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INTRODUCCION

1.- LOS TUMORES NEUROBLASTICOS

Los tumores malignos de la infancia constituyen un importante problema de
salud en nuestro medio. En la actualidad, se estima que el cancer infantil
representa alrededor del 2% del total de tumores malignos del ser humano,
presentando una enorme relevancia derivada, sobre todo, de la trascendencia
social de este tipo de patologia. Algunos estudios sugieren que los tumores
malignos son la segunda causa de mortalidad infantii en los paises
desarrollados, superados tan solo por los accidentes y los traumatismos,
calculandose una incidencia de alrededor de un tumor maligno por cada

10.000 nifios menores de 15 afios (Vela, 2000).

En general, los tumores malignos mas frecuentes en la infancia son los de
origen hematopoyético. Sin embargo, existe un gran numero de tumores
sélidos malignos pediatricos de distinto origen, siendo muchos de ellos
exclusivos de la edad pediatrica. De todos ellos, el neuroblastoma constituye el
tumor solido maligno mas frecuente en la infancia, representando
aproximadamente el 40% de todos los tumores sélidos durante los 4 primeros
afios de la vida (Castleberry, 1997; Schwab et al., 2003). La prevalencia de
esta enfermedad se sita en torno a un caso por cada 7000 recién nacidos, lo
cual corresponde a aproximadamente 700 casos nuevos al afio en Estados
Unidos (Brodeur y Maris, 2002) y alrededor de 1200 en Europa. El
neuroblastoma es considerado un tumor de origen embrionario que se
desarrolla durante la vida fetal o postnatal temprana a partir de células
inmaduras de la cresta neural ya comprometidas hacia la linea de

diferenciacion neuronal pero que, por motivos aun desconocidos, sufren una
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alteracion durante el proceso de diferenciacion neuronal normal. El
neuroblastoma es un tumor solido maligno derivado de las células inmaduras
de la cresta neural pertenecientes al sistema nervioso simpatico. Por este
motivo, la localizacion mas frecuente de este tipo de tumores es la médula
suprarrenal (Figura 1), seguida, en segundo lugar, por los ganglios nerviosos
paravertebrales simpaticos. Como en la mayoria de los canceres, su etiologia
es desconocida, aunque la mayoria de los especialistas coinciden en
considerar que el neuroblastoma surge como consecuencia de una alteracion
del proceso de diferenciacion neuronal normal. De este modo, los neuroblastos
pertenecientes a los 6rganos simpaticos en desarrollo, interrumpen su proceso
de maduracion celular y permanecen como células embrionarias de tipo
neuroblastico indiferenciado, responsables en ultimo término de la aparicion

del neuroblastoma.

Figura 1. Tomografia computarizada abdominal con contraste intravenoso
en la que se aprecia una masa retroperitoneal suprarrenal derecha

correspondiente a un tumor neuroblastico maligno (neuroblastoma).
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1.1. Caracteristicas histoldgicas de los tumores neuroblasticos

Histologicamente, el neuroblastoma esta constituido en su mayor parte por una
abundante poblacion celular correspondiente a neuroblastos indiferenciados
(Figura 2). Por este motivo, los neuroblastomas forman parte de los
denominados “tumores de células pequefas redondas”, de dificil diagndstico
diferencial y mal prondstico clinico, siendo dificil diferenciarlos
histolégicamente de otros tumores similares. Ademas de estos neuroblastos,
suelen existir células denominadas estromales, constituidas en su mayoria por
células de Schwann. Cuando el tumor estd compuesto mayoritariamente por
células estromales, siendo escasas las células neuroblasticas, nos
encontramos ante un tumor denominado “rico en estroma”, cuyo prondstico

suele ser favorable.

R
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Figura 2. Imagen microscoépica correspondiente a un tumor neuroblastico en

la que se pueden apreciar numerosos neuroblastos indiferenciados.
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Tradicionalmente, se pensaba que ambos tipos celulares (neuroblasticas y
estromales) derivaban de un unico clon tumoral neuroblastico. Una hipoétesis
alternativa, sin embargo, sugiere que las células de Schwann presentes en los
neuroblastomas podrian ser células no tumorales de los tejidos no neoplasicos
circundantes y que estas células estromales serian captadas por las células
tumorales durante su expansion (Ambros et al., 1996). En este caso, las
células de Schwann actuarian produciendo factores promotores de
diferenciacion y antiproliferativos fundamentales para inducir la maduracion
neuronal (Reynolds y Wolf, 1993). Algunos estudios, utilizando células
microdisecadas mediante laser, demuestran, sin embargo, que tanto las
células neuroblasticas como las células de Schwann en neuroblastoma
comparten las mismas alteraciones genéticas y, por tanto, provienen de una
misma célula tumoral comun (Mora et al., 2001). Es un hecho conocido que el
desarrollo de estroma rico en células de Schwann se asocia a un prondéstico

favorable y a enfermedad loco-regional (Shimada, 1993).

El diagnéstico histolégico del neuroblastoma requiere la participacién de
patélogos que estén familiarizados con el diagnéstico de los tumores infantiles.
Al microscopio Optico, algunos neuroblastomas son muy dificiles de distinguir
de otros tumores de células redondas y pequefias de la infancia (como
linfomas, tumores neuroectodérmicos primitivos, rabdomiosarcomas, tumores
de Ewing, etc.). Por ello, en muchos casos es necesario demostrar la
naturaleza neuronal simpatica del tumor mediante inmunohistoquimica,
microscopia electronica o demostrando la existencia de niveles elevados de

catecolaminas séricas (dopamina, noradrenalina), 0 sus metabolitos en la orina
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(acido vainilliimandélico -VMA- o acido homovainilico -HVA-). El criterio minimo
establecido por acuerdo internacional para diagnosticar un neuroblastoma se
basa en una de las caracteristicas siguientes: 1) un diagnostico patolégico
inequivoco realizado por analisis del tejido tumoral mediante microscopia
Optica (con o sin inmunohistoquimica, microscopia electrénica o niveles
elevados de catecolaminas séricas o de sus metabolitos en orina). 2) La
combinacion de una muestra de médula 6sea por aspiracion o biopsia que
contenga células tumorales inequivocas (sincitios o racimos de células
inmunocitolégicamente positivas) y niveles elevados de catecolaminas séricas

o de sus metabolitos en orina (Brodeur et al., 1993).

Histologicamente, los tumores neuroblasticos se manifiestan en tres categorias
morfologicas: el neuroblastoma indiferenciado (constituido principalmente por
neuroblastos inmaduros), el ganglioneuroblastoma (nivel intermedio de
diferenciacion neuronal/ganglionar) y el ganglioneuroma (la forma madura de
neuroblastoma, rica en células estromales) (Shimada, 1993) (Figura 3). En la
mayor parte de los casos, el neuroblastoma de estadio avanzado y mal
prondstico esta constituido por una abundante poblacion celular
correspondiente a los neuroblastos indiferenciados, los cuales forman rosetas
de células pequefias y redondeadas denominadas rosetas de Homer-Wright
(Figura 3A). Por el contrario, muchos tumores de buen prondstico estan
mayoritariamente compuestos por células estromales, siendo muy escasas las
células neuroblasticas (Figura 3B). Este tipo de tumores ricos en estroma
tienden a un crecimiento autolimitado y suelen asociarse a un prondstico

favorable.
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Figura 3. Imagen histolégica correspondiente a un neuroblastoma rico en

células neuroblasticas (A) y a un ganglioneuroma rico en células estromales

(B).
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1.2. Comportamiento clinico

La presentacion clinica del neuroblastoma es muy variable, pues, en conjunto,
los neuroblastomas constituyen un grupo muy heterogéneo de tumores en
cuanto a sus caracteristicas morfolégicas, genéticas, biologicas y clinicas.
Aunque depende fuertemente de numerosos factores y del tipo de tratamiento
aplicado, la mortalidad global de esta enfermedad continla siendo muy
elevada, oscilando entre el 30% y el 60%, a pesar de los avances terapéuticos
y los dltimos protocolos de quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia (Evans
et al., 1976; Brodeur y Maris, 2002; Schilling et al., 2002). En este sentido, el
comportamiento clinico de los neuroblastomas es muy variable, existiendo un
amplio espectro que abarca desde la involucion o regresion espontanea, hasta
la proliferacién maligna agresiva, existiendo casos en los que ocurre una

maduracion espontanea exenta de progresion tumoral.

Curiosamente, algunos neuroblastomas de caracteristicas clinicas intermedias
(que pueden incluso afectar los ganglios linfaticos locoregionales, aunque sin
presentar metastasis a distancia), pueden experimentar un proceso de
maduracion y regresion espontanea. En la actualidad no es posible determinar
con toda precision qué casos de neuroblastoma evolucionaran como
enfermedad loco-regional y cuales desarrollaran metastasis, por lo que
muchos casos de neuroblastoma que podrian madurar y regresar por si

mismos, acaban siendo sometidos a quimio- y/o radioterapia.
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Las bases biologicas implicadas en la existencia de esta diversidad tumoral
aun no se conocen, lo cual dificulta enormemente la comprension de los
fendbmenos bioldgicos implicados en el comportamiento clinico de estos
tumores. A pesar de su elevada mortalidad global, el prondstico es sumamente
variable, y depende de diversos factores bioldgicos y genéticos, entre los que
destacan la edad del paciente en el momento del diagndstico, el estadio clinico
en que se encuentre la enfermedad y algunas caracteristicas bioldgicas del
tumor tales como la amplificacion del oncogén MYCN (Brodeur y Maris, 2002)

o la presencia de mutaciones o aberraciones cromosémicas.

Aungue mas adelante se discutiran los distintos grupos clinicos en los que se
puede clasificar el neuroblastoma, podemos afirmar que, en general, los
pacientes con neuroblastomas de estadio 4 (esto es, tumor extendido a
organos distantes, sobre todo al hueso) que tienen mas de un afio de edad en
el momento del diagndstico, asi como los tumores de estadio 3 (importante
extension local, pero no existen metastasis a distancia) con amplificacion del
gen MYCN (Figura 4), presentan un riesgo muy elevado de mortalidad
(superior al 60% a pesar del tratamiento). Por el contrario, los nifios con
tumores de estadios 1, 2, y 3 (correspondientes a tumores loco-regionales,
esto es, sin extension a distancia) sin amplificacion del gen MYCN, asi como
los lactantes (pacientes con menos de 12 meses de edad al diagnostico) con
neuroblastoma de estadio 4S -un estadio especial en el que las metastasis
estan localizadas unicamente en médula 6sea, piel o higado (Castleberry,

1997; Brodeur y Maris, 2002; Herman y Baylin, 2003; Schwab et al., 2003)-,
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presentan el riesgo mas bajo de mortalidad (menor del 10%). Finalmente, los
pacientes lactantes con neuroblastoma estadio 4 y los niflos mayores de un
afio con la enfermedad en estadio 3 pero sin amplificacién del gen MYCN,

constituyen un grupo de riesgo intermedio.

Como se indic6 anteriormente, en una proporcion sustancial de pacientes (mas
del 10% de todos los neuroblastomas), el tumor puede experimentar una
regresion espontanea completa incluso en ausencia de cualquier intervencion
terapéutica (Herman y Baylin, 2003; Schwab et al., 2003). La regresion es
mucho mas frecuente en los tumores de estadio 4S, una enfermedad
metastasica especial correspondiente a pacientes lactantes cuyo tumor
primario se puede extender al higado, la piel, o la médula 6sea (Castleberry,
1997; Brodeur y Maris, 2002; Herman y Baylin, 2003; Schwab et al., 2003). La
involucion espontanea y la maduracién son rasgos tipicos del neuroblastoma
de estadio 4S y constituyen un fenémeno frecuente y bien documentado (Teitz
et al., 2000; Eggert et al., 2001) que también puede aparecer también en un
gran numero de tumores loco-regionales (van Noesel et al., 2002 y 2003).
Finalmente, algunos neuroblastomas se pueden diferenciar en lesiones
benignas, llamadas ganglioneuromas (Mora et al., 2000). Todos estos
fenébmenos hacen del neuroblastoma un tumor muy interesante desde un

punto de vista bioldgico.

La existencia de neuroblastomas clinicamente aparentes que experimentan
una regresion espontanea es un fenédmeno bioldgico de enorme trascendencia
clinica (D’Angio et al., 1971). Un dato fundamental que avala este fenomeno

de la regresion espontanea es el hecho de que el porcentaje de

10
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neuroblastomas localizados en la médula suprarrenal de neonatos fallecidos
por causas no tumorales es muy elevado, superando claramente la incidencia
de estos tumores en la poblacién general (Beckwith y Perrin, 1963; Hasegawa
et al, 1982). El hallazgo frecuente de agregados microscopicos de células
inmaduras de la cresta neural (denominados neuroblastomas in situ) en
autopsias, implica que las lesiones in situ evolucionan mayoritariamente hacia
la regresion y la maduracién de manera espontanea. No se ha determinado
todavia si el neuroblastoma que involuciona y el neuroblastoma in situ son
restos embrionarios persistentes, hiperplasias o neoplasias, pero las
evidencias sugieren que existen prerrequisitos genéticos para que la regresion

tenga lugar (Ambros et al., 1995; Hiyama et al., 1995; Mora et al., 2000).

A pesar de lo dicho hasta ahora, la mayoria de los neuroblastomas
clinicamente detectables no involucionan ni maduran espontaneamente, sino
gue se presentan desde el inicio como tumores en estadio avanzado (estadio
4). Habitualmente, estos tumores avanzados responden inicialmente a la radio-
y quimioterapia, pero es muy frecuente apreciar una recurrencia del tumor y
una gran resistencia de las células neurobldsticas al tratamiento

quimioterapico.

11
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Figura 4. Células neuroblasticas correspondientes a un tumor con
amplificacion del gen MYCN (A) y a un tumor sin amplificacion de este
oncogén (B). Ambas muestras tumorales fueron sometidas a técnicas de
FISH (hibridacién fluorescente in situ), por lo que cada punto rojo
corresponde a una copia del gen MYCN y cada punto verde a una copia del
centromero del cromosoma 17 (utilizado como control). En color azul se

aprecian los nucleos celulares tefiidos con DAPI.

12
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1.3. Alteraciones genéticas y moleculares de los tumores neuroblasticos

A pesar de su relevancia, aun sabemos muy poco sobre las bases moleculares
asociadas a la diversidad clinica del neuroblastoma y, en concreto, a la
remision y la diferenciacion celular espontdnea que ocurre en algunos casos.
Las aberraciones genéticas mejor caracterizadas hasta la fecha en
neuroblastoma son la ya referida amplificacién del gen MYCN, la pérdida o
ganancia de material genético a nivel de ciertas regiones cromosomicas, las

alteraciones epigenéticas y las modificaciones de la expresion génica global:

A) Amplificacion del gen MYCN.

La amplificacion de MYCN (Figuras 4 y 5) ocurre aproximadamente en el 25%
de los neuroblastomas, asociandose claramente con estadios avanzados de la
enfermedad, rapida progresion del tumor, y tasas de supervivencia muy bajas
(Mora et al., 2001; Alaminos et al., 2003 y 2005). Sin embargo, el hecho de
que estas aberraciones estén presentes Unicamente en una cuarta parte de
todos los tumores neuroblasticos (Brodeur et al., 1993; Schilling et al., 2002),
hace necesaria la busqueda de marcadores mas universales y especificos. La
clara relacion causal existente entre el nivel de agresividad tumoral y la
presencia de ciertas alteraciones cromosOmicas, sugiere que las distintas
clases de neuroblastoma podrian presentar alteraciones genéticas especificas,
y que éstas probablemente contribuyen al diverso comportamiento clinico de
estos tumores (Teitz et al., 2000; Eggert et al., 2001; Esteller, 2003; Herman y
Baylin, 2003; Woods et al., 2002). El prondstico infausto del neuroblastoma de
estadio 4 requiere del desarrollo de nuevas estrategias diagnosticas que

aporten nuevos conocimientos sobre la biologia de estos tumores.

13
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Figura 5. Célula neuroblastica correspondiente a un tumor con dos copias
del gen MYCN (gen no amplificado, imagen de laizquierda) y a un tumor con
multiples copias de este oncogén (amplificacion MYCN, imagen de la
derecha). Ambas muestras tumorales fueron sometidas a técnicas de FISH
(hibridacién fluorescente in situ), por lo que cada punto rojo corresponde a
una copia del gen MYCN y cada punto verde a una copia del centrémero del
cromosoma 17 (utilizado como control). En color azul se aprecian los

nlcleos celulares tefiidos con DAPI.

14
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B) Pérdidas y ganancias de material cromosomico.

Todo tipo de alteraciones cromosémicas se han descrito en neuroblastoma,
incluyendo la pérdida o la ganancia de cromosomas completos (Figura 6) o de
material genético a nivel de determinados cromosomas. Probablemente, las
alteraciones mas frecuentes sean la pérdida de heterocigosidad (LOH) a nivel
del brazo largo del cromosoma 11, concretamente, en la regién 11923, que
aparece en torno al 34% de los tumores neuroblasticos (Attiyeh et al., 2005), y
el LOH a nivel de 1p36 (Mora et al., 2000), el cual presenta igualmente una
elevada prevalencia (23% de los neuroblastomas). Otras alteraciones
cromosomicas pueden aparecer en practicamente cualquier cromosoma,
asociandose en la mayoria de los casos a una mayor tasa de proliferacion y
crecimiento tumoral y a un peor pronéstico vital para los pacientes
(Oppenheimer et al., 2003). De hecho, en algunos centros especializados en el
tratamiento de los pacientes con neuroblastoma, se utiliza este tipo de
marcadores para determinar el pronéstico y establecer una u otra pauta
terapéutica en neuroblastoma. En concreto, distintos investigadores
demostraron que la pérdida de heterocigosidad en la regién 19g13.3
(19913.3LOH) se asocia a un pronostico vital desfavorable y a una elevada
proliferacion celular en neuroblastomas loco-regionales (Mora et al., 2001 y

2003; Alaminos et al., 2005).

15
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Figura 6. Imagen de FISH para el centrbmero del cromosoma 1 (sefiales
rojas) y 17 (sefiales de color verde) en células de neuroblastoma humano. A:
células con dos copias de cada cromosoma (células euploides con carga
genética normal para ambos cromosomas). B: células con pérdida de un
cromosoma de cada tipo (células haploides al menos para el cromosoma 1y
el 17). C: célula con ganancia de un cromosoma de cada tipo (célula
triploide al menos para ambos cromosomas analizados). D: células con
ganancia de un cromosoma 1 (triploidia del cromosoma 1) y de dos

cromosomas 17 (tetraploidia del cromosoma 17).
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C) Modificaciones epigenéticas en neuroblastoma.

Recientemente, se ha descrito un tipo de alteracion genética caracteristica de
los tumores malignos humanos: la metilacion anémala de islas CpG asociadas
al promotor de genes supresores tumorales. Esta alteracion impide la
expresion de dichos genes, produciéndose el silenciamiento de todos los loci
implicados (Jones y Laird, 1999; Esteller 2003; Herman y Baylin, 2003). El
silenciamiento de estos genes supresores juega un papel fundamental en la
patogénesis de la mayor parte de los tumores malignos, ya que las
alteraciones del patron normal de metilacion de ADN pueden conducir al
desarrollo y progresién de todas las formas comunes de cancer humano
(Jones y Laird, 1999; Esteller 2003; Herman y Baylin, 2003). La hipermetilacion
de islas CpG, que normalmente no se encuentran metiladas, ha demostrado
jugar un papel importante para la represion transcripcional de numerosos
genes cuya funcion es la prevencion del crecimiento y el desarrollo de tumores

(Jones y Laird, 1999; Esteller 2003; Herman y Baylin, 2003).

La utilizacion clinica de los marcadores de hipermetilacion génica de cara al
diagndstico, tiene varias ventajas potenciales respecto a los factores genéticos
clasicos: 1) el numero de genes que sufren silenciamiento epigenético incluye
todas las rutas y funciones fundamentales de la célula; 2) el nUmero total de
genes que se pueden encontrar metilados en una célula humana es cada vez
mayor; 3) seleccionando una serie de marcadores de hipermetilacion, es
posible cubrir el 100 % de tumores (Esteller et al., 2001; Herman y Baylin,
2003); 4) los ensayos para detectar la metilacion de ADN son faciles de llevar

a cabo y de estandarizar (Jeronimo et al., 2001; Harden et al., 2003).
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En lo que respecta al neuroblastoma, y aunque es previsible que el nimero de
genes modificados epigenéticamente sea tan numeroso como en otros
tumores malignos, aun son pocos los genes que se han descrito metilados y
silenciados epigenéticamente. Entre otros, en neuroblastoma se ha descrito la
metilacion de los genes caspasa 8 (CASP8), RARA2 (Alaminos et al., 2004),
EMP3 (Alaminos et al., 2005), los receptores del factor de necrosis tumoral
DR4, DR5, DcR1, y DcR2 (Teitz et al., 2000; Eggert et al., 2001; van Noesel et
al., 2002 y 2003) y algunos genes supresores tumorales como HOXA9, TMS1
y FOLH1 (Alaminos et al.,, 2004). En este sentido, algunos trabajos han
demostrado que la hipermetilacion de ciertos genes relacionados con la
biologia del neuroblasto pueden sufrir hipermetilacion bajo determinadas
circunstancias y que, en tales casos, la hipermetilacion se asocia a una
elevada progresion tumoral y un mal prondstico vital del paciente (Alaminos et
al., 2004 y 2005). Del mismo modo, es bien sabido que los genes supresores
tumorales juegan un papel fundamental en el mantenimiento del control de la
proliferacion celular y, por tanto, en la prevencion de la transformacion maligna

de las células de todos los tejidos (Hernando et al., 2004).

D) Modificaciones de la expresion génica global.

Las variaciones en la expresibn de genes asociadas con cada tipo de
enfermedad pueden proporcionar claves importantes para el conocimiento
etiolégico y contribuir eventualmente al diagndstico y a la toma de decision
terapéutica individualizada para cada paciente. Las nuevas tecnologias de

analisis de alto rendimiento de ARNm en forma de microarrays permiten el
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estudio de la expresion génica en su totalidad, traduciéndola en forma de datos
cuantificables, comparables y analizables (Hessner et al., 2006). Esta medida
de la expresion génica global tiene el potencial de mostrar una vision
completamente nueva de la biologia a nivel molecular. Los actuales esquemas
de clasificacion clinicopatolégica a menudo no son capaces de discriminar
entre tumores con evolucion clinica muy dispar. Por ello, se espera que
métodos mas objetivos de taxonomia, como pudieran ser el perfil de expresion
génica global de un tumor, puedan aportar una informacién mas ajustada que
los esquemas de clasificacion existentes (Modlich et al., 2006). Para muchos
autores, es probable que los perfiles de expresién génica se conviertan en un
futuro préoximo en herramientas de uso clinico estandar. De esta manera,
usando microarrays, se pueden obtener perfiles de expresidn génica para cada
tipo concreto de tumor identificado histopatolégicamente.

Una vez determinada la expresién génica global, los investigadores deberan
ser capaces de correlacionar el patron de expresién génica con la etiologia y la
respuesta al tratamiento. Estas correlaciones podrian ser utilizadas en el futuro
para desarrollar grupos de marcadores moleculares que permitirian la
implementacion de métodos para la deteccion precoz y el diagnéstico mas
preciso de la enfermedad. El conocimiento de las correlaciones entre patrones
de expresion génica y parametros clinicos relevantes permitiria a los clinicos
basar la toma de decisiones en las caracteristicas moleculares del tumor de
cada paciente (Matthay et al., 1999; Herman y Baylin, 2003; van Noesel et al.,

2003).
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En los udltimos afios, los andlisis de expresion de alto rendimiento mediante
microarrays han contribuido a refinar la clasificacion de diversas neoplasias,
identificar grupos de genes con importancia pronoéstica y detectar grupos de
pacientes con distinta capacidad de respuesta a la terapia (Ciccarone et al.,
1989; Ross et al., 1995 y 2003; Jones y Laird 1999; Mora et al., 2000 y 2001,
Brodeur 2002; Alaminos et al., 2003) (Figura 7). Por ello, parecen constituir
una herramienta especialmente Util para investigar si existe un patron de
expresion caracteristico al diagnéstico, que nos permita distinguir los
neuroblastomas exclusivamente loco-regionales de aquellos con capacidad
para metastatizar. Dichos patrones de expresion, junto con los parametros
clinicos y moleculares que ya han mostrado su importancia en el prondstico de
los neuroblastomas, permitirian la toma de decisiones terapéuticas mas

apropiadas para cada caso.
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Figura 7. Anélisis de 99 tumores neuroblasticos mediante microarray. Cada
columna corresponde a un tumor concreto, mientras que cada fila
representa un gen especifico. En la parte superior, aparece un dendrograma
en el que los tumores son agrupados segun su perfil global de expresion
génica. En color rojo se representan los genes cuya expresion es superior a
la media de los 99 tumores, mientras que en verde aparecen los genes cuya

expresion es inferir a dicha media.
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1.4. Estadiaje y clasificacion prondstica de los pacientes con

neuroblastoma

Como ya hemos indicado, el pronéstico de cada paciente afecto de

neuroblastoma va a depender de diversos factores biolégicos y genéticos, entre

los que destacan los siguientes:

Estadio clinico en que se encuentre la enfermedad (grado de extension

local y a distancia). A este respecto, la clasificacion mas utilizada es la
INSS (international neuroblastoma staging system), que considera cinco
estadios de la enfermedad: estadio I, cuando el tumor esté restringido al
lugar de origen; estadio Il, cuando se extiende fuera del 6rgano de origen
pero no cruza la linea media del cuerpo; estadio Ill, cuando cruza la linea
media; estadio IV, cuando el tumor se extiende y se disemina a distancia
(especialmente, a hueso y médula 6sea); estadio 4S, cuando se trata de un
paciente de menos de un afio de edad, con tumor de pequefio tamafio que
se extiende Unicamente al higado, la médula 6sea o la piel (Castleberry,

1997; Brodeur y Maris, 2002; Herman y Baylin, 2003; Schwab et al., 2003).

Edad del paciente en el momento del diagnéstico. Segun la mayoria de

los expertos, la edad es, probablemente, el factor mas importante a la hora
de predecir el comportamiento del neuroblastoma. De hecho, todos los
pacientes cuyo tumor se hace evidente antes de los 12-18 meses de edad
(pacientes en edad lactante) tienen un prondstico sensiblemente mejor y
una supervivencia significativamente superior a los pacientes mayores de

12 meses de edad al diagndéstico.
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Caracteristicas _histolégicas del tumor. A este respecto, Shimada

establecio una clasificacion muy atil a la hora de predecir el
comportamiento de un tumor neuroblastico. Segun esta clasificacion, los
tumores ricos en células indiferenciadas (neuroblastos inmaduros),
presentan un prondstico muy pobre, mientras que aquéllos con células mas
diferenciadas (especialmente, células de Schwann), presentan un

pronostico muy favorable.

Amplificacién del gen MYCN. Hasta el momento, se ha descrito un gran

namero de marcadores genéticos y moleculares de mal prondstico en
neuroblastoma. EI mas importante de ellos, con valor prondstico
independiente del resto de factores, es la amplificacion del oncogén MYCN
(Figura 5), la cual se asocia a tumores muy agresivos y de baja

supervivencia (Brodeur y Maris, 2002; Alaminos et al., 2003).

Ploidia. Otro de los factores que posee valor predictivo independiente del
resto de factores es la ploidia de las células tumorales neuroblasticas. En
efecto, los tumores cuya dotacion genética es diploide o tetraploide (esto
es, normal o cercana a la normalidad), suelen ser mas agresivos que los
tumores con dotaciones genéticas haploides, triploides o pentaploides
(ganancia o pérdida de cada uno de los 23 cromosomas de la célula

humana) (Mora et al., 2007).

Otras_caracteristicas biolégicas y genéticas del tumor. Otros factores

implicados son, sobre todo, la presencia de alteraciones genéticas o
epigenéticas descritas en el apartado correspondiente de esta Tesis
Doctoral, especialmente mutaciones, deleciones o ganancias de material

genético y la inactivacién epigenética mediante hipermetilacion de islas
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CpG asociadas al promotor de ciertos genes supresores tumorales. En
general, los tumores mas agresivos y de peor prondéstico, van a presentar
un mayor numero de alteraciones genéticas que los tumores menos
agresivos, lo cual nos permite, hasta cierto punto, predecir el
comportamiento de esta enfermedad en base a las caracteristicas
genotipicas y estructurales de las células que conforman el tumor
(Oppenheimer et al., 2003; Mora et al., 2004; Su et al., 2004; Alaminos et

al., 2005).

Segun todos estos factores, los pacientes afectos de neuroblastoma se pueden

clasificar en diversos grupos de riesgo (Mora et al., 2001):

1-

Neuroblastomas de prondstico muy favorable. Se considera que los
pacientes con neuroblastomas de estadio 4S presentan una supervivencia

cercana al 100%.

Neuroblastomas de pronéstico favorable. Los tumores en estadio loco-
regional (1, 2 y 3 de la INSS), haplo o triploides y que no presentan
amplificacion MYCN ni pérdida de heterocigosidad en la region 19913.3,
son considerados de prondéstico favorable, con una supervivencia en torno

al 80%.

Neuroblastomas de prondstico intermedio. Corresponden a lactantes
(pacientes menores de 12 meses de edad en el momento del diagndstico)
con neuroblastoma de estadio 4. Su supervivencia, después de la

guimioterapia intensiva, se acerca al 60%.
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4- Neuroblastomas de mal prondstico. Se incluyen aqui todos los pacientes
mayores de un afio con neuroblastoma de estadio 4, asi como los casos de
estadio loco-regional diploide o con amplificacion del gen MYCN o con

pérdida de heterocigosidad en la region 199q13.3.

2. LAS LINEAS CELULARES DE NEUROBLASTOMA

Al igual que ocurre en otros tipos de tumores malignos humanos, algunos
investigadores han logrado establecer en cultivo varios tipos de lineas
celulares a partir de tumores neuroblasticos humanos. Estas lineas celulares
presentan la caracteristica de poder proliferar indefinidamente en cultivo, por lo
que son consideradas como “células inmortales”, lo cual las convierte en una
herramienta muy 0til para la investigacion en laboratorio de todo tipo de
caracteristicas bioldgicas, genéticas o fisiolégicas de las células neuroblasticas
malignas, asi como para la evaluacion terapéutica de nuevos agentes
qguimioterapicos o para llevar a cabo ensayos in vitro de tipo genético y

molecular.

Numerosos estudios han demostrado la existencia de una gran diversidad
morfologica y estructural en las lineas celulares de neuroblastoma mantenidas
en cultivo. En este sentido, podemos distinguir tres tipos fundamentales de

células (Ross et al., 1995 y 2003):
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- Las células tipo N (neuroblasticas) son de pequefio tamafio, con

ndcleos prominentes, y proliferan muy rapidamente en cultivo (Figura 8A).

- Las células tipo S (estromales o similares a las células de Schwann),
por el contrario, son células aplanadas, sumamente adherentes, y
expresan algunas proteinas caracteristicas de los melanoblastos, células
gliales inmaduras o de las células Schwann, células meningeas, o células
mesenquimales (Figura 8B). Estas células de tipo S son muy poco
tumorigénicas y son, en general, incapaces de formar tumores en ratones

atimicos (Ciccarone et al., 1989; Ross et al., 2003).

- Las células de tipo | son morfolégicamente intermedias entre las
células N y las S, y poseen caracteristicas bioquimicas de ambas. Las
células de tipo | tienen el potencial maligno mas elevado, y son capaces
de formar grandes tumores cuando son implantadas en ratones (Ross et

al., 2003).

Figura 8. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de lineas celulares

de neuroblastoma de tipo N (A) y de tipo S (B).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: El objetivo general de este trabajo es contribuir al
conocimiento de los marcadores de caracter genético y epigenético que se
asocian a la diferenciacion celular y la regresion espontanea en tumores

neuroblasticos humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar la presencia de modificaciones epigenéticas del gen RASSF1 en
tumores neuroblasticos humanos.

2. Determinar el valor prondstico de la inactivacion epigenética del gen
RASSF1 en neuroblastoma y su asociacion con regresion y diferenciacion
tumoral espontanea.

3. Cuantificar la expresién de genes relacionados con el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | y Il en tumores neuroblasticos de alto y bajo
grado y en lineas celulares de neuroblastoma, mediante microarrays de
oligonucleadtidos.

4. Cuantificar la expresion de marcadores leucocitarios en tumores
neuroblasticos de alto y bajo grado y en lineas celulares de neuroblastoma,
mediante microarrays de oligonucleotidos.

5. Cuantificar la expresion de citocinas, interleucinas e interferones en tumores
neuroblasticos de alto y bajo grado y en lineas celulares de neuroblastoma,

mediante microarrays de oligonucleotidos.
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1. Muestras tumorales y lineas celulares de origen humano

En primer lugar, el andlisis epigenético del gen RASSF1 se llevd a cabo
utilizando 108 tumores neuroblasticos pertenecientes a los estadios clinicos 1
(7 casos), 2 (16 muestras), 3 (15 muestras), 4 (60 casos), 4S (5 tumores) y
ganglioneuroma (5 muestras), utilizando como control muestras de médula
suprarrenal humana normal (neuroblastos normales). Las principales
caracteristicas de los 108 tumores neuroblasticos utilizados para este

propésito se muestran en la Tabla 1.

En segundo lugar, y para la determinacion de la expresion génica global
mediante microarray, se analizaron 99 tumores neuroblasticos humanos
correspondientes a 4 neuroblastomas de estadio 1, 13 de estadio 2, 10 de
estadio 3, 52 tumores de estadio 4, 10 de estadio 4S y 10 tumores
neuroblasticos benignos (ganglioneuromas) (Tabla 2), asi como 9 muestras de
médula 6sea humana normal. Todas estas muestras se analizaron mediante el
sistema de microarrays de oligonucledtidos Affymetrix Genechip Human
Genome U95 Set™ el cual contiene 62.839 genes y secuencias génicas
expresadas (EST). Tal como se muestra en la Tabla 2, todos los tumores
analizados mediante microarray se clasificaron en dos grupos atendiendo a

diversos factores genéticos, clinicos y biologicos:
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e Grupo 1: Tumores de bajo riesgo clinico (n=41). Los tumores incluidos
en este grupo presentaban buen prondstico clinico y tendencia a la
regresion espontanea y la diferenciacion. Los tumores incluidos en este

grupo fueron los siguientes:

- Tumores en estadio 4S.
- Tumores loco-regionales (estadios 1, 2 y 3 de la INSS) sin
amplificacion MYCN ni pérdida de heterocigosidad en la region

19913.3

e Grupo 2: Tumores de alto riesgo clinico (n=58). En este grupo se
incluyeron aquellos tumores que presentaban tendencia hacia la

metastasis y la progresion tumoral, incluyendo los siguientes casos:

- Pacientes con neuroblastoma de estadio 4.
- Tumores con amplificacion del gen MYCN.

- Tumores con pérdida de heterocigosidad en la region 19q13.3

Todas las muestras correspondian a pacientes tratados en Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center de Nueva York (EEUU) que dieron su consentimiento
para ser incluidos en el estudio. Todos los tumores fueron revisados
histolégicamente por un mismo anatomopatologo, descartandose aquéllas
cuyo contenido en células tumorales fuese inferior al 70%. Para el analisis
mediante microarray, se utilizaron Unicamente las areas del tumor que
presentaban un elevado porcentaje de células neuroblasticas, para lo cual se

procedi6 a seleccionar dichas areas mediante macrodiseccion.
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Por otro lado, en este estudio se utlizaron 10 lineas celulares de
neuroblastoma humano (Grupo 3 del estudio). De ellas, 6 lineas celulares
presentaban amplificacion del gen MYCN (LA1-5S, LA1-55N, LAN-1, SK-N-
BE(2)S, SK-N-JD y IMR-32), mientras que 4 tenian un namero normal de

copias de dicho gen (SH-IN, SH-EP1, SK-N-ER y SK-N-AS).
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Tabla 1: Tumores neuroblasticos utilizados en esta Tesis Doctoral para el
estudio de hipermetilacion de islas CpG asociadas al promotor del gen
RASSF1. En cada tumor, se muestra el nimero de muestra asignado en este
estudio, el estadio clinico, el estado actual de supervivencia y la edad en el

momento del diagnéstico (mayor o menor de 12 meses).

Tumor | Estadio clinico . . Edad menor de
e (INSS) Supervivencia 1_2 me,ses_ al
diagnostico
1 1 Vivo Si
2 1 Vivo Si
3 1 Vivo Si
4 1 Vivo No
5 1 Vivo No
6 1 Vivo No
7 1 Vivo No
8 2 Vivo Si
9 2 Vivo Si
10 2 Vivo Si
11 2 Vivo Si
12 2 Vivo Si
13 2 Vivo No
14 2 Vivo No
15 2 Vivo No
16 2 Vivo No
17 2 Fallecido No
18 2 Vivo No
19 2 Vivo No
20 2 Vivo No
21 2 Vivo No
22 2 Vivo No
23 2 Fallecido No
24 3 Vivo Si
25 3 Vivo Si
26 3 Vivo Si
27 3 Vivo Si
28 3 Vivo No
29 3 Fallecido No
30 3 Vivo No
31 3 Fallecido No
32 3 Vivo No
33 3 Fallecido No
34 3 Vivo No
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Tumor | Estadio clinico . : Edad menor de
e (INSS) Supervivencia 1_2 me,ses_ al
diagnostico
35 3 Fallecido No
36 3 Vivo No
37 3 Vivo No
38 3 Fallecido No
39 4 Fallecido Si
40 4 Vivo Si
41 4 Vivo Si
42 4 Fallecido Si
43 4 Vivo Si
44 4 Vivo Si
45 4 Vivo Si
46 4 Vivo Si
47 4 Fallecido No
48 4 Vivo No
49 4 Fallecido No
50 4 Vivo No
51 4 Fallecido No
52 4 Fallecido No
53 4 Vivo No
54 4 Vivo No
55 4 Vivo No
56 4 Vivo No
57 4 Fallecido No
58 4 Fallecido No
59 4 Fallecido No
60 4 Fallecido No
61 4 Fallecido No
62 4 Fallecido No
63 4 Vivo No
64 4 Vivo No
65 4 Vivo No
66 4 Fallecido No
67 4 Vivo No
68 4 Fallecido No
69 4 Vivo No
70 4 Vivo No
71 4 Fallecido No
72 4 Fallecido No
73 4 Fallecido No
74 4 Fallecido No
75 4 Fallecido No
76 4 Fallecido No
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Edad menor de

T,umor Esizello eliiee Supervivencia 12 meses al
nuamero (INSS) diagnéstico
77 4 Vivo No
78 4 Fallecido No
79 4 Fallecido No
80 4 Fallecido No
81 4 Fallecido No
82 4 Vivo No
83 4 Fallecido No
84 4 Fallecido No
85 4 Fallecido No
86 4 Vivo No
87 4 Fallecido No
88 4 Vivo No
89 4 Fallecido No
90 4 Vivo No
91 4 Vivo No
92 4 Vivo No
93 4 Fallecido No
94 4 Fallecido No
95 4 Vivo No
96 4 Vivo Si
97 4 Fallecido No
98 4 Vivo No
99 4S Fallecido Si
100 4S Vivo Si
101 4S Vivo Si
102 4S Vivo Si
103 4S Vivo Si
104 Ganglioneuroma Vivo No
105 Ganglioneuroma Vivo No
106 Ganglioneuroma Vivo No
107 Ganglioneuroma Vivo No
108 Ganglioneuroma Vivo No
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Tabla 2: Tumores neuroblasticos utilizados en esta Tesis Doctoral para el
estudio de expresion génica global mediante microarray. En cada caso, se
muestra el nimero de muestra asignado en este estudio, el grupo de riesgo
descrito en el apartado Material y Métodos de esta Tesis Doctoral, el estadio
clinico, el estado actual de supervivencia, la edad en el momento del
diagnéstico (mayor o menor de 12 meses), la presencia o no de amplificacién
del gen MYCN y la presencia o no de pérdida de heterocigosidad a nivel de la

regiéon cromosémica 19913.3 (19q-LOH). GN: Ganglioneuroma.

Tumor eiiﬂg?odei Es}tqdio . . Edad menor de
nimero | esta Tesis clinico | Supervivencia 12 meses al MYCN 199-LOH
Doctoral (INSS) diagndstico
109 1 1 Vivo Si No amplificado No
110 1 1 Vivo Si No amplificado No
111 1 1 Vivo No No amplificado No
112 1 1 Vivo No No amplificado No
113 1 2 Vivo Si No amplificado No
114 1 2 Vivo Si No amplificado No
115 1 2 Vivo Si No amplificado No
116 1 2 Vivo Si No amplificado No
117 1 2 Vivo No No amplificado No
118 1 2 Vivo No No amplificado No
119 1 2 Vivo No No amplificado No
120 1 2 Vivo No No amplificado No
121 1 2 Vivo No No amplificado No
122 1 2 Vivo No No amplificado No
123 1 2 Vivo No No amplificado No
124 1 2 Fallecido No No amplificado No
125 1 3 Vivo Si No amplificado No
126 1 3 Vivo Si No amplificado No
127 1 3 Vivo No No amplificado No
128 1 3 Vivo No No amplificado No
129 1 3 Vivo No No amplificado No
130 1 4S Vivo Si No amplificado No
131 1 4S Vivo Si No amplificado No
132 1 4S Vivo Si No amplificado No
133 1 4S Vivo Si No amplificado No
134 1 4S Vivo Si No amplificado No
135 1 4S Vivo Si No amplificado No
136 1 4S Vivo Si No amplificado No
137 1 4S Vivo Si No amplificado No
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Grupo de

Tumor | estudio en Es,ta_dio _ _ Edad menor de
nimero | esta Tesis clinico | Supervivencia 1_2 meses al MYCN 199-LOH
Doctoral (INSS) diagnostico
138 1 45 Fallecido Si No amplificado No
139 1 45 Fallecido Si No amplificado No
140 1 GN Vivo No No amplificado No
141 1 GN Vivo No No amplificado No
142 1 GN Vivo No No amplificado No
143 1 GN Vivo No No amplificado No
144 1 GN Vivo No No amplificado No
145 1 GN Vivo No No amplificado No
146 1 GN Vivo No No amplificado No
147 1 GN Vivo No No amplificado No
148 1 GN Vivo No No amplificado No
149 1 GN Vivo No No amplificado No
150 2 2 Vivo No No amplificado Si
151 2 3 Vivo No Amplificado No
152 2 3 Fallecido No No amplificado Si
153 2 3 Fallecido No No amplificado Si
154 2 3 Fallecido No No amplificado Si
155 2 3 Fallecido No Amplificado Si
156 2 4 Vivo No Amplificado No
157 2 4 Vivo No No amplificado Si
158 2 4 Vivo Si No amplificado No
159 2 4 Vivo No No amplificado No
160 2 4 Vivo No No amplificado No
161 2 4 Vivo No No amplificado No
162 2 4 Vivo No No amplificado No
163 2 4 Vivo Si No amplificado No
164 2 4 Vivo Si No amplificado No
165 2 4 Vivo No Amplificado No
166 2 4 Vivo No Amplificado No
167 2 4 Vivo Si Amplificado No
168 2 4 Vivo No No amplificado No
169 2 4 Vivo No Amplificado No
170 2 4 Vivo Si No amplificado No
171 2 4 Vivo No No amplificado Si
172 2 4 Vivo No No amplificado No
173 2 4 Vivo No No amplificado No
174 2 4 Vivo Si No amplificado No
175 2 4 Vivo No No amplificado No
176 2 4 Vivo No No amplificado No
177 2 4 Vivo No No amplificado No
178 2 4 Vivo No Amplificado No
179 2 4 Vivo No No amplificado No
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Grupo de

Tumor | estudio en Es,ta_dio _ _ Edad menor de
nimero | esta Tesis clinico | Supervivencia 1_2 meses al MYCN 199-LOH
Doctoral (INSS) diagnostico
180 2 4 Vivo Si Amplificado No
181 2 4 Vivo Si No amplificado No
182 2 4 Fallecido No No amplificado Si
183 2 4 Fallecido No Amplificado No
184 2 4 Fallecido No Amplificado No
185 2 4 Fallecido No No amplificado Si
186 2 4 Fallecido No Amplificado No
187 2 4 Fallecido No No amplificado No
188 2 4 Fallecido No No amplificado No
189 2 4 Fallecido No Amplificado No
190 2 4 Fallecido No No amplificado No
191 2 4 Fallecido No No amplificado No
192 2 4 Fallecido No No amplificado No
193 2 4 Fallecido No No amplificado Si
194 2 4 Fallecido No Amplificado No
195 2 4 Fallecido No Amplificado No
196 2 4 Fallecido Si Amplificado No
197 2 4 Fallecido No No amplificado No
198 2 4 Fallecido No No amplificado No
199 2 4 Fallecido No No amplificado No
200 2 4 Fallecido No No amplificado No
201 2 4 Fallecido No No amplificado No
202 2 4 Fallecido No No amplificado No
203 2 4 Fallecido No Amplificado No
204 2 4 Fallecido No No amplificado No
205 2 4 Fallecido No No amplificado No
206 2 4 Fallecido No No amplificado No
207 2 4 Fallecido Si Amplificado No
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2. Andlisis de expresion génica mediante microarray

Para el andlisis de expresion génica, se extrajo ARN total de cada una de las
muestras a analizar (tumores, lineas celulares y muestras de médula G6sea
normal) utilizando el sistema Trizol (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD,
EEUU) y purificacibn mediante el sistema comercial Qiagen RNeasy System
(Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). Una vez extraido el ARN, se
comprobo la integridad y la calidad de éste mediante visualizacion directa del
ARN ribosémico de 28 y 18S mediante electroforesis en geles de agarosa al

1,2% y tincién con bromuro de etidio.

Para el analisis, todos los ARN fueron transformados en ADNc mediante una
transcriptasa inversa (Superscript I, Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA,
EEUU) con un oligonucledtido rico en colas de timina (T7-polyT primer), el cual

permitio la amplificacion de cualquier ARN mensajero presente en la célula.

A continuacion, se sintetizaron los ARNc correspondientes a todos los ADNc
mediante transcripcién in vitro, utilizando para ello UTP y CTP marcados con
biotina (Enzo Diagnostics, Farmingdale, NY). Una vez sintetizados, y para
favorecer la hibridacién, estos ARNc se fragmentaron quimicamente

afiadiendo una concentracion elevada de sales y altas temperaturas.

Finalmente, los ARNc marcados y fragmentados se hibridaron frente a los 5
chips del sistema de microarray de oligonucleétidos U95 de la casa comercial
Affymetrix durante 16 h a 45°C. Este sistema contiene 62.839 genes y
secuencias génicas expresadas (EST), por lo que es de suponer que todos los

genes de la célula humana estan incluidos en éste. Tras un proceso
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estandarizado y automatizado, los chips se lavaron y se escanearon para
obtener valores absolutos de expresién génica expresados como unidades
fluorescentes. Todos los valores de expresién se normalizaron utilizando el
programa informético Affymetrix Microarray Suite 5.0 suministrado por la casa

comercial Affymetrix.

Una vez obtenidos los valores de expresion cuantitativa en las distintas
muestras analizadas, en esta Tesis Doctoral se seleccioné un grupo de 409
genes y EST cuya funcién se relacionaba directamente con el sistema
inmunitario, incluyendo genes del sistema mayor de histocompatibilidad (HLA o
MHC), marcadores de diferentes tipos de leucocitos humanos, interferones e

interleucinas.
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3. Andlisis de los datos de expresidon obtenidos mediante microarray

Para la identificacion de genes sobreexpresados o reprimidos en grupos
especificos de muestras (tumores del Grupo 1 con tendencia a la regresion
espontanea frente a tumores del Grupo 2 con tendencia a la expansion y la
metastatizacion) para el grupo de genes seleccionados, se utilizé la prueba t
de Student, considerandose significativos los genes con un valor p<0,05 para
las pruebas de doble cola. Al mismo tiempo, se calcularon los valores medios
de expresion de cada gen en cada uno de los dos grupos de estudio y se
determinaron los valores de expresion diferencial media entre los grupos a

comparar (fold-change o expresion relativa del Grupo 1 respecto del Grupo 2).

4. Anélisis epigenético del gen RASSF1

Para la deteccion de modificaciones epigenéticas en genes especificos de las
muestras a estudiar, se realizaron ensayos de MSP (PCR especifica de
metilacion) asi como secuenciacion de fragmentos de ADN tratados con
bisulfito. En ambos casos, se utilizé ADN tratado con bisulfito sédico segun se

detalla a continuacion:

En primer lugar, se obtuvo el ADN celular total correspondiente a cada caso
(neuroblastomas, lineas celulares o controles normales) mediante incubacién
en proteinasa G durante 12 h a 50°C en presencia de una elevada

concentracion de sales, y precipitacion en etanol. Una vez purificado y
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cuantificado, se obtuvo 1 pg de ADN, el cual se diluyé en 50 ul de agua en un
tubo Eppendorf. Para la desnaturalizacion del ADN, se afiadieron 5,7 ul de
NaOH 3M a cada muestra, incubandose a 37°C durante 15 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 33 ul de hidroquinona 16 mM para proteger al
ADN durante la reaccién de conversion, y 530 ul de bisulfito sodico 4.3 M a
cada muestra, incubandose a 50°C durante 17 h en oscuridad. Mediante este
procedimiento, se consiguio producir una reaccion quimica que convirtié todas
las C no metiladas en U, mientras que las C metiladas permanecieron como C.
Posteriormente, para obtener los ADN modificados y eliminar los restos de
bisulfito y otras sales, se procedié a purificar el ADN mediante el sistema
Wizard DNA clean-up kit de la casa comercial Promega. Para ello, se afiadi6 1
ml de la resina incluida en el sistema a cada una de las muestras, haciéndolas
pasar a través de los filtros especificos que posee el kit, y lavandose con
isopropanol. Finalmente, los ADN se recuperaron mediante elucién con 50 pl
de agua bidestilada. Una vez eluidos, los ADN se volvieron a tratar con NaOH
3 M a 37°C durante 15 minutos para completar la conversién quimica de las C
a U y para desnaturalizar el ADN de nuevo. A continuacion, se precipitd el
ADN con etanol y AcNH4 en frio, lavandose en etanol y resuspendiéndose en

un volumen final de 30 ul de agua.

Una vez obtenidos los ADN modificados con bisulfito, purificados y disueltos en
agua, se llevaron a cabo las reacciones especificas de PCR de metilacion
(MSP). Para ello, se utilizo 1 pul de cada ADN en cada reaccion de MSP,
mezclandose con los siguientes componentes: H0: 13.8 ul; dNTPs 2 uM: 2.5

ul; tampon de reaccion con Mg*™: 2.5 pl; oligonucledtidos especificos 10 pM:
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2.5 + 2.5 pl; Fast-Start Tag-polimerasa: 0.2 ul. Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo durante 35 ciclos de amplificacion utilizando controles
negativos (ADN de linfocitos normales y de médula suprarrenal normal) y
controles positivos (ADN de linfocitos normales metilado in vitro mediante una

metilasa especifica).

En todos los casos, las reacciones de MSP se realizaron utilizando dos pares
diferentes de oligonucleétidos: un par que amplificaba Unicamente genes no
metilados y otro par capaz de amplificar inicamente el gen cuando éste se

encontraba metilado.

Para la restauracion del fenotipo RASSF1 demetilado en lineas celulares de
neuroblastoma, la linea celular LA1-5S se incub6 durante 72 h en medio de
cultivo DMEM suplementado con el agente demetilante 5-aza-2’-desoxi-citidina
a concentracion 2 uM (Alaminos et al., 2004). Una vez transcurrido el periodo
de incubacion, se extrajo el ARN total de las células control (no tratadas con 5-
aza-2’-desoxi-citidina) y de las células demetiladas (tratadas con 5-aza-2’-
desoxi-citidina), determinandose el nivel de expresion génica en ambas

mediante microarray, como se describié mas arriba.
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5. Analisis de supervivencia

El andlisis de supervivencia para los casos que presentaban metilacion o no de
RASSF1, se llev6 a cabo mediante la prueba log-rank del analisis de
supervivencia de Kaplan-Mayer, utilizando para ello el programa estadistico
SPSS 12.0. Se consider6 que existian diferencias significativas cuando se

obtuvo un valor p<0,05 en los tests de doble cola.
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1. IDENTIFICACION DE_MODIFICACIONES EPIGENETICAS DEL GEN

RASSF1 EN TUMORES NEUROBLASTICOS HUMANOS

Para identificar la presencia de modificaciones epigenéticas a nivel del
promotor del gen RASSF1 (hipermetilacion de islas CpG asociadas al promotor
de este gen), en esta Tesis Doctoral se utilizé la PCR especifica de metilacion
(MSP). Posteriormente, se llevdo a cabo un estudio de supervivencia para
determinar la relacion entre la hipermetilacion de RASSF1 y supervivencia de
los pacientes. Finalmente, analizamos la expresion de RASSF1 a nivel de ARN
e indujimos la reexpresion de este gen en lineas celulares tratadas con un

agente desmetilante.

1.1. PCR especifica de metilacion (MSP) para el gen RASSF1

Como se muestra en la Tabla 3, los analisis llevados a cabo mediante PCR
especifica de metilacién (MSP) revelaron que el promotor del gen RASSF1 se
encontraba hipermetilado en 77 de los 108 tumores neuroblésticos analizados
(71,3%), encontrandose no hipermetilado en 31 casos (28,7%). Los casos en
los que el gen se encontro hipermetilado corresponden a 3 tumores de estadio
1, 13 de estadio 2, 13 de estadio 3, 45 estadios 4 y 3 estadios 4S. Por el
contrario, los tumores no hipermetilados corresponden a 4 neuroblastomas de
estadio 1, 3 de estadio 2, 2 de estadio 3, 15 de estadio 4, 2 de estadio 4Sy 5

ganglioneuromas. 82 de los casos correspondian a pacientes de edad superior
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a 12 meses en el momento del diagnostico (no lactantes) mientras que 26
casos correspondian a pacientes menores de esa edad (lactantes). Algunos
ejemplos de bandas de ADN amplificadas mediante MSP se muestran en la

Figura 9.

Figura 9. Andlisis de metilacion génica mediante PCR especifica de
metilacién (MSP) en una muestra de 9 tumores neuroblasticos. A la
izquierda se muestra el marcador de peso molecular de ADN. Los casos en
los que Unicamente aparece una banda de ADN en la calle marcada U
corresponden a tumores con RASSF1 no hipermetilados, mientras que los
casos metilados presentan, en general, una banda tanto en la calle U como

en la calle M.
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Tabla 3. Resultados del analisis de hipermetilacién de islas CpG asociadas
al promotor del gen RASSF1 mediante MSP. Los nimeros asignados a los
distintos tumores neuroblasticos corresponden a los que aparecen en la

Tabla 1 de esta Tesis Doctoral.
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1.2. Valor prondéstico de la hipermetilacion del promotor del gen RASSF1

en neuroblastomay su asociacion con regresion y diferenciacién tumoral

espontanea

Una vez determinado el estado de hipermetilacion de RASSF1 en el grupo de
tumores neuroblasticos, quisimos analizar el valor prondéstico de este factor y la
eventual relacidn entre supervivencia e hipermetilacion de islas CpG asociadas
al promotor del gen RASSF1.

En primer lugar, el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meyer para los 108
tumores neuroblasticos incluidos en esta Tesis Doctoral no reveld diferencias
significativas, comprobandose que la supervivencia de los pacientes con
RASSF1 hipermetilado no fue significativamente diferente de la que aparecia
en los pacientes con RASSF1 no hipermetilado (p=0,212) (Figura 10 y Tabla
4).

Sin embargo, cuando se llevo a cabo el analisis de supervivencia teniendo en
cuenta Unicamente los casos correspondientes a pacientes no lactantes (niflos
mayores de 12 meses de edad en el momento del diagnéstico), se encontrd
que la hipermetilacion del promotor del gen RASSF1 se asociaba de forma
estadisticamente significativa con una reduccion de la supervivencia en estos

pacientes (p=0,032) (Figura 11 y Tabla 5).
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Funciones de supervivencia
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Figura 10. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meyer para los 108 casos

incluidos en esta memoria, incluyendo pacientes lactantes y no lactantes. El

eje X corresponde a meses de supervivencia de cada paciente, mientras que

el eje Y corresponde al porcentaje de pacientes que permanecen Vivos

después de cada periodo de tiempo de supervivencia. U: gen no

hipermetilado; M: gen hipermetilado.

Chi-cuadrado

gl

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

1,557

0,212

Tabla 4. Valores estadisticos de la prueba de igualdad de distribuciones de

supervivencia para diferentes niveles de RASSF1 (prueba log-rank) para los

108 casos. g.l.: grados de libertad. Sig.: valor de significacion estadistica p.
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Funciones de supervivencia
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Figura 11. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meyer para los 82 pacientes
mayores de 12 meses de edad (no lactantes) incluidos en esta Tesis
Doctoral. El eje X corresponde a meses de supervivencia de cada paciente,
mientras que el eje Y corresponde al porcentaje de pacientes que
permanecen vivos después de cada periodo de tiempo de supervivencia. U:

gen no hipermetilado; M: gen hipermetilado.

Chi-cuadrado al Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 4,607 1 0,032

Tabla 5. Valores estadisticos de la prueba de igualdad de distribuciones de
supervivencia para diferentes niveles de RASSF1 (prueba log-rank) para los
82 pacientes mayores de 12 meses de edad al diagnéstico. g.l.; grados de

libertad. Sig.: valor de significacion estadistica p.
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1.3. Expresiéon del gen RASSF1 en tumores neuroblasticos

Una vez efectuado el andlisis de hipermetilacion del promotor del gen RASSF1
en tumores neuroblasticos humanos, se cuantificé la expresion de este gen
mediante microarray para determinar la posible relacién entre hipermetilacion y
silenciamiento génico en neuroblastoma.

Los resultados de este analisis en 99 tumores neuroblasticos y 9 muestras de
médula 6sea normal, mostraron que la expresion media del gen RASSF1 en
neuroblastoma fue de 1083,35 unidades fluorescentes (u.f.), siendo 1733,63
u.f. en ganglioneuroma y 1862,77 u.f. en médula ésea normal (Figura 12). Las
diferencias fueron estadisticamente significativas tanto para la comparacion de
los niveles medios de expresién en neuroblastoma frente a médula Gsea
normal como para la comparacion de la expresion en neuroblastoma frente a
ganglioneuroma (Tabla 6). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion de RASSF1 entre distintos grupos clinicos de
neuroblastoma (comparacion de valores de expresion media entre tumores de

distintos estadios INSS) (Tablas 7 y 8).
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Figura 12. Expresién del ARN mensajero correspondiente al gen RASSF1
determinada mediante analisis de microarray en 99 tumores neuroblasticos
de diferentes estadios clinicos (neuroblastomas malighos de estadio 1, 2, 3,

4, 4S), tumores neuroblasticos benignos (ganglioneuromas) y médula 6sea

normal.
NB vs. GN RASSF1 NB vs. M.O. RASSF1 GN vs. M.O. RASSF1
U de Mann- U de Mann- U de Mann-
Whitney =Y Whitney o2 Whitney g
W de Wilcoxon 4045 W de Wilcoxon 4070 W de Wilcoxon 90
Z -4,703 Z -4,127 Z -,816
Sig. exacta 0,000 Sig. exacta 0,000 Sig. exacta 0,414

Tabla 6. Comparacion estadistica de valores medios de expresion del gen
RASSF1 utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney en

neuroblastomas loco-regionales. Se muestran los resultados para la
comparacion de neuroblastomas de estadios 1, 2y 3 entre si. Los valores de
significacion estadistica p se muestran en negrita (Sig. exacta), sefialandose
en rojo los valores estadisticamente significativos. NB: Neuroblastoma; GN:

Ganglioneuroma; M.O.: Médula 6sea normal.
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NB 1vs. 2 RASSF1 NB 2 vs. 3 RASSF1 NB 1vs.3 RASSF1
U de Mann- U de Mann- U de Mann-
Whitney 22 Whitney - Whitney A
W de Wilcoxon 32 W de Wilcoxon 96 W de Wilcoxon 75
Z -0,453 Z -1,488 Z 0
Sig. exacta 0,703 Sig. exacta 0,148 Sig. exacta 1,000

Tabla 7. Comparacion estadistica de valores medios de expresion del gen
RASSF1 utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney en
neuroblastomas (NB) loco-regionales. Se muestran los resultados para la
comparacién de neuroblastomas de estadios 1, 2 y 3 entre si. Los valores de

significacion estadistica p se muestran en negrita (Sig. exacta).

NB loco-regional

vs. NB 4 RASSF1

U de Mann-Whitney 577

W de Wilcoxon 1955
Z -1,292
Sig. exacta 0,196

Tabla 8. Comparacion estadistica de valores medios de expresion del gen
RASSF1 entre el grupo de neuroblastomas loco-regionales (estadios 1,2y 3
de la INSS) y el grupo de tumores de estadio 4 utilizando la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. Los valores de significacion estadistica p se

muestran en negrita (Sig. exacta).
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1.4. Induccién de la expresidbn génica en lineas celulares de

neuroblastoma mediante tratamiento con 5-aza-2’-desoxi-citidina

El analisis mediante microarray de la linea celular de neuroblastoma LA1-5S
mostré que la expresion de ARN correspondiente al gen RASSF1 aumenté un
74,3% tras el tratamiento con el agente demetilante 5-aza-2’-desoxi-citidina, lo
cual sugiere que RASSF1 podria estar hipermetilado en lineas celulares de

neuroblastoma (Figura 13).

Expression de RASSF1

350
300
250
200
150
100 -

50

LA1-5S_CONTROL LA1-5S_5AZA

Figura 13. Expresiéon del ARNm del gen RASSF1 en la linea celular de
neuroblastoma LA1-5S determinada mediante microarray. Los valores de
expresion corresponden a intensidad de fluorescencia del array de
Affymetrix. LA1-5S_CONTROL: linea celular control. LA1-5S_5AZA: linea

celular tratada con el agente desmetilante 5-aza-2’-desoxi-citidina.
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2. EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON EL SISTEMA

INMUNITARIO EN TUMORES NEUROBLASTICOS HUMANOS

En esta Tesis Doctoral, se utilizaron microarrays de oligonucleétidos de alta
densidad para cuantificar la expresion de 424 genes o EST relacionados con el
sistema inmunitario en tumores neuroblasticos. Para identificar aquellos genes
o EST cuya expresion fuese significativamente mayor en uno de los dos
grupos de tumores neuroblasticos establecidos en este trabajo respecto al otro
grupo (Grupo 1 vs. Grupo 2), se calcularon valores de significacion estadistica

p y de expresién media relativa (fold-changes) entre ambos grupos.

El resultado de este andlisis reveld la existencia de 104 genes (25,4% del total
de genes relacionados con el sistema inmune) cuya expresion fue
significativamente superior en uno de los dos grupos comparados utilizando la

prueba t de Student (Tabla 9).

Por otro lado, el analisis mostré que, en general, el grupo de tumores de bajo
riesgo (Grupo 1) presentaba niveles de expresion génica muy superiores a los
que se apreciaron en los tumores de alto riesgo, mientras que las lineas
celulares del Grupo 3 (que no presentan ninguna célula del sistema inmune,
sino Unicamente células tumorales neuroblasticas) apenas expresaron algunos

de estos genes.

A continuacion, se presentaran los resultados del analisis de microarray para

grupos de genes de especial relevancia en el sistema inmunitario humano.
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2.1. Genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC o HLA)

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC o HLA) esta regulado y
controlado por un conjunto complejo de genes que codifican dos grupos
basicos de proteinas: las del sistema tipo | (MHC-I) y las del sistema tipo Il
(MHC-II). El sistema MHC-I, a su vez, esta constituido por una proteina o
antigeno mayor alfa, que puede ser de varios tipos (A, B, E, F, G, J) y una
proteina beta de pequefio tamafio denominada beta-2-microglobulina. Todas
estas proteinas estan codificadas en el ADN por un gran niumero de genes
distintos, existiendo 33 genes/EST en el sistema de microarray utilizado en
esta Tesis Doctoral.

De los 33 genes/EST relacionados con el sistema mayor de
histocompatibilidad que se analizaron en este estudio (Figuras 14 y 15), 19
presentaron diferencias significativas entre ambos grupos de estudio (Grupo 1
y Grupo 2), estando todos ellos sobreexpresados en el Grupo de tumores de
menor malignidad y mayor propensién a la diferenciacion espontanea (Grupo

1).

Cuando se analizaron los 19 genes/EST que resultaron significativos, se pudo
comprobar que 9 de ellos estaban relacionados con el sistema mayor de
histocompatibilidad tipo | (MHC-I), teniendo una expresion minima en las lineas
celulares de neuroblastoma. Uno de los genes incluidos en este grupo es B2M,
que codifica la beta-2-microglobulina, estando también sobreexpresados en el
Grupo 1 los genes HLA-A, HLA-B, HLA-E, HLA-G y HLA-J de la cadena alfa
del MHC-I. De este modo, tanto las cadenas pesadas alfa como las cadenas

ligeras beta del MHC-I se encontraban sobreexpresadas en tumores de buen
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pronéstico (Grupo 1). Todos estos genes juegan un papel fundamental en la
presentacion de antigenos al sistema inmune, por lo que su expresion
disminuida en tumores de elevado riesgo (Grupo 2) podria explicar por qué
estos tumores son capaces de escapar a la vigilancia del sistema inmune y
proliferar sin ningun obstaculo. Por el contrario, los tumores de bajo riesgo
(Grupo 1) expresarian grandes cantidades de estas moléculas de
reconocimiento celular, lo cual permitiria al sistema inmune reconocer a estas
células y, a continuacion, activar los mecanismos de defensa necesarios para

destruirlas o inducir su diferenciacion.

Junto a estos genes del sistema mayor de histocompatibilidad de clase I,
encontramos que 10 genes/EST del sistema de histocompatibilidad clase Il
(MHC-II) se encontraron sobreexpresados en tumores del Grupo 1, incluyendo
HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQB1, HLA-DRA y HLA-
DRB1. Por un lado, los genes HLA-DMA y HLA-DMB juegan un papel
importante a la hora de facilitar la unién de los péptidos celulares a las
moléculas del sistema de histocompatibilidad MHC-II. Por otro lado, los genes
HLA -DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQB1, HLA-DRA y HLA-DRBL1 llevan a cabo
funciones especificas en la presentacion de los péptidos a los linfocitos T
CD4+. Por estos motivos, la sobreexpresion relativa de estos genes en los
tumores neuroblasticos de bajo riesgo podria contribuir al reclutamiento de

linfocitos T por parte de estos tumores.
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Figura 14. Expresién de algunos de los genes/EST relacionados con el
complejo mayor de histocompatibilidad tipo | (HLA-I) en los tres grupos de
muestras considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa

niveles de expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 15. Expresion de algunos de los genes/EST relacionados con el
complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1l (HLA-II) en los tres grupos de
muestras considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa

niveles de expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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2.2. Genes relacionados con marcadores leucocitarios

El andlisis de expresidon de genes especificos de los leucocitos humanos
revel6 que, en general, los tumores de bajo grado y bajo nivel de malignidad
(Grupo 1) presentaron mayor expresion de este tipo de marcadores que los
tumores mas agresivos (Grupo 2). Sin embargo, las diferencias no fueron tan
acusadas como en el caso de los genes del sistema MHC, no alcanzando
significacién estadistica en la mayoria de los casos. Los niveles medios de
expresion en cada uno de los grupos y para cada gen/EST analizado en esta
Tesis Doctoral se muestran en la Tabla 9 y, graficamente, en las Figuras 16,
17,18, 19,20y 21.

Del total de genes/EST relacionados con marcadores leucocitarios analizados
en esta Tesis Doctoral, se encontré que 22 genes/EST mostraron diferencias
significativas entre el Grupo 1 y el Grupo 2 de tumores neuroblasticos. De
ellos, algunos genes/EST se encontraron sobreexpresados en el Grupo 1
(tumores de bajo grado de malignidad) respecto al Grupo 2 (tumores muy
agresivos), incluyendo CD58 (marcador leucocitario), CD3E (marcador de
linfocitos T), CD8A (marcador de linfocitos T citotéxicos) y CD69 (marcador de
linfocitos B y T activados). Otros genes/EST cuya expresion fue
significativamente mayor en el Grupo 1 de tumores son los marcadores de
monocitos CD14, CD36L2, CD63 y CD9, el marcador de células natural-killer
CD56 y el gen especifico de timocitos CD1D. Todos estos resultados sugieren
gue la poblacion leucocitaria podria ser superior o, en todo caso, mas activa,

en los tumores del Grupo 1 que en los del Grupo 2.
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Figura 16. Expresion de algunos de los principales genes/EST utilizados
como marcadores de linfocitos B en los tres grupos de muestras
considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de

expresion en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 17. Expresion de algunos de los principales genes/EST utilizados
como marcadores de linfocitos T en los tres grupos de muestras
considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de

expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 18. Expresion de algunos de los principales genes/EST utilizados
como marcadores de activaciéon linfocitaria B y T en los tres grupos de
muestras considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa

niveles de expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 19. Expresion de algunos de los principales genes/EST utilizados
como marcadores de células NK (natural Killer) en los tres grupos de
muestras considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa

niveles de expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 20. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con marcadores leucocitarios en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).

3500
= EXPRESION GRUPO 1
3000 . -
= EXPRESION GRUPO 2
2500 = EXPRESION GRUPO 3
2000
1500
1000
500
0
CD14 CD68 CD63 CD36 cD9 CD33

Figura 21. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con marcadores de monocitos-macréfagos en los tres grupos de muestras
considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de

expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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2.3. Genes relacionados con la expresion de citocinas y quimiocinas

La expresion de determinadas citocinas y quimiocinas juega un papel
fundamental en la activacion del sistema inmune por parte de los leucocitos y
el resto de células que conforman este sistema. El analisis de expresion de
algunos de los principales genes relacionados con la sintesis de citocinas y
guimiocinas mostré 14 genes/EST diferencialmente expresados entre el Grupo
1y el Grupo 2 de modo estadisticamente significativo (Tabla 9 y Figuras 22,
23, 24, 25 y 26), siendo mayor la expresion de 10 de estos genes en el Grupo
1 que en el Grupo 2. Entre éstos, destacan los genes de las citocinas GDF10
(miembro de la familia de genes TGF-B), SCYA2 (factor quimiotactico de
monocitos), SCYD1 (citocina D1, promueve la adhesion de los leucocitos al
endotelio vascular), SDF1 y SDF2 (factores quimiotacticos de linfocitos) y los

receptores de citocinas CCR1, CCR9, CX3CR1 y CXCL16.
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Figura 22. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con citocinas y quimiocinas en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 23. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con citocinas y quimiocinas en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 24. Expresiéon de algunos de los principales genes/EST relacionados
con citocinas y quimiocinas en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 25. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con citocinas y quimiocinas en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 26. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con citocinas y quimiocinas en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresiéon en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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2.4. Genes que codifican para interferones y receptores de interferones

Como se muestra en la Tabla 9 y en las Figuras 27, 28 y 29, la expresion de
numerosos genes relacionados con la sintesis de interferén o de los receptores
de interferén fue mayor en uno de los grupos de estudio que en el resto de los
grupos. En concreto, en lo que respecta a los genes de interferon, se encontré
una mayor expresion de la mayor parte de estos genes en los tumores del
Grupo 2 (mayor agresividad) que en los del Grupo 1 (menor agresividad),
aunque las diferencias fueron minimas en la mayor parte de los casos. Sin
embargo, cuando se analizé la expresion de genes de los receptores de este
mediador del sistema inmunitario, se comprob6 que los tumores del Grupo 1
tendian a presentar mayores niveles de expresion que el resto de las
muestras. Finalmente, el analisis de los genes inducibles por accion de
interferon mostré de igual modo mayor expresion en el Grupo 1 que en los

Grupos 2y 3.
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Figura 27. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con la sintesis de interferén en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 28. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con receptores de interfer6n en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresiéon en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 29. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados
con proteinas inducibles por la accién del interfer6n en los tres grupos de
muestras considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa

niveles de expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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2.5. Genes relacionados con la expresion de interleucinas y receptores de

interleucinas

Como mediadoras de la respuesta inflamatoria, las interleucinas juegan un
papel muy importante en la activacion del sistema inmunitario. A este respecto,
nuestro analisis mediante microarrays mostré una expresion significativamente
mayor en el Grupo 1 del gen de la interleucina 6, asi como de los receptores
de las interleucinas 10, 11 y 13 y varios genes relacionados con la funcién de
las interleucinas. Por otro lado, ciertos genes mostraron mayor expresion en el
Grupo 2 de tumores, incluyendo las interleucinas la y 23a y el receptor de la
interleucina 5. Estos resultados sugieren que la expresidon de genes
relacionados con las interleucinas podria ser especifica de tejido, siendo
diferente en los tumores mas agresivos y en los menos agresivos. Estos
resultados se muestran en la Tabla 9 vy, se ilustran a modo de ejemplo en las

Figuras 30 y 31.
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Figura 30. Expresion de algunos de los principales genes/EST que codifican
para diferentes interleucinas en los tres grupos de muestras considerados
en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de expresion en

forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Figura 31. Expresion de algunos de los principales genes/EST relacionados

con receptores de interleucinas en los tres grupos de muestras
considerados en esta Tesis Doctoral. El eje vertical representa niveles de

expresién en forma de unidades fluorescentes (Affymetrix).
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Los tumores del sistema nervioso constituyen un grave problema de salud en
todos los paises, debido no sélo a su incidencia sino, ademas, a su elevada
mortalidad (Ohgaki y Kleihues, 2005; Peris y Giner, 2006). En concreto, los
tumores malignos del sistema nervioso periférico, especialmente los tumores
neuroblasticos, presentan una elevada prevalencia en la edad pediétrica,
siendo mucho menos frecuentes en el adulto. Sin embargo, la frecuencia de
los tumores del sistema nervioso central, especialmente los gliomas, es muy

elevada en la edad adulta.

Por un lado, los tumores derivados de la glia, especialmente los glioblastomas,
presentan una incidencia de 3,5 casos por 100.000 habitantes al afio, con una
supervivencia del 42,4% a los 6 meses, 17,7% al afio y 3,3% a los dos afios
del diagnéstico (Cairncross et al., 1998; Ohgaki y Kleihues, 2005), lo cual los
convierte en tumores frecuentes y muy agresivos. Por otro lado, el
neuroblastoma constituye el tumor sélido maligno més frecuente en la infancia
(Castleberry, 1997; Schwab et al., 2003), presentando una mortalidad global
superior al 50% cuando se aplican pautas intensivas de tratamiento quimio y
radioterapico (Mora et al., 2001; Brodeur y Maris, 2002; Oppenheimer et al.,

2003).

Diversos estudios sugieren que tanto los gliomas como los neuroblastomas
podrian originarse a partr de las mismas células precursoras
neuroectodérmicas (Ueki et al.,, 1997). Sin embargo, aunque todos estos
tumores podrian tener un origen comun, los mecanismos genéticos Yy
moleculares que dirigen la diferenciacion celular a partir de las células

ectodérmicas del tubo neural no son bien conocidos. Asimismo, se desconoce
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el papel que podria jugar el sistema inmunitario del paciente en el control de la

enfermedad neuroblastica establecida.

En su conjunto, los tumores neuroblasticos constituyen un conjunto muy
heterogéneo de tumores desde un punto de vista clinico. Mientras algunos
neuroblastomas tienden a diferenciarse y regresar espontaneamente, otros
tumores muestran gran agresividad y capacidad de producir metastasis a
distancia, especialmente al hueso, presentando una elevada mortalidad y muy
mal pronostico. Este comportamiento clinico tan diverso hace necesaria la
busqueda de nuevos marcadores biologicos, genéticos y moleculares que
contribuyan a una mejor clasificacion de los pacientes para una adecuada
decision terapéutica. En este sentido, el reciente desarrollo de las técnicas
genéticas basadas en chips de microarray permite establecer perfiles de
expresion génica global en todo tipo de muestras de origen humano,
incluyendo los tumores neuroblasticos (Hessner et al., 2006). Por otro lado, los
andlisis epigenéticos permiten evaluar el estado de activacion o inactivacion de
determinados genes cuya funcion podria ser relevante en la génesis y la
clasificacion de los tumores neuroblasticos (Alaminos et al., 2004). En esta
Tesis Doctoral, se han utilizado ambos tipos de técnicas para determinar el
papel que podrian jugar ciertos genes en el desarrollo y la progresién de los

tumores neuroblasticos.

En primer lugar, es bien conocida la existencia de varios genes cuya
hipermetilacion a nivel de promotor se ha asociado a la aparicion de tumores
malignos o la progresion y extension de éstos, incluyendo el neuroblastoma.

Por ese motivo, en esta Tesis Doctoral se estudio el papel que la
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hipermetilacion epigenética del gen RASSF1 podria jugar en neuroblastoma
humano. Para ello, se realizé un analisis epigenético para determinar el estado
de metilacion del promotor de dicho gen mediante PCR especifica de
metilacion (MSP) después de un periodo de incubacion con bisulfito sodico.
Diversos investigadores han demostrado que la hipermetilacion de promotores
genéticos esta directamente relacionada con la estructura de la cromatina y la
expresion génica (Robertson y Wolffe, 2000). En cancer, la generacion y el
mantenimiento de los tumores se asocia a diversas alteraciones del perfil
global de metilacion génica, asi como de la expresion génica en practicamente
todos los tipos de cancer (Baylin et al., 1998). De hecho, la hipermetilacion de
islas CpG asociadas al promotor de diversos genes parece asociarse
especificamente a algunos tipos de cancer y, lo que es mas importante, puede
utilizarse como predictor del comportamiento de estos tumores, constituyendo
marcadores de subtipos especificos de cancer (Uhlmann et al., 2003). En este
sentido, diversos estudios han demostrado una asociacién especifica entre
algunos tipos de cancer y determinados perfiles de metilacion génica en glioma
(Uhlmann et al., 2003), neuroblastoma (Alaminos et al., 2004 y 2005),
carcinomas cutaneos (Murao et al., 2006), cancer colorrectal (Young y Jass,

2006) y otros muchos tumores.

Los resultados de nuestro estudio de las modificaciones epigenéticas del gen
RASSF1 en neuroblastoma demostraron que un elevado porcentaje de
tumores presentaba hipermetilacion del promotor de RASSF1. Curiosamente,
nuestro analisis mostré que ninguno de los tumores neuroblasticos benignos

(ganglioneuromas) incluidos en este estudio (tumores 104 a 108) presentaba
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hipermetilacion de este gen, siendo mayor el porcentaje de tumores
hipermetilados en el grupo de neuroblastomas malignos de alto riesgo
bioldgico.

Estos resultados sugieren que la hipermetilacion del gen RASSF1 podria jugar
un papel relevante en la transformacion maligna de los neuroblastos de la
cresta neural del embridn y, por tanto, en la génesis del neuroblastoma. Del
mismo modo, esta modificacion epigenética parece estar relacionada con la
ausencia de regresion espontanea en los tumores de alto grado, siendo ésta
un hecho relativamente frecuente en los tumores de bajo grado. Ademas,
nuestro estudio revelé que la expresion de ARN correspondiente a RASSF1
fue significativamente mas baja en neuroblastomas malignos que en tejidos
neurales normales e incluso que en tumores neuroblasticos benignos

(ganglioneuroma).

Por otro lado, el analisis de supervivencia en nuestro grupo general de tumores
neuroblasticos mostr6 una tendencia no significativa hacia una mayor
supervivencia en los tumores que no presentaban hipermetilacion génica,
siendo estadisticamente significativa la diferencia cuando se analizd
exclusivamente el grupo de pacientes no lactantes (mayores de 12 meses de
edad). Numerosos estudios previos (Mora y Gerald, 2004; Oppenheimer et al.,
2004) demostraron que los tumores neuroblasticos correspondientes a
pacientes lactantes (menores de 12 meses de edad) presentan un pronostico
muy favorable en la mayoria de los casos, siendo significativamente peor en el
caso de los pacientes mayores de 12 meses. Por este motivo, el hecho de que

en nuestro estudio la hipermetilacion de RASSF1 se asociara a una
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disminucién significativa de la supervivencia en pacientes mayores de 12
meses de edad, nos permite contribuir a elaborar una prevision prondstica en
este grupo de pacientes de prondstico incierto. Aunque la hipermetilacion de
este gen no parece jugar un papel prondstico relevante en pacientes lactantes,
la prevision prondstica no suele constituir un problema en este tipo de
pacientes en los que el prondstico siempre es mas favorable que en pacientes
de mayor edad. Si estos resultados fuesen validados en una cohorte
independiente de pacientes, sugerimos que el estado de metilacion del gen
RASSF1 se podria utilizar en el futuro como factor prondstico en nifios afectos

de neuroblastoma, especialmente en nifios de edades avanzadas.

Por otro lado, nuestros hallazgos abren la puerta a la posibilidad de que este
tipo de tumores sean tratados utilizando terapias demetilantes, incluyendo el
tratamiento con 5-aza-2’-desoxicitidina u otros farmacos similares. Este tipo de
terapia ya ha sido propuesta para otras enfermedades en las que existe
hipermetilacion de genes relevantes (Cheng et al., 2004). Por otro lado, el
reciente desarrollo de sistemas de micorarray para deteccidn de perfiles
globales de hipermetilacién de islas CpG asociadas a promotores génicos
permitird establecer el nivel de metilacibn génica global en todo tipo de
tumores humanos, incluyendo los neuroblastomas (Chen et al.,, 2003) y
descubrir otros genes cuya inactivacion epigenética pudiese jugar un papel

relevante en neuroblastoma.

En segundo lugar, y una vez analizado el valor pronéstico de la inactivacion
epigenética de RASSF1, en este trabajo hemos llevado a cabo un estudio de

expresion génica global mediante microarrays de oligonucleétidos en una gran
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cohorte de tumores neuroblasticos con objeto de identificar perfiles de
expresion génica para distintos grupos y estadios clinicos de neuroblastoma y
ganglioneuroma. De este modo, cuando analizamos concretamente los genes

relacionados con_el sistema inmunitario, comprobamos que existian

diferencias estadisticamente significativas entre los tumores de bajo riesgo
(Grupo 1 de estudio) y los tumores de alto riesgo (Grupo 2). En concreto,
numerosos genes del sistema inmunitario mostraron una expresion
significativamente superior en los tumores de bajo grado, aquéllos que tienden
a remitir espontdneamente o tras la aplicacion de tratamientos quirdrgicos o
guimioterapéuticos suaves, siendo muy escasa su expresion en los tumores de
alto grado (Grupo 2), es decir, los tumores de elevada mortalidad incluso tras
la aplicacion de tratamientos intensivos multimodales (Mora et al., 2001) y en

las lineas celulares (Grupo 3).

De este modo, se comprob6 que, por un lado, los tumores de bajo grado
(Grupo 1) mostraron mayor expresion de genes relacionados con el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC o HLA) que las muestras de los Grupos
2 y 3. Este hecho podria explicar por qué los neuroblastomas de alto grado
(Grupo 2 de estudio) son capaces de escapar a la vigilancia del sistema
inmunitario y, por tanto, progresar y extenderse tanto localmente como a
distancia (Wolfl et al., 2005). Por el contrario, los tumores de bajo grado (Grupo
1) conservarian la expresion de marcadores de superficie celular, lo cual
facilitaria el reconocimiento de estas células por parte del sistema inmunitario
y, por tanto, el control de los neuroblastos neoplasicos por parte de los

linfocitos y las células natural-killer. Curiosamente, este mismo fenémeno se
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aprecia tanto para los genes del complejo mayor de histocompatibilidad tipo |
(MHC-I), incluyendo el gen de la beta-2-microglobulina, como para los del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-Il) analizados en este
estudio. Estudios previos ya sugirieron que ciertos neuroblastomas podrian
escapar al sistema de vigilancia inmunitaria mediante la represion de ciertas
proteinas relacionadas con el reconocimiento autoinmune (Raffaghello et al.,

2004).

Junto con los genes del sistema de histocompatibilidad humana, en esta Tesis
Doctoral se analizaron diversos genes que actian como marcadores de
leucocitos humanos. Los resultados de este analisis sugieren que los tumores
del Grupo 1 de estudio podrian contener una mayor poblacién leucocitaria que
los tumores del Grupo 2 6 que, en todo caso, la poblacion leucocitaria del
Grupo 1 podria ser mas activa que la del Grupo 2. Sin embargo, las diferencias
de niveles de expresion génica determinados mediante microarray no fueron
tan acusadas como en el caso de los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad, dandose el caso de que ciertos genes (por ejemplo, CD24
y CD72) se encontraron mas expresados en los tumores mas agresivos (Grupo
2) que en los menos agresivos (Grupo 1). Probablemente, este fenémeno
sugiere que el papel del sistema inmunitario en neuroblastoma es complejo y
multifactorial, siendo posible que distintas células del sistema inmunitario

jueguen distintos papeles en tumores agresivos y en tumores autolimitados.

Cuando se analizaron los genes correspondientes a las distintas
subpoblaciones leucocitarias existentes en las muestras analizadas en esta

Tesis Doctoral, se comprobd que algunos genes presentaban mayor expresion
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en uno de los grupos de estudio respecto a los otros grupos. Por un lado,
nuestros resultados demostraron que la expresion de algunos genes
relacionados con la funcion de los linfocitos B fue superior en los tumores de
bajo riesgo (Grupo 1) que en los de alto riesgo (Grupo 2), incluyendo CD5 y
CD37, por ejemplo. Sin embargo, otros genes mostraron mayor expresion en
el Grupo 2, como es el caso de CD19 y CD20, por ejemplo. En el mismo
sentido, ciertos genes correspondientes a linfocitos T presentaron mayor
expresion en uno de los grupos de estudio, ya fuese el Grupo 1 (genes CD4,
CDS8, 4-1BB, CD2 y CD6, por ejemplo) o en el Grupo 2 (entre otros, CD28). De
nuevo, estos resultados sugieren que el papel del sistema inmunitario podria
ser diferente en cada tipo de tumor, expresandose ciertos genes en los
tumores mas agresivos y otros genes diferentes en los tumores de mejor
pronéstico. Entre todos estos genes, destacan CD4, marcador de linfocitos Th
(helper o colaboradores) y CD8, marcador de linfocitos Tc (citotoxicos). El
papel que juega la expresion de todos estos genes en la regresion y
diferenciacion espontanea de los tumores neuroblasticos ain no ha sido
aclarado. Ademas de todo lo expuesto hasta ahora, nuestro andlisis mostro
que algunos genes de activacion linfocitaria (CD83, CD38, TdT y CD69) se
encontraban mas expresados en los tumores menos agresivos (Grupo 1) que
en los mas agresivos (Grupo 2). De este modo, se podria afirmar que la
poblacion linfocitaria existente en los tumores de menor grado podria presentar
mayores niveles de activacion funcional que los tumores mas agresivos y, por
tanto, podrian participar en la regresion y diferenciacion tumoral espontanea

gue experimentan muchos tumores del Grupo 1.
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Las consecuencias de estos hallazgos son muy relevantes desde un punto de
vista clinico. Por un lado, la posible infiltracion tumoral por linfocitos B existente
en los tumores del Grupo 1 podria estar relacionada con una eventual
produccion de anticuerpos por parte de estas células, los cuales contribuirian a
la destruccion del tumor via humoral y a su eventual regresion espontanea. Por
otro lado, la infiltracion de los tumores de bajo grado por linfocitos T, tanto
colaboradores como citotoxicos, contribuiria de forma directa a la accion
citotoxica sobre las células tumorales y, por tanto, a la regresion tumoral por un
mecanismo directo (Feinmesser et al., 2004). La regresion tumoral espontanea
y la diferenciacion celular hacia neuroblastos no tumorales, serian, por tanto,
procesos mediados por la accion de los linfocitos By T que, a su vez, vendria
determinada por la mayor expresion de antigenos de histocompatibilidad en la

superficie de los tumores de bajo riesgo (Grupo 1).

Todo ello estaria en consonancia con los datos de expresion génica
correspondiente a dos grupos muy importantes de leucocitos: las células
matadoras o natural killer y los monocitos-macréfagos, ambos con funcién
citotoxica directa. Por un lado, ciertos marcadores de células natural killer se
encontraron sobreexpresados en el Grupo 1 de tumores neuroblasticos (entre
otros, CD2, NKG7 y NKTR). Por otro, CD9, CD14 y CD63, genes
caracteristicos de monocitos y macrofagos, mostraron mayor expresion en el
grupo de tumores de menor agresividad (Grupo 1). Estos resultados sugieren
que, de nuevo, los tumores de menor grado podrian presentar mayor

infiltracion por células del sistema inmunitario o que, en todo caso, las células
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existentes en este tipo de tumores podrian ser funcionalmente mas activas que

en los tumores mas agresivos (Grupo 2).

Por otra parte, en esta Tesis Doctoral quisimos cuantificar la expresion de
distintos mediadores del sistema inmunitario en neuroblastoma, incluyendo
citocinas y quimiocinas, interferones e interleucinas. Todos estos mediadores
juegan un papel fundamental en la activacion y la regulacion del sistema

inmunitario humano.

En general, las citocinas son proteinas que regulan la funcion de las células
que las producen o de otros tipos celulares. Las citocinas son los agentes
responsables de la comunicacion intercelular, induciendo la activacion de
receptores especificos de la membrana celular para activar la proliferacion y la
diferenciacion celular, asi como las funciones de quimiotaxis, crecimiento y
secrecion de inmunoglobulinas. Concretamente, las citocinas encargadas de

inducir quimiotaxis de ciertas células diana, son las denominadas quimiocinas.

En su mayor parte, las citocinas son segregadas por los linfocitos y los
macréfagos activados, aunque también pueden ser producidas por leucocitos
polinucleares, células endoteliales, epiteliales y del tejido conjuntivo (Vergara,
1996). Segun la célula que las produzca se denominan linfocinas (linfocito),
monocinas (monocitos) o interleucinas (células hematopoyéticas) (Gallin y

Snyderman, 1999; Janeway et al., 1999; Roitt et al., 2002).

Se denomina interleucinas a un conjunto de proteinas que son sintetizadas y
expresadas por los leucocitos (de ahi el término -leukin), y por los histiocitos y

que tienen como funcion la intercomunicacion entre las distintas
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subpoblaciones leucocitarias, participando en la respuesta del sistema
inmunitario. Las interleucinas constituyen, en general, un conjunto de proteinas
solubles de bajo peso molecular que ejercen una funcidbn mediadora del
crecimiento celular, inflamacién, inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre
otras actividades (Hernandez y Alvarado, 2001). Las interleucinas suelen
intervenir en todas las reacciones inmunes del organismo, activando o
desactivando células del sistema inmunoldgico y actuando como mediadores
en los procesos inflamatorios o como factores estimuladores de colonias de
células precursoras de la sangre. Existen distintos tipos de interleucinas, entre
las que destacan, entre muchas otras, la IL-1 (pirdgeno enddgeno que
aumenta la adhesion de los leucocitos al endotelio vascular), la IL-2 (proteina
que facilita la proliferacion de los linfocitos T activados) y la IL-3 (que facilita el

crecimiento de las células madre pluripotenciales de la médula 6sea).

En este contexto, el analisis de los tumores neuroblésticos incluidos en este
estudio revel6 que numerosos genes relacionados con citocinas y quimiocinas
mostraron mayor expresion en uno de los grupos de estudio (Grupo 1 6 Grupo
2), estando poco expresados en el resto de las muestras analizadas.
Concretamente, los genes que codifican para las citocinas CCR1, CCRS,
CCR9, CX3CR1, CXCL16, GDF10, SCYAL17 (factor quimiotactico de linfocitos
T), SCYA2 (factor quimiotactico de monocitos), SCYA25 (factor inductor del
desarrollo de linfocitos T), SCYD1, SCYE1l, SDF1 (factor quimiotactico de
linfocitos) y SDF2 se encontraron mas expresados en el grupo de tumores
menos agresivos (Grupo 1) que en el grupo de tumores de mayor malignidad

(Grupo 2). Estos datos, junto con la mayor expresion de marcadores
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leucocitarios que encontramos en las muestras del Grupo 1, sugieren una
mayor activacion del sistema inmune en los tumores menos agresivos que en
los neuroblastomas mas malignos, lo cual podria explicar por qué estos

tumores presentan una mayor tendencia a remitir espontaneamente.

En el mismo sentido, nuestro analisis mostrd que los genes que codifican para
interleucinas y receptores de interleucinas se expresaron a diferentes niveles
en los diferentes grupos de muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En
concreto, se pudo apreciar una mayor expresion de interleucina 6 en los
tumores del Grupo 1 y una mayor expresion de otras interleucinas en el Grupo
2. En lo que respecta a los receptores, algunos de estos genes se encontraron
mas expresados en los tumores menos agresivos, siendo mayor la expresion
de otros receptores en los tumores de mayor agresividad. Estos resultados
indicarian que la expresion de genes de interleucinas podria ser especifica de
tejido, pudiendo jugar un papel relevante en la diferenciacion celular inducida
en los tumores de bajo grado o incluso en el mantenimiento del fenotipo
maligno en los tumores de alto grado. Ser& necesario llevar a cabo estudios en

una cohorte mayor de tumores para clarificar este punto.

Finalmente, nuestro andlisis demostré que algunos genes relacionados con los
interferones se encontraban mas expresados en el grupo de muestras de
mayor malignidad, mientras que otros genes se expresaron de modo
cuantitativamente superior en los tumores menos agresivos. El interferon se
describié originariamente como una glicoproteina sintetizada por las células
humanas que habian sido previamente infectadas por un virus y que era capaz

de proteger a dichas células frente a la infeccion por un segundo tipo de virus,
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impidiendo la replicacion de acidos nucleicos virales en el interior de las
células humanas. Estas moléculas del sistema inmunitario se pueden clasificar
en tres familias: tipo o o interferon de los leucocitos, tipo B o interferon de los
fibroblastos, y el tipo y o interferén de los linfocitos. Su efectividad bioldgica es
tan elevada que bastaria una concentracién de interferén de 3 x 10™* M para
que éste fuese efectivo in vivo. En general, el interferon es capaz de llevar a
cabo diversas acciones bioldgicas relacionadas con el sistema inmune, entre

las cuales destacamos las siguientes (Almenteros et al., 1999):

Inhibe la proliferacion celular.

Estimula la actividad citotoxica linfocitica.

Estimula la actividad fagocitica y tumoricida de los macrofagos.

Estimula la expresion de antigenos de superficie.

Las propiedades antitumorales del interferén fueron descritas por Kurt Paucker
ya en 1962, y hoy se conoce que estas sustancias actian fundamentalmente
por un doble mecanismo de accion (Jonson y Baron, 1976; Petska, 1983;
Strander, 1983): un efecto antiproliferativo directo y un efecto

inmunomodulador.

Concretamente, nuestro analisis de microarray demostré que la mayor parte de
los interferones se expresaron preferentemente en el Grupo 2 (tumores mas
agresivos), mientras que los receptores de interferones y las proteinas
inducibles por accion de interferon se encontraron mas expresados en los
tumores del Grupo 1 (menos agresivos). Estos resultados podrian indicar que,

al tener mayor numero de receptores de interferén, los tumores con mayor
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tendencia a la involucion espontanea serian mas sensibles a la accion
inmunomoduladora del interferon, incluyendo la accion inductora de la

citotoxicidad por parte de los linfocitos infiltrantes del tumor.

Por todo lo indicado hasta ahora, podriamos concluir que el sistema
inmunitario presenta mayor nivel de activacion en los tumores del Grupo 1.
Probablemente, la mayor presencia de marcadores de superficie tipo MHC en
estos tumores podria inducir el reconocimiento de estas células, una vez
transformadas, por parte de los leucocitos del propio individuo, lo cual
provocaria una infiltracion leucocitaria del tumor por linfocitos T, monocitos y
células natural-killer, con funcion citotoxica para los neuroblastos malignos. A
su vez, estas células producirian una elevada cantidad de citocinas y
guimiocinas, las cuales estimularian la atraccion quimiotactica de nuevas
células del sistema inmunitario, asi como la activacion de éstas para destruir
las células malignas. Finalmente, las células del tumor, asi como la poblacion
leucocitaria infiltrante, producirian elevadas cantidades de interleucinas de
distinto tipo y de receptores de interferones, los cuales harian a estas células
mas sensibles a la accion citotdéxica de las células infiltrantes. Todo ello
desembocaria en la destruccion de los neuroblastos malignos por parte de las

células del sistema inmune.

Por el contrario, las células de los tumores neuroblasticos mas agresivos
(Grupo 2 de estudio) podrian escapar a la vigilancia autoinmune de los
leucocitos circulantes mediante una reduccién de la produccion de marcadores

MHC de superficie. De este modo, las células inmunitarias no serian capaces
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de reconocer estas células malignas y, por tanto, no infiltrarian estos tejidos

para inducir su destruccion y/o diferenciacion celular.
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, pueden emitirse las

siguientes Conclusiones:

1. Los analisis llevados a cabo mediante PCR especifica de metilacion
(MSP) demostraron que el gen RASSF1 se encuentra silenciado
epigenéticamente en el 71,3% de los tumores neuroblasticos analizados. Estos
resultados demuestran que la hipermetilacion de RASSF1 es un fenbmeno
frecuente en los tumores neuroblasticos humanos.

2. En general, existe una tendencia no significativa hacia una mayor
mortalidad en los pacientes portadores de modificaciones epigenéticas del
gen RASSF1. Cuando se consideran Unicamente los pacientes mayores de 12
meses de edad al diagndstico, la hipermetilacion del promotor del gen RASSF1
se asocia a una reduccion estadisticamente significativa de la supervivencia, lo
cual indica que el estado de metilacion de este gen podria utilizarse como
marcador prondstico en pacientes mayores de 12 meses de edad afectos de
neuroblastoma.

3. La determinacién de los niveles de expresion de los genes relacionados con
el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y Il mediante
microarrays de oligonucleodtidos demostré que los tumores neuroblasticos de
alto grado y elevada agresividad clinica presentaban menor expresion de estos
genes que los tumores de mejor pronaostico clinico. Estos resultados sugieren
que los tumores mas agresivos podrian escapar al control del sistema

inmunitario mediante una menor produccion de marcadores de superficie de
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tipo |y de tipo Il, lo cual dificultaria el reconocimiento de estas células por las

células encargadas de la vigilancia inmunitaria.

4. El analisis de expresion de marcadores leucocitarios demostréo que los
tumores con tendencia a la diferenciacion y regresion espontanea, esto es, los
tumores de menor agresividad clinica, presentaron mayores niveles de
expresion de numerosos marcadores de leucocitos, linfocitos T, monocitos y
células natural-killer que los tumores de mayor agresividad. Estos datos
indican que la poblacién de células del sistema inmune con funcion citotoxica
podria ser mayor en los tumores menos agresivos Yy, por tanto, podrian ser los
responsables de la regresién y la diferenciacion tumoral espontanea que

experi mentan estos tumores.

5. La expresion de numerosas citocinas, interleucinas e interferones fue
especifica de cada tipo de tejido, encontrandose una mayor expresion de
algunos de estos genes en los tumores de baja agresividad y de otros genes
en los tumores de alta agresividad. En general, la mayor expresion de ciertas
citocinas quimiotacticas de leucocitos en tumores con tendencia a la regresion
espontanea podria explicar la mayor infiltracion leucocitaria que podria existir
en este tipo de tumores. Por otro lado, y aunque los tumores mas agresivos
tendieron a expresar numerosos genes de interferones, la mayor expresion de
receptores de interferon en los tumores de bajo grado contribuiria a explicar la

tendencia a la regresion espontanea que experimentan estos tejidos.
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Tabla 9: Genes relacionados con el sistema inmunitario que mostraron diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion del grupo de tumores de bajo riesgo frente al grupo de tumores de alto riesgo. Se muestra el nivel de expresion
para cada uno de los grupos de estudio (1, 2 y 3), asi como para las muestras de médula ésea humana normal. El valor P
corresponde al nivel de significacion estadistica para el test paramétrico t de Student para la comparacién de los grupos 1 frente

a 2. La columna “FC 1/2” corresponde al fold-change o expresion relativa del Grupo 1 respecto del Grupo 2
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TIPO | REFERENCIA | SIMBOLO EXPRESION | EXPRESION EXPRESION E)l\(/IPE?DEUSLISN
DE | AFFYMETRIX | DEL GEN NOMBRE DEL GEN GRUPO 1 GRUPO 2 e VALOR P GRUPO 3 OSEA
GEN
NORMAL
MHC-| 34644 _at B2M beta-2-microglobulin 10914,35 7487,23 1,46 0,0004 4273,93 21950,53
Heavy chain that associates with beta 2-microglobulin;
MHC-I 41237 _at HLA-A forms MHC class | complex that binds peptides to 9997,13 5768,39 1,73 0,0003 2501,43 30651,09
present them to CTLs
MHC-I 57280 f at HLA-B major histocompatibility complex, class I, B 43402,77 26384,07 1,65 0,0004 10780,91 160440,40
MHCA | 32321 at HLA-E o M L oo o2 | 2047,01 985,78 2,08 0,0004 180,24 5012,40
Human leukocyte antigen-F, class | protein of the major
MHC-| 37421 f at HLA-F histocompatibility complex 2731,45 1798,95 1,52 0,0005 682,17 7426,84
. Human leukocyte antigen-F, class | protein of the major
MHC- |  37420_i_at HLA-F bistocompatibilty complex 1933,69 1212,79 1,59 0,0071 129,35 7894,87
Human leukocyte antigen-F, class | protein of the major
MHC-I 40369_f_at HLA-F histocompatibility complex 1829,60 1396,70 1,31 0,0013 785,59 4973,98
Human leukocyte antigen-F, class | protein of the major
MHC- | 55400 at HLA-F bistocompatibilty eomplex 298,96 275,45 1,09 0,4034 204,58 485,01
MHC-I 35017_f_at HLA-J major histocompatibility complex, class 1, J (pseudogene) 1660,68 1093,84 1,52 0,0006 443,57 5386,98
MHC-I 51470_s_at HLALS MHC class I-related m(()il(c)er%l:ilien; has a peptide-binding 322,16 273,76 1,18 0,1511 225,48 547,19
MHC-I 42812_g_at HLALS MHC class I-related mglgr%tglien; has a peptide-binding 84,96 110,46 0,77 0,0870 79,38 78,41
MHC-I 34425 _at HLALS MHC class I-related mglg;t;lii; has a peptide-binding 478,72 459,48 1,04 0,5502 311,25 520,86
MHC-I 42811_at HLALS MHC class I-related mglg;lgier{ has a peptide-binding 239,30 283,01 0,85 0,2022 399,88 285,58
MHC-I 34427 g at HLALS MHC class I-related m(()il(c)er%l:ilien; has a peptide-binding 73,79 63,80 1,16 0,3054 52,65 104,68
MHC-I 34426_at HLALS MHC class I-related mglgr%tglien; has a peptide-binding 132,93 134,87 0,99 0,8702 65,49 118,97
MHC-I 33320 _at P5-1 MHC class | region ORF 33,10 35,61 0,93 0,6938 19,02 107,11
MHC-| 40370_f_at HLA-G Nonclassical MHC | molecule; inhibits NK function 1341,76 1016,55 1,32 0,0057 567,51 4224,57
Alpha chain of a heterodimer associated with MHC class
MHC-II 37344_at HLA-DMA Il molecules; facilitates the binding of peptides to MHC 1951,40 855,18 2,28 0,0002 132,79 5111,17
class Il molecules
Beta chain of a heterodimer associated with MHC class Il
MHC-II 41609 _at HLA-DMB molecules; facilitates the binding of peptides to MHC 1683,80 1009,64 1,67 0,0003 254,91 3856,26
class Il molecules
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TIPO REFERENCIA | SIMBOLO EXPRESION EXPRESION EXPRESION MEDULA
DE GEN | AFFYMETRIX DEL GEN NSRS RIEL (E15] GRUPO 1 GRUPO 2 Felz VAHOIR [ GRUPO 3 OSEA
NORMAL
MHC-I |  31467_at HLA-DOA | AlPhachain of MHC class Il molecule; contains alpha 1 46,95 62,62 0,75 0,121 26,28 50,24
and alpha 2 domains
MHC-I | 33967 at HLA-DOA | AlPhachain of MHC class Il molecule; contains alpha 1 791,05 715,73 111 0,1033 459,92 968,72
and alpha 2 domains
Beta subunit of MHC class Il molecule (la antigen);
MHC-II 38570_at HLA-DOB complex binds peptides and presents them to CD4+ T 178,65 194,11 0,92 0,643 69,26 691,48
lymphocytes
MHC-II 54984 _at HLA-DPA1 major histocompatibility complex, class Il, DP alpha 1 224,59 111,39 2,02 0,0006 57,88 515,83
MHC-II 91041_at HLA-DPA1 major histocompatibility complex, class Il, DP alpha 1 15880,04 5619,93 2,83 0,0002 435,19 27373,22
Beta 1 chain of HLA-DP subunit of MHC class Il
MHC-II 38096_f_at HLA-DPB1 molecule (la antigen); complex binds peptides and 4743,73 1921,53 2,47 0,0002 128,49 14358,61
presents them to CD4+ T lymphocytes
Beta 1 chain of HLA-DP subunit of MHC class Il
MHC-II 38095 _i_at HLA-DPB1 molecule (la antigen); complex binds peptides and 8133,83 3073,72 2,65 0,0001 320,46 21617,46
presents them to CD4+ T lymphocytes
Highly similar to A class Il molecule beta chain (la
MHC-Il | 36878 f at | HLA-DQBL antigen) (murine H2-Ab1); may bind and present 1168,15 499,46 2,34 0,0001 50,23 2929,6
- peptides to CD4+ T lymphocytes; contains an
immunoglobulin (Ig) domain
Highly similar to A class Il molecule beta chain (la
MHC-II 36877_at HLA-DQB1 antigen) (murine H2-Ab1); may bind and present 41,25 36,96 1,12 0,4936 26,58 44,7
peptides to CD4+ T lymphocytes; contains an
immunoglobulin (Ig) domain
Highly similar to A class Il molecule beta chain (la
MHC-I 77151_at HLA-DQB1 antigen) (murine H2-Ab1); may bind and present 902,85 729,86 1,24 0,06 878,36 628,74
- peptides to CD4+ T lymphocytes; contains an
immunoglobulin (Ig) domain
MHC-II 37039_at HLA-DRA major histocompatibility complex, class I, DR alpha 18344,55 7910,69 2,32 0 231,31 47942,09
MHC-I | 75284 f at | HLA-DRB1 | B€@1chainof HLA-DR; complex binds peptides and 64120,82 20129,57 3,19 0 1682,81 125687,07
—— presents them to CD4+ T lymphocytes
g ) Beta 1 chain of HLA-DR; complex binds peptides and
MHC-II 41723 s_at HLA-DRB1 presents them to CD4+ T lymphocytes 4007,26 1280,96 3,13 0,0001 22,82 8175,36
MHC-Il | 54906 r at | HLA-DRB1 | Betalchainof HLA-DR; complex binds peptides and 67,93 49,8 1,36 0,1581 47,94 71,76
—— presents them to CD4+ T lymphocytes
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mPovEGen | RECERENGH | SheoLo TEIN | EXCRESON | ko | vaore | SAEEESOV | MEDUA
NORMAL
Linfocitos B 1096_g_at CD19 CD19 antigen 256,40 314,96 0,81 0,2686 122,53 3903,11
Linfocitos B 1116_at CD19 CD19 antigen 377,31 380,93 0,99 0,8663 209,61 567,43
Linfocitos B 1096_g_at CD19 CD19 antigen 256,40 314,96 0,81 0,2686 122,53 3903,11
Linfocitos B 40749 _at CD20 CD20 antigen 46,70 85,16 0,55 0,4460 16,62 1234,40
Linfocitos B 619 s at CD20 CD20 antigen 90,72 127,47 0,71 0,4498 43,90 949,89
Linfocitos B 38521 _at CD22 CD22 antigen 503,02 516,70 0,97 0,7639 319,88 1573,68
Linfocitos B 38522_s_at CD22 CD22 antigen 35,87 55,90 0,64 0,2297 29,89 543,11
Linfocitos B 52277_at CD22 CD22 antigen 999,72 1029,06 0,97 0,7676 629,64 3234,24
Linfocitos B 67629_at CD22 CD22 antigen 2841,90 2959,92 0,96 0,4002 2981,05 2608,24
Linfocitos B 67631_f_at CD22 CD22 antigen 1999,04 2016,03 0,99 0,8668 2084,90 2203,93
léirgr?glict)c():ftfé 266_s_at cD24 CD24 antigen (small gﬁt'l';gﬂg carcinoma cluster 4 1534,34 2013,61 0,76 0,0290 1552,98 1810,64
Linfocitos B 31870_at CD37 CD37 antigen 909,78 834,92 1,09 0,7728 43,90 19101,46
Linfocitos B 66531_at CD37 CD37 antigen 255,47 286,54 0,89 0,5798 179,17 1238,69
Linfocitos By T 40323_at CD38 CD38 antigen (p45) 41,55 39,34 1,06 0,7888 16,13 455,74
Linfocitos By T 32953_at CD5 CD5 antigen (p56-62) 77,55 113,23 0,68 0,0268 61,03 165,26
Linfocitos By T 89666_at CD5 CD5 antigen (p56-62) 355,39 324,79 1,09 0,4301 216,24 900,36
Linfocitos By T 39996_at CD5L CD5 antigen-like (Sca‘g;?l‘;; receptor cysteine rich 36,45 47,32 0,77 0,1526 15,08 35,24
Linfocitos B 37479 _at CD72 CD72 antigen 131,84 166,14 0,79 0,0950 69,98 1136,98
Linfocitos B 38017_at CD79A CD79A antigen (immunoglobulin-associated alpha) 189,40 260,28 0,73 0,3131 126,27 6043,38
Linfocitos B 38018_g_at CD79A CD79A antigen (immunoglobulin-associated alpha) 37,75 78,72 0,48 0,3160 23,40 2831,10
Linfocitos B 37988_at CD79B CD79B antigen (immunoglobulin-associated beta) 41,15 60,23 0,68 0,4419 20,35 11421,62
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mPovEGen | FEFERENCIA | ShieoLo TEIN | EXCRESON | ko | vaore | SAEEESOV | MEDUA
NORMAL
Linfocitos T 31540_at 4-1BB 4-1BB 50,77 48,84 1,04 0,7973 28,14 55,34
Linfocitos T 35000_at 4-1BB 4-1BB 39,10 34,06 1,15 0,4597 62,83 82,13
Linfocitos Ty NK 40738_at CD2 CD2 antigen (p50), sheep red blood cell receptor 317,52 306,63 1,04 0,7894 113,53 806,74
Linfocitos T 32861_s_at CD28 CD28 antigen (Tp44) 18,82 22,64 0,83 0,2922 8,79 20,36
Linfocitos T 50048_at CD28 CD28 antigen (Tp44) 46,34 52,11 0,89 0,5987 15,43 85,01
Linfocitos Ty NK 34699 _at CD2AP CD2-associated protein 268,63 271,73 0,99 0,8964 372,13 740,54
Linfocitos Ty NK 44551 _at CD2AP CD2-associated protein 366,05 439,87 0,83 0,0192 751,69 586,28
Linfocitos Ty NK 61665_at CD2AP CD2-associated protein 216,09 232,65 0,93 0,4775 245,53 300,32
Linfocitos Ty NK 64283_at CD2AP CD2-associated protein 663,62 673,79 0,98 0,8042 1253,44 1047,91
Linfocitos Ty NK 33801_at CD2BP2 CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 254,66 284,44 0,90 0,3779 359,29 133,78
Linfocitos Ty NK 52454 at CD2BP2 CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 976,82 1216,86 0,80 0,0019 1370,82 1235,50
Linfocitos Ty NK 78483 _at CD2BP2 CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 2718,54 3132,65 0,87 0,0078 3595,97 1653,34
Linfocitos T 36277_at CD3E CD3E antigen, epsilon polypeptide (TiT3 complex) 384,51 397,50 0,97 0,6784 213,65 926,34
Linfocitos T 73329_at CD3E CD3E antigen, epsilon polypeptide (TiT3 complex) 694,44 748,53 0,93 0,4716 1224,56 978,34
Linfocitos T 73331_at CD3E CD3E antigen, epsilon polypeptide (TiT3 complex) 315,66 233,16 1,35 0,0181 258,82 278,08
Linfocitos T 39226_at (?cl?;?/) CD3G antigen, gamma polypeptide (TiT3 complex) 13,05 13,14 0,99 0,9770 6,02 21,69
Linfocitos T 37078_at CD3z CD3Z antigen, zeta polypeptide (TiT3 complex) 231,34 198,98 1,16 0,4888 60,04 1387,96
Linfocitos By T 32953 at CD5 CD5 antigen (p56-62) 77,55 113,23 0,68 0,0268 61,03 165,26
LinfocitosBy T 89666_at CD5 CD5 antigen (p56-62) 355,39 324,79 1,09 0,4301 216,24 900,36
Linfocitos By T 39996_at CD5L CD5 antigen-like (Sca‘gr’:ﬁ@; receptor cysteine rich 36,45 47,32 0,77 0,1526 15,08 35,24
Linfocitos T 40667_at CD6 CD6 antigen 431,42 392,32 1,10 0,3638 242,82 674,42
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eooecen | SEFERENGA | SiveoLo oo | ey | e | e | S | R
NORMAL
Linfocitos T 80597_at CD6 CD6 antigen 775,81 723,75 1,07 0,6634 322,13 1830,58
Linfocitos T 771 s_at cD7 CD7 antigen (p41) 359,66 345,88 1,04 0,6970 194,53 772,96
Linfocitos T 36885_at SYK SYK 176,99 139,77 1,27 0,1326 33,31 2713,67
Linfocitos T 1630_s_at SYK SYK 284,60 271,67 1,05 0,7461 106,76 3227,76
Linfocitos T 432 s at TCR alfa TCR alfa 107,08 92,74 1,15 0,6606 21,63 416,78
Linfocitos T 433_at TCR alfa TCR alfa 35,49 42,56 0,83 0,2782 38,24 53,36
Linfocitos T 31449 _at TCR beta TCR beta 60,49 55,52 1,09 0,5258 29,60 108,24
Linfocitos T 31563 _at TCR beta TCR beta 12,88 17,81 0,72 0,1031 11,33 11,73
Linfocitos T 32416_at TCR beta TCR beta 26,18 25,91 1,01 0,9486 15,30 22,27
Linfocitos T 32795_at TCR beta TCR beta 137,47 130,51 1,05 0,6740 112,48 106,94
Linfocitos T 32797_at TCR beta TCR beta 24,19 34,79 0,70 0,1976 18,59 26,72
Linfocitos T 1110_at TCR delta TCR delta 205,77 212,40 0,97 0,7408 89,75 763,91
Linfocitos T 1498 at zap70 zap70 211,20 211,74 1,00 0,9904 69,52 1467,07
Linfocitos T helper 35517_at CD4 CD4 antigen (p55) 209,56 196,84 1,06 0,5234 65,48 282,88
Linfocitos T helper 1146_at CD4 CD4 antigen (p55) 181,05 147,42 1,23 0,2163 28,32 327,79
Linfocitos T helper 856_at CD4 CD4 antigen (p55) 109,95 106,44 1,03 0,7676 56,74 156,23
Linfocitos T helper 36776_at CD4-rel CD4 antigen (p55)-like 62,79 82,95 0,76 0,0271 37,32 57,92
"C'Irt‘(f)‘t’g;‘éig 40699_at CD8A CD8 antigen, alpha polypeptide (p32) 314,32 322,36 0,98 0,7815 142,08 664,58
Lcllrt];ct)ggl%i;- 74901_at CD8A CD8 antigen, alpha polypeptide (p32) 1796,14 1522,49 1,18 0,0453 1133,68 3781,18
E:'Irt‘;ct’g)'fgig 39239 at CD8B1 CD8 antigen, beta polypeptide 1 (p37) 400,20 468,31 0,85 0,0783 242,40 483,08

106




EXPRESION

REFERENCIA | SIMBOLO EXPRESION | EXPRESION EXPRESION MEDULA
1l=Se G35 AFFYMETRIX | DEL GEN O R GRUPO 1 GRUPO 2 B VAELOI I GRUPO 3 OSEA
NORMAL
Linfocitos B 37536_at cps3 CD83 antigen (activated B lymphocytes, 398,71 342,52 1,16 0,0888 209,19 2769,21
activados immunoglobulin superfamily)
Linfocitos B 89856_at cps3 CD83 antigen (activated B lymphocytes, 1270,33 952,60 1,33 01123 918,48 10909,18
activados immunoglobulin superfamily)
Linfocitos By T
activados 34929_at CD30 CD30 52,16 54,90 0,95 0,6811 53,07 50,56
Linfocitos By T 34929 at CD30 CD30 52,16 54,90 0,95 0,6811 53,07 50,56
activados
L'”;"Cﬁi'f/‘;fjgsy T 40323_at CcD38 CD38 antigen (p45) 41,55 39,34 1,06 0,7888 16,13 455,74
Linfocitos By T IL2RA . .
activados 1702_at (CD25) interleukin 2 receptor, alpha 22,14 24,25 0,91 0,6678 9,13 17,68
Linfocitos By T IL2RA . .
activados 1702_at (CD25) interleukin 2 receptor, alpha 22,14 24,25 0,91 0,6678 9,13 17,68
Linfocitos By T 34168 _at TdT TdT 33,88 33,40 1,01 0,9501 26,51 1043,17
activados
Linfocitos By T .Td.T - .
activados 65611_at binding TdT binding protein 944,22 1175,56 0,80 0,0548 2487,08 2029,18
protein
Linfocitos By T 37645_at CD69 CD69 antigen (p60, early T-cell activation antigen) 121,19 85,16 1,42 0,0334 18,47 906,86

activados, NK
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mPovEGen | FEFERENCIA | ShieoLo TEIN | EXCRESON | ko | vaore | SAEEESOV | MEDUA
NORMAL

Linfocitos T, NK 40738_at CD2 CD2 antigen (p50), sheep red blood cell receptor 317,52 306,63 1,04 0,7894 113,53 806,74

Linfocitos T, NK 34699 at CD2AP CD2-associated protein 268,63 271,73 0,99 0,8964 372,13 740,54

Linfocitos T, NK 44551 _at CD2AP CD2-associated protein 366,05 439,87 0,83 0,0192 751,69 586,28

Linfocitos T, NK 61665_at CD2AP CD2-associated protein 216,09 232,65 0,93 0,4775 245,53 300,32
Linfocitos T, NK 64283_at CD2AP CD2-associated protein 663,62 673,79 0,98 0,8042 1253,44 1047,91

Linfocitos T, NK 33801_at CD2BP2 CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 254,66 284,44 0,90 0,3779 359,29 133,78
Linfocitos T, NK 52454 at CD2BP2 CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 976,82 1216,86 0,80 0,0019 1370,82 1235,50
Linfocitos T, NK 78483_at CD2BP2 CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 2718,54 3132,65 0,87 0,0078 3595,97 1653,34
NK 81541 at CD244 natural killer cell receptor 2B4 423,23 404,43 1,05 0,5891 274,94 1386,47

NK 38243_at cd56 CD56 109,95 34,44 3,19 0,0008 15,60 33,27

NK 1566_at cd56 CD56 563,50 575,59 0,98 0,8624 174,47 82,90

NK 36886_f_at NKAT2 NKAT2 44,95 70,13 0,64 0,0066 49,83 504,93
NK 37121 _at NKG7 natural killer cell group 7 sequence 318,33 233,19 1,37 0,0626 110,43 3881,96

NK 36887_f_at NK-R like NK-R like 36,04 36,24 0,99 0,9790 13,05 393,91

NK 34232_at NKTR natural killer-tumor recognition sequence 200,52 205,05 0,98 0,7917 79,00 100,39

NK 66050_at NKTR natural killer-tumor recognition sequence 60,97 65,72 0,93 0,7531 41,93 112,68

NK 71496_at NKTR natural killer-tumor recognition sequence 242,52 194,19 1,25 0,0796 197,16 164,33

NK 71497 _f at NKTR natural killer-tumor recognition sequence 672,26 655,90 1,02 0,7631 361,24 918,91
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Leucocitos 37890_at cD47 CD47 antigen (Rh-related antigen, integrin- 426,96 510,01 0,84 0,1700 670,51 1357,33

associated signal transducer)

Leucocitos 87790_at cD47 CD47 antigen (Rh-related antigen, integrin- 495,77 507,37 0,98 0,8370 592,68 1124,20

associated signal transducer)

Leucocitos 38006_at CD48 CD48 antigen (B-cell membrane protein) 159,68 136,78 1,17 0,4318 12,57 1486,44

Leucocitos 38378_at CD53 CD53 antigen 492,72 388,70 1,27 0,2798 19,39 3351,12

Leucocitos 37177_at CD58 CD58 antigen, (lymphocyte-associated antigen 3) 219,96 118,72 1,85 0,0002 240,00 348,38

Leucocitos 37856_at CD84 CD84 antigen (leukocyte antigen) 67,89 62,33 1,09 0,5425 44,98 57,56

Leucocitos 42211 _at CD84-H1 CD84-H1 precursor 719,51 734,13 0,98 0,7265 545,81 637,04

Leucocitos 61437 at | CD84-H1 CD84-H1 precursor 184,51 235,18 0,78 0,0612 260,38 215,83
Leucocitos, eritrocitos 1125 s at cpas | CD44antigen (homing function and Indian blood 98,31 88,65 1,11 04235 34,76 169,24

group system)
Leucocitos, eritrocitos 1126 s_at cpas | CD44antigen (homing function and Indian blood 754,53 572,61 1,32 0,0527 481,32 1047,39
group system)
Leucocitos, eritrocitos 2036_s_at cp4sa | CDa4antigen (h%TAE% fsuynsig‘r;”) and Indian blood 660,90 515,49 1,28 0,0783 488,34 1212,79
Leucocitos, eritrocitos 40493_at cpas | CD44antigen (h‘;':‘c"ﬂ% fsuynsctg‘r":‘) and Indian blood | 4455 g 1539,47 1,17 0,2525 700,46 851,79
Leucocitos, eritrocitos 52729 _at cpas | CD44antigen (homing function and Indian blood 130,87 138,46 0,95 0,6469 102,98 361,80
- group system)

Monocitos 36661_s_at CD14 CD14 antigen 2123,68 1180,15 1,80 0,0013 27,79 2811,44
Monacitos, macréfagos 33391 r_at CD68 CD68 antigen 204,07 232,90 0,88 0,3056 86,64 166,04
MO”OC';?;EZ?;;‘”&QOS' 37003 _at CD63 CD63 antigen (melanoma 1 antigen) 3005,76 2169,92 1,39 0,0049 2705,93 1289,97

Monocitos 36656_at CD36 CD36 antigen 32,36 40,95 0,79 0,0992 23,09 70,97

Monocitos 41200_at CD36L1 CD36 antigen-like 1 1132,17 1073,16 1,05 0,8141 1759,61 845,18

Monocitos 33823_at CD36L2 CD36 antigen-like 2 (lysosomal integral protein II) 377,42 308,12 1,22 0,0088 348,60 167,98

M°“°°'t8fé£”f°°'t°s 39389 _at cD9 CDO9 antigen (p24) 1361,61 601,42 2,26 0,0000 464,03 1071,70
M°“°°'t8fé£”f°°'t°s 64619 _at cD9 CDO9 antigen (p24) 91,36 79,69 1,15 0,3918 62,56 119,36
Monoc'ﬁfélg{ggfn'tores 36802_at cD33 CD33 antigen (gp67) 154,48 165,43 0,93 0,4998 98,64 451,41
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Citocina 37455 _at BLR1 BLR1 G protein-coupled receptor family 70,68 86,35 0,82 0,1184 40,23 65,97
Citocina 1003_s_at BLR1 BLR1 G protein-coupled receptor family 141,45 126,59 1,12 0,5095 87,42 154,66
Citocina 1004_at BLR1 BLR1 G protein-coupled receptor family 182,81 196,49 0,93 0,5352 132,67 334,51
Citocina 32484 _at CCBP2 CC chemokine receptor 218,56 237,22 0,92 0,4080 171,72 158,11
Citocina 43210 _r_at CCBP2 CC chemokine receptor 78,32 69,67 1,12 0,6079 19,48 168,26
Citocina 91043 _at CCR1 CC chemokine receptor 1 609,51 375,33 1,62 0,0342 106,63 1021,80
Citocina 39994 at CCR1 CC chemokine receptor 1 303,78 243,46 1,25 0,3061 63,26 876,89
Citocina 1128 s_at CCR1 CC chemokine receptor 1 164,38 176,97 0,93 0,5544 95,17 121,84
Citocina 39937_at CCR2 CC chemokine receptor 2 86,62 107,91 0,80 0,0615 52,72 162,98
Citocina 37149 s_at CCR2 CC chemokine receptor 2 114,02 153,76 0,74 0,0825 106,70 6685,26
Citocina 39938 _g_at CCR2 CC chemokine receptor 2 78,56 82,90 0,95 0,6908 43,61 114,11
Citocina 39936_at CCR2 CC chemokine receptor 2 24,05 22,88 1,05 0,8485 14,63 112,67
Citocina 36724 _s_at CCR2(5?) CC chemokine receptor 2 57,51 49,70 1,16 0,4551 16,43 70,78
Citocina 33098_at CCR3 CC chemokine receptor 3 61,33 70,24 0,87 0,2455 42,90 65,13
Citocina 390_at CCR4 CC chemokine receptor 4 17,41 14,40 1,21 0,3610 7,84 9,77
Citocina 33553 _r_at CCR6 CC chemokine receptor 6 19,87 26,41 0,75 0,1589 15,63 24,20
Citocina 458 at CCR6 CC chemokine receptor 6 27,70 30,73 0,90 0,6239 18,03 56,16
Citocina 1097_s_at CCRY7 CC chemokine receptor 7 259,73 262,94 0,99 0,9567 69,24 658,11
Citocina 35088_at CCR8 CC chemokine receptor 8 24,30 40,02 0,61 0,0191 20,83 28,81
Citocina 69680_at CCR9 CC chemokine receptor 9 202,53 144,18 1,40 0,0232 181,17 310,93
Citocina 32009 _at CCR9 CC chemokine receptor 9 65,63 50,84 1,29 0,1793 30,19 56,46
Citocina 1445_at CCRL2 CCRL2 G protein-coupled receptor family 174,37 177,58 0,98 0,8472 104,45 255,68
Citocina 40646_at CX3CR1 CX3C chemokine receptor 234,64 63,89 3,67 0,0076 15,43 563,33
Citocina 44095_at CXCL16 CXCL16 chemokine receptor 1769,99 1132,06 1,56 0,0030 658,64 1915,59
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Citocina 55057_at CXCL16 CXCL16 chemokine receptor 306,06 238,05 1,29 0,0684 330,58 574,16
Citocina 649 s at CXCR4 CXC chemokine receptor (fusin) 1698,00 2188,36 0,78 0,1668 605,18 18711,18
Citocina 41245 at GDF10 Member of the TGF-beta family of growth factors 125,80 53,47 2,35 0,0078 40,72 34,22
Citocina 1186_at GDF10 Member of the TGF-beta family of growth factors 58,01 41,18 1,41 0,1279 28,87 14,27
Citocina 136_at GPR31 Member of the G protein-coupled receptor family 259,09 224,85 1,15 0,2365 128,55 393,47
Citocina 34077_at GPR9 CXC chemokine receptor 289,59 343,58 0,84 0,1169 364,40 588,81
Citocina 408_at GRO1 Melanoma growth stimulating activity 147,64 97,00 1,52 0,2112 56,75 129,51
Citocina 37187_at GRO2 Strongly similar to GRO1 366,48 189,61 1,93 0,0603 34,55 746,48
Citocina 34022_at GRO3 Similar to human GRO1, may be a mitogenic factor 83,53 82,76 1,01 0,9590 39,94 234,28
Citocina 34951 at HM74 G protein-coupled receptor 57,18 80,48 0,71 0,1439 50,60 149,46
Citocina 37219 at MIG Member of the chemokine family of cytokines 68,68 82,61 0,83 0,7028 25,07 31,74
Citocina 33965_at SCYA1 Cytokine Al; chemokine 87,98 77,93 1,13 0,4780 48,56 79,02
Citocina 40008_at SCYAl1l Cytokine Al1 (eotaxin) 159,94 157,72 1,01 0,9226 60,33 62,71
Citocina 37454 _at SCYA13 Cytokine A13; chemokine that activates leukocytes 71,07 61,32 1,16 0,3218 38,63 43,17
Citocina 34434 _at SCYAl6 Cytokine A16; leukocyte chemoattractant 121,41 107,50 1,13 0,3974 72,74 74,23
Citocina 1183_at SCYA17 Cytokine A17; chemotactic factor for T lymphocytes 34,54 56,09 0,62 0,0100 31,75 40,78
Citocina 32128_at SCYA18 Cytokine A18 134,62 254,69 0,53 0,0640 32,58 82,17
Citocina 36067_at SCYA19 Cytokine A19; chematactic factor for lymphocytes 498,11 558,49 0,89 0,7053 13,63 21,60
Citocina 34375_at SCYA2 Cytokine A 2; chemotactic factor for monocytes 2300,23 1039,99 2,21 0,0026 337,57 1691,51
Citocina 40385_at SCYA20 Cytokine A20; chemotactic factor for lymphocytes 42,67 39,57 1,08 0,8493 29,32 86,77
Citocina 36503_at SCYA21 Cytokine A 21; chemotactic factor for lymphocytes 569,53 887,42 0,64 0,3781 45,33 83,33
Citocina 34041 _at SCYA22 Cytokine A22; dendritic, NK cells, and monocytes 190,36 188,84 1,01 0,9458 187,11 163,99
Citocina 36703_at SCYA25 Thymus-expressed chemokine; T cell development 271,02 428,32 0,63 0,0400 292,06 361,51
Citocina 90189 at SCYA26 Eotaxin-3; chemokine that binds the CCR3 receptor 1075,23 1098,52 0,98 0,6378 1417,90 1293,41
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Citocina 31644 _at SCYA27 Member of the CC chemokine family 54,38 56,41 0,96 0,7502 41,44 51,50
Citocina 36103_at SCYA3 Macrophage inflammatory protein 1 alpha 625,02 618,38 1,01 0,9564 71,84 3260,89
Citocina 36674_at SCYA4 Cytokine A4 274,35 224,79 1,22 0,2978 15,67 1106,73
Citocina 1403_s_at SCYAS5 Cytokine A5 618,95 468,88 1,32 0,0706 104,26 4483,77
Citocina 37085_g_at SCYA5 Cytokine A5 261,27 308,13 0,85 0,0948 190,13 333,90
Citocina 36445_at SCYA5 Cytokine A5 62,86 77,14 0,81 0,2020 32,23 38,43
Citocina 1405_i_at SCYAS5 Cytokine A5 123,74 92,46 1,34 0,3523 11,60 1944,57
Citocina 33789_at SCYA5 Cytokine A5 167,06 153,09 1,09 0,4156 118,28 115,31
Citocina 1404 _r_at SCYA5 Cytokine A5 17,13 14,96 1,15 0,6393 7,58 133,76
Citocina 36444 s_at SCYAS Cytokine A5 42,61 45,41 0,94 0,7084 23,08 66,87
Citocina 37084 _at SCYA5 Cytokine A5 131,89 131,96 1,00 0,9961 118,98 177,92
Citocina 431 _at SCYB10 SCYB10 member of C-X-C chemokine family 26,94 25,20 1,07 0,7404 17,80 8,70
Citocina 35061_at SCYB11 Cytokine B11; activity on activated T cells 23,47 24,19 0,97 0,8829 20,71 9,68
Citocina 41104 _at SCYB13 Predicted B lymphocyte chemoattractant 15,46 16,76 0,92 0,7582 7,49 7,76
Citocina 44982_s_at SCYB14 Cytokine B14; regulates leukocyte infiltration 528,69 228,40 2,31 0,1360 36,59 67,03
Citocina 65823 _at SCYB14 Cytokine B14; regulates leukocyte infiltration 307,21 153,28 2,00 0,2461 36,59 31,36
Citocina 65598_¢g_at SCYB14 Cytokine B14; regulates leukocyte infiltration 169,01 203,07 0,83 0,3978 146,08 96,62
Citocina 65597_at SCYB14 Cytokine B14; regulates leukocyte infiltration 1101,06 1056,71 1,04 0,5559 868,86 790,82
Citocina 90150 _at SCYB14 Cytokine B14; regulates leukocyte infiltration 71,62 72,89 0,98 0,9296 48,63 84,32
Citocina 35025_at SCYB5 Cytokine B5; neutrophil activation 106,70 124,04 0,86 0,1556 89,48 92,73
Citocina 65970 _at SCYB5 Cytokine B5; neutrophil activation 805,49 784,24 1,03 0,7367 1090,77 979,88
Citocina 35410 _at SCYB6 Cytokine B6; chemotactic factor for granulocytes 65,47 56,34 1,16 0,7350 27,72 12,46
Citocina 31495 _at SCYC2 Cytokine C2; chemokine 256,28 247,58 1,04 0,7062 207,53 508,77
Citocina 31496_g_at SCYC2 Cytokine C2; chemokine 171,35 181,28 0,95 0,7695 38,81 565,29
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Citocina 823 at SCYD1 Cytokine D1 (neurotactin, C3Xkine, fractalkine); 372,65 311,43 1,20 0,0422 206,78 119,13
promotes adhesion of leukocytes to endothelial cells
. Endothelial monocyte-activating polypeptide II;
Citocina 39734 _at SCYE1 proinflammatory mediator 180,79 232,63 0,78 0,0070 391,72 174,93
L Endothelial monocyte-activating polypeptide II;
Citocina 46121_at SCYE1 proinflammatory mediator 119,23 136,21 0,88 0,2849 180,13 130,72
Citocina 33834_at SDF1 Stromal cell-derived factor 1 817,24 489,60 1,67 0,0023 572,23 2202,14
Citocina 32666_at SDF1 Stromal cell-derived factor 1 650,30 246,03 2,64 0,0014 477,19 514,11
Citocina 89941 _g_at SDF2 Stromal cell-derived factor 2 3628,54 3180,98 1,14 0,0029 3814,08 3595,84
Citocina 41627_at SDF2 Stromal cell-derived factor 2 673,32 641,18 1,05 0,2657 491,31 574,44
Citocina 89939 at SDF2 Stromal cell-derived factor 2 54,56 61,50 0,89 0,4925 38,70 45,44
Citocina 36293 at | TymsTR | Member of the G protein-coupled receptor family; 47,67 52,07 0,92 0,6162 20,55 33,39
- similar to chemokine receptors
CC chemokine receptor; a G protein-coupled receptor
Citocina 55096_at VSHK1 that binds chemokines of the CC subfamily, especially 74,96 92,05 0,81 0,2686 77,34 79,77
MCP-4, ELC (SCYA19) and TECK (SCYA25)
CC chemokine receptor; a G protein-coupled receptor
Citocina 81729 at VSHK1 that binds chemokines of the CC subfamily, especially 74,86 61,64 1,21 0,4414 64,03 49,92
MCP-4, ELC (SCYA19) and TECK (SCYA25)
CC chemokine receptor; a G protein-coupled receptor
Citocina 70490_at VSHK1 that binds chemokines of the CC subfamily, especially 148,68 162,77 0,91 0,4794 216,52 122,27

MCP-4, ELC (SCYA19) and TECK (SCYA25)
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Interferén 1456_s_at IFI16 interferon, gamma-inducible protein 16 533,29 292,73 1,82 0,0032 630,63 782,98
Interferén 425 at IF127 interferon, alpha-inducible protein 27 1885,07 1089,16 1,73 0,0274 32,57 3141,19
Interferén 48864 _at IFI27 interferon, alpha-inducible protein 27 5612,33 3406,37 1,65 0,0132 283,46 8882,22
Interferén 39728_at IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 2993,63 2687,71 1,11 0,5295 430,18 11692,38
Interferén 925 at IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 1817,78 1817,79 1,00 1,0000 297,36 9341,80
Interferén 464_s_at IFI35 interferon-induced protein 35 548,50 274,26 2,00 0,0021 124,21 1034,10
Interferén 74907_at IFI35 interferon-induced protein 35 1331,26 1316,11 1,01 0,8543 1461,03 1300,48
Interferén 74908 _at IFI35 interferon-induced protein 35 471,91 187,68 2,51 0,0032 163,18 881,01
Interferén 32814 _at IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide rep 1 425,63 200,40 2,12 0,0069 74,57 258,80
Interferén 915_at IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide rep 1 377,75 211,86 1,78 0,0079 102,55 288,44
Interferén 908_at IFIT2 interferon-induced protein with tetratricopeptide rep 2 198,32 156,11 1,27 0,0222 59,29 120,33
Interferén 909 _g_at IFIT2 interferon-induced protein with tetratricopeptide rep 2 140,67 91,92 1,53 0,0182 55,88 144,31
Interferén 38584 _at IFIT4 interferon-induced protein with tetratricopeptide rep 4 576,97 203,24 2,84 0,0044 69,24 472,24
Interferén 675_at IFITM1 interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) 2597,07 1527,81 1,70 0,0044 657,18 4835,44
Interferén 676_g_at IFITM1 interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) T 9327,52 1,92 0,0005 7506,13 16340,61
Interferén 89882_at IFITM1 interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) 266,49 267,04 1,00 0,9872 85,73 271,72
Interferén 411_j at IFITM2 interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D) 3368,86 1318,63 2,55 0,0002 1688,59 3219,39
Interferén 57594 at IFITM2 interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D) 311,27 323,28 0,96 0,5973 365,70 373,23
Interferén 41745 at IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) B 8469,73 2,20 0,0006 7786,50 15800,46
Interferén 874_at IFNy induc SCYA2 = small inducible cytokine A2 255,20 152,50 1,67 0,0048 75,51 91,12
Interferén 875_g_at IFNy induc SCYA2 = small inducible cytokine A2 4008,99 1886,86 2,12 0,0020 530,33 2398,77
Interferén 1666_at IFN1@ interferon, type 1, cluster 54,82 56,05 0,98 0,8699 40,72 45,56
Interferén 427 f at IFNA10 interferon, alpha 10 65,43 66,82 0,98 0,8949 38,62 42,23
Interferén 1022 _f at IFNA14 interferon, alpha 14 56,25 68,37 0,82 0,1237 45,32 33,17
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Interferén 1075_f at IFNA16 interferon, alpha 16 50,82 58,16 0,87 0,3535 34,16 43,89
Interferén 1770_at IFNA2 interferon, alpha 2 27,81 22,67 1,23 0,2479 13,30 21,33
Interferén 1791_s_at IFNA2 interferon, alpha 2 43,13 50,54 0,85 0,3003 36,07 38,93
Interferén 1435 _f at IFNA21 interferon, alpha 21 21,71 38,49 0,56 0,0669 28,23 20,97
Interferén 1580 _f at IFNA4 interferon, alpha 4 13,37 19,49 0,69 0,1088 6,93 14,52
Interferén 1540 f at IFNA5 interferon, alpha 5 59,84 68,68 0,87 0,3846 33,56 74,31
Interferén 32415_at IFNA5 interferon, alpha 5 30,61 23,55 1,30 0,3149 10,03 13,49
Interferén 1541 f at IFNA6 interferon, alpha 6 91,64 102,99 0,89 0,3266 60,04 88,70
Interferén 682_at IFNA8 interferon, alpha 8 43,12 49,01 0,88 0,4419 35,87 28,38
Interferén 1157_s_at IFNAR1 interferon (alpha, beta and omega) receptor 1 102,94 93,15 1,11 0,4110 96,16 113,47
Interferén 1568 s_at IFNAR2 interferon (alpha, beta and omega) receptor 2 87,81 79,33 1,11 0,4048 77,33 153,82
Interferén 1569 r_at IFNAR2 interferon (alpha, beta and omega) receptor 2 302,53 323,82 0,93 0,4819 200,67 498,61
Interferén 1588 _at IFNAR2 interferon (alpha, beta and omega) receptor 2 150,81 133,25 1,13 0,2522 57,83 180,61
Interferén 1589 s_at IFNAR2 interferon (alpha, beta and omega) receptor 2 128,56 119,92 1,07 0,5165 126,75 234,76
Interferén 1214 s_at IFNB1 interferon, beta 1, fibroblast 12,48 11,89 1,05 0,8665 8,75 8,18
Interferén 1021_at IFNG IFN gamma 77,54 82,09 0,94 0,6286 48,13 98,86
Interferén 1021_at IFNG interferon, gamma 77,54 82,09 0,94 0,6286 48,13 98,86
Interferén 1611 s_at IFNG interferon, gamma 37,67 36,21 1,04 0,7748 30,18 43,21
Interferén 40702_at IFNG interferon, gamma 46,33 57,76 0,80 0,1516 20,68 54,49
Interferén 1038_s_at IFNGR1 interferon gamma receptor 1 625,78 485,27 1,29 0,0066 392,23 566,48
Interferén 41140_at IFNGR2 interferon gamma receptor 2 2119,89 1359,98 1,56 0,0051 1881,00 2182,78
Interferén 75317_s_at IFNGR2 interferon gamma receptor 2 16313,14 9705,72 1,68 0,0016 14863,79 21669,72
Interferén 33969 _at IFNW1 interferon, omega 1 147,73 154,60 0,96 0,5860 112,88 139,54
Interferén 37679_at IFRD1 interferon-related developmental regulator 1 647,71 536,49 1,21 0,0777 523,36 258,02
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Interferén 64529 _at IFRD1 interferon-related developmental regulator 1 37,50 40,84 0,92 0,7165 29,98 27,50
Interferén 36613_at IFRD2 interferon-related developmental regulator 2 430,18 516,76 0,83 0,0007 821,68 819,54
Interferén 62130_at IFRG28 28KkD interferon responsive protein 139,26 72,04 1,93 0,0139 44,90 121,17
Interferén 73213_at IFRG28 28KkD interferon responsive protein 348,64 340,48 1,02 0,8516 343,97 464,19
Interferén 669_s_at IRF1 IFN regulatory factor 1 252,42 165,93 1,52 0,0297 104,33 1279,46
Interferén 669_s_at IRF1 interferon regulatory factor 1 252,42 165,93 1,52 0,0297 104,33 1279,46
Interferén 1219 at IRF2 interferon regulatory factor 2 82,64 73,56 1,12 0,4123 55,32 88,41
Interferén 1220 _g_at IRF2 interferon regulatory factor 2 482,22 478,39 1,01 0,8942 325,68 560,33
Interferén 371 _at IRF3 interferon regulatory factor 3 879,27 778,27 1,13 0,0603 849,96 1252,54
Interferén 37625_at IRF4 interferon regulatory factor 4 58,48 47,78 1,22 0,4414 9,77 3704,49
Interferén 36465_at IRF5 interferon regulatory factor 5 264,93 217,13 1,22 0,0306 115,18 615,98
Interferén 477 _at IRF5 interferon regulatory factor 5 359,40 368,20 0,98 0,7490 233,73 390,30
Interferén 478 g_at IRF5 interferon regulatory factor 5 154,66 127,54 1,21 0,2437 58,88 586,81
Interferén 36412_s_at IRF7 interferon regulatory factor 7 343,83 287,83 1,19 0,0745 153,99 934,33
Interferén 43350_f_at IRF7 interferon regulatory factor 7 1293,39 1076,29 1,20 0,0295 746,51 3522,01
Interferén 74528_s_at IRF7 interferon regulatory factor 7 232,00 205,27 1,13 0,1375 189,50 886,04
Interferén 1107_s_at ISG15 IFN induced 1812,14 991,52 1,83 0,0089 580,18 2875,43
Interferon 38517 at IsgGFag | interferon-stimulated tzzgig)ipﬂon factor 3, gamma 1148,36 741,21 1,55 0,0007 558,27 1047,52
Interferén 38121_at WARS IFN induced 1473,97 1122,99 1,31 0,0073 1108,24 1497,58
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Interleucina 1766_g_at ICE IL1 converting enzyme 169,48 174,47 0,97 0,7435 119,32 210,88
Interleucina 31383_at ICE IL1 converting enzyme 43,34 47,18 0,92 0,5505 24,13 40,34
Interleucina 1765_at ICE IL1 converting enzyme 92,77 102,15 0,91 0,4232 72,23 92,86
Interleucina 1076_at IL1 alfa interleukin 1 alpha 62,09 84,83 0,73 0,0072 34,23 95,00
Interleucina 574 _s at IL1conv IL1 convertase 122,61 73,95 1,66 0,0012 35,08 508,37
Interleucina 39320_at IL1 ce IL1 converting enzyme 40,81 31,69 1,29 0,2290 24,21 190,77
Interleucina 1548_s_at IL10 interleukin 10 94,18 112,97 0,83 0,1557 65,23 73,97
Interleucina 1062_g_at IL10-R IL10-R 300,93 181,81 1,66 0,0053 34,02 802,54
Interleucina 1061_at IL10-R IL10-R 359,71 292,09 1,23 0,0629 61,43 801,09
Interleucina 1061_at ILIORA interleukin 10 receptor, alpha 359,71 292,09 1,23 0,0629 61,43 801,09
Interleucina 1062_g_at ILIORA interleukin 10 receptor, alpha 300,93 181,81 1,66 0,0053 34,02 802,54
Interleucina 35659 at ILI0RA interleukin 10 receptor, alpha 128,64 81,50 1,58 0,1273 31,38 693,56
Interleucina 35464 _at IL11 interleukin 11 27,43 19,33 1,42 0,1045 18,34 7,50
Interleucina 496_s_at IL11RA interleukin 11 receptor, alpha 455,10 390,12 1,17 0,0892 376,33 207,04
Interleucina 89839 _at IL11RA interleukin 11 receptor, alpha 292,06 248,84 1,17 0,1894 241,68 373,17
Interleucina 89841 _g_at IL11RA interleukin 11 receptor, alpha 1912,66 1319,37 1,45 0,0149 1997,34 634,01
Interleucina 89921 _at IL11RA interleukin 11 receptor, alpha 2364,64 1904,18 1,24 0,0198 2469,79 1053,91
Interleucina 73348 _at IL11RA interleukin 11 receptor, alpha 29,61 30,96 0,96 0,7224 26,18 38,07
Interleucina 33955 _at IL12A interleukin 12A 39,67 45,57 0,87 0,3610 40,42 36,53
Interleucina 563_at IL12B interleukin 12B 10,26 12,10 0,85 0,2191 10,19 10,32
Interleucina 1066_at IL12RB1 interleukin 12 receptor, beta 1 42,40 45,06 0,94 0,6613 47,84 78,61
Interleucina 1534_at IL12RB2 interleukin 12 receptor, beta 2 39,30 45,21 0,87 0,3694 30,16 54,67
Interleucina 494 _at IL13 interleukin 13 119,25 121,29 0,98 0,9086 88,10 121,53
Interleucina 1016_s_at IL13-R IL13-R 83,94 68,97 1,22 0,3675 426,68 44,40
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Interleucina 35797_at IL13RA1 interleukin 13 receptor, alpha 1 54,81 50,59 1,08 0,5116 30,33 60,10
Interleucina 359 _at IL13RA1 interleukin 13 receptor, alpha 1 217,05 165,09 1,31 0,0314 205,35 133,54
Interleucina 1016_s_at IL13RA2 interleukin 13 receptor, alpha 2 83,94 68,97 1,22 0,3675 426,68 44,40
Interleucina 1036_at IL15 interleukin 15 51,88 43,33 1,20 0,2183 38,41 54,99
Interleucina 1036_at IL15 interleukin 15 51,88 43,33 1,20 0,2183 38,41 54,99
Interleucina 38488_s_at IL15 interleukin 15 106,50 78,35 1,36 0,0795 87,23 100,58
Interleucina 495_at ILI5RA interleukin 15 receptor, alpha 230,04 210,30 1,09 0,3467 122,26 239,68
Interleucina 1056_s_at IL16 interleukin 16 79,85 71,43 1,12 0,4345 57,15 152,33
Interleucina 1359_at IL17 interleukin 17 30,82 37,46 0,82 0,2762 19,49 22,38
Interleucina 50750 _at IL17B interleukin 17B 402,09 435,00 0,92 0,4202 274,33 508,68
Interleucina 64439 _at IL17BR IL-17B receptor 61,77 61,56 1,00 0,9847 71,63 64,61
Interleucina 36229 _at IL17R interleukin 17 receptor 199,74 160,14 1,25 0,1613 216,03 783,93
Interleucina 1165 _at IL18 interleukin 18 89,09 82,88 1,07 0,5893 20,10 60,58
Interleucina 88738_at IL18BP interleukin 18 binding protein 727,70 588,08 1,24 0,1662 313,01 656,64
Interleucina 36377_at IL18R1 interleukin 18 receptor 1 94,89 85,04 1,12 0,4280 39,85 165,61
Interleucina 33093_at ILIBRAP interleukin 18 receptor accessory protein 18,19 23,72 0,77 0,0401 12,89 89,17
Interleucina 47855_at IL19 interleukin 19 128,08 107,92 1,19 0,2446 122,08 241,03
Interleucina 1076_at IL1A interleukin 1, alpha 62,09 84,83 0,73 0,0072 34,23 95,00
Interleucina 39402_at IL1B interleukin 1, beta 268,51 241,59 1,11 0,6032 152,85 2562,32
Interleucina 71013 at IL-1H1 interleukin-1 homolog 1 176,78 199,83 0,88 0,3384 170,08 134,99
Interleucina 84883 _at ILIHY1 interleukin 1, delta 131,46 138,68 0,95 0,6649 121,16 128,17
Interleucina 1100_at IL1-R kin IL1-R kinase 654,74 852,81 0,77 0,0001 1453,88 1317,02
Interleucina 1368_at IL1IR1 interleukin 1 receptor, type | 427,41 336,67 1,27 0,1529 87,92 102,96
Interleucina 998 s at ILIR2 interleukin 1 receptor, type Il 116,65 128,68 0,91 0,5139 46,60 162,11
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Interleucina 38546_at ILIRAP interleukin 1 receptor accessory protein 231,10 133,01 1,74 0,0099 267,78 187,56
Interleucina 51136_at ILARAP interleukin 1 receptor accessory protein 59,35 56,22 1,06 0,8034 390,22 93,68
Interleucina 40321 _at ILIRL1 interleukin 1 receptor-like 1 56,95 59,42 0,96 0,7889 41,44 70,54
Interleucina 40322_at ILIRL1 interleukin 1 receptor-like 1 238,01 263,39 0,90 0,3132 126,17 183,07
Interleucina 36461_at ILIRLILG putative T1/ST2 receptor binding protein 256,33 268,42 0,95 0,4024 329,04 309,82
Interleucina 87853 _at ILIRLILG putative T1/ST2 receptor binding protein 455,06 459,30 0,99 0,9273 765,02 826,50
Interleucina 31560_at ILIRL2 interleukin 1 receptor-like 2 72,56 69,84 1,04 0,7259 52,38 44,04
Interleucina 37603_at ILIRN interleukin 1 receptor antagonist 120,35 97,59 1,23 0,3816 32,61 821,12
Interleucina 31343_at ILIRN interleukin 1 receptor antagonist 21,50 18,52 1,16 0,5527 8,79 12,30
Interleucina 1538_s_at IL2 interleukin 2 10,48 13,91 0,75 0,2093 8,63 21,67
Interleucina 1387_at IL2 interleukin 2 16,44 17,74 0,93 0,4978 9,53 12,63
Interleucina 34021 _at IL2 interleukin 2 20,94 21,13 0,99 0,9779 14,41 9,87
Interleucina 42969 _at IL20RA interleukin 20 receptor, alpha 46,79 41,40 1,13 0,7087 64,63 122,40
Interleucina 54288_at IL20RA interleukin 20 receptor, alpha 139,55 146,46 0,95 0,6720 116,45 115,46
Interleucina 68058_at IL20RA interleukin 20 receptor, alpha 533,52 568,95 0,94 0,5391 803,22 426,59
Interleucina 84510_at IL20RA interleukin 20 receptor, alpha 111,74 109,49 1,02 0,8848 80,02 115,26
Interleucina 84948 _at IL20RA interleukin 20 receptor, alpha 83,80 64,03 1,31 0,2195 53,38 75,13
Interleucina 72992_at IL21R interleukin 21 receptor 365,19 306,56 1,19 0,3068 234,47 720,96
Interleucina 86427_at IL21R interleukin 21 receptor 534,07 496,53 1,08 0,5330 393,77 1046,29
Interleucina 80910 r_at IL22R interleukin 22 receptor 1099,00 1213,39 0,91 0,0688 1286,23 962,67
Interleucina 77064 _at IL22RA2 class Il cytokine receptor 311,40 313,66 0,99 0,9358 284,95 308,14
Interleucina 49076_at IL23A interleukin 23, alpha subunit p19 214,53 278,89 0,77 0,0369 267,39 339,02
Interleucina 41848 f at IL24 interleukin 24 18,18 20,02 0,91 0,5247 13,33 12,42
Interleucina 41849 r_at IL24 interleukin 24 28,57 27,05 1,06 0,7787 11,93 20,33
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Interleucina 1702_at IL2RA interleukin 2 receptor, alpha 22,14 24,25 0,91 0,6678 9,13 17,68
Interleucina 1365_at IL2RB interleukin 2 receptor, beta 91,94 99,74 0,92 0,6926 32,58 960,56
Interleucina 1506_at IL2RG interleukin 2 receptor, gamma 373,45 353,39 1,06 0,6992 97,98 1879,51
Interleucina 1263_at IL3 interleukin 3 144,66 158,66 0,91 0,3818 130,13 159,27
Interleucina 1185_at IL3RA interleukin 3 receptor, alpha 251,30 219,11 1,15 0,3175 54,47 665,26
Interleucina 1574_s_at IL4 interleukin 4 132,09 145,92 0,91 0,2416 82,67 130,64
Interleucina 33981 _at IL4 interleukin 4 19,40 17,73 1,09 0,6900 9,23 15,30
Interleucina 404_at IL4R interleukin 4 receptor 300,69 275,20 1,09 0,5263 135,13 645,41
Interleucina 436_at IL5 interleukin 5 67,50 68,38 0,99 0,9220 53,64 66,00
Interleucina 36755_s_at IL5SRA interleukin 5 receptor, alpha 84,92 109,76 0,77 0,0398 64,63 100,91
Interleucina 36756_at IL5RA interleukin 5 receptor, alpha 20,97 36,87 0,57 0,0041 16,96 26,49
Interleucina 38299_at IL6 interleukin 6 687,18 155,86 4,41 0,0188 143,67 703,57
Interleucina 160032_at IL6R interleukin 6 receptor 90,43 76,66 1,18 0,2571 26,63 179,58
Interleucina 48565 _at IL6R interleukin 6 receptor 170,79 115,95 1,47 0,0145 59,68 419,11
Interleucina 37621_at IL6ST interleukin 6 signal transducer 81,78 63,54 1,29 0,0364 51,60 46,68
Interleucina 64136_at IL6ST interleukin 6 signal transducer 218,64 158,12 1,38 0,0627 186,14 52,72
Interleucina 1159_at IL7 interleukin 7 115,71 154,27 0,75 0,1875 22,38 13,31
Interleucina 33966_at IL7 interleukin 7 190,49 260,29 0,73 0,1679 47,31 47,97
Interleucina 66244 _at IL7 interleukin 7 229,73 245,23 0,94 0,6164 227,24 166,11
Interleucina 1370_at IL7R interleukin 7 receptor 393,52 369,06 1,07 0,7160 172,08 901,72
Interleucina 59289 at IL7R interleukin 7 receptor 398,60 322,82 1,23 0,5924 160,15 2271,66
Interleucina 63628_at IL7R interleukin 7 receptor 455,82 336,33 1,36 0,4405 70,28 2461,18
Interleucina 63629_g_at IL7R interleukin 7 receptor 459,45 325,79 1,41 0,4046 156,22 2349,14
Interleucina 35372_r_at IL8 interleukin 8 126,50 179,78 0,70 0,5007 35,38 1368,18
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Interleucina 1369 s_at IL8 interleukin 8 213,03 294,44 0,72 0,6247 58,13 4587,42
Interleucina 1032_at IL8-R interleukin 8-R 474,66 521,36 0,91 0,1147 342,57 371,64
Interleucina 1033 _g_at IL8-R interleukin 8-R 98,66 110,70 0,89 0,3680 66,34 75,03
Interleucina 1352_at ILSRA interleukin 8 receptor, alpha 204,11 221,84 0,92 0,5128 123,18 198,82
Interleucina 1353_g_at ILSRA interleukin 8 receptor, alpha 256,09 271,72 0,94 0,6275 128,19 280,32
Interleucina 664_at IL8RB interleukin 8 receptor, beta 11,11 15,54 0,71 0,2484 3,03 30,92
Interleucina 34037_at IL9 interleukin 9 28,86 41,55 0,69 0,1662 21,90 24,36
Interleucina 629 _at IL9R interleukin 9 receptor 70,35 93,68 0,75 0,0650 39,78 140,88
Interleucina 938_at IL9-R interleukin 9-R 170,06 188,51 0,90 0,2227 127,31 172,87
Interleucina 40476_s_at ILF1 interleukin enhancer binding factor 1 426,51 624,03 0,68 0,0000 624,26 424,92
Interleucina 40477 _r_at ILF1 interleukin enhancer binding factor 1 191,18 298,91 0,64 0,0001 267,54 74,34
Interleucina 84985_s_at ILF1 interleukin enhancer binding factor 1 410,48 564,09 0,73 0,0666 1136,04 442,40

Interleucina 36189 _at ILF2 interleukin enhancer binding factor 2 1665,98 2430,99 0,69 0,0000 6686,31 2893,57
Interleucina 40845_at ILF3 interleukin enhancer binding factor 3 826,42 1246,84 0,66 0,0000 1638,68 898,31

Interleucina 40846_g_at ILF3 interleukin enhancer binding factor 3 1377,50 2059,71 0,67 0,0000 3165,23 1601,83
Interleucina 34473_at TIL3 TIL3 48,70 39,26 1,24 0,2797 10,41 36,71
Interleucina 40310_at TIL4 TIL4 183,21 112,09 1,63 0,0041 31,57 365,76
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