACGTTTGGTTCTGAACTTACACACTGATGCGTTTACTCA 

RPRM A_01_P017520 AAGACCCAGAATAGAACTCGTAGCTCGTGACTGCACGGTTTACGCCACAAAAGTGCTCTT 

RPRM A_23_P5370 ACCTTTGATTGTAACGTGCCGTTTTAAGAGGTTTTGTGTTTGTTTGCTTGAATACAAATG 

RPRM A_23_P5365 TGCACGGTTTACGCCACAAAAGTGCTCTTGACATCCGTGACACCGTTTTGACTTTTTGTT 

RRAS A_01_P012092 GGGCTACTGCCACTGTGTGCCTTCCGCCAACACCTCCTGTCCCCACCTAAGCCTGGTGGG 
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RRAS A_23_P39076 TAGCTGCCTTCGCACCTTGCTGTGTGACCTGAGGCCCTCACTGAGCCTCAATTTCCTCAT 

RRAS A_23_P39074 GTGGGGGTGAGGGGCTCCGGGTCACTGCTGTATATAACTCCCCTCCCCCAGAAAAATAAA 

S100A1 A_23_P383227 CTCACAGTGGCCTGTAACAATTTCTTCTGGGAGAACAGTTGAGCAGACAGCCACATTGGG 

S100A4 A_23_P94800 ATAAGCAGCCCAGGAAGAAATGAAAACTCCTCTGATGTGGTTGGGGGGTCTGCCAGCTGG 

S100A4 A_32_P900698 CTTCCACAAGTACTCGGGCAAAGAGGGTGACAAGTTCAAGCTCAACAAGTCAGAACTAAA 

S100P A_23_P58266 CCAAAAGTGTTTGTTGGCAATTATTCCCCTAGGCTGAGCCTGCTCATGTACCTCTGATTA 

SCGB2A2 A_23_P161940 CTTAACCAAACGGATGAAACTCTGAGCAATGTTGAGGTGTTTATGCAATTAATATATGAC 

SCGB2A2 A_01_P016031 CTTAACCAAACGGATGAAACTCTGAGCAATGTTGAGGTGTTTATGCAATTAATATATGAC 

SCYE1 A_01_P002141 AACATAAAAGCTAGGAGATGTGGCATCTGAACATTTTTGCTTTGCTGCCAGAGTAACCCT 

SCYE1 A_23_P121686 GGTCATGTGTGCTAGTTCACCAGAGAAAATTGAAATCTTGGCTCCTCCAAATGGGTCTGT 

SERPINA5 A_23_P205355 AACAACTGTCAGTTCATCCTGCATGGGAAAAATGTTGGAATGGGAGTCTGAAATGGGGCT 

SERPINA5 A_24_P321766 GTATGCTGGTAGCTAGTGATTTACACAGGTTTAGTTGACTAATGAGGCATTACAAATAAT 

SERPING1 A_23_P139114 CATGCTCTCCAAACCACTTTTTGCAGCTTTCTCTAGTTCAAGTTCACCAGACTCTATAAA 

SERPING1 A_23_P139123 GACAACATTTGATCCCAAGAAAACCAGAATGGAACCCTTTCACTTCAAAAACTCAGTTAT 

SFRP4 A_23_P215328 TGTGTGCATACTCTAGAAGAGTAGGGAAAATAATGCTTGTTACAATTCGACCTAATATGT 

SLC15A1 A_24_P8165 TGACCACTGGAGAGTCTAAGCCATCCTTAGCATGGGCATCCATCTTCCTAAACTGTTATT 

SLC15A1 A_23_P128609 GTAGTGCTTATACCTATATAGTCCAAAGGAAGAATGACAGCTGCCCTGAAGTGAAGGTGT 

SLC15A2 A_23_P92107 ATACCCTGCAGTGCACTGTAGAACAGAAGATAAGAACTTTTCTCTGAATTTGGGTCTTCT 

SLC15A2 A_01_P004018 TATGTATGATGTGATCTGGTCCAGCCAGGGCCTGGTTTGTCAGCTATCTAGGTTTGATAA 

SLC16A6 A_23_P152791 GAGATATGTAGAAAGACTCTTTGGTTCACATTCCGATATTAAAATAGTGACATGAACTGG 

SLC16A6 A_01_P007822 AATAGTTTTTGTTAAACCTTTTGTAAAGTACCAAGGCTCCCATTAACAAATTACGGCCTC 

SLC16A6 A_24_P731648 ACTACATTTTAAAGGGAATGTGTATGTGAAGAGCACTACCAACATCGCTTTTGTTTTAAG 

SLC1A1 A_01_P003853 AGATAGCAGAAGAGTAAATAAGTACTCAGTATTGACCACCTACATCTGAAATCTACAACA 

SLC1A1 A_23_P216468 GAAATCCAAAATAGTCATGTTTCTGCAGTATTCTGTAGCCAACTTAAACCTGTGCTTTCA 

SLC1A1 A_24_P232252 CATTGTGAATCCCTTTGCCTTGGAATCCACAATCCTTGACAACGAAGACTCAGACACCAA 

SLC38A1 A_23_P363399 TTGGGGATGATTCTTACCTTGGTAATTAAATGAAGCTACACATTTGGGTAATCTAGCAAA 

SLC38A1 A_01_P001379 GTACCTAAGTAAGGATGATCTAGGATAAGTAACTCCTGTTTTATATTGAGTACTTTAGGG 

SLC7A1 A_23_P117242 GTGAACATTTCAACCAGCCTTATAGCTGTTCTCATCATCACCTTCTGCATTGTGACCGTG 

SLC7A1 A_24_P253251 CAAGGCAAATGATTTTGTGTTTCTTGATGACAGACTATTAAGTTTGGGACTTATTTTCCC 

SLPI A_23_P91230 AGGTCCTTTCCACCCTGAGACTTGGCTCCACCACTGATATCCTCCTTTGGGGAAAGGCTT 

SLPI A_01_P005468 ACAGCAGGATTTCAGGAAGTGCCAGTTGATCAATGAATAAATAAATGAGCCTATTTCTCT 

SLPI A_24_P190472 AAGAGATGTTGTCCTGACACTTGTGGCATCAAATGCCTGGATCCTGTTGACACCCCAAAC 

SNX10 A_23_P8513 TTTAAGAGCGATCCTCATCCCTTCAGCAATATGTATTTGAGTTCACACTATTTCTGTTTT 

SNX10 A_24_P98109 AAGAGTGGCAGAGGCTACTACAAAAAGCAACCTTTTCATTTTCACTAAGAGTTTAAAAGC 

SOD2 A_24_P935819 GAAGATAATCGATAGTCATGTTTTTTAGACTCTCTGTATTGCTTGGTAAGCTACGTAGTA 

SOD2 A_23_P134176 TTGATGTGTGGGAGCACGCTTACTACCTTCAGTATAAAAATGTCAGGCCTGATTATCTAA 

SORD A_32_P89691 CGTCTGGGATGAAGGCTTGTCAGCACTTCCAGTTTAGAACGCAATGTTTCTAGAGACATA 

SORD A_32_P85311 CTCTGGAGAAAGCTCTGGAGGCCTTTGAAACATTTAAAAAGGGATTGGGGTTGAAAATCA 

SORD A_32_P127153 GTAGCCATGACATAGCTTGAGCTATAGCCTTTAATTCCTTACTTTGGCTATGGGTGGAGG 
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SORD A_23_P77103 CAGCACTTCCAGTTTAGAACGCAATGTTTCTAGAGACATATTGGCTGTTTGTTTTGATGA 

SORD A_01_P000174 ATGAGGGCTGAGTTATGAAAAGATAACTTCTGAAGACTTAACTGGCCCAGAAGCTGATTT 

SOX17 A_23_P82775 ACCCTATTTCCAAGTTCAAGTTAACTAGCTTTGAATGTGTCCCAAAACAGCTTCCTCCAT 

SOX17 A_01_P001801 GTCCCAAAACAGCTTCCTCCATTTCCTGAAAGTTTATTGATCAAAGAAATGTTGTCCCGG 

SOX17 A_24_P46946 CTGGGCGCGCCTCCGCTCGACGGCTACCCGTTGCCCACGCCCGACACGTCCCCGCTGGAC 

SPDEF A_23_P111194 CCGCCATGAACTACGACAAGCTGAGCCGCTCCATCCGCCAGTATTACAAGAAGGGCATCA 

SPP1 A_23_P7313 TTCCACAGCCATGAATTTCACAGCCATGAAGATATGCTGGTTGTAGACCCCAAAAGTAAG 

SPP1 A_01_P017618 GAATGTAATAAGAATCTGGTGGTGTCAATTGCTTACTTGTTTTCCCACAGTTGTCCAGCA 

STAR A_32_P527817 GAAATATAGTCCAAGCTTTCTCTGTGGAAAAAGACAAAACTCATTAGTAGACATGTTTCC 

STAR A_23_P8981 TCATTAGTAGACATGTTTCCCTATTGCTTTCATAGGCACCAGTCAGAATAAAGAATCATA 

STEAP4 A_24_P351906 ATATCCCCTTGGATTTCACTTGCATTGTGCAATAAGCAAAGAAGGGTTGATAAAAGTTCT 

STEAP4 A_23_P255231 CTGGAAGAGAACACCATTTTATCTCAGGTTAGTGAAGAATCAGTGCAGGTCCCTGACTCT 

SYNE2 A_32_P109727 AATTAAAGAGGTACCCTTTGAGACACTAGCCCAGTGGAATCTAGAACACGCTACTTTAAA 

SYNE2 A_23_P205553 AGGGAACTAATGCAACTGGAAAAGGAGCTGGTAGAACGTCAACCTCAAGTGGACATGTTA 

SYNE2 A_23_P128887 AACCTCAAGTGGACATGTTACAGGAGATTTCAAACAGCCTTCTCATTAAGGGACATGGAG 

SYNE2 A_23_P140277 AATCTGGGAGGCAGAAGCCAAATCTGTTTTGGATCAAGATGATGTGGACACCTCAATGGA 

SYNE2 A_24_P68311 CAATGCGCCACCTATGAGTCTGTCAATGTGACCGATTTTAAGTCAAGTTGGAGAAATGGG 

SYNE2 A_24_P307759 AAGAAGCTAAAGAGAAAGTCCAGATCAATGTGGTAAAACTCATTGCAGCGTTGAAGAACT 

TACC3 A_23_P212844 AGCTCCACGGGAAGAACCTGGAACTGGGGAAGATCATGGACAGGTTCGAAGAGGTTGTGT 

TAGLN A_01_P002824 TTGAAGAAGAACCAGCCCAGCCTGCCTCCTATCTTTTCCTGGAATATTTTTGGGGTTGGA 

TAGLN A_23_P87011 ACCCGTGTGGTACCTTCAGCCCTGGCCAAGCTTTGAGGCTCTGTCACTGAGCAATGGTAA 

TAGLN A_23_P87013 CCGTGGAGATCCCAACTGGTTTATGAAGAAAGCGCAGGAGCATAAGAGGGAATTCACAGA 

TBC1D2 A_23_P123662 CAAGCAAGAGCACTGCCTCTATAGGGTAACCTGGAACATTCTCTAGGTTATATCAATATA 

TBC1D2 A_23_P123666 GCCGGAAGCTGATGAACATCGCCTTCAATGACATGAACCCCTTCCGCATGAAACAGCTGC 

TCN1 A_23_P64372 CCAGAAAATGAATGATACTATATTTGGTTTCACAATGGAGGAGCGCTCATGGGGGCCCTA 

TH A_01_P009817 TCCGCCCTTCCCTGACACTGTCTGCTGCCCCAATCGCCGTCACAATAAAAGAAAGTGTGG 

TH A_24_P924602 TCACAGGCTCTCCGTGGCCTGGAACTGCAGCCCCAGCTGCATCCTACACCCCCACCCCAA 

TH A_23_P258633 CTGTCCACGCTGTACTGGTTCACGGTGGAGTTCGGGCTGTGTAAGCAGAACGGGGAGGTG 

TH A_23_P95891 GGATGAGGAAATTGAGAAGCTGTCCACGCTGTCATGGTTCACGGTGGAGTTCGGGCTGTG 

THBD A_01_P013083 TTCCAGACTGCTTCCAATTTTTCTGGAACACATTAAATATGGATCAGTTATAAGTAGCAG 

THBD A_23_P91390 ACAGGGTCTGCAAGGTCTTTGGTTCAGCTAAGCTAGGAATGAAATCCTGCTTCAGTGTAT 

THBD A_32_P192334 TCTTTCTGTAACCATAACAACTTCATATATGAGGACTTGTGTCTCTGTGCTTTTAAATGC 

THBS2 A_23_P253652 ACTTTTTACTTTTTTGCGTGTGGAGCTGTATTCCCGAGACCAACGAAGCGTTGGGATACT 

THBS2 A_23_P62021 TCGTTGTGTTGTTTTGCTGCACTTTTTACTTTTTTGCGTGTGGAGCTGTATTCCCGAGAC 

THBS2 A_24_P605612 TGTGGAGTGAAAATTGGGCATGCCATTACATTGCTTTTTCTTGGTGGTTAAAAAGAATGA 

TIMP3 A_23_P399078 CAAGATGGCACCCAAGTGTTTGGCTTCTGGCTACCTAAGGTTAACATGTCACTAGAGTAT 

TIMP3 A_01_P005541 CTGTCTAGAAGGAATGTATTTGTTGCTAAATTTTGTAGCACTGTTTACAGTTTTCCTCCA 

TMEM16A A_01_P014722 CCTTTTATGGAAACCGTTTTTTAAAAAAGTGAATGTACACAAATCCACAGAAGACTGTGG 

TMEM16A A_24_P87036 ATGAGTGATCTAAATTTGCAGCAATGATACTAAACAACTCTCTGAAATTTCTCAAGCACC 
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TMEM16A A_24_P110831 CTTATCTGGTGTGTTCATATAGAATCACCTAGAAGGATAAAGTCGCTGTAGAGTTAATGA 

TMEM16A A_23_P98304 TCAGGGTTTCAAGAAGTCTTAGGGCTTCCAGGGGTCCCCTGGAAGCTTTAGAATATTTAT 

TMEPAI A_01_P015348 GAAGAAACTGCTTGTTGTGTATCAGTAATCATTAGTGGCAATGATGACATTCTGAAAAGC 

TMEPAI A_24_P413126 AAGAAACTGCTTGTTGTGTATCAGTAATCATTAGTGGCAATGATGACATTCTGAAAAGCT 

TMEPAI A_23_P57089 GCCGGGCTGGGGCTGCGTAGGTGAAAAGGCAGAACACTCCGCGCTTCTTAGAAGAGGAGT 

TMSL8 A_23_P137173 TGTAGTTCTTGCATCCTATACTGGATAAGCCTGTTTTAACCTGCTATGATGGGTGCTTCC 

TMSL8 A_23_P137179 TAGAGATTTTAGGCGTCTTCGGATATCTTCTCACCTATGTTCCCTGGCTAAGAAGTCAGA 

TOP2A A_23_P118834 TGTGAGGCGATTATTTTAAGTAATTATCTTACCAAGCCCAAGACTGGTTTTAAAGTTACC 

TRA@ A_23_P106061 CTCACCTTTGGGACAGGCACTCAGCTAGAAGTGGGACTCAATATCCAGAACCCTGACCCT 

TRA@ A_23_P258504 ATCTTCAGTGGGTTCTCTTGGGCTCTAGGTCCTGGAGAATGTTGTGAGGGGTTTATTTTT 

TRA@ A_32_P806170 TTTCTTTAACCATTTTTGAAACCCTTCAAAGGCAGAGACTTGTCCAGCCTAACCTGCCTG 

TRA@ A_23_P44857 ATCATTCATGGTCTAAAAAACAATGAAACCAATGAAATGGCCTCTCTGATCATCACAGAA 

TRA@ A_23_P258798 TAGTGTTCATAAAGAAATACATAGTATTCTTCTTCTCAAGACGTGGGGGGAAATTATCTC 

TRH A_23_P132760 TCTGGCTGTGGGATAAATGTGTGTGGGAATATTGAAACATCGCCTAGGAATTGTGGTTTG 

TRH A_01_P011590 AGCCCCTTTCCCTTGTCAATGACAGTCATCCTAATGATAATAAAACCTGCATCCAGATAA 

TSPAN8 A_23_P36531 GCTGATTGGGGAAATAATTTTCAACACTATCCTGAATTATGTGCCTGTCTAGATAAGCAG 

TSPAN8 A_23_P36528 TTGAGATACTGGGTTTGGTGTTTTCTATGGTCCTGTATTGCCAGATCGGGAACAAATGAA 

TTC21B A_23_P5422 TGATGACTCTGCTTCTATGAGGTCACCAGCAGTAGAACCATATCTTGCTGGCATACACTT 

TTC21B A_24_P111511 ATCCAACTTATCCAAAAATCAGAAAGGATATACTTGATAAGGCCCGTGCGTCTTTAAGAC 

VCAM1 A_23_P34345 AAAGCCAACATGAAGGGGTCATATAGTCTTGTAGAAGCACAGAAATCAAAAGTGTAGCTA 

XCL1 A_23_P200752 CTTTACTGCGAATAAGCTTTTAATGCTCCAAATGCTGACCCATGCAATATTTCCTCATGT 

XCL1 A_24_P45476 AGTTTATACTCACCTTTTATGAAAGCACTGCATGAATAAAATTATTCCTTTGTATTTTTA 

XCL1 A_01_P019136 CACTCTTAGAGTCCAGCTTGTAATGGTTCTTTACACATGAGTCACAAGTTACAGCTGTGA 

XCL2 A_23_P321431 TCACTGCATACATTGTGGAAGGTGTAGGGAGTGAAGTCTCACATAGGAGGACCTGTGTGA 

XCL2 A_01_P017396 CATGAATAAAGTTATTCCTTTGTATTTTTACTTTTAAATGTCTTCTGCATTCACTTATAT 

XCL2 A_23_P51534 CCAGTTAGCAGAATCAAGACCTACACCATCACGGAAGGCTCCTTGAGAGCAGTAATTTTT 

XCL2 A_23_P51532 CTCATTTCACTTTACACCCTCATGGACTGAGATTATACTCACCTTTTATGAAAGCACTGC 
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Anexo III. Detalle del software de la herramienta molecular diagnóstica de 
la receptividad endometrial. 
 

El programa consta de cuatro pestañas: upload data, data management, 

analysis y diagnose (figura IIIA). 

 

La función upload data es indispensable para introducir cualquier fichero 

con el que se vaya a trabajar en el programa. La función diagnose es la que 

sirve para diagnosticar cualquier muestra de la que deseemos testar su 

fenotipo, y las otras dos funciones (data management y analysis) sirven para 

investigar, innovar y reentrenar la herramienta predictora. 

 

La pestaña upload data sirve para cargar el fichero de los microarrays a 

analizar (muestra) y definir sus características. Se especifica el tipo de fichero 

en la opción data file/ select your data file pudiendo seleccionar el tipo de 

fichero que sale del escáner del microarray bruto (gpr array) o introducir un 

tipo de fichero ya normalizado (normalized data). También se puede introducir 

información acerca de la muestra en el apartado some adittional data. Una 

vez definido se introduce el fichero en data file/ examinar, se etiqueta la 

muestra (label your data) y se carga todo en el programa (upload). 

 

Después de introducido el fichero de la muestra que queremos testar, se 

va a la función diagnose donde se seleccionan los dos modelos de 

entrenamiento establecidos en la presente tesis doctoral (figura IIIA). 

 

El primer modelo está compuesto por el set de entrenamiento de las 

muestras control sanas PF, PR, R y PS; y el segundo modelo por las muestras 

control R y las muestras control R-FI. De ambos modelos se introduce un 

fichero con la matriz de expresión de cada muestra 

(gpr_files_recep_vs_prerecep_vs_prolif_vs_postrecep.txt 
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/gpr_file_recep_vs_fi.txt) y otro fichero con la clase a la que pertenece cada 

muestra (classes.txt) (figura IIIA).  

 

 

ȱ
ȱ

FiguraȱIIIA.ȱVentanaȱdelȱdiagnónsticoȱdelȱsoftware.ȱSeȱmuestranȱlasȱopcionesȱ

paraȱ elegirȱ elȱ setȱ deȱ entrenamientoȱ (trainingȱ set)ȱ conȱ elȱ queȱ seȱ quiereȱ predecir,ȱ yȱ laȱ

muestraȱqueȱseȱquiereȱdiagnósticarȱ(predictionȱset).ȱ
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Una vez elegidas las muestras de entrenamiento, se carga el fichero 

previamente introducido con la función upload (del que se quiere saber su 

diagnóstico) en select the data prediction set (figura IIIA). Se introducen los 

datos clínicos en report parameters y se da un nombre al trabajo diagnóstico 

que va a realizar el programa (job). 

 

En los resultados del predictor obtenemos un sumario de las muestras 

utilizadas como set de entrenamiento para cada modelo (summary), el 

preprocesado de la muestra introducida (preprocessing results), la 

normalización de la muestra con respecto al resto de muestras del 

entrenamiento (normalization results) y un informe diagnóstico (diagnose 
report) (figura IIIB).  
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FiguraȱIIIB.ȱVentanaȱdeȱresultadosȱdelȱdiagnóstico.ȱSeȱmuestranȱcadaȱunaȱdeȱ

lasȱpestañasȱdeȱlosȱresultadosȱ(summary,ȱpreprocessingȱresults,ȱnormalizationȱresults,ȱ

diagnoseȱreport).ȱLosȱresultadosȱdeȱpreprocesadoȱyȱnormalizaciónȱaparecenȱenȱ formaȱ

deȱdiagramaȱdeȱ intensidades.ȱLaȱmuestraȱ introducidaȱseȱnormalizaȱenȱ funciónȱdelȱsetȱ
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deȱ entrenamiento.ȱAȱ suȱ vezȱ tambiénȱ apareceȱ elȱdiagramaȱdeȱ cajasȱdeȱ laȱmuestraȱdeȱ

formaȱaislada.ȱ

 

El informe diagnóstico se genera con una probabilidad de diagnóstico 

asociada. 

 

En resumen, se carga en upload un microarray en formato gpr de una 

biopsia endometrial en LH+7,  se selecciona en la función de diagnose ese 

archivo y se obtiene el informe diagnóstico. 

 

La función de data management sirve para preprocesar muestras 

nuevas con las que se vaya a ampliar el set de entrenamiento o para crear un 

set de entrenamiento nuevo para otro modelo de predicción. 

 

La función de analysis sirve para reentrenar y crear modelos de 

predicción nuevos. Esta aplicación contiene las funciones necesarias para 

normalizar (normalization), entrenar (training) y predecir (prediction). 
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