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ADN: Acido DesoxirriboNucleico.
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ERA: Endometrial Receptivity Array (Microarray de receptividad endometrial).

ERS: Endometrial Receptivity Signature (firma transcriptémica de receptividad
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E2: Estradiol.
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Principal Component 1 (componente principal primero).
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receptividad endometrial).
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TEM: Transmision Electron Microscopy (microscopia electronica de transmision).
TRA: Tratamiento de Reproduccién Asistida.

Vid.: véase.

Vs.:  del latin versus.

WOI: Window Of Implantation (ventana de implantacion).
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ANGLICISMOS:

Batch Effect: tendencia en los resultados debida al efecto de la tanda experimental, es
decir, a las condiciones del experimento.

Cross-linking: entrecruzamiento.

Crossvalidation: validacion cruzada. Método de estimacién del error del algoritmo de
prediccion.

Fold change (FC): tasa de cambio.

Forward: secuencia del primer 5°-3" que se une en la cadena que va en direccién 3°-5°
del ADN.

Gene Ontology (GO): es un proyecto que provee de un vocabulario controlado que
describe el gen y los atributos del producto génico en cualquier organismo. En realidad
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Microarray de expresién génica: micro matriz. Matriz bidimensional de soporte soélido
en las que estan 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 sefializacion.

Primer: cebador. Secuencia corta de acido nucleico que contiene un grupo 3'hidroxilo
libre que forma pares de bases con una hebra molde complementaria y actia como
punto de inicio para la adicién de nucleétidos con el fin de copiar la hebra molde. Se
necesitan dos para la reaccion de PCR, uno en el extremo 3' y el otro complementario
para la otra hebra. Son de aproximadamente 20 nucleédtidos, 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 direccion 5-3" del
ADN.

Software: programa informatico.

Splicing: proceso de edicion 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
expresion de un oligonucledtido.

Training set. set de entrenamiento. Conjunto de muestras para entrenar al predictor.
Window of implantation (WOI): ventana de implantacion. Dias del ciclo menstrual en
los que el endometrio posee un fenotipo receptivo que le permite que el blastocisto

implante.
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1. INTRODUCCION

1.1. El endometrio

1.1.1. Definicion

El endometrio humano es el tejido que tapiza la cavidad uterina (figura 1).
En la actualidad, se le considera como un érgano hormonalmente regulado que
sufre cambios periddicos que son la base del ciclo menstrual. Tradicionalmente
se ha considerado al endometrio como la membrana de un receptaculo inerte
que constituye la parte pasiva de la gestacion. Sin embargo, el endometrio es
un organo activo y dinamico entre cuyas funciones bdasicas se encuentra la de
desarrollar temporalmente su capacidad de adhesion para posibilitar la
implantacidén del embrién. El endometrio, ademas, permite que se produzca la
posterior invasidon controlada, la cual dara lugar a la placentacion, y con ello al
desarrollo fetal en los mamiferos. Es, por tanto, un 6rgano clave en la vida

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

1.1.2. Anatomia

El endometrio humano se encuentra constituido por los compartimentos
epitelial, estromal y vascular, con la existencia, ademas, de una poblacién 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 menstruacion, mientras que la basalis permanece

formando la base para regenerar ciclicamente la funcionalis (figura 1).
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Figura 1. Endometrio Humano. Parte superior: localizacién del endometrio en
el ttero. Parte izquierda: esquema histologico del endometrio dentro del contexto del
utero. Parte derecha: detalle del esquema histologico del endometrio. E: endometrio;
Ep: Epitelio endometrial; UG: glandulas uterinas; ES: estroma endometrial; M:
miometrio; SV: estrato vascular; B: basalis; F: funcionalis (Simén, 2009; URLL1).

¢ Compartimento epitelial

El epitelio endometrial es una monocapa de células cuboidales
polarizadas que tapizan el interior de la cavidad uterina (figura 1). Esta
constituido por un componente luminal y otro glandular (Martin y cols., 2002).
Esta monocapa, como el resto de las mucosas, actia como barrera para

proporcionar proteccién contra los patégenos que logran acceder hasta la
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cavidad endometrial, pero también debe permitir la adhesion del embrion

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

El epitelio endometrial esta regulado por las hormonas esteroideas
ovaricas que, directamente o a través del estroma (Cooke, 1995), inducen
cambios morfolédgicos y bioquimicos ciclicos. Estos cambios ayudan a preparar
el microambiente adecuado para la adhesion del embrion, donde el epitelio
actua también como primer mediador del dialogo entre el embrion y el

endometrio materno (Dominguez y cols., 2005).

El epitelio luminal varia su morfologia segun la fase del ciclo menstrual y
el epitelio glandular forma las glandulas endometriales propiamente dichas
(figura 1). Estas glandulas proliferan formando glandulas largas y convolutas
durante la fase secretora temprana, que van aumentando a medida que la fase
secretora avanza. La funcién del epitelio glandular es la produccion y secrecion

de moléculas necesarias para la nutricién e implantacién del blastocisto.

¢ 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 esta implicado en la remodelacién de la matriz
extracelular a lo largo del ciclo menstrual. Esta remodelacion ocurre
principalmente en la fase lutea mediante el proceso de decidualizacion. Dicho
proceso comienza a partir del dia 6-7 después de la aparicion de la
progesterona y se caracteriza por una serie de cambios morfolégicos,
bioquimicos y génicos de los fibroblastos. En respuesta a la exposicién a los

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

la invasion del trofoblasto para que se produzca una correcta placentacion.

e Células inmunes residentes

El endometrio humano contiene células del sistema inmunolégico que son
relevantes para la fisiologia endometrial, especialmente en la regulacién de la
respuesta inmune local. El conjunto de células inmunes residentes esta
formado fundamentalmente por células natural killer uterinas (NKu),
macrofagos y linfocitos T. Su funcién primordial es la de proteger el tracto
genital frente a infecciones y evitar el rechazo inmunoldgico durante la
implantacién embrionaria. La poblacién leucocitaria encontrada en el
endometrio normal, supone entre un 10-15% de la poblacion celular del
estroma, fluctia ciclicamente y es maxima en la fase secretora tardia y

premenstrual (Bulmer y Johnson, 1985).

1.1.3. El ciclo menstrual

El ciclo menstrual es exclusivo de primates, el resto de mamiferos poseen
un ciclo estral que se caracteriza por la reabsorcion de su endometrio. En
cambio, en el ciclo menstrual, el endometrio es destruido y expulsado en lo que
conocemos como menstruaciéon (Jolivet y Gautray, 1978; Jabbour y cols.,
2006). El endometrio humano posee un ciclo menstrual, cuyo aspecto ciclico es
debido a la exposicion periddica de ambas hormonas esteroideas ovaricas, los

estrogenos 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 estrégenos, que regulan la
proliferacion de las células endometriales y su vascularizacién (Critchey y cols.,
2000). Por el contrario, en la fase secretora, aparece la progesterona, aunque
también siguen existiendo niveles elevados de estrégenos. Los progestagenos
contrarrestan esas acciones proliferativas de los estrogenos por varias vias.
Una de estas vias es la reduccion 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 Il y Gurpide, 1993). Por ello, en la fase secretora los
componentes celulares sufren diferenciacion, produciéndose la secrecion
glandular. La fase secretora se divide a su vez en secretora temprana, media y

tardia.

El ciclo menstrual y el ciclo ovarico se encuentran acoplados por la accion
ciclica de las hormonas esteroideas. De modo que, atendiendo a las fases del
ciclo ovarico, la fase proliferativa del endometrio se corresponde con la folicular

ovarica, y la fase secretora del endometrio con la lutea.

1.2. Receptividad endometrial

1.2.1. Definicion

Conocemos como receptividad endometrial al proceso biolégico que
permite que el endometrio alcance un estado receptivo que posibilita la
implantacién del embrién. Este proceso se caracteriza por producir toda una
serie de cambios que se materializan a nivel histoldgico, celular y molecular, de

modo que el endometrio adopta un fenotipo receptivo.
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Figura 2. Ciclo menstrual y ovarico. En la parte superior de esta figura se
pueden observar los cambios que suceden en el ciclo ovarico en funcién de los niveles
hormonales. En la parte intermedia se muestran los niveles hormonales que acoplan el
ciclo ovarico con el ciclo menstrual. En la zona inferior se indican los cambios que
acontecen en el endometrio en cuanto al grosor, desarrollo glandular y vascular. Se
muestran las fases del ciclo ovarico (folicular y lutea) y las del ciclo menstrual
(proliferativa y secretora). Atendiendo a la receptividad del endometrio, podemos
distinguir en la fase secretora, un periodo pre-receptivo (PR), el receptivo (R), y el post-
receptivo (PS) que culmina con la menstruacion. En la parte de debajo del endometrio
se marcan los dias del ciclo, considerando dia 1 el dia de comienzo de la regla

(Aghajanova y cols., 2008b; Simdn, 2009; URL2).
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La receptividad endometrial se produce con cada ciclo menstrual,
independientemente de que haya posibilidad de implantacion (figura 2). Dicha
receptividad acontece durante un periodo concreto de tiempo de la fase
secretora que es conocido como ventana de implantacién (WOI) (Wilcox y
cols., 1999). La WOI en humanos se abre entorno al dia 19 y se cierra en el 21

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

En torno al dia 13 del ciclo se produce un pico de la hormona luteinizante
(LH) y 36 horas después ocurre la ovulacion (figura 2). De este modo, se
denomina dia LH 0 al dia que se produce el pico, y siguiendo con esta
nomenclatura, el endometrio pre-receptivo corresponderia al intervalo de LH+1
a LH+5 (dias 14 al 18 del ciclo menstrual); el endometrio receptivo,
correspondiente a la WOI, al intervalo de LH+6 a LH+8 (dias 19 al 21 del ciclo);
y el endometrio post-receptivo al intervalo de LH+9 a LH+13 (dias 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 “transformacion de
la membrana plasmatica” (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 estrégenos propios de la fase proliferativa, la
membrana plasmatica de la célula epitelial desarrolla unas microvellosidades
largas y unas cortas uniones estrechas en la membrana lateral mas apical. En
la fase proliferativa el cinturén de actina es prominente, y los desmosomas son

comparativamente mas numerosos (figura 3).
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Figura 3. Transformacion de la membrana plasmatica del epitelio
endometrial. Diagrama (A, B) y Microscopia Electrénica de Transmision (Transmision
Electron Microscopy, TEM) (C, D, E). Las imagenes A y C representan el epitelio no
receptivo, la imagen D el momento de transicién, mientras que B y E representan el
epitelio receptivo. Parte izquierda: se muestra el esquema de la transformacién de la
membrana plasmatica y del citoesqueleto, de la situacion no receptiva (A) a la receptiva
(B). Parte derecha: observamos el proceso de cambio en la superficie de la membrana
plasmatica, desde la situaciéon no receptiva (C) a la receptiva (E), mostrandose la
transicion (D) (Murphy, 2004). Microvellosidades (mv); uniones estrechas (tj); cinturén

de actina (tw); desmosomas (d).

Durante la fase secretora, la membrana plasmatica pasa de la situacion
no receptiva (figura 3A, figura 3C) a la receptiva (figura 3B, figura 3E). En esta
fase, el cinturén de actina se desorganiza, las microvellosidades desaparecen,
las uniones estrechas se desarrollan y se sellan mas las células, la membrana

lateral y basal se vuelve mas sinuosa, la frecuencia de desmosomas
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disminuye, y los hemidesmosomas de la lamina basal desaparecen. Tras todo
este proceso las células adoptan lo que se denomina el fenotipo receptivo

(figura 3).

Mediante microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron
Microscopy, SEM) se observan unas proyecciones ectoplasmicas denominadas
pinépodos o uterodomos (Martel y cols., 1987; Murphy y Shaw, 1994; Murphy,
1995; Bentin-Ley y cols., 1999; Murphy, 2004) (figura 4).

Figura 4. Proceso de aparicion de los pinépodos. Microscopia electronica de

barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM) del epitelio endometrial. A. LH+2 (fase
pre-receptiva) donde las células ciliadas simples estan separadas por células epiteliales
con superficies lisas y no se observan pindpodos aun. B. LH+5 (fase pre-receptiva
avanzada) momento de transicion donde la superficie endometrial presenta células que
empiezan a desarrollar pinépodos, entre las cuales se intercalan células ciliadas simples.
C. LH+7 (fase receptiva) donde se muestran células con pinépodos desarrollados que
son las células con superficie lisa arrugada (células sefialadas con flecha). Las células
que tienen superficie lisa y no se percibe la rugosidad, es porque sus pinépodos estan

en desarrollo (barra de escala= 40 um) (Bentin-Ley y cols., 1999).

Estas formas redondeadas son microscépicas protuberancias del epitelio
endometrial, como diminutos pomos, rodeadas de liquido rico en sustancias
nutritivas. A pesar de desconocerse la funcion real de los pinépodos, parecen

actuar en la modulacion del ambiente uterino, absorbiendo por endocitosis de

11
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forma activa liquido endometrial del lumen para hacer coalescer las paredes
endometriales. Otra funcion que se les ha asignado, es la de estar relacionados

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

Estas proyecciones ectoplasmicas son estructuras celulares que permiten
el intercambio de fluidos, electrolitos y proteinas de peso molecular bajo. Por
otra parte, también se ha visto que actuan como sistemas de anclaje para el
blastocisto en la fase de aposicion 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 aparicion de pinopodos esta 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
parametros faciles 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 informacion. De este modo se habla de marcadores de
receptividad endometrial morfolégicos cuando es la morfologia la que nos
informa; de marcadores de receptividad moleculares clasicos cuando son las
moléculas de forma aislada las que nos caracterizan el endometrio; y de
marcadores moleculares “6micos” cuando son las moléculas en su conjunto las
que nos permiten caracterizar dicho proceso biolégico (Aghajanova y cols.,
2008b).

12
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1.2.2.1. Marcadores morfolégicos

o Dataje endometrial basado en los cambios ciclicos histolégicos:

criterios de Noyes

Los cambios en la morfologia del tejido endometrial han sido descritos
mediante la observacion por microscopia Optica de cortes histolégicos de
endometrio. Estos cortes histoldégicos se obtienen mediante inclusién en
parafina y tincion con Hematoxilina-Eosina (H&E) del tejido endometrial.
Durante la fase latea del ciclo natural pueden observarse cambios morfolégicos
en el endometrio que, dia a dia, permiten su dataje. Actualmente la anatomia
patolégica rutinaria data el endometrio segun 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 caracteristicas histolégicas
basicas del endometrio: grado de mitosis glandular, pseudoestratificacion de
los nucleos, vacuolas basales, secrecion, edema del estroma, reaccion
pseudodecidual, mitosis del estroma e infiltracién leucocitaria (figura 5) (Noyes
y cols., 1950 y 1975).

La precision del dataje endometrial depende de multiples factores. Estos
factores son el método de determinacion del dia de la ovulacion; el momento
de toma de la biopsia; el estado de la biopsia; las técnicas de fijacion y la

interpretacion del patélogo.

La determinacién del momento exacto de la ovulacién es una tarea
ingrata de la rutina cotidiana, pero es esencial para la interpretacion del dataje

endometrial. La precision del dataje es mayor si se toma como referencia la

13
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determinacion del pico LH, antes que referenciarse con la temperatura corporal
basal o con la menstruacion previa (Noyes y Haman, 1953; Acosta y cols.,
2000).
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Figura 5. Criterios de Noyes. Se muestran las ocho caracteristicas histolégicas
consideradas por Noyes para datar el endometrio (eje de ordenadas). Se puede observar
como los niveles de estas caracteristicas varian a lo largo del ciclo menstrual (eje de
abcisas). PFP: fase proliferativa precoz; PFM: fase proliferativa media; PFT: fase

proliferativa tardia. Figura adaptada a partir de Noyes y cols., 1950 y 1975.

La determinacion mas precisa de la ovulacion se realiza midiendo el pico
de LH en suero. La ovulacion se produce, aproximadamente, 30 horas después

del pico de LH, habiendo un desfase de tiempo entre el pico y el momento
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exacto de la ovulacion (figura 6). No obstante, la ovulacion puede confirmarse
con la ecografia ovarica y también con el aumento de progesterona que se

produce el dia después de ovular.

Fase folicular Fase lutea
Pico LH

I123456789
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ovulacién

Dias

Figura 6. Desfase entre el pico de LH y la ovulacidon. En el eje superior se
muestran los dias de la fase liitea segtn el pico de LH, y en el eje inferior los dias segun
la ovulacién. El dataje endometrial es diferente segin una u otra referencia. La

ovulacion ocurrira entre uno y dos dias después del pico de la LH (Bourgain y cols.,

2009).

El algoritmo mas sencillo es determinar primero si el endometrio es
proliferativo o secretor. Si el endometrio esta en la fase proliferativa muestra
glandulas pequefas, rectas y algunas algo mas tortuosas. El epitelio muestra
mitosis y el acumulo de nucleos le dan un aspecto de pseudoestratificacion.
Las células del estroma también contienen figuras mitéticas y un edema de
magnitud variable segun el momento de la fase proliferativa. Esta fase también
puede ser subdividida en proliferativa precoz, media y tardia. El aspecto
proliferativo permanecera sin alteraciones hasta uno a dos dias después del

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

En cambio, si el endometrio esta en la fase secretora es mas facil de
identificar por la presencia de vacuolas y mitosis epiteliales, asi como la

existencia de edema y de cambios deciduales en el estroma.
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Uno o dos dias después del aumento de progesterona, el endometrio
morfolégicamente entra en la fase secretora temprana (pre-receptiva). Entre la
ovulacion y los cambios secretores tempranos, la morfologia endometrial es
reminiscente de la fase proliferativa tardia. Por lo tanto, un error de dos dias
puede ocurrir en el dataje de biopsias tomadas durante este periodo. La fase
secretora temprana esta 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 disminucion de la actividad mitética. El epitelio ahora
presenta una unica capa de células. El estroma se parece al de la fase
proliferativa tardia. A mitad de la fase secretora (receptiva), que es también la
WOI, la actividad mitética cesa tanto en las glandulas como en el estroma. Las
glandulas son ahora tortuosas y las vacuolas epiteliales desaparecen. El

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

En toda la fase secretora media, el endometrio tendra un aspecto muy
similar y apenas es posible una diferenciacion dia a dia. Al final de la fase
secretora (post-receptiva), la actividad mitoética estromal reaparece en las
células predeciduales. Los cambios deciduales se extienden progresivamente
desde el area perivascular a todo el estroma. Los vasos sanguineos se hacen

mas prominentes, en parte debido a la decidualizaciéon perivascular.

Finalmente, cuando disminuye la progesterona en ausencia del
embarazo, la menstruacion tiene lugar posteriormente a la observacion de

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

A la hora de datar el endometrio basandonos en los criterios de Noyes, el
dataje se debe realizar unicamente sobre un endometrio funcional, sin lesiones,
carente de todos los elementos del estrato basal y del segmento uterino

inferior. Los polipos, endometritis o el tratamiento hormonal hacen imposible
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aplicar correctamente los criterios clasicos de Noyes. Ademas, la estimulacién
ovarica, tan empleada en los tratamientos de reproduccion asistida (TRA),
produce modificaciones en el proceso de maduracidn endometrial si
comparamos estos endometrios con endometrios en ciclo natural. De modo
que, los endometrios de estas pacientes estimuladas dificiimente pueden ser

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

Otra de las limitaciones de este sistema de dataje endometrial es la
subjetividad que supone la observacién 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 precision y relevancia funcional de este sistema, basado
exclusivamente en observaciones histoldgicas interpretadas por uno o varios
patodlogos, ha sido cuestionado tanto en estudios clinicos 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), asi como
recientemente en estudios randomizados (Coutifaris y cols., 2004; Murray y
cols., 2004). Murray en su estudio sobre la precision del dataje histoldgico,
observé que mas de un 20% de las biopsias endometriales en la fase lutea
temprana fueron datadas con una diferencia de al menos dos dias entre los

distintos patologos.

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

en la fase lutea media (Murray y cols., 2004) (figura 7).
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Dia del dataje endometrial segun los criterios de Noyes

Figura 7. Variabilidad dataje histolégico. En el eje de ordenadas se representa
el dia asignado por el patélogo de dataje histologico de acuerdo a los criterios de Noyes
(Noyes y cols., 1950 y 1975). En el de abscisas se indica el dia del ciclo real de la fase
secretora (liitea ovarica) al que pertenece la muestra. Cada una de las tres tendencias
(circulo, cuadrado y triangulo) corresponde a un patdlogo y la comparativa ilustra la
variabilidad del dataje entre ellos (variabilidad interobservador). Se puede apreciar
como el dia asignado por los patdlogos esta retrasado en un dia con respecto al dia del
ciclo real al que pertenece la muestra. Cada una de las tendencias esta confeccionada a
partir de la media resultante de las muestras datadas pertenecientes a un mismo dia del
ciclo. El area sombreada representa la variabilidad intrasujeto calculada mediante la
desviacion tipica de los datajes de muestras en un mismo dia del ciclo. En la fase
secretrora temprana la variabilidad intrasujeto es estrecha, pero observamos la maxima

variabilidad a partir de la fase secretora media y tardia (Murray y cols., 2004).

En este mismo trabajo se demostré que el dataje de la fase lutea es mas
exacto en la primera mitad y al final de ésta, ya que es cuando permite una

valoracién tanto de las caracteristicas celulares glandulares como del estroma.

18



INTRODUCCION O O ©

La precisién es mas baja en las biopsias de la fase secretora media-tardia
(figura 7). Por otra parte, también se demostré que el dataje histolégico no esta

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 evaluacién endometrial en la practica diaria a pesar de las
limitaciones expuestas en la introduccion de la presente tesis doctoral. Estas
variaciones descritas sugieren que los criterios tradicionales no son precisos y
que se requieren nuevas tecnologias para datar e identificar funcionalmente el

endometrio (Achache y Revel, 2006).

e Pinopodos

Se han intentado buscar otros marcadores morfolégicos que permitan
determinar el estado receptivo. Como hemos visto, la aparicion de los
pinépodos coincide con la apertura de la WOI. Por ello, inicialmente fueron
propuestos considerandolos unos marcadores morfolégicos del periodo de

receptividad uterina (Nikas, 1999).

Sin embargo, ademas de tratarse de un método invasivo, hay otros dos
motivos mas que los hacen ser desestimados. En primer lugar, se trata de
estructuras caracteristicas del fenotipo receptivo que se observan mediante
SEM (figura 4) (Bentin-Ley y cols., 1999), no resultando un marcador practico
para uso rutinario, ya que esta técnica de deteccion es de dificultosa

disponibilidad por el manejo complicado y coste econémico elevado.

En segundo lugar, se ha visto que los pindpodos permanecen en el
endometrio post-receptivo no siendo representativos unicamente del estatus de

receptividad (Quinn y cols., 2009).
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o Ecografia

La ecografia constituye un método no invasivo, relativamente barato y
que ademas se hace necesario a la hora de estimar el tamano folicular. De este
modo, mediante este método, la paciente no precisaria de una exploracion

“extra” para determinar la receptividad endometrial.

A lo largo de la historia se han identificado multiples variables para
determinar la receptividad endometrial y se han intentado correlacionar con la
mayor o menor tasa de gestacién en TRA. Estas variables se relacionan con el
espesor y patron ecografico del endometrio, asi como con la perfusion
endometrial estudiada a distintos niveles del arbol vascular: arterias uterinas,
arcuatas, radiales y espirales, zapping endometrial y subendometrial con
Doppler color y power Doppler y, mas recientemente, estudio de la
vascularizacion endometrial en su conjunto mediante ecografia tridimensional

power Doppler (Puente y cols., 2009).

Debido a que el incremento de vascularizaciéon, 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 parametros clasicos prondstico de gestacion en TRA (Dickey
y cols., 1992; Noyes y cols., 1995) han sido contradictorios, este tipo de analisis

no han servido para evaluar la receptividad endometrial.

Por otra parte, algunos autores han encontrado una relacion entre
espesor endometrial y tasa de gestacion en pacientes sometidas a fecundacion
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 asociacién

(Remohi y cols., 1997; Garcia-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 estadistica entre el espesor endometrial y la tasa de
gestacion (Soares y cols., 2005). Debido a la controversia mostrada no se ha
llegado a un acuerdo, no obstante, actualmente se continta trabajando en la

busqueda de factores prondstico mediante la ecografia.

1.2.2.2. Marcadores moleculares clasicos

Con el desarrollo de la Biologia Molecular que ha permitido profundizar en
el nivel de estudio de los procesos biolégicos tanto fisioldgicos como
patoldgicos, se han llevado a cabo estudios con objeto de analizar posibles

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

Existen multitud de publicaciones en las que se documenta la expresion
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 busqueda de marcadores moleculares de

receptividad endometrial.

En la actualidad hay disponibles dos tests moleculares para la dataje
endometrial basados en el analisis de una molécula o un grupo de ellas, como
es el caso del E-tegrity Test que utiliza anticuerpos frente a la integrina 3
(Lessey y cols., 1995) o el EFT Quick Guide que evalua la expresion de ciclinas

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

Sin embargo, estos métodos moleculares no han sustituido al método
histolégico basado en los criterios morfolégicos de Noyes, no siendo utilizados

de forma rutinaria como evaluacién endometrial.
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1.2.2.3. Marcadores moleculares “6micos”

Con la secuenciacién del genoma humano y el desarrollo de nuevas
tecnologias, se han desarrollado lo que se ha denominado ciencias “6micas”
(Quackenbush, 2006b). Esto ha supuesto un cambio drastico en el enfoque de
las investigaciones. Se ha pasado del analisis molécula a molécula a estudiar

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

La Gendmica estudia el conjunto y ordenacion de los genes en el
genoma, mientras que la Gendmica Funcional o Transcriptomica estudia la
expresion de los genes a nivel de ARN mensajero (ARNm). Es decir, estudia la
expresion de aquellos genes que realmente se expresan en el tejido o tipo
celular investigado. El fundamento de la Gendmica Funcional reside en el
hecho de que todas las células poseen la misma informacion genética. Sin
embargo, en funcion del tejido, del tipo celular o del proceso biolégico que se
esté llevando a cabo, la célula utiliza selectivamente ese material hereditario. El
resultado es que hay una expresion génica diferencial si comparamos una

poblacion 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 si (genes on), y otros que
se expresan pero en mayor o menor cantidad en funcién de la situacion. De
este modo, la transcriptomica o estudio del transcriptoma en su conjunto,
proporciona informacién sobre la implicacion de estos genes que se expresan

de forma diferencial en un proceso biolégico concreto o enfermedad.

La Protedmica estudia la coleccion de proteinas y su expresion y la

Metabolémica estudia todos aquellos metabolitos no incluidos en la categoria
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de genes, RNAm o proteinas. Por ultimo, las disciplinas antes citadas se
caracterizan por la ingente cantidad de informacién que producen, por ello, la
Bioinformatica hace que los datos obtenidos por las “-6micas” puedan ser

analizados e interpretados (Quackenbush, 2006b).

1.3. Transcriptémica: Microarrays de expresion

La expresidén génica se empezo 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
proteinas, permitia obtener, secuenciar y cuantificar el ARNm. En la actualidad,
la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR)
(Costa, 2004) es mucho mas precisa y sensible para medir la expresion génica
de un gen o de un conjunto de genes. Sin embargo, estas técnicas son
limitadas para analizar la expresién génica de todo el genoma. La tecnologia
que permite identificar el transcriptoma, o perfil de expresién génica de todo el
conjunto de genes, es la tecnologia de microarrays de expresion génica
(Schena y cols., 1995; Schena, 1996).

Los microarrays son matrices solidas en las que estan impresas miles de
sondas de oligonucledtidos que detectan genes con una secuencia conocida.
Cada sonda contiene una secuencia especifica de sélo un gen, aunque para un
mismo gen suele haber mas 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

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

De esta manera, en solamente un experimento se puede analizar la
expresion de todos los genes contenidos en el genoma mediante la

cuantificacion de su ARNm. Los eventos post-transcripcionales, asi como la
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traslocacion de proteinas no pueden ser evaluados con esta técnica (Mata y
cols., 2005). La tecnologia de microarrays permite el analisis comparativo de
los patrones de expresion génica de cada uno de los genes presentes en las

distintas muestras.

Existe un amplio rango de microarrays de expresién génica caseros y
comercialmente disponibles. También se encuentran disponibles en muchos
formatos distintos (figura 8A, figura 8B) que se dividen principalmente en dos
categorias: microrrays de ADN complementario (ADNc) y microarrays de
oligonucledtidos sintéticos de alta densidad que son los que mas se emplean
en la actualidad (Barrett y Kawasaki, 2003). A partir de este momento se hara

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

Hay disponibles microarrays para un gran nimero de organismos que se
usan como modelo de experimentacién, desde bacterias a humanos, pasando
por algas, levaduras y mamiferos inferiores. El nimero de puntos de un
microarray puede variar desde un conjunto de genes relativos a un proceso
hasta contener todo el genoma completo. El numero de puntos necesarios
depende del numero de genes, del numero de sondas por gen que queramos
analizar, de las réplicas, del numero de controles que incluyamos, asi como si
se pretende identificar los distintos transcritos resultado del splicing alternativo

de un mismo ARNm, etc.

Para la fabricacién del microarray se sintetiza el material genético en
forma de ADNc u oligonucledtidos que se inserta de forma automatizada en
una capa de cristal, nylon o plastico, colocadndose en unas casillas que actuan
a modo de microtubo de ensayo. Los microarrays de oligonucledtidos antes
eran insertados por robots mediante fotolitografia o impresion piezoeléctrica,

actualmente se sintetizan in situ. El proceso de fabricacion esta automatizado y
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normalizado, lo cual permite insertar miles de sondas por cm? y minuto (figura
8A).

Sonda

Figura 8. Microarrays. A) Microarray Affymetrix. Soporte que posee unas
dimensiones de 1,28 cm de lado. En esta figura se observa el formato, asi como la
distribucion de las sondas en el microarray. Un conjunto de sondas con la misma
secuencia se sitia en el mismo punto del soporte. En este caso, las sondas poseen 25
oligonucledtidos de longitud. B) Microarray de Agilent. Soporte con un formato donde
los puntos de sondas se sittian sobre un portaobjetos. C) Imagen resultante de escanear
un microarray de expresion. Se observan, a distintos aumentos, las diferentes
intensidades de fluorescencia de cada uno de los puntos del microarray que representan

la cantidad de expresion de cada uno de los genes (Diaz-Gimeno y Horcajadas, 2009).
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La primera parte del experimento consiste en tener un buen disefo
experimental que nos permita disponer de un numero de muestras apropiado
en distintas condiciones predeterminadas. Una vez que las muestras son
tomadas, se procede a la extraccion del ARN total, donde esta incluido el
ARNm. Este paso es muy importante, ya que gran parte del éxito del analisis va

a depender de la calidad del ARNm.

Una vez purificado, el ARNm es transcrito a ADNc al mismo tiempo que
es marcado con nucleétidos que portan fluorescencia o que estan biotinilados,
segun 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 especifica (so6lo las moléculas que hibridan permaneceran

unidas a su sonda especifica en el microarray).

El revelado se realiza mediante un escaner 6ptico de alta resolucion que
permite leer hasta imagenes de 5 ym. El resultado es una matriz de puntos
que emiten mas o menos fluorescencia en funcién de la cantidad de expresion

del gen (figura 8C).

El estudio de la expresion génica se puede realizar con un marcaje de
dos colores o de sélo un color. El de dos colores consiste en marcar una
poblacion de ARNm con un fluoréforo de color verde (Cy5) y la otra con un
fluoréforo de color rojo (Cy3). Ambas poblaciones se hibridan al mismo tiempo
en soélo un microarray y compiten por los sitios de union. De modo que la
intensidad de fluorescencia de cada spot dependera de la cantidad de

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

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

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

expresion génica diferencial de mas de dos muestras.

1.3.1 Microarrays en investigaciéon

La tecnologia de microarrays ha evolucionado de forma exponencial
desde su invencion hace ya 16 afos (Schena y cols., 1995). Ofrece una nueva
dimensién para el analisis, el diagndstico objetivo y la busqueda de un
tratamiento etioldgico de algunas enfermedades, entre las que han tenido la
prioridad las oncoldgicas y las endocrinolégicas (Quackenbush, 2006b; Medina
y cols., 2007; Nevins y Potti, 2007).

El disefio experimental, la recogida y la seleccibn de muestras son
criticos en esta tecnologia (Churchill, 2002). Los criterios de inclusion de las
pacientes en cada estudio son fundamentales. Ademas, en el caso de los
estudios en endometrio, es necesario asegurarse que dichas pacientes no
sufren ninguna patologia médica o quirdrgica conocida (ej. endometriosis) o
que no estén tomando medicaciones concurrentes (ej. esteroides
contraceptivos, terapia sustitutiva hormonal, antinflamatorios no esteroideos,
etc), que pueden afectar la expresion 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 disefio de un experimento de microarray competente para obtener un
poder estadistico suficiente requiere de un disefio exhaustivo, de

conocimientos y experiencia en esta tecnologia.

Por dltimo, un experimento bien disefiado debe incluir una validacion

independiente (Rockett y cols., 2004) usando otras técnicas para medir la
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expresion tales como la RT-PCR, hibridacion in situ, o inmunohistoquimica. No
obstante, esta necesidad de validacion esta empezando a ser cuestionada,
debido a la evolucion de los analisis bioinformaticos, a la experiencia, al

perfeccionamiento y a la consolidacion de esta tecnologia en los ultimos afos.

Segun la publicacion MAQC (MicroArray Quality Control) (Shi y cols.,
2010a) se muestra la consistencia de estos estudios entre distintas
plataformas, asi 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 utilizacion de los

microarrays en contextos clinicos y normativos.

También es importante tener en cuenta la variacion bioldgica entre las
muestras y las complicaciones inherentes a la técnica (degradacién de ARN,

calidad de marcaje, eficiencia de hibridacion, etc).

e Microarrays personalizados

La tecnologia de microarrays esta en constante perfeccionamiento. A dia
de hoy se pueden disefiar microarrays “a la carta”, que incluyan los genes y
sondas que sean interesantes para estudiar un proceso biolégico determinado
o enfermedad de una manera totalmente personalizada. Este tipo de servicio
nos permite eliminar variables que no sean de interés, asi como abaratar

costes.

Las casas comerciales como Agilent poseen programas informaticos on-

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

sondas como escogiéndolas del catalogo de la casa comercial...etc.

A la hora de disefiar un microarray personalizado hay que tener en cuenta
el proceso biolégico o enfermedad, el criterio de seleccion de genes a emplear,
asi como cuestiones técnicas como son los fendmenos de entrecruzamiento

entre sondas (cross-linking).

En otros trabajos, se utilizan microarrays de genoma completo y luego se
usan programas para analizar la expresion génica de aquellos genes que son
de interes en la investigacion, como es el caso de Khan J y cols. (Khan y cols.,
2001) donde se reduce la dimensionalidad del microarray mediante analisis de

componentes pricipales (PCA).

e Firma transcriptémica

Esta tecnologia, que permite medir el perfil de expresion génica de toda la
poblacion de ARNm, ha originado una concepcion diferente de marcador
molecular. Ahora ya se puede definir el conjunto de genes con sus respectivos

niveles de expresion que caracterizan un proceso biolégico o enfermedad.

Con ello, ha surgido el concepto de firma transcriptomica o de expresién
génica de un proceso o enfermedad. Segun JR. Nevins y A. Potti el concepto
de firma de expresidn génica (gene signature) es una representacion
simplificada del estado biolégico en forma de un patron de expresion de genes

que es unico en esta circunstancia.

La firma transcriptomica representa una oportunidad para reflejar

fenotipos bioldgicos (Nevins y Potti, 2007).
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1.3.2. Herramientas bioinformaticas

e Analisis de datos

Tras el andlisis de microarrays hace falta un analisis computacional
(Quackenbush, 2001). Los resultados obtenidos del estudio de la expresion de
miles de genes simultdneamente generan matrices de datos que requieren de
complejos programas bioinformaticos para ser analizados. Estos programas
procesan de forma estadistica las variabilidades intra- e inter-ensayo para

generar resultados estadisticamente significativos y biolégicamente coherentes.

Los resultados de los analisis de expresidn de microarrays son una
matriz de datos con tantas variables como genes y tantas columnas como
muestras. Los datos brutos que lee el escaner del sistema de deteccidon del
microarray (Axon Genepix 4100A) son transformados de forma matematica
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 interpretacion
de forma bioldgica, se pueden llevar a cabo mediante el desarrollo de sistemas
de analisis. Estos programas informaticos estan disefiados para ayudar al
investigador a interpretar los datos en términos de sus implicaciones biolégicas
mas que como una mera comparacion 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

estandar de utilizacion de la tecnologia de microarrays. Esta propuesta recoge
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seis aspectos de actuacién que son la base para estandarizar los experimentos
de microarrays, con objeto de poder generar bases de datos publicas y

desarrollar herramientas de analisis.

Existen distintos paquetes de programas informaticos ajustados para
procesar los datos de expresion génica, como son el Microarray Software Suite
TM4 (Saeed y cols., 2003 y 2006) o el Gene Expression Profile Analysis Suite
(GEPAS) (URL3). EI GEPAS es uno de los programas mas utilizados y ha sido
disefiado para proporcionar una herramienta on-line que ofrece diversas
opciones de analisis. Permite analizar desde los pasos tempranos de pre-
procesamiento, hasta el paso final de la anotacion funcional del experimento
(usando Gene Ontology, rutas de sefalizaciéon, etc), e incluye diferentes
posibilidades de agrupamiento, seleccién génica, prediccion de clases, etc.
(Montaner y cols., 2006), que han sido actualmente ampliadas y actualizadas
en la nueva version de BABELOMICS (Medina y cols., 2010).

e Predictores

La tecnologia de microarrays puede ser usada para identificar
biomarcadores asociados con procesos biolégicos o enfermedades mediante la
realizacion de analisis de expresién génica diferencial, e incluso para encontrar
patrones de expresion génica que pueden servir para distinguir subclases
como se ha sefialado cen el concepto de firma transcriptomica (Quackenbush,
2006b; Medina y cols., 2007; Nevins y Potti, 2007).

Los predictores son algoritmos matematicos que nos permiten clasificar
categéricamente una muestra en funcién de las multiples variables que se
estan midiendo. Se trata de algoritmos que, segun el principio matematico 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

caracteristicas pero de categoria desconocida.

Los primeros predictores se desarrollaron en los afios 70 y fueron
aplicados en distintos campos como es el reconocimiento de la escritura, la
prediccion del tiempo, el reconocimiento facial, etc. La prediccidon se puede
utilizar para clasificar y predecir clases en muestras desconocidas a partir de
datos de expresion génica de muestras conocidas. Es decir, utilizar esas firmas

transcriptdmicas que caracterizan los procesos para distinguir fenotipos.

La prediccién computacional es el objetivo en muchos de los estudios de
expresion génica. Cada muestra pertenece a una, y sélo a una, de las clases,
pudiendo ser clasificadas en clases discretas o categorias, como son estados
de enfermedades, diferentes tipos de tumores, diferentes estados del
endometrio (Medina y cols., 2007). La prediccién a partir de los datos de
expresion de microarrays ha sido definida y estandarizada en MAQC-II (Shi y
cols., 2010a), donde se ha estipulado qué algoritmos matematicos son los mas

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

El predictor utiliza un conjunto de muestras modélicas denominadas set
de entrenamiento (training set) que son muestras control representativas de la
poblacion a estudiar. De estas muestras se conoce su clase real. El perfil de
expresion génica del set de entrenamiento servira para entrenar a los distintos
predictores a distinguir entre las diferentes clases. El programa predictor
calcula el error con el que cada algoritmo de prediccién clasifica las muestras
del set de entrenamiento. Este error es calculado en funcién de lo que coincide

la prediccion computacional con la clase real conocida. Para ello, se utiliza una
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tactica denominada validaciéon cruzada (crossvalidation), donde se estima la

capacidad del predictor de asignar correctamente la categoria.

1.3.3. Transcriptomica en el endometrio

El nivel de estudio que proporciona la genémica funcional del endometrio
constituye un enfoque mas profundo sobre el conocimiento de la funcion

endometrial, tanto a nivel fisiolégico como patoldgico.

Se ha utilizado esta tecnologia para analizar el transcriptoma del tejido
endometrial a lo largo del ciclo menstrual, con especial atencion en el periodo

de receptividad endometrial (WOI).

El transcriptoma del endometrio en el ratén ha sido analizado en ciclos
naturales (Yoshioka y cols., 2000; Reese y cols., 2001; Tan y cols., 2003) y con
tratamientos para la estimulacion ovarica (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 revision publicada en 2005 (White y cols., 2005) y mas
tarde ampliada (Horcajadas y cols., 2007) sobre los estudios realizados de la

expresion génica del endometrio en humanos.

En el ambito de la medicina reproductiva es de gran interés conocer el
perfil de expresion génica del endometrio humano. Por ello, se han
desarrollado modelos humanos in vitro e in vivo. Se ha estudiado la expresion
génica de las células estromales durante el proceso de decidualizacién

(Popovici y cols., 2000; Brar y cols., 2001; Tierney y cols., 2003), asi como la
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expresion génica que tienen estas células del estroma en respuesta a la
progesterona (Okada y cols., 2003). También ha sido estudiado el patron de
expresion génica diferencial entre los compartimentos epitelial y estromal
durante la fase proliferativa del ciclo menstrual en humanos, utilizando la
técnica de microdiseccion por laser capture (Yanaihara y cols., 2005), asi como

en raton (Niklaus y cols., 2006).

Se han encontrado evidencias moleculares convincentes sobre la
identificacion de perfiles de expresion génica del endometrio humano, no sélo
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
caracterizacion gendmica del endometrio humano a lo largo del ciclo menstrual
usando la tecnologia de microarrays (Ponnampalam y cols., 2004). Este grupo
concluyd que es posible clasificar con exactitud el endometrio humano
mediante su perfil molecular sin tener en cuenta su apariencia morfolégica.
Incluso demostraron que, en algunas muestras, el patrén de expresidon génica
corrige el criterio histopatolégico convencional (Noyes y cols., 1950 y 1975)
sugiriendo su utilizacion como marcador biolégico del endometrio
(Ponnampalam y cols., 2004). Aun mas, establecieron la existencia de grupos
de genes caracteristicos de las diferentes fases del ciclo, destacando el
potencial del perfil de expresion génica para el desarrollo de herramientas

moleculares en la evaluacion del estado endometrial.

Este estudio sobre el perfil de expresién 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 expresion
génica para desarrollar diagndésticos moleculares y poder distinguir entre

endometrios funcionalmente normales y anormales con idéntica morfologia.

o Estudios de genémica funcional en la WOI

¢ Qué diferencias en la expresién génica se producen en el endometrio
para que las células adquieran un fenotipo receptivo?. Esta es una cuestion
vital para el proceso de la receptividad endometrial que ha sido estudiada
mediante esta tecnologia. 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 analisis
gendémico funcional durante la WOI en la especie humana, que utilizan
microarrays de expresion 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 dias de la fase
receptiva entre LH+8 y LH+10, describiendo mas 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 expresion (Carson
y cols., 2002). Asimismo, Borthwick y cols., mediante la utilizacién de un
microarray de mas de 60.000 oligonucleotidos, describen 149 transcritos,
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 compard los
perfiles de expresion génica del endometrio pre-receptivo (dia LH+2) frente al
receptivo (LH+7) de la misma mujer fértil (n=5), en el mismo ciclo menstrual
(Riesewijk y cols., 2003). Una revisidon mas detallada de estos estudios puede
ser encontrada en Horcajadas y cols. (Horcajadas y cols., 2004). Por ultimo, el
trabajo de Mirkin y cols., comparé gendémicamente la fase secretora temprana
frente a la tardia, utilizando el mismo microarray de Affymetrix y llegando a

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

Aunque sélo 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 articulos. Algunas de ellas
son moléculas y proteinas previamente identificadas en el endometrio con o sin
una funcion descrita. Genes implicados en el metabolismo lipidico
(apolipoproteina D), respuesta inmune (decay accelerating factor for
complement, serin o cistein-proteasas, interleucina (IL) -15), regulacion del
ciclo celular (growth arrest and DNA-damage-inducible, alfa), unidon a iones
(anexina 1IV) 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 mas relevantes que otras en el desarrollo de la receptividad
endometrial, hay un pequeno cluster de 25 genes que son esenciales en la
regulacién 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 si misma (Aghajanova y cols., 2008a).
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1.4. Contexto cientifico actual

La aplicacion de los avances tecnoldgicos y mejora del conocimiento en
otras areas de la medicina reproductiva contrasta con la ausencia de grandes
desarrollos en referencia al endometrio humano. En la actualidad, se siguen
utilizando criterios diagndsticos exclusivamente morfolégicos para el dataje
endometrial definidos hace mas de 60 afos (Noyes y cols., 1950 y 1975).
También desconocemos la etiologia de la endometriosis que fue descubierta
hace 150 afios (Von Rokitansky, 1860).

El carcinoma endometrial se ha convertido en el mas comun de los
canceres del aparato genital femenino en Europa y EE.UU (Evans, 1995) y es
el cuarto en incidencia en la mujer después del cancer de mama, pulmoén y
colon. Ademas, solamente del 20-30% de los embriones transferidos al Utero
en TRA consigue implantarse, y aunque en un buen numero de casos el
problema radica en el propio embrién, en otros, la causa es la infertilidad
femenina debida a fallo de implantacién, 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 nimero

de embriones transferidos y lograr la transferencia de un Unico embrion.

Por todo este contexto mencionado, se hace necesario cada vez mas, la
identificacion de factores prondsticos tanto de origen embrionario como de

origen endometrial (Puente y cols., 2009).

De este modo, la utilizacién de las nuevas tecnologias existentes puede
dar nuevas posibilidades para mejorar la capacidad diagnostica y terapéutica

de los marcadores prondsticos de receptividad uterina.
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Los distintos trabajos realizados del transcriptoma endometrial no han
encontrando un consenso unanime entre ellos, lo cual puede ser debido a que
tanto el disefo experimental, como la recoleccion de muestras, asi como la
seleccion 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
transcriptémica de dicho proceso y obtener un método objetivo para la

evaluacion de la receptividad uterina.

Por lo tanto, se considera necesario tener disponible un microarray
personalizado que englobe una seleccion de genes que sean especificos del
endometrio, tanto como definir un perfil de expresion 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 bioinformaticas capaces de
clasificar y predecir clases fenotipicas a partir de los microrrays de expresion,
permiten el contexto cientifico y tecnolégico idéneo para realizar el trabajo de

investigacion de la presente tesis doctoral.
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“La verdad en ciencia puede ser definida como
la hipotesis de trabajo que mejor se ajusta
para abrir el camino

a la siguiente mejor ajustada”

Konrad Lorenz

Hipotesis

39



Desarrollo de una Herramienta Molecular Diagnéstica de la Receptividad Endometrial

40



HIPOTESIS O O ©

2. HIPOTESIS

El transcriptoma es una propiedad inherente a cada tejido en un proceso
biolégico concreto que puede ser caracterizado y utilizado como biomarcador
molecular. El patron de expresion génica del tejido endometrial relacionado con
la adquisicién de un fenotipo receptivo puede ser caracterizado y utilizado para
crear una herramienta efectiva para diagnosticar el estado de receptividad

endometrial de forma obijetiva.
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“Cuanto mds grande es el reto, mds glorioso es el triunfo”

El circo de las mariposas. Joshua Weigel

Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos generales

Caracterizar y definir la firma transcriptomica de la receptividad

endometrial humana (Endometrial Receptivity Signature, ERS).

Crear una herramienta diagnéstica molecular de la receptividad

endometrial, basada en el transcriptoma de los genes relacionados con

dicho proceso, para trasladar a la clinica.

3.2. Objetivos especificos

a)

f)

Identificar los genes que estén implicados en el proceso de la
receptividad endometrial.

Disefiar un microarray especifico de receptividad endometrial con
dichos genes (Endometrial Receptivity Array, ERA).

Analizar los genes y el patron de expresion del ERA durante la WOI,
mas especificamente, y en las otras fases del ciclo menstrual, para
poder caracterizar a nivel bioldgico la ERS.

Desarrollar un predictor basado en el transcriptoma ERA que permita
evaluar de forma cuantitativa y objetiva el estado receptivo
endometrial in vivo.

Generar una herramienta diagnostica molecular basada en el ERA y
el predictor que contenga todos los pasos necesarios para realizar la
evaluacién de la receptividad endometrial.

Comparar el dataje histolégico basado en los criterios de Noyes con el
método de prediccion de la herramienta molecular diagnédstica de la

receptividad endometrial.
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“No hay viento favorable para el que no sabe donde va”

Séneca

Diseno

Experimental
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4. DISENO EXPERIMENTAL

Se seleccionaron los genes relativos al proceso de la receptividad
endometrial a partir del estudio de expresion 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

disefid un microarray personalizado al que se denominé ERA.

El transcriptoma ERA se analizé 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 prediccion capaz de datar y evaluar el endometrio
receptivo a partir del perfil de transcripcion del microarray personalizado creado
(figura 9).

En tercer lugar, se analizé el transcriptoma ERA en un conjunto de
muestras endometriales diagnosticadas como fallo de implantaciéon (FI) (figura
9). Estas muestras se utilizaron como control de Fl y, junto con las muestras
control receptivas normales, se gener6é un segundo modelo de prediccion que
fuera capaz de distinguir entre receptivas normales y muestras tomadas en

fase receptiva pero con problemas de implantacion.

Una vez establecidos ambos modelos de prediccién y comprobada su
capacidad predictiva, se generd la herramienta molecular diagndstica de la
receptividad endometrial. Esta herramienta funciona mediante un programa
informatico que es capaz de realizar todo el proceso de analisis desde la matriz
de datos bruta del ERA, hasta el diagndstico de receptividad mediante el

sistema de prediccion establecido (figura 9).
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Posteriormente, otro conjunto de muestras nuevo se analizé con objeto
de testar en la poblacién de pacientes el diagndstico 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 implementdé en la herramienta molecular de
receptividad endometrial dando un diagndstico transcriptémico de dataje
(endometrio receptivo o no receptivo) y otro de normalidad o patologia (figura
9).

SELECCION DE GENES CONTROL NORMALES CONTROL FI POBLACION DE PACIENTES

Transcriptoma T [E :
genoma Transcriptoma ERA Transcriptoma ERA Transcriptoma ERA
Expresion génica diferencial ERS Modelo de prediccion Modelo de prediccion He"a':;_ie"‘% ":P'ecmar
. . lagnostica
‘ e el de receptividad
endometrial
Genes receptividad endometrial

‘ Pr%j?_ptor : Diagnstico A

"Qcak | If\__l
' Endometrio i
: Herramienta molecular Endometrio

+ diagnéstica receptivo o receptivo

ERA
de receptividad “
i endometrial
: ERA )

Receptividad Receptividad
normal Fl

Figura 9. Diagrama de flujo del procedimiento experimental. El color de

fondo indica cada una de las fases en el proceso experimental. Con fondo azul celeste
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(izquierda) se incluyen los pasos seguidos para la obtencion del microarray
personalizado ERA. Con fondo rosa (parte central) se muestra el procedimiento seguido
para obtener la ERS y el predictor. Por ultimo, con fondo morado (derecha) se
esquematiza el procedimiento seguido para el diagnostico, empleando la herramienta
molecular diagndstica de receptividad endometrial obtenida gracias a las fases previas.
En la parte superior de cada una de las fases se representa la imagen de un endometrio
a lo largo del ciclo menstrual. El sombreado azul mas oscuro del endometrio sefiala la
fase secretora; y la pequefa franja sombreada previa muestra el momento de la
ovulacion. Las elipses indican el momento del ciclo en el que las biopsias fueron
tomadas: la elipse de color rojo la fase proliferativa endometrial; la elipse amarilla la
fase secretora temprana (pre-receptiva); la elipse de color verde la fase secretora media
(receptiva) y la elipse marrén la fase secretora tardia (post-receptiva). FI: Fallo de

Implantacion.
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“El fin no justifica los medios”

Material y

Métodos
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Muestras bioldgicas y criterios de inclusion

El material de estudio empleado fue un total de 150 biopsias
endometriales de mujeres diferentes (muestras independientes), en distintos
dias 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 caucasica, con un indice de masa
corporal normal (IMC) de entre 19-25 kg/m? y con criterios de inclusion

afnadidos en funcion del objeto de cada parte del estudio (figura 9).

¢ Muestras para la selecciéon de genes

Este set de muestras control sirvi6 para seleccionar los genes
relacionados con el proceso de la receptividad endometrial para disefar el
ERA.

Se consideré como grupo control a mujeres de raza caucasica, sanas y
fértiles con edad comprendida entre 23 y 39 afos y ciclos menstruales
regulares. Se asumié como fertilidad probada el haber tenido embarazos

previamente.
Se calculé el pico de LH en orina y se tomaron muestras en dia 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 dias (n=20).
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Siguiendo los criterios de Noyes (Noyes y cols., 1950 y 1975), se realizé
el dataje histolégico de forma ciega y por dos patélogos distintos. Sélo fueron
incluidas las muestras cuyo diagnodstico de dataje era coincidente entre los dos

patologos y, a su vez, con la determinacién del dia del ciclo segun la LH.

Posteriormente, a estas muestras incluidas se les realizé el analisis de

expresion génica de todo el genoma.

¢ Muestras control normales para analizar con el ERA

Se consideré como grupo control a mujeres de raza caucasica, donantes,
sanas y fértiles (haber tenido embarazos) con edad comprendida entre 19 y 40

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

grupo.

La LH fue medida en sangre tomandose muestras en fase receptiva (R),
dia LH+7(n=39), en fase pre-receptiva (PR), dias LH+1-LH+4 (n=14), y en fase
post-receptiva (PS), dias LH+11-LH+13 (n=12). Las muestras previas al pico de
LH fueron tomadas en fase proliferativa (PF), dia 8-12 (n=14), cuyo dia del ciclo

se determind segun la referencia al primer dia de regla y con control ecografico.

e Muestras control con fallo de implantaciéon (R-Fl) para analizar con
el ERA.

Se consideré a mujeres de raza caucasica con edades comprendidas
entre 30 y 42 afios, a las que se les diagnosticd Fl por haberse realizado al
menos 3 FIV y/o ICSI fallidos, es decir, sin implantacién y con embriones

normales (programa de donacién de 6vulos o évulos propios pero que con la
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técnica de hibridacioén in situ fluorescente (FISH) mas del 50% de embriones

sean normales).

Se tomaron 11 biopsias endometriales en ciclo natural en LH+7 (fase
receptiva) de mujeres con Fl (R-Fl), y el pico de LH se determiné en orina. A
todas las muestras control (PF, PR, R, PS y R-Fl), se les realiz6 el analisis
transcriptdmico con el ERA, y fueron etiquetadas segun la tanda experimental,
con el fin de poder detectar que no hubiera efectos en los resultados debidos al

orden en que se realizo el andlisis experimental (batch effect).

o Muestras de la poblacion de pacientes para testar con la

herramienta molecular de receptividad endometrial

Las muestras bioldgicas procedian de mujeres que acudian a la clinica
para realizarse un TRA, con edades comprendidas entre 23 y 43 anos. 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
biolégicas también se les realizd el analisis transcriptdmico con el ERA v,
posteriormente, fueron testadas por la herramienta molecular de receptividad

endometrial.

Consentimiento informado

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

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

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

A partir del dia 10 del ciclo menstrual se realizé el control ecografico. Con
foliculos de 16 mm se inici6 la determinacién de LH en suero o en orina diaria.
Se asumié un pico de LH segun los valores que se obtuvieron durante las
distintas determinaciones y se considero el dia del pico como dia 0. A partir de
entonces se tomo la biopsia, X dias después, siendo considerado ese dia como
LH+X.

Para la medicion de la LH urinaria se empled un kit comercial predictor de
la ovulacién (Donacheck ovulacién, Novalab Ibérica, S.A.L, Coslada, Madrid,
Espafa), y para la mediciéon de la LH sérica se utilizé otro kit comercial (LH

reactiva abbot laboratorios axsym system).

5.2. Obtencion y procesado de las muestras bioldgicas

5.2.1. Obtencion 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 extraccion del ARN total para el analisis
de microarrays. A las biopsias endometriales a las que se les iba a realizar el
analisis histologico, antes de ser congeladas, se les tomé 1/3 de la biopsia con

este fin.
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5.2.2. Extraccion del ARN total y medicién de su calidad

La extraccion 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 concentracién de ARN total se
midié por espectrofotometria (aproximadamente de 1-2 ug 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
concentracion de ARN entre 50-500 ng y fue analizada en el bioanalizador
A2100 (Agilent Technologies, Germany). Sélo las muestras con un RIN mayor
de 7 (RNA Integrity Number. nUmero que valora la integridad del ARN) fueron

validas para analizar su transcriptoma.

5.2.3. Etiquetado de la muestra e hibridaciéon del microarray

e Microarray de genoma completo

Las muestras utilizadas para realizar la seleccién de genes (vid. MM 5.1),
fueron hibridadas en un microarray de expresién 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.

e Microarray ERA

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

poblacion de pacientes para testar (vid. MM 5.1) fueron hibridadas con el ERA.
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La preparacion de la muestra y la hibridacion con el microarray fue
realizada segun el protocolo de un color de Agilent (figura 10). EI ADNc de
simple cadena fue transcrito a partir de 1 ug del ARN total. Para ello se utilizd
como cebador el promotor T7-Oligo (dT). Las muestras fueron transcritas in
vitro y al mismo tiempo etiquetadas con el fluoréforo Cy3 (Quick-AMP labeling

kit (Agilent technologies, Madrid, Spain).

El ARN transcrito a partir del ADNc se denomina ARNc (ARN
complementario). La sintesis genera entre 10 y 15 yg de ARNc. Seguidamente,
se realizdé una ronda de limpieza con el kit de QIAGEN (QIAGEN, Barcelona,
Spain), y el ARNc se fragmentd 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 pg) fueron hibridadas con el
microarray por incubaciéon a 65°C durante 17h con rotacion 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 escaner Axon 4100A (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA), y los datos fueron extraidos con el software
GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Unicamente se incluyeron aquellas muestras que incorporaron el

fluoréforo con una actividad mayor de 9.
Realizar el protocolo de un color implica que se hibridé cada muestra en

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

microarrays (dos portaobjetos de ocho muestras cada uno).
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ARN total de la muestra
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Figura 10. Esquema del protocolo de microarrays de un color. Tras obtener la

poblacién del ARN total de la muestra, se retrotranscribe s6lo el ARNm por accién de la

MMLV-RT, el cual junto con el cebador oligo dt y el promotor T7 se une a la cola poli A.

El resultado es el ADNc de simple cadena, el cual se replica generdandose la otra cadena

por la accion MMLV-RT y el promotor anti-sentido. La ARN pol del fago T7 utiliza su

promotor para transcribir el ADNc de doble cadena en ARNc, es durante este proceso

de transcripcion cuando se incorporan los nucledtidos marcados con Cy3. El ARNc

marcado se purifica y se hibrida con el microarray.
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5.2.4. Procesado y dataje endometrial por histologia

Las muestras para la seleccion de genes y un subconjunto de las
muestras control normales fueron procesadas por histologia. Aproximadamente
1/3 de la biopsia endometrial fue destinada para el estudio de anatomia
patoldgica (100-200 mg de tejido). La muestra fue fijada en formol al 4% (p/v),
incluida en parafina y tefiida con H&E para su posterior dataje. El dataje segun
Noyes y cols. (Noyes y cols., 1950 y 1975) fue realizado de forma ciega por dos

patdlogos distintos.

Todas las muestras empleadas para seleccionar los genes relacionados
con la receptividad endometrial tenian un dataje endometrial coincidente entre
los dos patélogos y con respecto a la LH. El dataje de las muestras control (PF,
PR, Ry PS) sirvid para comparar el método histolégico clasico con el modelo
de dataje endometrial de prediccidn computacional que incluia la herramienta

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

5.3. Seleccion de genes

Se eligid un método y se establecié 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.

e Criterio estadistico

La seleccidon de genes fue realizada basandonos en las diferencias del
perfil de expresion 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

62



MATERIAL Y METODOS O O ©

muestras se obtuvo a partir de un microarray de expresion de oligos de
genoma completo de mas de 22.000 genes, el microarray Affymetrix HG-
U133A chip (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA).

Se realizé un T-Test entre el transcriptoma del grupo de muestras pre-
receptivo vs. receptivo. Los genes que mostraron diferencias de expresion
significativas en estas dos situaciones, con un False Discovery Rate (FDR)
<0,05 y con un Fold Change (FC) >3, fueron seleccionados. El tamano
muestral empleado (vid. MM 5.1) fue considerado en el analisis estadistico, ya

que el FDR calcula el p-valor en funciéon del numero de muestras.

El andlisis estadistico fue realizado por distintos programas
bioinformaticos: el T-Rex de la plataforma GEPAS, el SAM (Significance
Analysis of Microarrays) y el packaged multtest de Bioconductor. Se realizé un
diagrama de Venn utilizando la aplicacion VENNY (Oliveros, 2007 URL4) con
los grupos de genes obtenidos con cada programa estadistico, con objeto de

seleccionar aquellos genes consenso.

e Anadlisis funcional

Con la finalidad de estudiar el gene ontology (GO) de los genes
seleccionados para ser incluidos en el ERA, se analizé la relevancia biolégica
de la seleccion estadistica. Para ello, se estudié qué términos estaban
representados de forma significativa mas de lo que cabria esperar con respecto
al conjunto de todos los genes del genoma humano. Para tal efecto, se utilizd
la herramienta bioinformatica FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics
Suite version 3.5 (Al-Shahrour y cols., 2005). Se seleccioné un analisis no
inclusivo donde se estudiaron todos los términos del GO de los procesos

bioldgicos (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 numero 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.

Ademas de estudiar el GO, también se analizé si habia alguna ruta de
sefalizacién representada de forma significativa (KEGG pathways), o alguna
interaccion entre las proteinas codificadas por el transcriptoma del ERA

(interpro Swissprot).

5.4. Diseino del microarray de receptividad endometrial (Endometrial

Receptivity Array, ERA)

El microarray fue disefiado y elegido con el soporte de la tecnologia de
Agilent (Agilent technologies, Madrid, Espafia) a partir del programa earray 4.5
(URLS). EI ERA es un microarray de expresion de sondas de oligonucleotidos
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); asi como puntos de controles internos

propios de Agilent y un conjunto de sondas para normalizar.

Las sondas fueron disefiadas y testadas por la tecnologia de Agilent. De
su catalogo de genes de genoma humano unicamente 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, evitdndose asi problemas de entrecruzamiento.
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5.5. Preprocesado y normalizacién

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

ERA, fueron preprocesados y normalizados del mismo modo.

El preprocesado se realiz6é con preprocessCore 1.2.1 y consistio 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 normalizacién entre los microarrays fue
realizada utilizando el método de los cuantiles, implementado con Bioconductor

(URLS) limma packaged version 2.14.7, en R software versiéon 2.7.1 (URL7).

Para la normalizacién del ERA se utilizaron todos los puntos del
microarray, tanto los de control interno y de normalizacién que incluia el disefio
del microarray personalizado, asi como el resto de puntos. Se analiz6 la
distribucion de la expresiéon de todos los puntos dentro de cada microarray
(muestra). Se obtuvo la distribucion de intensidades representando la
intensidad en el eje de las abscisas y el numero de puntos en el eje de
ordenadas, de manera que se visualizaba la distribucion de qué cantidad de

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

A partir de cada distribucion, se confeccioné el diagrama de cajas para
cada muestra, de modo que estas distribuciones fueron comparadas entre las
distintas muestras del ERA, comprobandose que los diferentes microarrays a
normalizar seguian una distribucion parecida y por tanto era adecuado aplicar

el método de los cuantiles.

Aquellas muestras que no dieron senal o en su distribucién se vid que las
intensidades no se ajustaban a lo esperado en una hibridacién correcta, fueron

eliminadas.
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Posteriormente, se calculé la media de las ocho réplicas de la misma
sonda vy, luego, se realizé la media de las sondas pertenecientes a un mismo
gen, obteniendo asi, una matriz de datos con tantas columnas como muestras,
y tantas filas como genes. Posteriormente, se aplicé una transformaciéon a
escala logaritmica (log2), originandose una matriz final lista para ser utilizada

en los sucesivos estudios.

5.6. Validacioén de la técnica de microarrays

e Validacion del microarray de genoma completo por RT-PCR y

mediante inmunohistoquimica

La validacion mediante RT-PCR fue realizada para cuatro genes
seleccionados: el gen que codifica para la proteina de unién 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 expresién relativa de cada gen en el endometrio fueron

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

La inmunohistoquimica fue realizada para tres genes distintos y a
diferentes dias del ciclo menstrual en ciclo natural: IGFBP-7, growth arrest and
DNAdamage inducible gene-45, y la glicodelina (PAEP). Datos de la validacion

publicados en Horcajadas y cols., 2008.
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e Validacion del ERA mediante RT-PCR

Se validé la expresion 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 tenia la seguridad
de que los primers disefados amplificaban bien en la RT-PCR. Estos genes
fueron: GPX3, FXYD2 (FXYD containing ion transport requlator 2, transcript
variant a), SPP1 (phosfoprotein secreted 1 o Osteopontina), MT1G
(Metalotionin 1G). Como gen housekeeping de control interno para normalizar

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

La expresién 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 mas
detallada, estaban constituidas por: muestras PF en dia 8 n=2, en dia 9 n=2, en
dia 10 n=2, en dia 11 n=1y en dia 14 n=1; muestras PR en dia 16 (LH+2) n=5
y muestras R en dia 21(LH+7) n=16. Se realiz6 la media de |la expresion génica

para muestras pertenecientes a un mismo dia.

Los valores de expresion 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 expresion de
las muestras pertenecientes a un mismo dia del ciclo menstrual frente a la
media de las muestras en estado receptivo. Los primers (tabla 1) se disefiaron
utilizando el programa GeneFisher (URL8) (forma forward y reverse) y luego
fueron lanzados mediante la aplicacién del BLAST para detectar homologias 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

Tabla 1. Primers. La secuencia forward y la secuencia reverse de cada uno de los
primers utilizados en la RT-PCR para cuantificar la expresion de los cuatro genes
elegidos.

5.7. Comportamiento de los genes del ERA en el ciclo menstrual

Con objeto de caracterizar los genes seleccionados, se estudié los
diferentes patrones de comportamiento de la expresion de los genes del ERA a
lo largo del ciclo menstrual. Para ello, se utilizé la herramienta maSigPro 1.12.0
(Conesa y cols., 2006) de la plataforma GEPAS (Vaquerizas y cols., 2005). Los
parametros escogidos fueron: el nimero de grupos en los que estudiar las
tendencias comunes de comportamiento de los genes, eligiendo un numero de
nueve grupos, que incluyeron los nueve comportamientos mas caracteristicos
en los que se podia caracterizar a los genes del ERA; un p-valor para la

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

Las variables utilizadas fueron la expresion de los genes y el dia del ciclo
menstrual. Las muestras fueron etiquetadas atendiendo a un dia del ciclo
menstrual perteneciente a la fase en las que habian 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 expresion 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 analisis del comportamiento de los grupos obtenidos se
realizd un analisis funcional de aquellos que se consideraron relevantes. El
analisis fue llevado a cabo con los mismos parametros que el analisis funcional
de los genes del ERA (vid. MM 5.3). Del mismo modo, se utilizé la herramienta
bioinformatica FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics Suite version
3.2 (Al-Shahrour y cols., 2005). Se selecciond un analisis no inclusivo donde se
estudiaron todos los términos del GO de los procesos biologicos (BP), de las
funciones moleculares, (MF), y de los componentes celulares (CC) entre los
niveles del GO del 3-12 que poseyeran un numero 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.

Ademas de estudiar el GO, también se comprobd si habia alguna ruta de
sefalizacion representada de forma significativa (KEGG pathways) o alguna
interaccion entre las proteinas codificadas por el transcriptoma del ERA

(interpro Swissprot).

5.8. Estudios de expresién génica diferencial

Con el fin de analizar los genes diferencialmente expresados solo en fase
receptiva, se calcul6 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. PRy R vs. PS. Al mismo
tiempo, se confeccioné un diagrama de Venn con la aplicacion VENNY
(Oliveros, 2007 URL4) entre todos los grupos de genes diferencialmente
expresados en cada comparacion en primera instancia y, posteriormente entre
estos mismos genes con respecto del total de genes del ERA. Esto ultimo se

realizd para confirmar que todos los genes del ERA estaban expresados
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diferencialmente. Este analisis se completd con un ANOVA entre todos los

grupos controles sanos (PF, PR, Ry PS).

Otro analisis de expresion 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 expresién génica dentro del grupo

control R-FI.

Para los analisis de expresion génica diferencial, se utilizé la herramienta
de expresion 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 transcriptomica de receptividad endometrial

(Endometrial Receptivity Signature, ERS)

Para la obtencién de la firma transcriptomica de la receptividad
endometrial se seleccionaron aquellos genes especificos de la fase receptiva
del ciclo menstrual. Para ello, se utilizd el estudio de expresion génica
diferencial de la expresion 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 comparaciéon (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.
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Con el objetivo de caracterizar la ERS se realizé el analisis funcional de
los genes que contenia la firma frente al resto del genoma. Para ello, se utilizd
la misma herramienta y parametros que en el resto de estudios funcionales:
FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics Suite version 3.2 (Al-
Shahrour y cols., 2005). Se seleccioné un analisis 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 numero 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 analisis 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 teniamos un tamano muestral adecuado, segun la variabilidad
biolégica subyacente, y para saber si se tenia un set de entrenamiento

representativo para generar el predictor.

Ademas, estos analisis 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 clasificacion patolégica (vid. MM 5.1). Los métodos exploratorios

empleados fueron el andlisis jerarquico de agrupamiento y el PCA.
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¢ Analisis de agrupamiento

El agrupamiento jerarquico en funcion de los genes del ERA se realizd
para ver como se agrupaban las muestras control normal, por una parte, y por
otra, las muestras R-Fl junto a las R. El método de agrupamiento empleado fue
el de UPGMA con el coeficiente de correlacion de Pearson como funcién de la

distancia entre las muestras.

e PCA

Como segundo método exploratorio se realizaron distintos PCA para ver
como se agrupaban las muestras en el espacio en funciéon de la expresion de
los genes del ERA. Los distintos PCA implementados fueron: uno con la
expresion del ERA de todas las muestras control normal, otro con todas estas
muestras mas las control R-FI, otro sélo con las control R y las R-FI; y por
ultimo, un PCA sdélo 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
funcion del transcriptoma ERA se utilizaron distintos algoritmos matematicos. El
objetivo era elegir el mejor método para distinguir clases dentro de la

variabilidad biolégica subyacente.

Los predictores se implementaron con Weka 3.7.0. y se entrenaron con
aquellos algoritmos que estaban mas aceptados por la comunidad cientifica
(MAQC-II) como los que mejor clasifican los resultados multivariantes de

analisis de microarrays (Shi y cols., 2010a).
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Se utilizé el método support vector machine (SVM) (Vapnik, 1999) con la
funcién 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 clasificacion se realizé diez veces una validacion
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 precision (ACC), el area bajo la curva ROC (AUC),
el error medio cuadratico (RMSE) y el Matthews correlation coefficient (MCC)
fueron calculados y comparados entre los predictores, con objeto de evaluar la
eficiencia de la prediccion. La matriz de confusion y los términos de

especificidad y sensibilidad fueron también comparados entre predictores.

Con estos parametros se generaron dos modelos de prediccion

distintos:

o 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, Ry PS que se describen en el
punto MM 5.1. Se consideré6 como resultado positivo el estado receptivo

normal.

¢ El modelo de clasificacion patolégica

Su finalidad fue la de distinguir las muestras receptivas normales de las
receptivas con problemas de Fl por causa endometrial. Las muestras control

que se utilizaron para generar el modelo de clasificacién fueron el conjunto de
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muestras R-FI (n=11) y el de muestras R (n=39), estas ultimas también
utilizadas para entrenar el modelo de dataje endometrial. Se consideré como

resultado positivo el estado receptivo con Fl.

Ambos modelos de clasificacion se entrenaron con el valor de expresion
de los genes incluidos en el ERA. También se entrenaron sélo con el valor de
expresion 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 diagnéstica de Ila receptividad

endometrial

A partir de los datos de expresion del ERA y de los modelos de prediccion
escogidos se disend el procedimiento de la herramienta molecular diagndstica
de la receptividad endometrial. Dicha herramienta esta en uso clinico
actualmente y esta constituida por el ERA y por el predictor. Para su funcion
como diagndstico clinico se emplea un programa informatico que es capaz de
datar el endometrio en fase receptiva, y de detectar si existe alguna alteracion

en el perfil de expresion normal de receptividad.

Este programa contiene todo el proceso, desde el preprocesado y
normalizacién de los datos de expresion del ERA, hasta el diagndstico final,
tras aplicar los distintos modelos de prediccion establecidos con la presente
tesis doctoral. La normalizaciéon se realiza siguiendo el procedimiento definido
(vid. MM 5.5) y en funcién del conjunto de muestras control (set de

entrenamiento) con el que se ha construido el predictor (vid. MM 5.1y 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 distribucion que las muestras con las
que se ha definido la clasificacion. Para tal funcion se utilizaron los paquetes de
Bioconductor, limma y preproccesCore y para la implementacion de los

algoritmos de prediccidén se utilizé weka v3.7.0.

El diagnostico de cada algoritmo es calculado con un valor de confianza
que estima con qué probabilidad se da la prediccién. Ademas, el programa
contiene la posibilidad de re-entrenar los modelos de prediccion con muestras
nuevas. Asi como generar nuevos modelos de prediccion si aparecieran

nuevos perfiles de expresion asociados a un fenotipo que distinguiera clases.

5.13. Diagnéstico de la herramienta molecular en la poblacién de

pacientes

Una vez generada la herramienta molecular diagnéstica de la receptividad
endometrial, se analizé el transcriptoma ERA de 40 biopsias endometriales en
fase receptiva (LH+7) de mujeres que acudian a la clinica para someterse a un
TRA (vid. MM 5.1). Esto se realizd con objeto de testar a la poblacién de

pacientes.

Las matrices de datos resultantes del analisis ERA de estas muestras se
lanzarén con el programa predictor de la herramienta molecular obteniendo un

diagnostico de receptividad y patologia.

5.14. Comparativa dataje histologico vs. dataje predictivo

Con el objetivo de comparar el predictor del nuevo método diagndstico,

generado en la presente tesis doctoral, con el clasico método de dataje de
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Noyes (Noyes y cols., 1950 y 1975) se utilizé 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 preparacion de
cortes histoldgicos (vid. MM 5.2.4) y analizadas segun los criterios de Noyes
(Noyes y cols., 1950 y 1975) por dos patdlogos diferentes en las distintas fases
del ciclo menstrual y de forma ciega. A su vez, estas mismas 49 muestras
fueron datadas de forma ciega segun el modelo de prediccion de dataje
endometrial que mejores resultados de prediccion obtuvo. Se fijé como medida
de referencia el pico de LH, y el dia del ciclo menstrual a partir del primer dia

de regla para las mujeres en fase proliferativa.

Asumimos que, en los controles, el ciclo menstrual y con ello el estado del
endometrio, esta acoplado al ovarico, ya que son mujeres sanas, de fertilidad

probada y con ciclos menstruales regulares.

Para comparar ambos métodos se establecidé un criterio de
correspondencia del dataje que permitiera evaluar la variable categérica (fase
del ciclo menstrual) de una manera objetiva y por igual. Se etiqueté como
endometrio proliferativo a aquellas muestras datadas del dia 8 a 14, como
endometrio pre-receptivo a aquellas entre el dia 15 al dia 18 inclusive, como
endometrio receptivo a aquellas del dia 19 al dia 23, incluyendo las etiquetadas
como dia 19-20 y dia 23-24, y como endometrio post-receptivas a aquellas

entre el dia 25 al 27, incluyendo las datadas como dia 24-25.

La concordancia de métodos de dataje (predictor y anatomia patoldgica)

en relacién con el pico de LH y entre patdlogos fue analizado estadisticamente
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por el analisis del indice de concordancia Kappa ponderado por pesos

cuadraticos (Domenech, 2006), usando el paquete estadistico SPSS.

Los valores del indice 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 realiz6 una comparacién de los tres datajes
(patdlogo 1, patdlogo 2 y predictor) en cada fase del ciclo menstrual, midiendo

el % de los aciertos y de fallos.
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“Lo importante en ciencia no es tanto obtener nuevos hechos
como descubrir nuevas formas de pensar sobre ellos”

William Lawrence Bragg

RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1. Seleccion de genes

e Criterio estadistico

Tras realizar un analisis de expresion 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 expresion entre estas dos situaciones con un FDR<0,05 y un
FC>3. El andlisis estadistico fue realizado por distintos programas
bioinformaticos: el T-Rex de la plataforma GEPAS, el SAM, y el packaged
multtest. El numero de genes que finalmente contuvo el ERA fue el resultado
de la seleccion obtenida mediante la union de conjuntos entre GEPAS y SAM
(GEPAS U SAM) con la interseccion, del conjunto resultante de dicha union,
con el multtest (~ multtest). Se realizé como se esquematiza en el diagrama de
Venn (figura 11). Tras el proceso de seleccidon se encontraron 238 genes

diferencialmente expresados (143 incrementados y 95 disminuidos) (tabla 2).

(GEPAS U SAM) N multtest Figura 11. Seleccion de genes. Diagrama de
Venn resultado de la unién de genes entre la
seleccion resultante de utilizar GEPAS (T-Rex)
y SAM (suman un total de 292 genes), con la
interseccion con multtest (contiene una
seleccion de 255 genes). El resultado fue los 238

genes que incluye el ERA.
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Simbolo
del gen

GPX3*
PAEP

COMP*
SLC1A1

LIF
TCN1*
CXCL14
C4BPA
TSPANS8*
LAMB3
MAOA

SOD2

GADDA45A
MUC16
THBD
NNMT
DPP4
SCGB2A2
S100P*
SNX10
CP
G0S2
C4.42
ANG
ABCC3
XCL1
ADRA2A
EFNA1*
KLRC1
TAGLN
SLC15A1
IGFBP1
PTGER2
THBS2
HPSE*

SERPING1

CFD
CRISP3
C140rf161
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Nombre del gen

Glutathione peroxidase 3 (plasma).

Progestagen-associated endometrial protein (placental protein 14,
pregnancy-associated endometrial alpha-2-globulin, alpha uterine protein)
(PAEP), transcript variant 2.

Cartilage oligomeric matrix protein.

Solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate transporter,
system Xag), member 1.

Leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor).

Transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family).
Chemokine (C-X-C motif) ligand 14.

Complement component 4 binding protein, alpha.

Tetraspanin 8.

Laminin, beta 3, transcript variant 2.

Monoamine oxidase A, nuclear gene encoding mitochondrial protein.
Superoxide dismutase 2, mitochondrial, nuclear gene encoding mitochondrial
protein, transcript variant 2.

Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha.

Mucin 16, cell surface associated.
Thrombomodulin.
Nicotinamide N-methyltransferase.

Dipeptidylpeptidase 4 (CD26, adenosine deaminase complexing protein 2).

Secretoglobin, family 2A, member 2.

S100 calcium binding protein P.

Sorting nexin 10.

Ceruloplasmin (ferroxidase).

Putative lymphocyte GO/G1 switch gene.

GPI-anchored metastasis-associated protein homolog.
Angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5.

ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3.
Chemokine (C motif) ligand 1.

Adrenergic, alpha-2A-, receptor.

Ephrin-A1, transcript variant 1.

killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1, transcript variant 2.
Transgelin.

Solute carrier family 15 (oligopeptide transporter), member 1.
Insulin-like growth factor binding protein 1.

Prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa.
Thrombospondin 2.

Heparanase.

Serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1, (angioedema,
hereditary), transcript variant 1.

D component of complement (adipsin) (DF).
Cysteine-rich secretory protein 3.
Chromosome 14 open reading frame 161.

FC
35,49

31,43

30,95
17,57

15,03
14,76
14,02
13,14
12,90
11,32

9,39

9,06

8,25
8,01
7,84
7,74
7,72
7,43
6,95
6,56
6,34
6,20
6,03
5,98
5,98
5,80
5,78
5,77
5,75
5,71
5,59
5,35
5,18
5,17
5,17

5,16

5,13
5,09
5,07
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Tabla 2. Genes que componen el ERA.

“ (]
Sd'::';‘;::’ Nombre del gen FC sorr:das

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 &
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 &
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 Il, 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 Se(_:ret_ed phosphoprotein 1 (osteopontin, bone sialoprotein |, early T-lymphocyte 415 2
— activation 1). ’
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
C100rf10 Chromosome 10 open reading frame 10. 3,98 &
SLC38A1 Solute carrier family 38, member 1. 3,97 2
FLJ20152 Hypothetical protein FLJ20152, transcript variant 1. 3,94 2
STAR ﬁ;irsé?i%?igﬁaiﬁté regulator, nuclear gene encoding mitochondrial protein, 3.93 5
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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Simbolo

del gen
NP
DEPDC6
RARRES3
XCL2
MT2A

TIMP3

RRAS
CLDN10
AGR2
PROM!1
COTL1
ACTA2
ID4*
FAMS9A
GAS1
FGB
LMCD1
SYNE2

TRA@

MRPS2
KCNK7
KRT7*
GDF15
MFAP5*
IGF2*
MT1G
VCAM1
CLDN4
PTPRR*
SCYE1
DDX52
HAL
LEPREL1
ADAMTS1
TH
PROS1
EMCN
FOSL2
PSMB10

84

Nombre del gen

Nucleoside phosphorylase.

DEP domain containing 6.

Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3.
Chemokine (C motif) ligand 2.

Metallothionein 2A.

Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsby fundus dystrophy,
pseudoinflammatory).

Related RAS viral (r-ras) oncogene homolog.
Claudin 10, transcript variant 1.

Anterior gradient 2 homolog (Xenopus laevis).
Prominin 1.

Coactosin-like 1 (Dictyostelium).

Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta.

Inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein.
Family with sequence similarity 59, member A.
Growth arrest-specific 1.

Fibrinogen beta chain.

LIM and cysteine-rich domains 1.

Spectrin repeat containing, nuclear envelope 2, transcript variant 5.

T cell receptor alpha locus, mMRNA (cDNA clone MGC:70922 IMAGE:5228329),
complete cds.

Mitochondrial ribosomal protein S2, nuclear gene encoding mitochondrial protein.
Potassium channel, subfamily K, member 7, transcript variant C.

Keratin 7.

Growth differentiation factor 15.

Microfibrillar associated protein 5.

Insulin-like growth factor 2 (somatomedin A), transcript variant 1.

Metallothionein 1G.

Vascular cell adhesion molecule 1, transcript variant 1.

Claudin 4.

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, R, transcript variant 1.

Small inducible cytokine subfamily E, member 1 (endothelial monocyte-activating).
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 52, transcript variant 2.

Histidine ammonia-lyase.

Leprecan-like 1.

A disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type
1 motif, 1.

Tyrosine hydroxylase (TH), transcript variant 3.

Homo sapiens protein S (alpha).

Homo sapiens endomucin.

FOS-like antigen 2.

Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10.

FC

3,85
3,80
3,79
3,73
3,72

3,71

3,70
3,68
3,67
3,65
3,58
3,58
3,56
3,54
3,53
3,53
3,53
3,52

3,52

3,49
3,49
3,48
3,47
3,42
3,41
3,41
3,41
3,41
3,40
3,40
3,38
3,37
3,33

3,32

3,31
3,28
3,27
3,26
3,22
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Tabla 2. Genes que componen el ERA.

“ (]
Sd'::';‘;::’ Nombre del gen FC sorr:das
ACADSB Qr?g:)gi2:%%?;;%?%%%%;2?%’ short/branched chain (ACADSB), nuclear gene 3.22 3
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 &
CD7 CD7 antigen (p41). 3,15 3
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta. 3,14 2
LRFN4 Leucine rich repeat and fibronectin type Ill 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 5
ENPEP Glutamyl aminopeptidase (aminopeptidase A). 3,05 2
CESH1 garboxylesterase 1 (monocyte/macrophage serine esterase 1), transcript variant 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. 302 5
[AF216184] ’

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 Il, DO beta. -11,06 5
ATP6VOE2 ATPase, H+ transporting VO 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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Simbolo

del gen
LRP4
SLC16A6
GPR64
RANBP17*
EDN3
C100rf3
CENPE
KIAA0888*
COL16A1*

GALNT12*

ANK3
CAPN6*
HPGD
SLC7A1
MMP26*
LRRC17*
KCNG1
CYP2J2
MFAP2
ALPL
CDC20
GREM2
SOX17*
TACC3
HEY2*
PAQR4*
MGC11242*
HSD11B2
KIF11
NRG2*
OLFM1
COBL
TOP2A
KNTC2
KIAA0802*

SERPINA5*

DLG7
ASPM
SPDEF
KMO

86

Nombre del gen

Low density lipoprotein receptor-related protein 4.

Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 6.
G protein-coupled receptor 64.

RAN binding protein 17.

Endothelin 3, transcript variant 3.

Chromosome 10 open reading frame 3.

Centromere protein E, 312kDa.

KIAAO0888 protein.

Collagen, type XVI, alpha 1.
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 12 (GalNAc-T12).

Ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G), transcript variant 1.

Calpain 6 (CAPNG).

Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD).

Solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 1.
matriz metallopeptidase 26.

Leucine rich repeat containing 17, transcript variant 2.
Potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 1, transcript variant 1.
Cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2.
Microfibrillar-associated protein 2, transcript variant 1.

Alkaline phosphatase, liver/bone/kidney.

CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae).

Gremlin 2 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis).
SRY (sex determining region Y)-box 17.

Transforming, acidic coiled-coil containing protein 3.
Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2.

Progestin and adipoQ receptor family member IV.

Hypothetical protein MGC11242.

Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2.

kinesin family member 11.

Neuregulin 2, transcript variant 5.

Olfactomedin 1, transcript variant 3.

Cordon-bleu homolog (mouse).

Topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa.

kinetochore associated 2.

KIAA0802 protein.
Serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member

Discs, large homolog 7 (Drosophila).

Asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila).
SAM pointed domain containing ets transcription factor.
kynurenine 3-monooxygenase (kynurenine 3-hydroxylase).

FC

-5,87
-5,61
-5,52
-5,50
-5,30
-5,24
-5,20
-5,17
-4,89
-4,85

-4,79
-4,76
4,72
4,72
-4,66
4,64
4,63
-4,54
-4,48
-4.44
-4,39
-4,30
4,24
-4,08
-4,07
-4,06
-4,03
-4,03
-4,01
-4,00
-3,99
-3,99
-3,98
-3,88
-3,85
-3,84

-3,84
-3,79
-3,78
-3,78
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Tabla 2. Genes que componen el ERA.

Simbolo
del gen

CREB3LA1
ATP1B1
PECI*
IDH1
CBR3
C11orf8*
CKB

ADAMTS8

BIRC3*
DFNB31
KHDRBS3

GALNT4*

TMEPAI
KIF4A
KCNJ2
BARD1*
MAP2K6
OFD1
PLA1A
RAD54B
PBK
NDRG2*
ECM1
PRC1
MSX1
CCNB2
LRRC1
SORD*
EPHB3
TMSL8
RASSF2*
TTC21B
OPRK1
TMEM16A*
CRABP2*
FLJ10719
PRKCQ
CDC2
BUB1B
STEAP4*

Nombre del gen

cAMP responsive element binding protein 3-like 1.

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide.
Peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase, transcript variant 2.
Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble.

Carbonyl reductase 3.

Chromosome 11 open reading frame 8.

Creatine kinase, brain.

A disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type

1 motif, 8.
Baculoviral IAP repeat-containing 3 (BIRC3), transcript variant 1.

Deafness, autosomal recessive 31.

KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3.
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 4 (GalNAc-T4).

Transmembrane, prostate androgen induced RNA, transcript variant 1.

kinesin family member 4A.

Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2.
BRCA1 associated RING domain 1.

Mitogen-activated protein kinase kinase 6, transcript variant 1.
Oral-facial-digital syndrome 1.

Phospholipase A1 member A.

RAD54 homolog B (S. cerevisiae), transcript variant 1.

PDZ binding kinase.

NDRG family member 2, transcript variant 1.

Extracellular matrix protein 1, transcript variant 2.

Protein regulator of cytokinesis 1 (PRC1), transcript variant 1.

Msh homeo box homolog 1 (Drosophila).

Cyclin B2.

Leucine rich repeat containing 1.

Sorbitol dehydrogenase.

EPH receptor B3.

Thymosin-like 8.

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2, transcript variant 1.
mRNA for KIAA1992 protein. [AB082523]

Opioid receptor, kappa 1.

Transmembrane protein 162

Cellular retinoic acid binding protein 2.

Hypothetical protein FLJ10719.

Protein kinase C, theta.

Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M, transcript variant 1.
BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast).
STEAP family member 4.

FC

-3,77
-3,73
-3,71
-3,68
-3,66
-3,65
-3,61

-3,59

-3,58
-3,54
-3,51

-3,50

-3,50
-3,50
347
347
-3,45
3,44
3,42
-3,42
-3,42
-3,40
-3,34
-3,29
-3,26
3,23
3,23
-3,21
-3,20
-3,20
-3,19
3,17
3,17
3,13
-3,10
-3,10
-3,08
-3,06
-3,05
-3,04
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Simbolo n°
S e Nombre del gen FC sondas
HEY1 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1. -3,03 5

Tabla 2. Genes que componen el ERA. Se muestran los 238 genes
seleccionados. Se indican el simbolo y el nombre del gen, la tasa de cambio (Fold
Change, FC) segtin la matriz de datos original (transcriptoma de genoma completo) de
las muestras para la seleccion de genes, asi como el numero de sondas presentes
pertenecientes a cada gen (anexo II). Los genes validados por RT-PCR aparecen en
subrayado. En negrita se marcan los genes comunes a los 25 genes incluidos como
biomarcadores de receptividad endometrial, segin el estudio comparativo de
Horcajadas y cols., en el 2007 . Los genes que forman parte de la firma transcriptomica

de receptividad endometrial estan indicados con un asterisco.

e Criterio funcional

Con la finalidad de estudiar el GO de los genes seleccionados para ser
incluidos en el ERA, se analiz6 la relevancia biolégica de la seleccion
estadistica. Para ello, se estudié qué términos estaban representados de forma
significativa mas de lo que cabria esperar con respecto al conjunto de todos los
genes del genoma humano. Los términos mas representados de forma
significativa (p-valor<0,05) en la seleccion de genes del ERA (tabla 3), incluian
en el BP los procesos relativos al sistema inmune como la respuesta al estrés,
la respuesta defensiva, la respuesta inmune humoral e innata asi como la
respuesta a heridas. Otros BP significativos fueron la circulacion, la respuesta a
estimulos externos, el ciclo celular, y la adhesién celular. En la seccién de MF,
tres términos estaban mas representados: la actividad oxido reductasa,
carbohidratos de unién y receptores de union. En la seccién relativa a CC, el
huso mitético y mas concretamente los microtubulos del huso mitético estaban

mas representados de lo que cabria esperar.
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Términos mas Nivel 9, Simbolo del gen P-valor

representados GO genes perteneciente al término ajustado

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

Respuesta inmune

(GO 0006955) BP3 14,94

4,14E-04

Mecanismos de
defensa BP3 10,34
(G0:0006952)

C3 AOX1 CRISP3 C4BPA HPSE SCYE1 CXCL14
GNLY CXCL13 IL15 CD7 BCL6 SERPING1 CLU
OFD1 DEFB1 PENK CFD

9,76E-03

Respuesta a
estimulos
externos
(G0:0009605)

C4BPA HPSE FGB XCL2 SCYE1 CXCL14 THBD
BP3 10,34 XCL1 CXCL13 BCL6 SERPING1 CLU PPARGC1A  9,76E-03
DEFB1 CFD C3 PROS1 AOX1

HRASLS3 RASSF2 MAP2K6 RAD54B CCNB2
GAS1 PBK BARD1 GO0S2 HPGD KIF11 PRC1
ASPM GADDA45A IGF2 RPRM DLG7 CORO1A
BUB1B CDC2 CDC20

Ciclo celular

(GO:0007049) BP3 12,07

3,59E-02

POSTN ID4 EVC OLFM1 SPP1 EDN3 LAMB3 TH

Estructura CRABP2 NR4A2 NDRG2 DUOX1 EDNRB ALPL
anatémica del EFNA1 IGFBP1 CDA TAGLN LIF HAND2
desarrollo BP3 241 ADAMTS1 PRKCQ CTNNA2 ENPEP cxcLi3 +92E-02
(GO:0048856) DKK1 LRP4 ANG HEY2 IER3 IL15 EMCN BCL6

CSRP2 HEY1 COBL COMP IGF2 MSX1

8
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Términos mas Nivel ¢, Simbolo del gen P-valor

representados GO genes perteneciente al término ajustado

OPRK1 SLC1A1 HSD11B2 NR4A2 GDF15 EFNA1
XCL2 SCYE1 LIF CXCL14 XCL1 ENPEP CXCL13
NRG2 MAOA TRH IL15 GABARAPL1 DLG7 EDN3
TH PENK

Seializacion
célula a célula BP4 13,25
(GO:0007267)

7,06E-03

Respuesta inmune
innata BP4 4,22 SERPING1 CLU DEFB1 CFD C3 CRISP3 C4BPA 7,90E-03
(G0:0045087)

Ciclo celular
mitético BP4 6,63 DLG7 CORO1A BUB1B CDC2 CDC20 CCNB2 2,99E-02
(G0:0000278) GAS1 PBK KIF11 PRC1 ASPM

Respuesta a
heridas BP4 8,43 C4BPA HPSE FGB SCYE1 CXCL14 THBD CXCL13  3,17E-02
(GO:0009611) BCL6 SERPING1 CLU CFD C3 PROS1 AOX1

CBR3 SORD SOD2 IDH1 MAOA KMO CYP2J2

LGRS e ACADSB INDO HSD11B2 LEPREL1 LAMB3 AOX1

reductasa MF3 1810 111 cYBRD1 GPX3 HPGD DHRS3 CYP3A5 cp 449E-02
(GO:0016491)
DUOX1

Carbohidratosde . g4s ADAMTST EMCN FAM59A THBD GALNTI2 , . .
o SERPINA5 HABP2 KLRC1 THBS2 ANG POSTN
Recentores de FGB EFNA1 XCL2 SCYE1 IGF2 ANG CXCL14 LIF

cep TRH C3 ADAMTS1 EDN3 SPP1 PPARGCIA
unién MF4 16,91 1,52E-02
T XCL1GABARAPL1 GDF15 CXCL13 GREM2 NRG2

' PENK GAST DKK1

Huso acromatico 1, 3443 cDPC2 CDC20 KIF11 PRC1 KIF4A DLG7 BUB1B 9,47E-05

(G0:0005819)

Microtubulos del
huso acromatico CC11 30,77 CDC2 KIF11 PRC1 KIF4A 7,29E-04
(GO:0005876)
Tabla 3. Analisis Gene Ontology (GO) de los genes del ERA. Se indican los
términos mas representados de lo que cabria esperar con respecto a su representacion

en el genoma completo; nivel del GO; porcentaje de genes del ERA presentes en cada

término; simbolos de los genes; p-valor de la representacion.
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Ademas de estudiar el GO también se comprobé si habia alguna ruta de
sefalizacion representada de forma significativa (KEEG pathways), o alguna
interaccion entre las proteinas codificadas por el transcriptoma ERA (interpro

Swissprot) no observandose nada significativo.

6.2. Diseino del ERA

El ERA fue testado y disenado con el soporte de la tecnologia Agilent. Es
un microarray de expresion de oligonucledétidos 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), asi 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 vacios. Las
569 sondas que representan los 238 genes en el microarray se adjuntan en el

anexo |l.

6.3. Validacién de la técnica de microarrays

El preprocesamiento de los microarrays ya constituyé una validacion del
correcto funcionamiento de la técnica. Se analiz6 la intensidad media de los
puntos dentro de un mismo microarray (muestra) y se obtuvo la distribucién. En
la distribucion de intensidades se visualizé qué cantidad de puntos tenian
intensidades altas, qué cantidad medias y qué cantidad bajas. Debido a que el

ERA posee un % de puntos vacios, 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 representacion del
diagrama de cajas se comprobd que en todas las muestras, a excepcién de
tres que fueron eliminadas del estudio, las intensidades se distribuian de la
forma esperada (figura 12). Todo este andlisis fue indicativo de que la técnica
se habia producido correctamente.
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7,500

Intensidad

5000
i1 ER
‘ '
I

-2500 -

i { TSR ol i

Microarrays (muestras)

Figura 12. Distribucion en cajas de las intensidades del microarray ERA
preprocesado. Se representa en el eje de ordenadas la distribucién de intensidad y en el
eje de las abscisas se sitian cada una de las muestras (microarrays ERA). La caja
representa qué cantidad de puntos tienen mas intensidad. El circulo rojo indica las tres

muestras que fueron eliminadas del estudio por no poseer practicamente sefial.

e Validacion del ERA mediante RT-PCR

La expresién del ERA quedd validada al comparar la expresion obtenida
mediante RT-PCR en un subconjunto de 29 muestras control normales (vid.
MM 5.1) para las que también se habia 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 mas detallada, estaban
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constituidas por: muestras PF en dia 8 n=2, en dia 9 n=2, en dia 10 n=2, en dia
11 n=1 y en dia 14 n=1; muestras PR en dia 16 (LH+2) n=5 y muestras R en
dia 21(LH+7) n=16. Se realizé la media de la expresién génica para muestras

pertenecientes a un mismo dia.

La expresion 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 expresion en fase receptiva con respecto a la fase
proliferativa y pre-receptiva en ambas técnicas. De este modo, quedaron asi

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 estudié si existian
grupos de genes con un mismo patron de comportamiento en su expresion a lo
largo del ciclo menstrual (figura 14). Se emplearon los datos de expresién 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 expresién de los genes
ERA y el dia del ciclo menstrual. EI endometrio proliferativo fue etiquetado
como 7, el endometrio pre-receptivo como 15, el endometrio receptivo como 21

y el endometrio post-receptivo como 25.

¢ 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 disminuian su expresion de la fase
proliferativa a la fase pre-receptiva, donde mostraban su menor expresion, para

luego aumentarla hacia la fase receptiva.
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Figura 13. Validacion del ERA mediante RT-PCR. Diagrama de barras que

representa la tasa de cambio (Fold Change (FC)) (eje ordenadas) de la expresion de los

cuatro genes seleccionados (GPX3, FXYD2, SPP1 y MT1G) en distintos dias del ciclo

menstrual, con respecto a la fase receptiva (LH+7). En el eje de abcisas se muestra la tasa

de cambio de los datos de expresion del ERA (verde) y de los datos obtenidos para las

mismas muestras y genes en la RT-PCR (morado). De izquierda a derecha, LH+7/LH+2,

LH+7/D8, LH+7/D9, LH+7/D10, LH+7/D11 y LH+7/D14. D: dia del ciclo menstrual (D8,

D9, D10, D11 y D14 (fase proliferativa); LH+7: siete dias después del pico de la hormona

luteinizante (fase receptiva); LH+2: dos dias después del pico de la hormona

luteinizante (fase pre-receptiva); /: division.
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Figura 14. Comportamiento de los genes del ERA a lo largo del ciclo

receptiva.

menstrual. El eje de las ordenadas representa el valor medio de la expresién de los
genes que forman un grupo con el mismo comportamiento de expresion. En el eje de las
abcisas, tenemos cada una de las fases: el dia 7 como representativo de la fase
proliferativa, el dia 15 representando la expresion de los genes en fase pre-receptiva, el

dia 21 a la expresion en fase receptiva y el dia 25 la expresion de los genes en fase post-
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En los grupos 1, 4, y 6 aumentaba la expresion hasta hacerla maxima en
la fase post-receptiva. Mientras que en los grupo 8 y 9 se recuperaban los
niveles de expresion iniciales de la fase proliferativa. La segunda tendencia
general detectada fue la de los grupos 2, 3 y 5 que disminuian su expresion en
la fase receptiva, siendo minima en la fase post-receptiva. Por ultimo, la
tendencia del grupo 7, formado por genes que tienen su maxima expresion en

fase receptiva, disminuia su expresion en la fase post-receptiva.

De forma mas especifica, el grupo 2 y el 5 poseian 23 y 18 genes
respectivamente que tenian su maxima expresion en fase pre-receptiva (figura
14). El grupo 4 y el 6 estaban formados por 9 y 13 genes respectivamente con

su minima expresion en fase pre-receptiva.

Destacaron los genes del grupo 7 y los del grupo 3 por contener genes
con maxima y minima expresion en fase receptiva que es la que mas
interesaba por el objetivo que se perseguia. El grupo 7 estaba formado por 34
genes con su maxima expresion en fase receptiva disminuyendo esta en la
fase post-receptiva. Mientras que el grupo 3 estaba constituido por 47 genes
con una expresion muy baja en receptividad que se mantenia en la fase post-

receptiva.

¢ Anadlisis funcional de los grupos relevantes

También se realizé un analisis funcional de aquellos grupos que se
consideraron relevantes por estar mas relacionados con la receptividad
endometrial. El analisis fue llevado a cabo con los mismos parametros que el
analisis funcional de los genes del ERA (vid. MM 5.3) mediante la herramienta
bioinformatica FatiGO (Al-Shahrour y cols., 2004) de Babelomics Suite versién

3.2 (Al-Shahrour y cols., 2005) en cuyo analisis 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 numero 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 mas representativos de la receptividad
endometrial: el grupo 7, con 34 genes que poseian su maxima expresién en
receptividad con respecto al resto del ciclo menstrual, y el grupo 3, con 47
genes que poseian su menor expresion en receptividad y se mantenian con

una expresién baja en la fase post-receptiva.

El analisis funcional del grupo 7, como genes mas expresados en
receptividad, y del grupo 3, como genes menos expresados en receptividad,
con respecto al patron de comportmiento que mostraban en las distintas fases
del ciclo, reveld diversas funciones representadas de forma significativa (p-

valor<0,05) (tabla 4 y 5 respectivamente).

Debido al escaso numero de genes y al estado de la anotacion de las
bases de datos, el analisis funcional del grupo 7 no produjo unos resultados
interpretables estadisticamente (tabla 4). De modo que no se encontraron
términos significativos en BP, aunque si que se detectaron algunas MF

representadas mas de lo que cabria esperar de forma significativa.

Las MF estuvieron relacionadas con union a iones cobre y union a iones
cadmio, asi como con los receptores de unién. También un CC quedé mas
representado de lo que cabria 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, asi como con los BP de microtubulos asociados del huso
mitético y la organizacion y biogénesis del citoesqueleto (tabla 5). La MF mas
representada de lo que cabria esperar fue la actividad motora de los
microtubulos, y los CC fueron los microtubulos, el citoesqueleto y los complejos

asociados a microtubulos.

Términos mas Nivel % Simbolo del gen P-valor

representados GO perteneciente al término ajustado

Unién a iones de
cobre MF 16,0 ANG MT1H CP MT1G 5,15E-03
(G0:0005507)

Receptores de
unién MF 32,0
(G0:0005102)

EFNA1 ANG CXCL14 SPP1

GABARAPL1 GDF15 CXCL13 DKK1 il etz

Unién a iones de
Cadmio MF 8,0 MT1G MT1H 3,65E-02
(G0:0046870)

Espacio
extracelular CC 36,8
(G0O:0005615)

ANG C4BPA GDF15 CXCL14 SPP1 CP

CXCL13 AR

Tabla 4. Analisis Gene Ontology (GO) de los genes del patron de
comportamiento del grupo 7. Se indican los términos mas representados de lo que
cabria esperar con respecto a su representacion en el genoma completo; nivel del GO;
porcentaje de genes del grupo 7 presentes en cada término; simbolos de los genes; p-

valor de la representacion.

Ademas de estudiar el GO de los grupos 7 y 3, también se analiz6 si
habia alguna ruta de sefalizacion representada de forma significativa (KEEG
pathways) o alguna interaccién entre las proteinas codificadas por el

transcriptoma ERA (interpro Swissprot), no observandose nada significativo.
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Términos mas Nivel % Simbolo del gen P-valor
representados GO genes perteneciente al término ajustado
Ciclo celular mitético Bp 2707 DLG7BUB1BCDC2 CDC20 CCNB2 PBK KIF11 8,60E-6

(GO:0000278) PRC1 ASPM

Divisién celular BP 21,21 PRC1 ASPM BUB1B CDC2 CDC20 CCNB2 KIF11 3,49E-4
GO0:0051301

Procesos basados en
microtdbulos BP 18,18 KIF20A CENPE KIF11 PRC1 KIF4A BUB1B 1,92E-3

(GO:0007017)

Organizacion y

biogénesis del BP 2121 KIF20A CENPE KIF11 PRC1 KIF4A TMSL8
citoesqueleto ’ BUB1B

(GO:0007010)

1,90E-2

Regulacién y progresion a
través del ciclo celular BP 21,21
(G0:0000074)

DLG7 BUB1B CDC2 CDC20 RASSF2 CCNB2

BARD1 2,71E-2

Regulacion de la mitosis ~ pp 9,1  DLG7 BUB1B CDC2 3,10E-2
(GO:0007088)

Actividad motora
microtubulos MF 12,9 KIF11 KIF20A KIF4A CENPE 3,24E-2
(G0:0003777)
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Términos mas . Simbolo del gen P-valor

ve - P o .
representados perteneciente al término ajustado

Huso acromatico GO 28  CDC2 CDC20 KIF11 PRC1 KIF4A DLG7 BUB1B 2,56E-7

(GO:0005819)

Microtubulos del CENPE KIF11 PRC1 KIF20A KIF4A DLG7 CCNB2
citoesqueleto ccC 40 BUB1B CDC2 CDC20 8,84E-6
(GO:0015630)

Tabla 5. Analisis Gene Ontology (GO) de los genes del patron de
comportamiento del grupo 3. Se indican los términos mas representados de lo que
cabria esperar con respecto a su representacion en el genoma completo; nivel del GO;
porcentaje de genes del grupo 3 presentes en cada término; simbolos de los genes; p-

valor de la representacion.

6.5. Definiendo la ERS

e Criterio

Para la obtencion de la ERS se seleccionaron aquellos genes
diferencialmente expresados especificos de la fase receptiva del ciclo
menstrual (LH+7). Con este fin, se utilizd el estudio de expresidn génica
diferencial de la expresion 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 comparacion R vs. PF, se obtuvieron 176 genes diferencialmente
expresados (92 aumentados y 84 disminuidos). De la comparacion R vs. PR,
resultaron 200 genes (110 al alza y 90 a la baja) y de la tercera comparacién R
vs. PS se obtuvieron 94 genes (56 genes aumentados y 38 disminuidos) (figura
15). Las muestras PR fueron las que mas se distinguian de las R, seguidas por

las PF. Las que mas se parecian a las R fueron las PS.
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Figura 15. Firma transcriptomica de la receptividad endometrial (ERS).
Transcriptoma del ERA de las muestras en fase proliferativa (PF); transcriptoma del
ERA de las muestras en fase pre-receptiva (PR); transcriptoma del ERA de las muestras
en fase receptiva (R); transcriptoma del ERA de las muestras en fase post-receptiva (PS).
Tras realizar los estudios de expresion génica diferencial de la comparaciéon R vs. PF, R
vs. PR y de R vs. PS se indica el niimero de genes diferencialmente expresados al alza
(flecha roja con punta hacia arriba) y los diferencialmente expresados a la baja (flecha
azul con punta hacia abajo), asi como el heatmap de genes diferencialmente expresados
para cada comparacion. En el heatmap el eje de ordenadas corresponde a cada uno de

los genes diferencialmente expresados ordenados de mayor a menor por el valor del
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estadistico; el eje de abcisas representa cada una de las muestras. Los cuadrados rojos
indican la expresion mayor para el gen y los cuadrados azules la expresion menor. Del
diagrama de Venn de los grupos de genes diferencialmente expresados obtenidos se
generd el conjunto intersecciéon comun a todas las comparaciones (triangulo invertido
naranja). 56 genes resultaron expresados diferencialmente en fase receptiva con

respecto a todo el resto del ciclo menstrual y constituyen la ERS.

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 interseccion del diagrama de Venn entre todos los grupos
de genes diferencialmente expresados en cada comparacion (figura 15). Estos
genes estan etiquetados en la tabla 2 con un asterisco en la columna del

simbolo del gen y son los que se han definido como la ERS.

e Anadlisis funcional

Se realizo el analisis funcional de la ERS, comparandola con el resto del
genoma, utilizando la misma herramienta y parametros que en el resto de
estudios funcionales, pero no se encontré ningun término significativo por
debajo de 0,05.

e Genes del ERA expresados diferencialmente

Con los genes diferencialmente expresados de las comparaciones R vs.
P, R vs. PRy R vs. PS, también se realiz6 un diagrama de Venn con cada
grupo y los genes que incluia el ERA (figura 16). Se comprobd que
practicamente 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 excepcion de: C3, CES1, CRISP3, EMCN,
FGB, GZMA, KIAA0888, LRFN4, PROS1y TRA@.

R_vs_PR R_vs PS

Figura 16. Genes diferencialmente expresados. Diagrama de Venn en el que se
representan el grupo de genes del ERA y los tres grupos de genes diferencialmente
expresados resultantes de los estudios de expresion génica diferencial entre las
muestras receptivas (R) vs. proliferativas (PF), entre las R vs. las pre-receptivas (PR), y

entre las R vs. las post-receptivas (PS).

También se realiz6 un ANOVA entre los cuatro grupos (PF, PR, Ry PS)
para la expresion de genes del ERA que mostré que todos los genes tenian
una expresion génica diferencial significativa, a excepcién de un conjunto de

genes (tabla 6).
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Simbolo Estadistico p-valor

del gen 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

Tabla 6. Genes no expresados diferencialmente tras el ANOVA. La tabla
muestra los genes no expresados diferencialmente de forma significativa tras realizar
un ANOVA entre la expresion del ERA de los cuatro grupos (PF, PR, R y PS). En
negrita se distinguen aquellos genes que son comunes con respecto a los genes que no

muestran diferencias tras el analisis de expresion génica diferencial (figura 16).

6.6. Analisis de agrupamiento jerarquico

6.6.1. Modelo de dataje endometrial

El agrupamiento jerarquico se realiz6 con las muestras control normales
PF, PR, Ry PS (vid. MM 5.1). En el analisis se observé que las muestras se
separaban en bloques bien definidos en funcidn de los genes (figura 17). Por
tanto, parecian muestras bastante homogéneas dentro de cada clase, y que se

diferenciaban entre las distintas clases.
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Una agrupacién correspondié al grupo “receptivas”, donde colocalizaron
36 de las 39 muestras R. Otras dos agrupaciones préximas 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 ultimo, un grupo de “post-receptivas” que incluia 9 de las 12
muestras PS. Las tres muestras R que quedaron alejadas de su grupo

“receptivo” se situaron entre la agrupacion “pre-receptivas” y “proliferativas”.

Tanto la muestra PR como la PF que no se situ6é dentro de las suyas, lo
hizo en el grupo “receptivas”. Las otras tres muestras PS se incluyeron dos
dentro de la agrupacion “receptivas” y una dentro de la agrupacion “pre-

receptivas” (figura 17).

En ninguno de los casos las muestras se agrupaban en funciéon de la
tanda experimental, sino en funcién de su fase del ciclo, comprobando que no

existia un batch effect (figura 17).

6.6.2. Modelo de clasificacion patolégica

El andlisis de agrupamiento jerarquico se realizé con las muestras control
R-FI (n=11) con respecto a las muestras control R (n= 39) (vid. MM 5.1). El
analisis mostré que no se separaban en dos bloques bien definidos en funcion
de los genes del ERA (figura 18). Luego, segun el agrupamiento no fue posible

distinguir patologia.

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 funcién de la tanda experimental comprobando que

no existia un batch effect (figura 18).

Agrupamiento de las muestras
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Figura 17. Analisis de agrupamiento jerarquico de las muestras control del
ciclo menstrual. Se agrupan las distintas muestras que forman el set de entrenamiento
para el dataje endometrial en funcion de la expresion de los 238 genes del ERA, y segtin
el UPGMA con el coeficiente de correlacion de Pearson como funcién de la distancia. Se
observa un grupo correspondiente a las muestras “receptivas” compuesto por 36
muestras R, 2 muestras PS, 1 PF y 1 PR (circulo azul). Otros dos grupos proximos de
“pre-receptivas”; un grupo que incluye 7 muestras PR con 1 muestra PS intercalada y el
otro grupo con 6 muestras PR y 1 muestra R (circulos naranjas). También se encuentra
otro conjunto en medio de las “pre-receptivas” correspondiente a la agrupaciéon
“proliferativas” con 12 muestras PF y ninguna de otra fase del ciclo menstrual (circulo

verde). Por ultimo, se observa el grupo “post-receptivas” constituido por 9 muestras PS
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y ninguna de otra fase del ciclo (circulo negro). En el etiquetado de las muestras el

numero que va detras de “era” (eraX_) indica la tanda experimental. Donde x=[1,7].
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Figura 18. Andlisis de agrupamiento jerarquico de las muestras control
receptivas normales (R) y de las receptivas con fallo de implantacion (R-FI). Se
representa el agrupamiento de las muestras utilizadas para entrenar al predictor para el
modelo de clasificacién patolégica. El agrupamiento se realizé6 en funcion de la
expresion de los 238 genes del ERA, y con el UPGMA con el coeficiente de correlacion
de Pearson como funcion de la distancia. En rojo se hayan marcadas las muestras R-FI
(era7_S2, era3_S5, era7_Sl1, era3_S6, era3_S4, era7_S3, era3_Mal, era7_G2, era7_M1,
era3_S1 y era7_ Gl), y se observa como se distribuyen entre las R sin formar un grupo
localizado conjuntamente. La elipse de color negro indica las tres muestras R-FI que se

hayan en un grupo alejado del resto de R-FI. En el etiquetado de las muestras, el

numero que va detras de “era” (eraX_) indica la tanda experimental. Donde x=[1,7].
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6.7. Analisis 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 expresion de los genes del ERA como
variables, se observé como las muestras se separaban en el espacio de forma
clara en cuatro grupos segun la fase del ciclo menstrual (PF, PR, R y PS)
(figura 19). Este resultado implico que el transcriptoma del ERA permitia
distinguir las muestras segun la fase del ciclo menstrual y que cada una de las

clases, sobretodo la receptiva, era bastante homogénea y se distinguia del

resto.
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Figura 19. PCA de las muestras control del ciclo menstrual. Se muestra la
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distribucion en el espacio de la expresion del ERA en funcién de los dos componentes
principales. El componente principal 1 (PC1 eje ordenadas) es sobre el que recae el 50%
del peso de la separacion entre las clases; y el componente principal 2 (PC2 eje abcisas),
tiene el peso del 20%. El grupo de color negro representa las muestras “post-receptivas”
mayoritariamente, el de color azul las muestras “receptivas”, el verde las muestras
“proliferativas” y el rojo las “pre-receptivas”. También podemos observar como
algunas muestras se sittian fuera del grupo donde se encuentran mayoritariamente

segun la fase del ciclo.

6.7.2. Modelo de clasificacion patolégica

Se realizé 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 siguian agrupando
diferencialmente en el espacio. Por lo que el PCA no distingui6 en el espacio a
las R de las R-FI. Por otra parte, parecia que se podian distinguir dos grupos
de R-FI, uno mas parecido a las R, y otro formado por tres muestras (era7_S2,
era3_S5 y era7_S1) que se agrupaban juntas en el espacio mas alejadas de

las Ry préximas a las PR (figura 20).

Se realiz6 otro PCA sdlo con las muestras R y con las R-Fl para
asegurarnos de que las muestras PF, PR y PS no nos dificultaban la
separacion. Utilizando el componente principal primero (PC1) junto con el
componente principal segundo (PC2), no sumaban el peso del 70%. ElI PC1 era
del 44% corroborandose 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 distinguia a las R-FI de las

muestras R.

Analisis de componentes principales
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Figura 20. PCA de las muestras control PF, PR, R y PS junto con las R-FI. Se
observa la distribucion en el espacio de las muestras en funcién de los dos componentes
principales. El componente principal 1 (PC1 eje ordenadas) es sobre el que recae el 49%
del peso de la separacion entre las clases y el componente principal 2 (PC2 eje abcisas)
tiene el peso del 19%. Las muestras PF se representan en azul oscuro, las PR se
muestran en verde, las R-FI en color negro, las R control en azul claro, y las PS en rojo.

Las elipses negras indican los dos grupos de muestras R-FI encontrados.

Debido a la aparente heterogeneidad de las muestras R-FI por los
resultados del analisis de los PCA (figura 20) reforzados por los analisis de
agrupamiento jerarquico (figura 18), se realizé otro PCA solo de las muestras

R-FI que mostro la heterogeneidad dentro de ellas (figura 21).
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El PC1 junto con el PC2 contenia el 73% de la varibilidad. EI PC1 por si
solo ya explicaba el 61% de la variabilidad dentro de las muestras R-FI, esto ya
indicaba la facilidad 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).
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Figura 21. PCA de las muestras control R-FI. Se observa la distribucion en el
espacio de las muestras en funcién de los dos componentes principales. El componente
principal 1 (PC1 eje ordenadas) es sobre el que recae el 61% del peso de la separacion

entre las muestras y el componente principal 2 (PC2 eje abcisas) tiene el peso del 13%.
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Las muestras R-FI se representan escritas de color negro. La elipse negra indican las tres
muestras R-FI (era7_S2, era3_S5 y era7_S1) que se agrupaban juntas en el espacio
diferenciandose del resto de R-FI en el agrupamiento (figura 18) y en el PCA (figura 20).

Las elipses rojas delimitan los dos grandes grupos de muestras R-FI que parece haber.

6.8. Expresion génica diferencial del grupo control R-FI (receptivas

con fallo de implantacion)

o Expresion génica diferencial entre R vs. R-FI

De los estudios de expresion génica diferencial entre las muestras R vs.
R-FI, el menor p-valor registrado fue de 0,2, luego no se obtuvo ningun gen
expresado diferencialmente de forma significativa. Este resultado corroboré que
estos dos grupos eran muy parecidos como ya indicaba el agrupamiento (figura
18) y el PCA (figura 20).

o Expresion 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 decidié realizar un estudio de expresiéon
génica diferencial entre las mismas muestras control R-FI. En primera
instancia, se compararon las tres muestras R-FI que parecian 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 distribucién de las
muestras R-FI en el PCA (figura 21), también se compararon entre si 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, segun estos genes, evidencié 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 comparacién R vs. PF; los 200 genes de R
vs. PR; y los 94 de R vs. PS (vid. punto 6.5). Se observé 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
mas proximas de las muestras pre-receptivas segun indicaba el PCA de la

figura 20.

El resultado del segundo analisis de expresion 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-Fl (figura 22B) con los 176 genes
diferencialmente expresados de la comparacion R vs. PF; los 200 genes de R
vs. PR; y los 94 de R vs. PS (vid. punto 6.5). Se observo 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 analisis de expresion génica diferencial se concluyé que

el grupo control R-FI era un grupo heterogéneo como ya iban indicando los
analisis exploratorios previos.
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Figura 22. Heatmap de los genes diferencialmente expresados dentro de las
muestras control R-FI. A) Heatmap del estudio de expresion génica diferencial entre las
tres muestras R-FI (circulo negro) y el resto de muestras R-FI control. B) Heatmap del
estudio de expresion génica diferencial entre los dos grandes grupos de R-FI. El eje de
ordenadas corresponde a cada uno de los genes diferencialmente expresados ordenados
de mayor a menor por el valor del estadistico. En el eje de abcisas se representan cada
una de las muestras. Los cuadrados rojos indican la expresiéon mayor para el gen y los

cuadrados azules la expresion menor.
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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 funcion del set de entrenamiento, es
decir, PF, PR, R, y PS (vid. MM 5.1), mostraron un buen poder diagndstico
(tabla 7A y 7B). Sin embargo, el SVM, con la funcién linear Kernel, destaco
tanto al utilizar la expresion de todos los genes del ERA (tabla 7A) como al
utilizar sélo los 56 genes de la ERS (tabla 7B). Este algoritmo presentd 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 clasificacion muy similares a los obtenidos con
los 56 genes de la ERS (tabla 7B). Esto mostré el poder predictivo de la ERS y
reforzé su representacion fenotipica a la hora de datar las muestras como

receptivas.

6.9.2. Modelo de clasificacion patolégica

En el modelo de prediccion para clasificar muestras receptivas normales y
muestras receptivas con fallo de implantaciéon, se utilizd6 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 destaco
frente al KNN y al RF que, a su vez, poseian valores my parecidos. Aunque el
KNN mostré menos clasificados incorrectos que el RF. El modelo utilizando
todos los genes del ERA (tabla 7C) produjo unos resultados en la clasificacion
ligeramente menores que los obtenidos con los 56 genes de la ERS (tabla 7 D).
Esto mostré el poder predictivo de la ERS y reforzd su representacion

fenotipica 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 0,916 0,180 0,843 73 6
+/-0,014 +/-0,014 +/-0011 +-0,024 (92,4%) (7,6%) 0,83 1,00

KNN 0,868 0,909 0245 0,768 69 10
+/-0,018 +/-0,010 +/-0,004 +-0022 (87,3%) (12,7%) 090 0,86

RF 0,863 0,924 0,247 0,733 68 11
+/-0,011 +/-0,013 +/-0,004 +-0019 (86%) (14%) 0,84 0,89

MATRIZ DE CONFUSION
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
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 | E S
SVM 0,894 0,895 0,210 0,806 71 8

+/- 0,010 +/-0,010 +-0,011  +-0,017 (89,9%) (10,1%) 0,79 1,00
KNN 0,889 0,905 0,232 0,785 71 8

+/-0,009 +/-0,015 +/-0,005  +/-0,013 (89,9%) (10,1%) 0,90 0,88
RF 0,868 0,916 0,252 0,741 69 10

+/-0,019 +/-0,012 +-0,008  +/-0,035 (87,3%) (12,7%) 0,85 0,89

MATRIZ DE CONFUSION

PREDICCION

R PR PF PS
SVM KNN RF SVM KNN RF SVM KNN RF SVM KNN RF
CASE |3 39 35 35 0 2 2 0 1 1 0 1 1
REAL |81 Bk] 1 1 1" 13 13 0 0 0 0 0 0
PF 2 1 1 0 0 0 12 13 13 0 0 0
PS 3 2 4 0 0 0o 0 0 0 9 10 8
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C) Clasificacion patolégica con el ERA

Algoritmo ACC AUC RMSE MCC C | E S

SVM 0,908 0,825 0,241 0,720 45 5
+/-0,028 +/-0,050 +/-0,063 +/-0,091 (90%) (10%) 0,65 0,98

KNN 0,784 0703 0,392 0,144 39 11
+/:0,020 +/-0,044 +/-0021 +-0032 (78%) (22%) 0,06 0,99

RF 0,754 0,715 0,399 0,132 38 12
+/-0,016 +/-0,043 +/-0,009 +/-0,109 (76%) (24%) 0,06 0,95

MATRIZ DE CONFUSION

PREDICCION
R R-FI
CLASE REAL SVM KNN RF SVM KNN RF

R 38 38 37 1 1 2
R-FI 4 10 10 7 1 1

D) Clasificacién patolégica con la ERS

Algoritmo ACC AUC RMSE MCC C | E S

SVM 0,942 0,892 0,144 0,830 47 3
+/0,035 +-0,061 +-0072 +-0,103  (94%)  (6%) 0,77 0,99

KNN 0772 0662 0416 0,120 38 12
+/0,016  +-0038 +-0015 +-0094  (76%) (24%) 0,11 0,96

RF 0,754 0,623 0,413 0,039 37 13
+/-0,016 +/-0,053 +/-0,009 +/-0082  (74%) (26%) 0,03 0,96

MATRIZ DE CONFUSION

PREDICCION
R R-FI
CLASE REAL SVM KNN RF SVM KNN RF

R 39 37 37 0 2 2
R-FI 3 10 1 8 1 0

Tabla 7. Parametros de la prediccion. En las siguientes tablas se representan los
tres algoritmos distintos con los que se han generado los modelos (SVM, KNN y RF) en
las filas, y en las columnas, los distintos parametros para medir la eficacia de la
prediccion con los que se ha valorado el error de cada modelo (precisiéon (ACC); area

bajo la curva ROC (AUC); error cuadratico medio (RMSE); coeficiente de correlacion de
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Matthews (MCC); Correctos (C); Incorrectos (I); Especificidad (E) y Sensibilidad (S)). La
tabla 7A muestra los resultados del entrenamiento del predictor para el modelo de
dataje endometrial con los 238 genes del ERA. La tabla 7B contiene el entrenamiento del
predictor para el dataje endometrial con los 56 genes de la ERS. La tabla 7C el
entrenamiento del predictor para el modelo de clasificacion patoldgica con los 238
genes del ERA. La tabla 7D presenta los parametros resultantes del entrenamiento del

predictor para el modelo de clasificacion patoldgica con los 56 genes de la ERS.

6.10. Herramienta molecular diagnéstica de la receptividad

endometrial

La herramienta molecular diagnostica de la receptividad endometrial
quedo 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
prediccion del punto 6.9 se establecié como la herramienta molecular realizaria

el diagndstico.

El modelo de dataje endometrial quedé constituido por el algoritmo SVM
con todos los genes del ERA. El método SVM, con la funcion linear kernel, se
eligié por presentar los mejores valores en 3 de las 4 métricas usadas (ACC,

RMSE y MCC) y porque ademas presentaba la mejor sensibilidad (tabla 7A).

Para reforzar la deteccion de las muestras Fl, el modelo de clasificacion
patolégica quedo constituido por el consenso de los dos algoritmos SVM y KNN
con todos los genes del ERA. El método SVM, con la funcién linear kernel, se
escogi6é 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. EI KNN fue el segundo método elegido por poseer unos resultados en
la clasificacion ligeramente mayores que el RF. En caso de discrepancia entre

los algoritmos se optaba por el diagnéstico menos optimista.

Con toda esta informacion se generd un programa informatico 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 informatico, donde se
preprocesa y normaliza segun el set de entrenamiento. El modelo de dataje
endometrial data la muestra como receptiva o no receptiva segun el modelo
SVM. Sdlo si en el primer modelo es diagnosticada como receptiva pasa a ser
analizada por el segundo modelo. El segundo modelo (modelo de clasificacion
patoldgica) clasifica la muestra como receptiva o Fl en funciéon del consenso
entre los algoritmos SVM y KNN. Si hay discrepancia entre ambos algoritmos

se clasifica la muestra en funcion del diagndstico menos optimista (FlI).

La herramienta genera un diagnostico con una probabilidad asociada.
Cada muestra testada por el predictor se predice con un valor de confianza
para la prediccién en cada algoritmo. De modo que esta probabilidad asociada
es el resultado de multiplicar el ACC del algoritmo por el valor de confianza

diagnostica 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
clasificacion patolégica obtendra la clasificacion de la muestra para cada

algoritmo (SVM y KNN) con una probabilidad asociada propia. Si los dos
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algoritmos estan de acuerdo se escoge la mejor probabilidad de las dos.
Mientras que si estan en desacuerdo se escoge el diagnodstico FI con los
valores ACC y de confianza del algoritmo que lo haya diagnosticado (SVM o
KNN).

En el anexo lll se muestra con mas detalle como funciona el programa

informatico de la herramienta molecular.

6.11. Diagnéstico de la herramienta molecular en la poblacién de

pacientes

Con la herramienta molecular se analizaron 40 biopsias endometriales en
LH+7 de la poblacion de pacientes de la clinica (vid. MM 5.1). Con el modelo
de dataje endometrial las 40 muestras fueron diagnosticadas como receptivas.
Posteriormente, con el modelo de clasificacion patolégica 38 se clasificaron
como receptivas normales con una probabilidad de diagndstico de 0,944 y 2

como receptivas con Fl con una probabilidad de diagndstico de 0,784.

6.12. Comparativa dataje histolégico vs. dataje predictivo

Con el objetivo de comparar el método de dataje de la prediccion de la
herramienta molecular diagnoéstica de la receptividad endometrial, con el
clasico 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
eligié el algoritmo SVM para el dataje endometrial por ser el modelo que aplica
la herramienta molecular diagnéstica de receptividad endometrial por mostrar

los mejores resultados (tabla 7A).
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La concordancia de ambos métodos, en relacion con el pico de LH y entre
patdlogos, fue analizada estadisticamente por el analisis del indice de
concordancia Kappa ponderado por pesos cuadraticos (tabla 8), mostrando
que la comparacion entre el pico de LH y los dos patdlogos 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 indice el
dataje Kappa 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

Tabla 8. Comparativa de los métodos de dataje endometrial. Se muestra el
indice de concordancia Kappa junto con el intervalo de confianza al 95% de los distintos
métodos para datar el endometrio. LH es el método de deteccion del dia de ovulacién;
PRE es el resultado de la prediccion con el modelo SVM de dataje endometrial; P1 y P2
son cada uno de los distintos patélogos que basandose en los criterios de Noyes (Noyes

y cols., 1950 y 1975) han datado el endometrio.

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 histologico clasificaba mejor las muestras en fase

proliferativa, seguidas de las muestras en fase pre-receptiva. Ademas, no habia
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discrepancia en el porcentaje de aciertos y fallos entre patélogos dentro de
estas dos fases. Sin embargo, el dataje histolégico clasificaba peor las
muestras en fase receptiva seguidas de las muestras en fase post-receptiva
que eran las fases donde peor databa y donde habia mas discrepancia entre

los distintos patdlogos.
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Figura 23. Dataje endometrial comparado para las distintas fases del ciclo
menstrual. Se muestran los distintos métodos de dataje (P1: patologo 1; P2: patologo 2;
PRE: predictor) (eje de abcisas) de forma indepediente para cada fase del ciclo
menstrual. El eje de ordenadas representa el porcentaje de aciertos (color verde) y fallos
(color malva) de cada método con respecto al conjunto de muestras de una misma fase

del ciclo menstrual.
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7. DISCUSION

e Enfermedad y diagnéstico clinico

La definicion de enfermedad, asi como su diagnéstico y tratamiento, ha
cambiado paulatinamente a lo largo de los dos ultimos siglos. Histéricamente
los médicos definian las enfermedades como un conjunto de sintomas a los
que se fueron afadiendo criterios anatémicos, bioquimicos y, ultimamente,
genéticos, que modificaron la taxonomia médica. Por ejemplo, antes del siglo
XX la esquizofrenia y la demencia sifilitica eran consideradas la misma
enfermedad. En el comienzo de 1900 se separo la psicosis de la demencia, y
desde 1960 la esquizofrenia esta evolucionando desde una enfermedad
psiquiatrica a una enfermedad con una posible etiologia genética. Esta
evolucién ha sido posible gracias a disponer de herramientas diagndsticas

mejores y mas objetivas.

Con el avance de la ciencia y el desarrollo de la Biologia Molecular y la
Genética, nuevas tecnologias se han puesto al servicio de la Biomedicina. La
tecnologia de microarrays se ha aplicado en muchos ambitos de la salud
humana. Segun se detalla en el informe de vigilancia tecnolégica de Genoma
Espafa (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 identificacion de dianas terapeduticas, el
descubrimiento y desarrollo de farmacos, el diagndstico clinico, la

farmacogendmica y farmacogenética, y la investigacion basica.

Los microarrays de ADN han sido los mas utilizados dentro del sector del
diagnostico clinico. Y una de sus aplicaciones dentro de este sector ha sido la

identificacion de patrones de expresién relacionados con diferentes estados
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patolégicos. El uso del perfil de expresidon génica como biomarcador se ha
desarrollado principalmente en el analisis de expresion génica en procesos
tumorales. Para ciertos tipos de cancer se ha elaborado una clasificacion de los
tumores, lo cual ha permitido un diagnostico y pronéstico mas preciso que el
obtenido mediante otras técnicas moleculares (URL10). En el 2001 el centro
nacional de investigaciones oncolégicas (CNIO) desarrolld el OncoChip
(URL11). Este biochip constituyé una plataforma de expresion génica multiple
especificamente dedicada a cancer. EI OncoChip estaba constituido por 9.300
genes relacionados con las formas mas frecuentes de cancer, como el cancer
de mama, el colorrectal, el de pulmédn, linfomas, leucemia y tumores urinarios

como el de rifdn, vejiga o préstata.

El grupo de investigacion de van 't Veer busco en el perfil de expresién
génica diagnosticar el cancer de mama (van 't Veer y cols., 2002; van de Vijver
y cols., 2002) hasta obtener la firma transcriptomica de 70 genes como
diagnostico de este tipo de cancer, generandose asi la herramienta molecular
llamada Mammaprint. Esta herramienta también se disefié 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 linea el
trabajo publicado por Tan y cols., en el 2008, supuso definir la firma
transcriptdmica para tres subtipos moleculares de cancer de mama a partir del
disefio de un microarray especifico con 188 genes (Tan y cols., 2008). Todos
estos trabajos mencionados muestran la aplicacion diagndstica del perfil de

expresion génica para caracterizar fenotipos multifactoriales.

En el ambito de la Ginecologia 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 investigacion y estudio. Un

ejemplo claro es el método histolégico basado en los criterios de Noyes (Noyes
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y cols., 1950 y 1975), cuyos criterios morfolégicos fueron fijados en 1950 y
continuan aplicandose actualmente para el estudio del endometrio, evaluacién

de la receptividad endometrial y deteccién de anomalias endometriales.

De la misma manera, en medicina reproductiva se ha buscado aplicar
estas nuevas tecnologias para identificar objetivamente y diagnosticar el
estado de la receptividad endometrial durante la WOI. En los ultimos afos,
diferentes trabajos han sido publicados intentando encontrar el conjunto de
genes biomarcadores de receptividad endometrial (Haouzi y cols., 2009; Tseng
y cols., 2009). Asi como también se ha ido a la busqueda de la firma
transcriptémica de las alteraciones endometriales (Tseng y cols., 2009). El
enfoque de estas investigaciones muestra que un analisis “6mico” esta siendo

una via adecuada para el estudio del endometrio.

En esta vertiente “0mica”, la presente tesis doctoral se ha centrado en
generar una herramienta molecular diagndstica de aplicacion clinica basada en

el transcriptoma de la receptividad endometrial.

e Muestras

La seleccion de muestras para cada uno de los objetivos del estudio se
hizo de la manera mas rigurosa posible. La toma de biopsias se realizd
midiendo el pico de LH como manera mas fiable de saber en qué fase se
encontraba el endometrio. Las muestras control poseian fertilidad probada,
ciclos menstruales regulares, analiticas 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 o0 no
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sobrepase los 45 afos, no se considera un factor que afecte al endometrio
(Soares y cols., 2005). En cuanto al IMC, se observé que valores por encima
de 25 Kg/m? podian afectar al endometrio (Bellver y cols., 2007). Es por ello,

que se incluyeron muestras de mujeres que no superaran este IMC.

Sin embargo, aun seleccionando las muestras con los criterios de
inclusidbn mas rigurosos, podian existir otros parametros que pudieran afectar al
estudio, por lo que se comprobd que en las muestras seleccionadas no hubiera
co-variables que alteraran los resultados. La existencia de estos posibles
parametros se analizd6 mediante los métodos exploratorios del analisis de

agrupamiento jerarquico (figuras 17 y 18) y mediante el PCA (figuras 19 y 20).

Por otra parte, las muestras a analizar por la tecnologia 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 fluoréforo, no fueron incluidas en el
estudio. Con estos requisitos se garantizé que la medida de la expresién de un

gen se correspondiera a la situacion biolégica estudiada.

e Seleccion de genes

El criterio establecido para la seleccion de genes aund requerimientos
estadisticos y biolégicos, encontrando el sentido funcional de esta seleccion
génica en el proceso biologico de la receptividad endometrial (tabla 3). Los
valores escogidos de FDR y FC fueron valores estadisticamente adecuados
que incluian un numero manejable de 238 genes (tabla 2). Otros puntos de
corte se podian haber realizado, pero se observé que excluian genes que se
consideraban importantes en el proceso, como es el caso de la glicodelina

(PAEP), una de las proteinas cuya poblaciéon de ARNm aparece expresada al
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alza con una de las mayores tasas de cambio en receptividad (Horcajadas y
cols., 2004 y 2007) (tabla 2). También se podian haber seleccionado los genes
relativos a la receptividad endometrial a partir de los trabajos publicados sobre
transcriptdomica del endometrio (vid. 1.3.3), pero debido a la falta de consenso
entre los distintos estudios (Horcajadas y cols., 2007) se opté por obtenerla a

partir de experimentos propios y del analisis de expresion génica diferencial.

En muchas investigaciones, incluida esta, se utiliz6 el método del doble
filtro empleando el FC y el T-Test para la seleccién de genes diferencialmente
expresados (Zhang y cols., 2009). Pero ademas, en este trabajo también se
realizd un analisis funcional para conocer la relevancia biolégica en el proceso
de la receptividad endometrial de los genes escogidos, completandose asi el

sentido bioldgico de la seleccion.

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
transcriptomica de la WOI en ciclos naturales, en ciclos estimulados y en
presencia de DIU. Se encontré que en la seleccion 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 comparé la seleccion del ERA con los 126
genes propuestos por Tseng como firma transcriptomica para el diagnéstico de
alteraciones endometriales (Tseng y cols., 2009). Se encontré que 61 genes,
de estos 126, estaban incluidos en la seleccion. Asi mismo, la lista del ERA
también incluia 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 B3 y la microfibrilina asociada a la proteina 5 (Haouzi y
cols., 2009).

El analisis funcional por GO del ERA revel6 el sentido biolégico de la
seleccion (tabla 3). La anotacién mas representada fue la presencia de BP
relativos a la respuesta inmune, los cuales estan implicados en la implantacién
embrionaria, como fue reportado previamente (Hannan y Salamonsen, 2007;
Salamonsen y cols., 2007). Otro término destacado fue la adhesion celular tan
necesaria para establecer los requerimientos fisicos para la interaccion epitelio-
trofoblasto (van Mourik y cols., 2009), asi como la mitosis, la sefalizacion
célula-célula, y las estructuras anatomicas del desarrollo. En relacion a las MF,
hubo tres términos diferentes en el nivel 4 que aparecieron mas representados
de lo que cabria esperar: la actividad oxidoreductasa, la uniéon a carbohidratos
y los receptores de union. Estas MF son funciones moleculares relevantes en
actividades relacionadas con la adhesiéon celular, la transduccion de sefal y

otras funciones cruciales en la implantacion embrionaria.

Finalmente, se detectdé que el huso mitético y los microtubulos del huso
mitético aparecian representados por encima de lo habitual dentro de la
seccion de CC, en los niveles especificos CC10 y CC11. Estos términos se
relacionan principalmente con el ciclo mitético y la proliferacion celular que son

procesos relacionados con el desarrollo endometrial.

Todos estos argumentos en relacion al criterio de seleccion, y en relacion
a las distintas comparativas de los genes que incluye el ERA con otros genes
seleccionados en otros trabajos, asi como los argumentos sobre la relevancia
funcional en el proceso de la receptividad endometrial, refuerzan el método

mediante el que se realizé la seleccion de genes y los genes que incluye.
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e Diseio del ERA

El disefio del ERA fue realizado con el soporte de la tecnologia de
Agilent, utilizando sondas disefiadas y testadas por ellos, asi como sus puntos
control. Ademas, distintas sondas representaban un mismo gen y cada una de
las sondas que representaba a los 238 genes poseia ocho réplicas. Por todo lo
comentado, se consider6 que el ERA fue un microarray con un disefo

adecuado y fiable.

¢ Validacion de la tecnologia de microarrays

Por otra parte, la validacion del correcto funcionamiento de la técnica de
microarrays mediante el analisis de la distribucion de intensidades ya fue un
punto control en el proceso (figura 12). No obstante, se realizdé una validacién
cuantitativa mediante la técnica RT-PCR, comprobando que los genes
validados aumentaban su expresion con esta técnica al igual que con el
microarray ERA (figura 13). Debido al distinto funcionamiento y sensibilidad
entre la tecnologia de microarrays y la RT-PCR los valores de expresion no se
compararon de una manera cuantitativa. El objetivo de la validacion fue
comprobar que con ambas técnicas estos genes se expresaban mas en

receptividad.

o Estudios de comportamiento de la expresion de los genes ERA

Los resultados de los estudios del comportamiento de expresion 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 numero de genes por grupo. No obstante, estos analisis aportaron otra

perspectiva y permitieron obtener grupos de comportamiento descriptivos que
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acompafaron al resto de resultados. Los estudios revelaron un grupo de 34
genes, que tenian su maxima expresion en receptividad (grupo 7), y otro de 47
genes que tenian su minima expresién en receptividad (grupo 3) (figura 14).
Con este analisis también se confirmd que existian grupos de genes
incrementados (grupo 7) y disminuidos (grupo 3) en receptividad, los cuales
podian ser usados como biomarcadores de receptividad endometrial y se

justificaba su presencia en el ERA.

Por otra parte, el analisis funcional de los dos grupos de genes que se
comportan segun el perfil 7 y 3 de la figura 14 (tabla 4 y 5 respectivamente)
apoyo los BP significativos al realizar el estudio funcional del ERA (tabla 3), asi
como las MF de ligando de unién y los CC relacionados con los microtubulos y
el huso mitético. También se pudo encontrar una relacion entre el analisis
funcional de los grupos de genes 7 y 3 con lo descrito por CR Murphy (Murphy,

2004) en la transformacién de la membrana plasmatica (figura 3).

En el analisis funcional del grupo 7, los genes que tuvieron su maxima
expresion en receptividad estuvieron relacionados con MF de unién a iones
cadmio y cobre, y con receptores de union; y el CC fue el espacio extracelular
(tabla 4). En el analisis funcional del grupo 3 (tabla 5), los genes que
disminuian su expresion en receptividad fueron genes relacionados con el
citoesqueleto. Segun CR Murphy en fase receptiva, aumentan las uniones
estrechas sellandose las células, y la membrana lateral y basal se vuelve mas
sinuosa. Esto podria estar relacionado con que haya un grupo de genes
relacionados con MF de receptores de unién y con CC en el espacio
extracelular que aumente su expresién (grupo 7). Ademas, el cinturén 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 minima

expresion en este momento del ciclo (grupo 3).

e ERS

El modo con el que se definid la ERS permitié que se aislaran los genes
exclusivamente expresados diferencialmente durante la WOI de una manera
muy consistente. El fenotipo transcriptomico de receptividad (ERS) se defini6
de una manera muy rigurosa porque, por una parte, se obtuvo a partir de la
expresion 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 comparacién R vs. P; R vs. PR

y R vs. PS de estos 238 genes (figura 15).

También se relacionaron los estudios del comportamiento de expresion
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
tenian su maxima expresiéon en receptividad (grupo 7) y 47 que tenian su
minima expresion 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 soélo fueran 25, pudo ser debido a que parte de esos 81 genes tuvieran
también una expresion similar en fase post-receptiva con respecto a la

expresion en fase receptiva, y por ello no fueran seleccionados en la ERS.

e Analisis exploratorios

Tanto en el analisis de agrupamiento como en el PCA, no se observé 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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Asi mismo, estos métodos exploratorios también sirvieron como analisis
de la capacidad del transcriptoma seleccionado (genes) para separar las
muestras. El agrupamiento jerarquico del grupo control sano de ciclo natural,
revelé6 que las muestras se agrupaban en funcion 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 segun su
transcriptoma por PCA segun la fase del ciclo menstrual, y a su vez nos
confirmd la capacidad del transcriptoma ERA para separar las muestras control
normales. Por otra parte, se vié que el transcriptoma seleccionado (genes ERA)
no tenia capacidad para separar a las muestras R-FI de las muestras R (figura
18 y 20), sin embargo, si que tenia capacidad para separar las muestras R-FI

entre ellas (figura 21).

¢ Anadlisis de expresion génica diferencial

Los analisis de expresion génica diferencial permitieron corroborar las
diferencias génicas entre los distintos tipos de muestras control segun parecian
indicar los analisis exploratorios. Se corroboré que las muestras PF, PR y PS
se diferenciaban de las R, y que las PR eran las mas diferentes a las R, por
tener mas genes diferencialmente expresados de los 238 genes del ERA (vid.
punto 6.5). Del mismo modo, también se comprobé que las muestras R-FI no
tenian 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 comparacion
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 cabia

esperar. En cuanto a la dificultad en separar a las R-FI de las R se podia
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justificar con que en la selecciébn de genes no se incluyeron los genes

diferencialmente expresados entre muestras receptivas vs. receptivas con Fl.

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 contenia 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-FIl. Todo esto hizo pensar que la dificultad para clasificar las
muestras R-F| pudiera deberse, mas que a que los genes del ERA no fueran
capaces de distinguir las muestras R-Fl, a la hetereogeneidad dentro de este

grupo (figura 21 y figura 22).

En la actualidad, se esta viendo que mas que buscar los genes relativos a
un proceso de forma lineal, es decir, centrarse soélo en los genes
diferencialmente expresados, hay que buscar relaciones funcionales entre
genes y encontrar las vias de sefializacion implicadas (Wang y cols., 2010), ya
que diferentes firmas transcriptomicas pueden responder a genes que afectan
a los mismas vias en distintos puntos y que causan el mismo fenotipo clinico
(Shi y cols., 2010b; Vidal y cols., 2011). Debido a esto se pensé que la
heterogeneidad de las muestras R-FI pudo ser debida al origen multifactorial
del FIl, habiendo distintos perfiles de expresion que se correspondian con el
fenotipo de esta patologia, bien por estar afectando a la misma via en distintos
genes o bien por haber distintas causas que la originen. Ademas, el hecho de
que las tres muestras R-FI estuvieran mas proximas a las pre-receptivas en el
PCA (figura 20) (vid. punto 6.8), unido a que los 44 genes diferencialmente
expresados fueran mas coincidentes con la fase proliferativa y sobretodo con la

pre-receptiva, nos podria hacer pensar que estas muestras R-F| estaban
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relacionadas con una falta de “madurez” en la receptividad endometrial. Sin
embargo, el hecho de que el mayor numero de genes diferencialmente
expresados lo posea la comparacion 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 expresion génica diferencial del ERA entre
las distintas fases del ciclo menstrual, tanto al realizar un T-Test comparando
todos los grupos con la expresidén en receptivo como al realizar el ANOVA,
mostraron que practicamente todos los genes seleccionados para el ERA con
la plataforma de Affymetrix estaban diferencialmente expresados con la
plataforma de Agilent. Estos resultados estan en acuerdo con lo publicado en el
consorcio MAQCI (Microarray Quality Control) (Shi y cols., 2006, 2008a y
2008b) donde se establecia la consistencia de estos estudios de expresion
génica diferencial entre distintas plataformas, asi como el elevado nivel de
concordancia dentro de una misma plataforma en los genes identificados como

diferencialmente expresados.

Sin embargo, las pequefas diferencias que se produjeron, puesto que
habia un grupo reducido de genes que no mostraban expresion 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.

e Prediccién

Los algoritmos de clasificacion empleados para definir los modelos de
prediccion 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 segun el consorcio MAQC [MAQCII,
(Shi y cols., 2010a)].

La prediccion computacional se realizé a partir de los 238 genes del ERA,
y a partir de los 56 genes obtenidos para la ERS. Los modelos de prediccion
generados con la ERS obtenian una clasificacion 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 predecia fue el SVM y de manera muy similar con los genes ERA que
con la ERS. Sin embargo, en el modelo de clasificacion patolégica se mejoraba
el poder diagnéstico del modelo SVM con los 56 genes de la ERS. La
explicacion de por qué estos 56 genes de la ERS podian llegar a clasificar
mejor las anormalidades de receptividad endometrial que el ERA, se cree que

recae mas en el algoritmo matematico que en una explicacion bioldgica.

El algoritmo SVM uitiliza la informacion de las variables de una manera
selectiva, con lo que introducir esos genes especificos de la ERS nos elimina
variables que, al no ser tan especificas, pueden afectar en la clasificacion. A
diferencia del SVM, los algoritmos KNN y el RF mantenian su poder predictivo
con la ERS con respecto a la prediccion 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 diagnéstico y reforzar la
representacion fenotipica de receptividad endometrial definida en la presente
tesis doctoral (ERS). Sin embargo, utilizar los 56 genes de la ERS para generar
el modelo de prediccién 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 generd el modelo de prediccion, a diferencia de los genes del
ERA, y se podria estar usando una firma muy especifica de este grupo de

muestras. Una firma muy especifica podria perder poder de generalizacién del
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predictor cuando se usara en una poblacidon mas amplia. Ademas, con todos
los genes del ERA el predictor contenia mas variables con las que hacer frente
a nuevas variantes fenétipicas. Es por estas razones que no se utilizaron los

genes de la ERS y se definio 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 clinico para un diagnostico objetivo del
estado de receptividad endometrial. Luego la finalidad era clasificar el
endometrio en LH+7 (fase receptiva) en términos transcriptomicos. De este
modo, aunque los resultados del entrenamiento mostraron el poder diagnéstico
de esta herramienta molecular en todas las fases del ciclo menstrual, es de la
fase receptiva de la se introdujeron mas 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

datara 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). EI modelo con el algoritmo SVM
poseyo 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 hacia como receptiva. Es por ello, que este
modelo no tenia falsos negativos, esto implicaria que si una muestra fuera

clasificada como no receptiva seria bastante fiable.

Las muestras R-FI fueron lanzadas con el modelo de dataje endometrial,
clasificandose como receptivas sin distinciones con las muestras R, como era
de esperar por los analisis preliminares en el agrupamiento jerarquico (figura

18), en el PCA (figura 20) y en andlisis de expresién génica diferencial entre
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estas muestras R-Fl y las R (vid. punto 6.8). Es por ello, que se generd el

modelo de clasificacion patolégica para intentar distinguir entre las R-Fl y las R.

El modelo estaba desbalanceado, es decir, en el set de entrenamiento el
22% de las muestras eran R-Fl 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 sabia con anterioridad que se clasificaban bien, y el 14 % de los
aciertos a las muestras R-Fl (tabla 7C). Por la matriz de confusiéon 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 prediccién de este segundo modelo fue
debida a las muestras R. No obstante, aunque el modelo de dataje endometrial
s6lo conseguia clasificar algunas muestras R-FI permitié detectar con una
sensibilidad de 0,98 cuando una muestra poseia Fl, mientras que la
especificidad era menor que en el modelo de dataje endometrial. De modo que
muestras con Fl se clasificaban como receptivas normales por la falta de
especificidad, sin embargo, por la buena sensibilidad, cuando diagndsticaba

una muestra como Fl lo hacia de una manera muy eficaz (tabla 7C).

¢ Herramienta molecular diagnéstica de la receptividad endometrial

La herramienta molecular establece el diagndstico de receptividad
mediante el algoritmo SVM, que tiene una sensibilidad y especificidad muy
buena (tabla 7A). Sin embargo, el diagndstico para la clasificacion patologica
se realiza a partir del consenso entre dos algoritmos (SVM y KNN), optandose
por el diagndstico menos optimista. Esta forma de diagnosticar aumenta la
capacidad de detectar un Fl, ya que se prefiere alarmar y descartar el

diagnéstico mediante otras pruebas, a que se quede sin detectar una muestra
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Fl. Asi mismo, la probabilidad asociada a la prediccion confiere un valor de
referencia que aporta informaciéon sobre la fiabilidad del diagnéstico de

receptividad.

El estudio endometrial por histologia vs. la prediccion del modelo de
dataje utilizado en la herramienta molecular corroboré los trabajos realizados
por Murray en cuanto a la variabilidad interobservador que supone el dataje
histoléogico (Murray y cols., 2004), ya que se hubiera esperado una
concordancia mucho mayor entre patélogos (tabla 8). Por otra parte, también
se observo que la mayor variabilidad en el dataje entre patdlogos se producia
en la fase receptiva y mucho mas en la post-receptiva (figura 23), lo cual
también estuvo en acuerdo con lo reportado por Murray (figura 7). El dataje
predictivo mostré una elevada capacidad diagnéstica 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 confusion figura
7A y figura 23). Por el contrario, el predictor mostré menor nimero de aciertos
en la fase proliferativa y aun menos en la post-receptiva, que fueron las
muestras que menos genes diferencialmente expresados tenian con respecto a
las R (matriz de confusién figura 7A vy figura 23). Estos resultados eran de
esperar al haberse realizado la seleccion de genes del ERA a partir de la

comparacion pre-receptivas vs. receptivas.

Sin embargo, no hay que olvidar que la herramienta molecular
diagnéstica de la receptividad endometrial tenia 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 situacion 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. Asi mismo la clase peor clasificada (post-
receptiva) fue la fase que mas se parecia en expresion a la receptiva (sélo 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 menstruacion
(figura 14).

o Perspectivas en investigacion y en clinica

La prediccion de la herramienta, y mas concretamente la especificidad del
modelo de clasificacién patolégica, podria ser mejorada con un numero de
muestras de Fl mayor que contemplara los distintos perfiles que parece haber
dentro del grupo R-FI y en un tamano 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
informatico disefado para la herramienta diagndstica tiene la posibilidad de re-

entrenar los modelos de prediccién establecidos con nuevas muestras (anexo

).

Por otra parte, el programa informatico disefiado 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 investigacion, con el analisis de
nuevas muestras de las que se tenga una clasificacion clinica adecuada,
ampliard sus aplicaciones diagnésticas a mas desordenes endometriales y

mejorara su poder diagndstico.
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Debido a la variabilidad de tratamientos clinicos que existen y a la gran
cantidad de factores que influyen en la salud reproductiva, todavia no ha sido
posible obtener resultados estadisticos para validar a nivel clinico el
diagnostico de la herramienta. No obstante, la validacion clinica a gran escala
esta en marcha en este momento y supondra poder correlacionar el
diagnostico de la herramienta molecular con las tasas de implantacion y por
consiguiente el diagndstico endometrial con la probabilidad de implantar el

embrion.

Del mismo modo, el ERA, de forma independiente a la herramienta
molecular, podra ser usado como microarray especifico de receptividad
endometrial para realizar otro tipo de investigaciones en las que se quiera

estudiar solo los genes relacionados con dicho proceso.

En definitiva, la herramienta molecular ofrece un nuevo nivel de analisis
objetivo, que confiere un parametro multivariante de uso clinico, el cual le
permite al ginecélogo obtener mas informacién sobre el estado endometrial de
la mujer. Esta es la primera vez que se utiliza una herramienta molecular,
basada en la tecnologia de microarrays, que pueda ser usada clinicamente en
medicina reproductiva para evaluar el endometrio (Diaz-Gimeno y cols., 2011).
La herramienta molecular (ERA + predictor) es un método innovador y objetivo
que permite la evaluacién clinica y diagnéstico endometrial. Por otra parte, es
una herramienta que incluye un nimero reducido y finito de genes relacionados
con la receptividad endometrial, evitando usar microarrays de genoma
completo, reduciendo el coste y simplificando el analisis de datos. A su vez, la
metodologia desarrollada para confeccionar esta herramienta de diagnéstico
podra ser el origen de nuevas investigaciones para diagnosticar y evaluar, no

sblo a nivel endometrial, sino en otros aspectos de la medicina reproductiva.

142



000

“Las ciencias no tratan de explicar, incluso apenas tratan de interpretar,

construyen modelos principalmente.
Por modelo, se entiende una construccion matemdtica que,

con la adicion de ciertas interpretaciones verbales, describe los fendmenos observados.

La justificacion de tal construccion matemdtica es

solo y precisamente que se espera que funcione”

John Vonn Newman

Conclusiones
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8. CONCLUSIONES

1. Se ha seleccionado un conjunto de genes estadisticamente
significativos que posee relevancia funcional en el proceso de la

receptividad endometrial.

2. Se ha construido el microarray personalizado ERA que analiza la

expresion 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 predicciéon que es capaz de

diagnosticar el fenotipo endometrial receptivo.

5. La herramienta molecular diagnostica la receptividad endometrial
normal y facilita el diagnostico de endometrios en fase receptiva
de mujeres con fallo de implantacion, mediante la utilizacion de un

segundo modelo de prediccion.

6. La herramienta molecular diagnéstica de la receptividad
endometrial mejora el dataje de los métodos histolégicos clasicos
en fase receptiva e incorpora un sistema de detecciéon objetivo del

estatus de receptividad endometrial.
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10. ANEXOS

Anexo |. Consentimiento informado.
INFORMACION CLINICA A LA PACIENTE
UTILIZACION DE TEJIDO ENDOMETR[AL EN EL PROYECTO DE
DESARROLLO DE UN BIOCHIP DIAGNOSTICO DE RECEPTIVIDAD

ENDOMETRIAL
ERA (Endometrial Receptivity Array)

Iniciales de la paciente:

N° de paciente:

Nombre del Investigador Principal:

METODOLOGIA: DESCRIPCION Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Se le ha propuesto que participe en un estudio piloto para testar un nuevo
método diagnéstico que permitira saber si el endometrio (la mucosa del interior
de la matriz) esta bien en términos de receptividad endometrial. Este nuevo
método de diagndstico molecular, esta basado en el perfil de expresién génica
de las células endometriales en el momento del ciclo menstrual que se le toma
la muestra. Supondra conocer el correcto estado receptivo del endometrio
como control de la salud del érgano reproductor femenino, de modo que podra
ser ofrecido de forma rutinaria en las consultas ginecolégicas, asi 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 notard molestias derivadas del procedimiento y puede sangrar un poco

tras la biopsia, pero es un proceso habitual sin riesgo anadido.
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Con el fin de que pueda decidir si desea participar en nuestra
investigacion, usted debe comprender las ventajas e inconvenientes de
colaborar en la misma para que sea capaz de tomar una decision informada al

respecto. Este proceso es lo que se conoce como consentimiento informado.

Este consentimiento informado le da informacién detallada sobre el
estudio y ademas, su médico comentara esta informacion con usted. Cuando
haya comprendido en qué consiste el proyecto, se le solicitara que firme este
consentimiento informado si desea participar en él. Se le dara una copia de

este documento para que pueda guardarlo.

Su participacion en nuestra investigacion es voluntaria, Ud no cobrara
nada ni pagara nada por colaborar con nosotros y puede abandonar dicha

participacién en cualquier momento si asi lo decidiera.

RIESGO ASOCIADO AL ESTUDIO

Usted no tiene ningun riesgo adicional por estar incluida en este proyecto,
ya que vamos a utilizar unicamente un fragmento de tejido de su utero.
Dejando siempre una parte suficiente para su analisis anatomo-patolégico del

que se encargara la Dra. Nuria Bosch del IVI.

BENEFICIOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Los principales beneficios que se pueden generar de la consecucion de

esta investigacion son:

En Ginecologia, servir de alarma y diagnosticar de forma precoz,
enfermedades que subyacen al patréon de expresion alterado, tales como la
endometriosis. Evitando el sufrimiento de la paciente, asi 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 reproduccion asistida solo si el endometrio es adecuado.

Sin embargo, es posible que Ud no se beneficie de los resultados
obtenidos por razén del tiempo que se necesita para generarlos. Puede

solicitar al investigador una mayor informacion acerca del estudio.

PERMISO PARA LA REVISION DE SUS DATOS / CONFIDENCIALIDAD

Su identidad y todos los datos referentes a su informacién personal seran
confidenciales, salvo que se solicite lo contrario por la ley. No se publicara
ninguna informacion que lo identifique en los informes o publicaciones
resultantes de este trabajo. Se permitira el acceso, para la revision de sus

registros médicos, al Comité Etico, y a las Autoridades Sanitarias.

Firmando este documento usted esta de acuerdo con el mismo.

Sus datos se encontraran protegidos por la Ley Organica 15/1999 de

Protecciéon de Datos Personales.
DERECHO A PREGUNTAR SOBRE EL ESTUDIO Y A ABANDONARLO

Si necesita mas informacién sobre el estudio o tiene cualquier pregunta
relativa a sus derechos como paciente, contacte con la Dra Gemma Castillon si
Ud es paciente de IVI Barcelona, el Dr. Juan Garcia Velasco si Ud es paciente
de IVI Madrid, el Dr Manuel Fernandez si Ud es paciente de IVI Sevilla y el Dr.

Carlos Simoén si Ud es paciente de VI Valencia.

Tiene el derecho a informarse mas, asi como a abandonar su

colaboracién en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacion
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médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su tratamiento. Le sera
comunicada cualquier nueva informacién que pueda afectar a su buena
disposicién para continuar su particion en este proyecto.

COSTES

Usted no cobrara cantidad econdémica alguna por participar en este estudio.

MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

N° de paciente

TITULO DEL ESTUDIO: Desarrollo de un biochip diagnéstico de
receptividad endometrial (ERA).

Yo
(nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con
(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacién 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 Il. 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 ACCTCTGAGCAGTGATATAGCATAATAAAGCCCCGGGCATTATTATTATTATTTCTITTG
ADAMTS1 A_23 P211039 TATGGGGGTAGATAGAAAAGGAGTTGAATCATCAGAGTAAACTGCCAGTTGCAAATTTGA
ADAMTS1 A_01_P013378 CTTTATAAGTATTGGTTTGGGTGTTCCTTCCAAGAAGGACTATAGTTAGTAATAAATGCC
ADAMTSS8 A_01_P016559 GAAGAGGAGAGGGGATGGGGCGACAGATCCTATCATCAACTGTCCAGTGGACTGGACCTT
ADAMTSS8 A_23 P86956 CACCAATTATGGCTACAATGACATTGTCACCATCCCAGCTGGTGCCACTAATATTGACGT
ADRA2A A_23 P138706 ATCATGTCATTGATGAACTGCCAAAGTCAGGGGAGGAGGGCAGAGACTTTGTGTTTACAT
ADRA2A A_01_P002991 ACTACAAGGACATGGCTCACAAAAGGTTAATGGATGGTTACCTAGAGGATTACCTAGCCC
AGR2 A_23 P31407  CTCCTCAATCTGGTTTATGAAACAACTGACAAACACCTTTCTCCTGATGGCCAGTATGTC
ALPL A_01_P005774 TTTTTTCTCTTTTITGGTGGTGGTTAAAAGGGAACACAAAACATTTAAATAAAACTTTCCA
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
ATP6VOE2L A_23 P61960 TGAAGCAGAGAAACATTCACACACAAAAAGCAACATAGTCATGTGGGTCCAGATGGCCTC
ATP6VOE2L  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
C100rf10 A_24 P329795 TGTGTTTTCTCTGGAGATAGAATGTAAACCATATTAAAAGGAAAAAGTTTCAGACAAGCA
C100rf10 A_23 P35597 AAGACCACCGCAGGATGGGCAGCAGAGCTCTGACCTAAGAAGCTGGACTTTTGGGCAGTC
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C100rf10 A_23 P35595 cGCCCCAGCAGTGTCCTCAGAACACTCTACTCGCACCTCCCGGTGATCCATGAACTCTGA
C100rf3 A_01_P003476 GTAAACCAAAAACTTTTAAATTTCTTCAGGTTTTCTAACATGCTTACCACTGGGCTACTG
C110rf8 A_01_P012231 TCGCTAGCACAAAATATTGTCGCTAATAGTCATTTCTGTTTTCCCATTGTAAATGCTGTT
C140rf161 A_23_P77041 ACACACGCTTATTGCCGTGGCAACAGCGGTAGTGCTAGGGGGATTAATTTTTATAGCATT
C140rf161 A_23 P77043  TCAACTTAAGCATAAAGGGCTCTGAACTTTTCCACTTTAGAGTGACCGTCATTTCAGGAG
C3 A_01_P000840 ATGCCAGGACCTCGGCACCTTCACTGAGAACATGGTTGTCTTTGGGTGCCCCAACTGACC
C3 A_23 P101407 GTGCCGCTGTGCTGAGGAGAATTGCTTCATACAAAAGTCGGATGACAAGGTCACCCTGGA
C3 A_23_P101400 ATGCCAAGACGAAGAGAACCAGAAACAATGCCAGGACCTCGGCGCCTTCACCGAGAGCAT
C4,4° A_01_P000020 ACCGTGCCTTATGCCTGTGTGTGATCAGTTTCTGGCACACAGATGCCTCAATAAAGATTT
C4BPA A_01_P005981 CcCTCTTGCAAATCAATACAGATCAGTTTAGCAAATCTACTGTCAATTTGGCAGTGATATT
C4BPA A_23 P97541  TTCTCAAAAGAAGGAGGAAAAGGTGTCTTGCTGGCTTGCCTCTTGCAATTCAATACAGAT
CALB2 A_23 P21092 GCTGGATGCCCTTTTGAAGGATCTGTACGAGAAAAACAAAAAGGAAATGAATATTCAACA
CAPNG6 A_23 P217570 GTAGTACTTAGCCTACCTAGACCAGCAAGCATTCATTTTTAGCTCGCTCATTTTTTACCA
CAPNG6 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
CcD7 A_23 P118862 GGCAGAGGACGGGAGGAGACCAGTCCCCCACCCAGCCGTACCAGAAATAAAGGCTTCTGT
CD7 A_01_P019708 CATGTCCCGCAGCCGCTGCAACACGCTGTCCTCCCCCAACCAGTACCAGTGACCCAGTGG
CcD7 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 ATCCACCAAGGCATCCGCTGAAGACCAACCCATCACCTCAGTTGTTTTTTATITTITCTAA
CDC20 A_01_P005979 CcCGCTGAAGACTAACCCATCACCTCAGTTGTTTTTTATTTTTCTAATAAAGTCATGTCTC
CcDC20 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
COoTL1 A_32 _P158385 AGAGCTATATCAAATGTGCTCATGAAGAACCAAGCCAATCTCACCTTTCTTTAAAAACAA
COTL1 A_23 P3866 TCATGAGCACATTTGATATAGCTCTTTTTCTGTTTTITCCTTGCTCATTTCGTTTTGGGGA
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 GCTTCACTGAATTCCTGCATTAACCCAATTGCTCTGTATITGGTGAGCAAAAGATTCAAA
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
FAMS59A 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  CcCTGCCTTAAGTCAACTTATTTGTTTTTGCCGGGAAAGTCGCTACATGGATCAATGGGTT
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 TATTGGGGTGACCTTCTTGGGGACTCGGGGGCTGGTCTGATGGAACTGTGTATTTATITA
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 CcCTGAAAGAGCAGAAGGGTCAGAGCATGTTCGTGGAGAACAAGGCCTTTTCCATGGATGA
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 cCTCCTTCTGGGGGTTATCGTATGTACAAAGTTTACCTTATAATGGCTCAAATTGTATTTA
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 CcCTCTGCTCACTTTAAGAACTTTAACTGACTCCAAAAATCTCAGGAATTAAACTGTTAAC
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 CcCACAAAGTGGACGCCTGCTGTATCTTCCCAACAGTGGCTTCACAGACCCACAAGAGAAG
IL2RB A_23 P255430 CcTCCCGGATGCCTTGGAGATAGAGGCCTGCCAGGTGTACTTTACTTACGACCCCTACTCA
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

177



Desarrollo de una Herramienta Molecular Diagnéstica de la Receptividad Endometrial

KCNJ2 A_23 P329261 AAGTTGAACAATCCTAGCCATTGACAATCGTGATAGTTATTATTTTCCCATTTGCTGTCT
KCNJ2 A_23_P55219  TCGTTTTGTGTTTTTCCCAAAACTTGAACTTGCAGGCAAGCCTTGGTTGGGTATTTGATT
KCNK7 A_23 P86874 CcCTGCGCCATTGCCTGCTGCCTGTGCTCAGCCGCCCACGTGCCTGGGTAGCGGTCCACTG
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 TTAAGGGATATTGGGAAAAGTTTTGGTGTGTTTCTGTTGACTTCTTTITTGTATGCTGTG
LRRC1 A_01_P016431 AGGAAGCTTATAGTGGGTCAAACAAGGAGGTGTTTAGTGTGTTGTTTAAAAAGAAGGCTC
LRRC17 A_23 P253958 GCACCACTACAATGTCCATTTTAATGGCCTGGAATGCAAAACGCCTGAAGAATACAAAGG
MAOA A_23_P83857 CTGCTGAAGATCATTGGATTTTCCACATCAGTAACTGCCCTGGGGTTTGTGCTGTACAAA
MAOA A_23 P96410  CcCCCAGTGCTACACGTTGGAGTATACCTATGTGTGTGCTTTGCCACTGAAGTAAGATTTT
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 CcTGCTGCCTGTCTCCCTGACCCATGATCTGGCAAGTTAGGCACAGTCAGACATGGACAGT
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
SERPINAS 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 CcTGGGCGCGCCTCCGCTCGACGGCTACCCGTTGCCCACGCCCGACACGTCCCCGCTGGAC
SPDEF A_23 P111194 CcCGCCATGAACTACGACAAGCTGAGCCGCTCCATCCGCCAGTATTACAAGAAGGGCATCA
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 CcCGTGGAGATCCCAACTGGTTTATGAAGAAAGCGCAGGAGCATAAGAGGGAATTCACAGA
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 ACTTTTTACTTTTITGCGTGTGGAGCTGTATTCCCGAGACCAACGAAGCGTTGGGATACT
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
TMSLS A_23 P137173 TGTAGTTCTTGCATCCTATACTGGATAAGCCTGTTTTAACCTGCTATGATGGGTGCTTCC
TMSLS 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
TSPANS A_23 P36531 GCTGATTGGGGAAATAATTTTCAACACTATCCTGAATTATGTGCCTGTCTAGATAAGCAG
TSPANS 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 lll. Detalle del software de la herramienta molecular diagnéstica de
la receptividad endometrial.

El programa consta de cuatro pestafias: upload data, data management,

analysis y diagnose (figura IllA).

La funcion upload data es indispensable para introducir cualquier fichero
con el que se vaya a trabajar en el programa. La funcién 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 pestana upload data sirve para cargar el fichero de los microarrays a
analizar (muestra) y definir sus caracteristicas. Se especifica el tipo de fichero
en la opcion data file/ select your data file pudiendo seleccionar el tipo de
fichero que sale del escaner del microarray bruto (gpr array) o introducir un
tipo de fichero ya normalizado (normalized data). También se puede introducir
informacion 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 funcién diagnose donde se seleccionan los dos modelos de

entrenamiento establecidos en la presente tesis doctoral (figura IlIA).

El primer modelo estda compuesto por el set de entrenamiento de las
muestras control sanas PF, PR, Ry 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 expresion 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 IlI1A).

i s M

anonymous working on project default - 2.70 Mb of 1.00 Gb (0.26

Diagnose

‘ Select the data fraining set for the first model

Choosz a fiter for the first model gpr files_recen_vs prerecen_vs_prolf_vs postrecetd v

Choose a class fik for the frst model classeste

Choosz a fiter for the second model. gpr fles_recep_vs fitd v

Choosz & class fie fo the second model | classes b v

Select the data prediction set

browse server | no data selected.

Or go to Upload Data form:  Upload [gpr]

Report parameters

Report number:
Clinic history number;
Doctor name:

Patignt name:

Job

Job name: sample name

Job description

Figura ITIA. Ventana del diagnénstico del software. Se muestran las opciones
para elegir el set de entrenamiento (training set) con el que se quiere predecir, y la

muestra que se quiere diagndsticar (prediction set).
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Una vez elegidas las muestras de entrenamiento, se carga el fichero
previamente introducido con la funcién upload (del que se quiere saber su
diagnostico) en select the data prediction set (figura IlIA). Se introducen los
datos clinicos en report parameters y se da un nombre al trabajo diagnéstico

que va a realizar el programa (job).

En los resultados del predictor obtenemos un sumario de las muestras
utiizadas como set de entrenamiento para cada modelo (summary), el
preprocesado de la muestra introducida (preprocessing results), la
normalizacibn de la muestra con respecto al resto de muestras del
entrenamiento (normalization results) y un informe diagnéstico (diagnose

report) (figura IlIB).

« Summary

* Preprocessing results
« Normalization results
« Diagnose report

I~ Summary

I- Preprocessing results

I- Normalization results

Diagnose report

Diagnose report POF fie :PR1.gpr.pdf
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Preprocessing results

Preprocessed GPR arrays - training_preprocessed_data.txt

Preprocessed GPR arrays

Prepro cessed data
15,000
12,500
10,000

7,500

5,000 T. |

-2,500

Dmuhz Ii I |uuiH§ﬂ§§ izﬁﬁaaﬁ;ﬂ&h:ujﬁiﬁﬁiﬂl

I
Normalization results

Hormalized probesets  training_normalized_data.txt

Normalized probesets

Normalized data

4,500
4,000
3,500

it

3,000
2,500 IR Y] arene
2,000 |
1,500 l lm [l
1,000

A UHUIUIHJIIIDI_.

shessardrenes llnnu Parsasdbe
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500

Normalized data

Figura IIIB. Ventana de resultados del diagnéstico. Se muestran cada una de
las pestanas de los resultados (summary, preprocessing results, normalization results,
diagnose report). Los resultados de preprocesado y normalizacién aparecen en forma
de diagrama de intensidades. La muestra introducida se normaliza en funcién del set
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de entrenamiento. A su vez también aparece el diagrama de cajas de la muestra de

forma aislada.

El informe diagndstico se genera con una probabilidad de diagndstico

asociada.

En resumen, se carga en upload un microarray en formato gpr de una
biopsia endometrial en LH+7, se selecciona en la funcion de diagnose ese

archivo y se obtiene el informe diagndstico.

La funcién 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 prediccion.
La funcion de analysis sirve para reentrenar y crear modelos de

prediccion nuevos. Esta aplicacion contiene las funciones necesarias para

normalizar (normalization), entrenar (training) y predecir (prediction).
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