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RESUMEN

ESTUDIO DE PERFIL DE EXPRESION GENETICA EN
MICOSIS FUNGOIDE COMO MARCADOR PRONOSTICO

Introduccion

La micosis fungoide es el linfoma primario cutaneo de células T mas frecuente.(!) Se
caracteriza por la infiltracién de células T tumorales (en la mayoria de los casos
linfocitos T helper de memoria CD3* CD4+*) con epidermotropismo.(? El diagnéstico
se basa principalmente en la correlacion clinico patolégica, y en la presencia o no de
clonalidad. Aun asi, pueden pasar afios desde el inicio de la clinica hasta el
diagnodstico definitivo porque la enfermedad puede simular clinica e
histolégicamente otros procesos inflamatorios y porque su presentacion clinico
patolégica encarna un amplio abanico.3-5) Puede presentarse como placas, lesiones
diseminadas, eritrodermia, tumores, mucinosis folicular, poiquilodermia y un
amplio espectro de lesiones clinicas diferentes(6)

Ademas de la extensa variedad de presentaciones clinicas e histologicas, el
prondstico de estos linfomas depende entre otros factores de la edad de
presentacion, la afectacion extracutanea o la expresion leucémica.(7-12)

Inicialmente el paciente presenta manchas o placas y esta forma se considera una
micosis fungoide inicial.¥) La consideracién de micosis fungoide avanzada se
alcanza cuando el paciente presenta alguno de los siguientes: tumores, eritrodermia,
afectacion de ganglios, afectacion en sangre o metastasis.(”)

El tratamiento varia considerablemente dependiendo del estadio de la
enfermedad.(13) En los estadios iniciales corticoides topicos y fototerapia pueden ser
suficientes para controlar la enfermedad.(*¥) Conforme progresa la enfermedad, los
tratamientos se vuelven mas agresivos recurriendo entre otros a quimioterapia,
trasplante de médula 6sea y terapias biolégicas basadas en anticuerpos
monoclonales como el anti CCR4 mogamulizumab o el anti CD30 brentuximab-
vedotin.(15 16) A pesar de todas estas opciones de tratamiento, en la actualidad no
tenemos aun terapias efectivas como para conseguir la curacién de los pacientes,
muchos de los cuales, con formas agresivas de la enfermedad acaban falleciendo. Por
lo cual, las diferencias entre la micosis fungoide temprana y las formas avanzadas
no so6lo se limitan al tratamiento, sino que condicionan enormemente la evolucién y
probabilidades de supervivencia.
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La patogénesis molecular de la micosis fungoide es poco conocida, al igual que la
mayoria de vias moleculares responsables de iniciar o facilitar la progresion de esta
enfermedad. Sin embargo, hay estudios que resaltan la importancia de la via
PI3K/AKT ya que la expresion de pAKT, p4E-BP1 y p-P70S6K se ha relacionado con
riesgo de progresion en micosis fungoide avanzada y por el contrario la expresiéon
de PTEN un inhibidor de PI3K, se relaciona con mejor pronostico.(17.18)

Otros estudios en micosis fungoide avanzada han demostrado relaciéon entre la
expresion de ERK, NOTCH y TP53 con peor prondstico.(19-22) Hasta la fecha s6lo un
estudio ha intentado relacionar la expresion de ciertas moléculas con riesgo de
progresion de micosis fungoide en estadios iniciales, concluyendo que la
sobreexpresion de ZEB1 junto con la infraexpresion de Twist en
inmunohistoquimica del estudio histolégico de las lesiones asociaba menor riesgo
de progresion.(23) Aparte de este estudio en el que sé6lo se tuvieron en cuenta 3
factores de transcripcion (ZEB1, Twist y Slug) no se han planteado mas estudios de
estas caracteristicas hasta la fecha con un amplio panel de genes.

El mayor problema al que se enfrenta el clinico es que es imposible predecir desde
el inicio qué pacientes tendran un curso crénico e indolente y cuales evolucionaran
a formas agresivas.

Aunque la presentacion clinica inicial sea la misma, la evoluciéon puede ser muy
variable manteniéndose algunos pacientes estables durante afios y progresando
otros hasta estadios de prondstico nefasto. Ademas, el mejor conocimiento de la
expresion genética de la enfermedad puede abrir la puerta a nuevas investigaciones
que planteen nuevas dianas terapéuticas siendo capaces de individualizar el
tratamiento para cada paciente.

Los microarrays de ARN nos permiten estudiar la expresion de miles de genes a la
vez. Esta técnica se basa en la hibridacién sobre ARN amplificado de la muestra con
sondas de ADN marcadas para genes especificos, de tal forma que al leer la
intensidad de sefial que emiten podemos relacionarlo con el grado de expresion de
un determinado gen siendo la unién de las sondas proporcional a la cantidad de
ARNmMm transcrito.(Z* 25)

La tecnologia de NanoString puede detectar la expresién de multiples genes de una
forma precisa, reproducible, sensible y especifica.(26-28) Debido a esta especial
sensibilidad no es necesario realizar amplificaciones que puedan generar ruido y se
obtiene un contaje exacto del nimero sondas hibridadas del gen a estudio.(26-29) Es
por ello que cuando trabajamos con muestras parafinadas y degradas con el paso
del tiempo es una técnica de eleccion.(28.30)

La hipétesis en la que se basa el presente proyecto de investigacion es que existen
diferencias de expresion genética medibles entre los pacientes que van a progresar
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y los que no desde los estadios iniciales de la micosis fungoide, pudiendo predecir el
pronostico desde el inicio de la enfermedad.

Objetivos

1. Analizar muestras de pacientes con micosis fungoide en estadios iniciales a
fin de determinar la frecuencia de genes o vias moleculares diferencialmente
expresadas en los pacientes cuya enfermedad progresa a estadios avanzados
frente aquellos en los que no.

2. Validar las conclusiones que obtengamos con una muestra control.

3. Proponer marcadores de expresion con valor pronéstico que permita
seleccionar pacientes de riesgo desde el inicio de la enfermedad.

Material y métodos

Realizamos un estudio de cohortes historicas con 57 pacientes diagnosticados de
micosis fungoide en estadios IA-IIA entre los afos 1998-2003 provenientes de:
Hospital 12 de Octubre (31), Hospital de la Princesa (4), Hospital Principe de
Asturias (5), Fundacién Alcorcén (1), Hospital Gomez Ulla (5), Hospital Virgen de la
Salud (8), Hospital Nuestra Sefiora de Aranzazu (2), Hospital Virgen del Rocio (1).

Muestras histolégicas de pacientes al diagnéstico de micosis fungoide precoz
(estadio mancha/placa) se utilizaron a principios de los 2000s para realizar un
ensayo de microarrays de ADN complementario utilizando el Onco-Chip® del CNIO
que incluia hasta 4982 genes relacionados con cancer que permitia estudiar la
expresion de distintos genes y vias. Ver Anexo I, pdg. 196.

Sobre esta muestra de pacientes se realizé de forma retrospectiva una recogida de
datos evolutivos de los pacientes con una media de seguimiento de 14 afios y se
formaron dos grupos, aquellos que progresaron con desarrollo de tumores, ganglios,
eritrodermia, afectaciéon sanguinea, metastasis (afectacion visceral) o muerte a
causa del linfoma y aquellos que no progresaron.

Durante el desarrollo del estudio pudimos observar cdmo las muestras no eran
homogéneas gracias a un analisis mediante un boxplot de datos. Ver figura 5 pdg.
107. Los microarrays se habian hecho en dos tandas y aflos diferentes lo que
justificaba que las muestras estuviesen divididas en dos poblaciones diferentes.
Para solventar esto y poder tener resultados significativos tuvimos que dividir la
muestra inicial en dos grupos. El grupo uno estaba constituido por 29 pacientes 10
de los cuales progresaban y el grupo 2 por 28 pacientes con 12 pacientes que
progresaban. Estos dos grupos fuero subsecuentemente divididos entre pacientes
que progresaban y aquellos que no para los andlisis posteriores.
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Tras el procesado de los datos se utilizaron un total de 2293 genes que contenian
hasta un 80% de informacion de la n total de los pacientes. Ver Anexo 1, pdg. 204.

Se realiz6 un estudio de diferencia de expresion genética mediante graficos de
volcan para los eventos: progresion, desarrollo de metdastasis, eritrodermia, ganglios,
tumores, expresion linfatica en sangre, muerte por linfoma y muerte por cualquier
causa.

Aunque la expresion aumentada o disminuida de distintos genes proporciona una
informacion relevante, resulta mucho mas importante conocer qué vias moleculares
estan implicadas en estos cambios. La proteina codificada por un gen puede no ser
atacable por farmacos pero si podria serlo otra proteina perteneciente a la misma
via molecular. Para ello se realizé un estudio GSEA de los 2293 genes con cada grupo
usando las bases de datos HALLMARK y la base de datos de linfomas del CNIO para
observar las diferentes vias sobre o infraexpresadas en progresion versus no
progresion.

Para la validacion se realizé un estudio de casos y controles con un total de 51
pacientes con micosis fungoide en estadios iniciales provenientes del Hospital 12 de
Octubre. Los controles fueron 30 pacientes que no progresaron, diagnosticados de
micosis fungoide en estadio IA-IIA entre los afios 1993-2009 para asegurar un
seguimiento de al menos 13 afios. Los casos fueron 21 pacientes que si progresaron,
diagnosticados de micosis fungoide en estadio IA-IIA entre los afios 1991-2018.

Sobre el ARN extraido de las biopsias parafinadas al diagnéstico se realizé un
estudio de expresion genética utilizando la tecnologia NanoString con un panel de
97 genes seleccionados. Los resultados se analizaron mediante un grafico de volcan.
Ver Anexo IlI, pdg. 209.

En todos los casos los pacientes habian firmado un consentimiento informado.

Resultados y discusion

Respecto a la distribucién por sexos de nuestra muestra de estudio, que incluia a los
pacientes del grupo 1 y 2, un 54,4% eran mujeres. Esta discreta predominancia
femenina en nuestro estudio contradice los datos epidemiolégicos conocidos donde
se demuestra una mayor incidencia en varones. El ratio de incidencia de micosis
fungoide en varones versus mujeres en nuestra muestra fue de 0,85, cuando este
mismo ratio en estudios epidemiolégicos de EEUU esta situado en 1,57.81) Esta
diferencia puede deberse a algin tipo de sesgo de inclusién o al limitado tamafio
muestral.
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La edad media al diagnéstico fue de 50 afios con una media de 46 afios edad en
mujeres y 53 afios de edad en el caso de los hombres, considerablemente menor a la
de las publicaciones conocidas (60 anos).(!) Esta diferencia puede deberse a que en
centros especializados existe un menor retraso diagnostico.

La media de tiempo de seguimiento en nuestra serie fue de 13,54 afios y la media de
tiempo hasta progresiéon de 10,9 afios con un 40,35% de los pacientes que
progresaron. Este dato es importante ya que estudios de micosis fungoide temprana
acotan sus datos de progresién a 5 afios, con cifras aproximadamente de un 16% de
progresion.(32) Sin embargo, podemos decir que este tiempo de seguimiento es
insuficiente y puede generar la falsa sensaciéon de que son muy pocos los pacientes
que progresan cuando casi la mitad de ellos acaban haciéndolo.

El estudio mediante graficos de volcan en los dos grupos de pacientes (grupo 1y
grupo 2), no pudo demostrar genes diferentemente expresados de forma
significativa para los apartados estudiados (progresion, desarrollo de metastasis,
eritrodermia, ganglios, tumores, expresion linfatica en sangre, muerte por linfoma y
muerte por cualquier causa). Figuras 14-21, ver pdg. 124-128.

En andlisis no supervisado de los mapas de calor (heat map) de los genes mas
diferencialmente expresados realizados para cada uno de los grupos no mostraron
agrupaciones relevantes en ninguno de los dos grupos de estudio. El andlisis de
genes individuales no dio resultados significativos, aunque destacaba la presencia
dentro del heat map de, en el grupo 1 de TP53 sobreexpresado en no progresion e
infraexpresado en progresion y en el grupo 2 de SELL, ITGB1 y ITGA4
sobreexpresados en no progresion e infraexpresados en progresién. Ademas, en
ambos mapas de calor se repetian los genes PPP1R3C y PLAGL1. Figuras 22,23 ver
pdg. 129-130.

Debido al nimero de pacientes limitado en el estudio, el analisis de genes aislados
diferencialmente expresados no obtuvo resultado. Mas interesante que el estudio de
genes aislados es el estudio de vias moleculares diferencialmente expresadas, o
enriquecidas. Para ello se realizé un analisis de GSEA (gene set enrichment analysis)
que mostro una expresion diferencial en varias vias. Ver pdg. 131 a 137.

Grupo 1

Vias diferencialmente expresadas en el grupo progresion:

- INFAR1 p=0,012,NES-1,51, FDR 1. Compuesta por los genes: IFNAR1, JAK1,
IFNAR?2.

- P53 p=0,032. NES -1,48, FDR 1. Compuesta por los genes: MDM2, ABCB1,
TP53.
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Vias diferencialmente expresadas en el grupo no progresion:

Grupo de genes relacionados con la respuestaa UV p = 0,007, NES 1,62, FDR
0,40. Compuesto por los genes: NTRK3, CCNE1, RAB27A, LYN, CEBPG, IL6ST,
GAL, PSMC3, RRAD, ATF3, SOD2, BAK1, STIP1, GCH1, BMP2, PRKCD, RFC4 C,
E2F2,IRF1, RASGRP1, BTG3, CDKN1C, ATP6V1F, CHKA, EIF5, POLE3, CDCS5,
UROD, CDC34, NR4A1, ENOZ2, JUNB, SLC6AS8, DNAJB1, IGFB2, CDK2, PPIF,
ABCB1, RXRB, PPT1, SPOP, KIT, MET, EIF5, FURIN.

Grupo 2

Vias diferencialmente expresadas en el grupo progresion:

CXCR4 p=0,000,NES1.91yFDRde 0,027. Compuesta por los genes: BCAR1,
PXN, PIK3CA, PTK2, PIK3R1, PRKCA, HRAS, RAF1, CXCL12, PIK3C2G, GNB1.
ERK5 (MAPK7) p = 0,035, NES 1,15, FDR q 0,92. Compuesta por los genes:
PIK3CA, PIK3R1, HRAS, RPS6KA1, SHC1.

AKT p = 0,049, NES 1,52, FDR q 0,70. Compuesta por los genes: PIK3CA,
PIK3R1, GHR, CASP9, YWHAH.

Citoquinas p =0,034, NES 1,49 y FDR q 0,66. Compuesta por los genes: SOCS6,
SOD2, CCL2.

PIK 3-CL1 p = 0,035, NES 1,39, FDR 0,63 Compuesta por los genes:PIK3CA y
PIK3CD.

Vias diferencialmente expresadas en el grupo no progresion:

Linfocitos p = 0,000, FDR 0,31 NES -1,67. Compuesta por los genes: ITGA1,
ITGB1, SELL, SELP.

ERK conunap=0,048, NES-1.48y FDR q 0,93. Compuesta por los genes: SRC,
NGFB, HRAS; IGF1R, RPS6KA1, MYC, EGFR, RAF, SHC1, PDGFRA, GNB1,
STAT3, NGFR, ITGB1, GNAS.

En el presente resumen vamos a repasar las mas interesantes.

Resultados del estudio mediante GSEA:

La via CXCR4 p = 0,000 sobreexpresada en progresion.
Figura 27 pdg 134.
La activacion de CXCR4 mediante su ligando CXCL12 estimula la actividad de la

tirosin kinasa Scr que activa la via RAS/MEK/ERK, y como consecuencia se

produce la modulacién del ciclo celular.(33) En paralelo a estos cambios se produce

una migracion mediada por la activacion de la via PI3K. PI3K regula la

transcripcion de genes relacionados con migracidn y adhesion celular a través de
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AKT y varios componentes de adhesion focal.(34) Ademas, CXCR4 también puede
activar PLC que produce IP3, que favorece la movilizacién de calcio intracelular, y
PLC también produce DAG que favorece la activacion de PKC y MAPK.(35.36)

Como hemos visto la unién de CXCL12 a su receptor, CXCR4 activa diferentes vias,
entre las que destaca PI3K/AKT, RAS/MEK/ERK y proteina kinasa C/MAPK.(37)

La sefializaciéon a través del eje CXCL12-CXCR4 puede ser capaz de regular la
migracion celular hacia tejidos con expresion de esos ligandos incluyendo ganglios
linfaticos, pulmon, higado y huesos favoreciendo el desarrollo de metastasis.(38)

A nivel molecular CXCR4 es un factor mediador importante en la interaccién del
tumor con la matriz extracelular (laminina, fibronectina y coldgeno) y esta relacion
justifica el papel muy relevante en la diseminaciéon y metastasis tumoral en
aproximadamente el 75% de todos los canceres incluyendo varias formas de
leucemia.(37,39-43)

Estudios en modelos preclinicos de cancer han demostrado que metdastasis en
células tumorales estdn mediadas por la activacién de CXCR4 que hace que las
células tumorales migren hacia tejidos expresores de CXCL12.4#4)Recientemente un
metaanalisis demostré como la sobreexpresion de CXCR4 se relacionaba con peor
pronéstico en canceres hematolégicos, de mama, colon, renal, esofagico,
ginecolégico, pancreatico y hepatico.*>) En micosis fungoide la expresion de CXCL12
y CXCR4 es mayor que en sujetos sanos (muestras de piel en sujetos sanos con
patologia no inflamatoria) y mayor en lesiones tipo mancha/placa que en lesiones
tumorales, es decir, esta expresion se pierde en fases avanzadas (tumorales).(46)
Estudios celulares con modelos de células de micosis fungoide y fibroblastos de
pacientes de micosis fungoide versus sanos demuestran que las células tumorales
expresoras de CXCR4 tienden ser quimiotacticamente atraidas hacia fibroblastos de
micosis fungoide secretores de CXCL12.47) Estudios en fibroblastos de micosis
fungoide han demostrado cémo la expresién de CXCL12 por parte de los fibroblastos
protegia a las células tumorales de los efectos citotéxicos de la doxorrubicina,
pudiendo estar relacionado con resistencia a estos tratamientos.(*”) Si nos
centramos solo en CXCL12 su expresion es incluso mas interesante ya que alcanza
su pico en estadio placa vs tumores o manchas donde se expresa con menor
intensidad, se podria decir que el pico de su expresion se encuentra en la fase
intermedia de la enfermedad.(*9) Como se puede ver en el heatmap del estudio
realizado, aunque la via CXCR4 estaba enriquecida en progresion, la expresion de
CXCL12 estaba inhibida (es decir era mayor en pacientes que no progresaban) lo
cual probablemente corresponde con esta pérdida de expresion en fases avanzadas.
Figura 24. En cadncer de mama la expresién de CXCL12 se ha asociado con mayor
supervivencia, en relaciéon con un mecanismo de secrecién autocrino que como
consecuencia saturaba el receptor CXCR4 evitando la quimiotaxis hacia tejidos
secretores de CXCL12 que actuasen como dianas metastasicas, lo cual podria ser
otra explicacion de los resultados obtenidos.(8)

Las dindmicas de expresién de citoquinas pueden variar en los distintos estadios
tumorales y es posible de CXCL12 sea relevante en la adquisicién de una mayor

22



actividad replicadora en estadios iniciales y por ello su expresién disminuya en fases
tumorales o que en estadios avanzados las células proliferen de otro modo y ya no
precisen de esta via para conseguir ventajas de supervivencia. El resultado del
estudio de validacion, aunque con escasa significacion estadistica (p ajustada<0,5)
situd la expresion de CXCL12 y CXCR4 en asociacion con no progresion. Figura
34 pdg. 139. Lo cual se corresponde con lo observado en el estudio inicial.
Lamentablemente en dicho estudio no esta recogida la expresién de CXCR4 ya que
no existia informacidn suficiente de este gen como para incluirlo en el analisis GSEA.

Otra via sobreexpresada en progresion fue la via de citoquinas p = 0,034.
Figura 30 pdg 135.

Formada por los genes SOCS6, SOD2, CCL2.

CCL2 es uno de los ligandos del receptor CCR4 que ha demostrado tener un papel
importante en la generacion de metastasis en varios tipos de cancer. (49 CCR4 se
expresa de modo natural en las células T reguladoras y que se sabe que su expresion
es mas alta en los linfocitos T de la micosis fungoide que en los linfocitos normales
ademas en micosis fungoide altas expresiones de CCR4 se relacionan con peor
prondstico y supervivencia.(>%)

Una de las moléculas para el tratamiento de la micosis fungoide, mogamulizumab,
es el anticuerpo monoclonal humanizado que se une a CCR4.61) El estudio de
validacion asi mismo demostroé que niveles de expresion de CCR4 (p ajustada <0,5)
elevados se relacionan con peor prondstico, aunque estos datos no tengan
significaciéon estadistica el hallazgo tiene significaciéon bioldgica por lo relatado
anteriormente. Lo mismo sucede en la validaciéon con CCR7 como marcador de
progresion (p ajustada <0,5) . Figura 34 pdg. 139.. CCR7 es un receptor de
quimiocinas cuyo ligando es CCL21, se ha relacionado con micosis fungoide tumoral,
extension linfatica y subcutanea.(52 53) La activacion de CCR7 induce migracion

celular a través de la activacién de la via mTOR tal y como sucede en otros tumores.
(52, 54-56)

La via AKT p = 0,049 y la via PIK 3-CL1 p = 0,035 también se encontraron
sobreexpresadas en pacientes que progresaban.

Figura 29y 31 pdg 135y 137.

Uno de los efectores finales de la via PI3K/AKT es mTOR que a su vez actda sobre
4E-BP1 y P70S6K.57) La fosforilacion por parte de mTOR de 4E-BP1 y P70S6K
favorece la proliferacion celular.(8 59 La sobreexpresion de P70S6K fosforilado se
ha detectado en la mayoria de linfomas B de células grandes, asi como en linfoma de
Hodgkin y linfoma de Burkitt:(5% 60) En micosis fungoide avanzada la expresion de
pAKT, p4E-BP1y p-p70S6K se asocia con progresion.(17) Y la expresion de la PTEN,
inhibidor de la sefial PI3K, se corresponde con mejor pronéstico.(19)

Estudios in vitro con células de pacientes con sindrome de Sezary y lineas celulares
de linfoma cutaneo de células T (LCCT), han demostrado la activacién constitutiva
de mTOR y la eficacia de la rapamicina (inhibidor de mTOR) inhibiendo la
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proliferaciéon celular.(61. 62) El estudio de validacion dio a luz a resultados
contradictorios, si bien escasamente significativos. Por un lado, se demostré un
aumento de PIK3CA en los pacientes que progresaban (p ajustada <0,5) lo cual
valida la teoria de sobre expresion de PI3K/AKT en progresion, sin embargo, la
expresion de AKT y mTOR se relacioné con no progresion (p ajustada <0,5). La
expresion de PTEN también fue evaluada en la validacién se relacioné con
progresion (p ajustada <0,5) . Figura 34 pdg. 139. Sin embargo, puede que la
activacion de PI3K como parte superior de la via ejerza funciones diferentes.

La via ERK5 (MAPK?7) p = 0,035, se encontraba sobreexpresada en pacientes
que progresaban mientras que la via ERK con una p 0,048 se encontraba
infraexpresada en los pacientes que no progresaban.

Figura 28y 33 pdg 135y 138.

ERK, efector final de la via MAPK, también es capaz de fosforilar 4E-BP1 y existe
relacién entre su expresion y la presencia de p4E-BP1 en aproximadamente un 50%
de las micosis fungoides.(t% 210) Los resultados de la validacién mostraron un
aumento de la expresion de MAPK13 y MAPK1 en los pacientes que
progresaban (p ajustada <0,5) . Figura 34 pdg. 139. Estudios han demostrado que
el aumento de la via RAS/RAF/MEK se puede relacionar con estadios mayores y
menores tasas de supervivencia en LCCT.(20.21)

Via de los linfocitos p = 0,000 infraexpresada en pacientes que progresaban.
Figura 32 pdg 136.

Compuesta por los genes ITGA, ITGB1, SELL, SELP.

En LCCT se ha demostrado que células del endotelio tumoral presentan mayores
cantidades de selectina L (SELL) y se cree que la expresiéon de SELL puede estar
relacionada con el reclutamiento de células CD8 naive y de memoria en la lesidn,
pero no asi de células CD8 efectoras.(63) En micosis fungoide se ha visto como el
numero de células CD8 efectoras es similar al de los controles sanos, sin embargo en
LCCT avanzado, existe una reducciéon importante del nimero de CD8, atribuyéndose
esta disminucién a células CD8 naive y de memoria.(63 64 En el estudio de
validacién se demostré un aumento de SELL en progresion (p ajustada <0,5)
aunque con limitada significacion estadistica Figura 34 pdg. 139.. La funcién de las
selectinas en la progresion o no de la micosis fungoide estd por lo tanto ain por
dilucidar sin embargo seria interesante profundizar en su estudio, su funcién sobre
los diferentes tipos celulares CD8 y su relacién con el pronéstico.

En relacién a la presencia de células CD8 y células citotoxicas como marcador de
buen prondstico en micosis fungoide el estudio de validacion (figura 34 pdg. 139.)
también demostro:
Disminucion de expresion de CD8 en los pacientes que progresaban (p
ajustada <0,05). En micosis fungoide la presencia de una mayor de cantidad
de CD8+ CD45RO0O+ en sangre lesional y periférica se correlaciona con un
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menor mSWAT y una mayor supervivencia.(> 60) La sangre lesional se
obtiene de las biopsias diagnésticas y se supone que contiene células
residentes de la lesion, células de los capilares y sangre que rebosa de los
vasos capilares hacia el area de la lesion.(¢%) Esta relacion entre la presencia
de CD8 y la gravedad de la micosis fungoide puede deberse al efecto
antitumoral de las células CD8. Ademas, mediante inmunohistoquimica se ha
demostrado que una alta proporcién de CD8 citotoxicos en las lesiones de
micosis fungoide suponen un factor de buen prondstico independiente del
estadio.(64)

Disminucion de expresion de CXCL10 en los pacientes que progresaban
(p ajustada <0,01) y de su receptor CXCR3 (p ajustada <0,5). La activacién
del eje CXCL10/CXCR3, ha demostrado facilitar el reclutamiento y
extravasacion de células CD8+.(67. 68) Estudios en linfoma cutdneo T han
confirmado que la expresiéon de CXCR3 en células CD4 y CD8 esta disminuida
respecto a la de controles sanos.3) La disminuciéon de expresion se
correlaciona con la carga tumoral y la incapacidad de reclutar células CD8 en
las lesiones de micosis fungoide.(63)

Disminucion de expresion de IL15 en los pacientes que progresaban (p
ajustada <0.5).

IL 15 es una citocina similar a IL2 con funciones comunes, pero ademas IL15
es una interleuquina critica en la supervivencia de células CD8 a diferencia
de IL2.(6%.70) En micosis fungoide se ha demostrado aumento de expresion de
IL15 sin asociarse esta expresion a progresion.(’) Sin embargo, puede que su
funcién sobre las células CD8 explique el papel protector observado.
Disminucion de expresion de PRF1 (p ajustada <0,5) y NKG2D (p ajustada
<0,5) en los pacientes que progresaban. La perforina (PRF1) forma parte
del complejo de ataque a la membrana y es esencial para la actividad
citotéxica granulo dependiente de linfocitos T y células NK.(72) La presencia
de PRF1 se ha asociado con mejor prondéstico en varios canceres.(73) NKG2D
es un receptor expresado principalmente en células T citotéxicas NK y
linfocitos CD8+ que también se ha asociado con buen prondstico en varios
canceres.(74.75)

Via P53 p = 0,032 se encontraba infraexpresada en los pacientes que
progresaban.

Figura 25 pdg 132.

TP53 es el gen que codifica la moléculas p53, un supresor de tumoral capaz de
bloquear el paso de G1 a S del ciclo celular.(76.77)

La mutaciéon de p53 es frecuente en la micosis fungoide y se ha demostrado su

asociacién con una disminucién en la supervivencia global en micosis fungoide

avanzada.(?2) Sin embargo, hasta ahora no se habia demostrado su relacién con

progresion en micosis fungoide temprana, lamentablemente, en el grupo de
validacion TP53 se expresaba en progresion, pero sin significacién estadistica.
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Figura 34 pdg. 139.

Ademas de lo ya comentado el andlisis del grupo de validacién nos aporté otros
datos importantes. Figura 34 pdg. 139.

Expresion de CXCL13 sobreexpresada en el grupo de progresion (p ajustada
<0,5).

Esta quimiocina cuyo receptor es CXCR5 tiene la funcién de atraer células B CXCR5
positivas en los linfomas cutaneos.(78)

Reforzando la importancia de las células B en progresion también se demostroé la
expresion de los marcadores de célula B: CD79b (p ajustada <0,05) y CD79a (p
ajustada <0,5), CD19 (p ajustada <0,5) sobreexpresados en el grupo de
progresion. Parece que un aumento de células B en el microambiente tumoral tiene
relacion con peor prondstico. Mediante inmunohistoquimica con marcadores CD 20
se demostré que tanto la presencia de altas (>50%) como bajas cantidades (<10%)
de células B se ha asociaba con peor pronéstico, si bien los autores no supieron
justificar la causa de estas observaciones.(79)

Asimismo, existen casos publicados en la literatura de remisién completa de micosis
fungoide tras tratamiento con rituximab.(80.81)

En lo relativo a las células T, el estudio del grupo de validacién demostro, aunque
con baja significacion, expresion de TRBC2 (p ajustada <0,1), CD4 (p ajustada <0,5),
y CD3G (p ajustada <0,5) y CD28 (p ajustada <0,5) sobreexpresados en el grupo
de progresion.

La expresion de CD4, CD3 y TRBC2 al ser marcadores de célula T puede relacionarse
con mayor carga tumoral y de ahi su asociacién con peor pronoéstico. CD28 por otro
lado suele mostrar una funcién aumentada en micosis fungoide y puede favorecer la
proliferacién de las células tumorales.(82 83)

Conclusiones

Hemos demostrado cémo existen vias diferentemente expresadas desde el inicio de
la enfermedad entre los pacientes de micosis fungoide que progresan y los que no.

Existe un aumento de la actividad PI3K en progresion, sin poder demostrar un
aumento de la cascada descendente de esta via (AKT/mTOR). También hay un
aumento de la actividad CCL2/CCR4 y de la via de las MAPK/ERK en progresién. La
via CXCR4 es prometedora, pero son necesarios mas estudios para llegar a
conclusiones sobre su efecto o no en progresion.

La disminucién de la actividad de SELL se ha relacionado con progresién, aunque
este dato no se ha podido validar. SELL facilita reclutamiento de células CD8 naive y
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de memoria en la lesiéon tumoral y habiéndose relacionado disminucién de estas
poblaciones celulares con la progresiéon de la micosis fungoide por lo que la
disminucién de su actividad en consistente con progresion. La validacién asi mismo
ha reforzado la importancia de las células CD8 del microambiente tumoral al
mostrar el efecto protector de la cascada CXCL10/CXCR3, de IL15 y de la expresién
de CD8.

Respecto al microambiente tumoral la validacién, no solo ha demostrado la
importancia de las células CD8 como factor de proteccién, también ha demostrado
la importancia de las células B como factor de mal pronéstico/progresiéon con
marcadores como CD79b/CD79a/CD19 y ejes de citoquinas como CXCL13/CXCR5
en asociacién con progresion.

El uso de marcadores de células B y CD8 nos permitiria seleccionar a los pacientes
de riesgo desde el inicio de la enfermedad mediante el estudio del microambiente
tumoral.
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ABSTRACT

GENE EXPRESSION PROFILE IN MYCOSIS FUNGOIDES
AS A PROGNOSIS MARKER

Introduction

Mycosis fungoides is the most frequent T cell cutaneous lymphoma.(!) Histologically
it is characterised by the epidermotropic infiltration of tumor T cells and, in the
majority of the cases by lymphocytes T helper CD3+ CD4+.(2) Diagnosis is made by
clinical and histological correlation as well as the presence/absence of cell clonality.
However, diagnosis is not easy and there could be several years of delay since the
beginning of the symptoms are identified. This often occurs because the disease
can clinically and histologically simulate other inflammatory processes and its
clinical pathological presence embodies a wide range of manifestations.(3-3) It can
appear as plaques, disseminated lesions, erythroderma, tumors, follicular mucinosis,
poikiloderma, and much more.(®)

In addition to the variety of clinical and histological presentations, the prognosis of
these lymphomas depends, among other factors, on the age of presentation,
extracutaneous involvement or the presence of leukemic expression.(7-12)

At first the patient presents with patches or plaques and this form is considered an
early mycosis fungoides. Consideration of advanced mycosis fungoides is reached
when the patient presents any of the following: tumors, erythroderma, lymph node
involvement, blood involvement or metastasis.(”)

Along with the progression of the disease the treatment varies considerably.(13) For
early mycosis fungoides, topical corticosteroids or phototherapy could be enough to
achieve disease control.(19) As it progresses, treatments become more aggressive,
including chemotherapy, bone marrow transplantation and biological therapies
based on monoclonal antibodies such as the anti-CCR4, mogamulizumab or the anti
CD3o0 brentuximab vedotin.(15.16) Despite all these options of treatment, there is still
not an effective therapy for many patients with aggressive forms of the disease,
many of which end up dying with these aggressive forms. Therefore, the differences
between early mycosis fungoides and advanced forms are not only limited to
treatment, but also determine the evolution and survival.

Molecular pathogenesis of mycosis fungoides is not well known due to the majority
of molecular pathways involved in initiation and progression of
disease. Nonetheless, some studies have shown the relevance of the PI3K/AKT
pathway. In advanced mycosis fungoides the expression of pAKT, p4E-BP1 and p-
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P70S6K has been generally related to risk of progression and, the expression of
PTEN, an inhibitor of PI3K, has been shown to provide a better prognosis.(17. 18)
Other studies in advanced mycosis fungoides have shown the relationship between
the expression of ERK, NOTCH and TP53 and a worse prognosis.(19-22) To date there
is only one study that has found a connection in the progression of early mycosis
fungoides with molecular expression concluding that ZEB1 overexpression together
with Twist underexpression, determined by immunohistochemistry in skin samples,
was associated with a lower risk of progression. .(23) There have not been similar
studies with a wide panel of genes.

The biggest challenge for the clinician is that it is impossible to predict which
patients with early stages will evolve to advanced stages of the disease at the time
of diagnosis. Even though the clinical presentation can be very similar, the prognosis
can be highly variable, some patients will have regression or stable disease for years
while others will progress and often eventually die.

Improving our knowledge of the genetic expression of mycosis fungoides can help
us not only to predict outcomes but also to find new molecular targets for more
individualized therapeutical treatments for each patient.

Microarray technology makes it possible to analyze the expression of thousands of
genes from a sample. This technique is based on hybridization of an amplified RNA
from a sample with DNA probes labeled for specific genes, in such a way that when
reading the intensity of the signal they emit, we can relate it to the degree of
expression of a certain gene, since the union of the probes to the RNA is proportional
to the amount of mRNA transcribed.(?4 25)

NanoString technology can detect the expression of multiple genes in a precise,
reproducible, sensitive and specific manner, thanks to its special sensitivity and the
absence of the need to carry out amplifications that can generate noise, as absolute
transcript quantification can be achieved, the use of control samples is thus not
required.(26-29 That is why when using paraffin samples that degrade over time, it is
the preferred technique.(28 30)

The hypothesis on which this research project is based is that even at the initial
stages of mycosis fungoides, there are measurable genetic expression differences

between patients who are going to progress and those who are not, being able to
predict the prognosis from the beginning of the disease.

Objectives
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1. Analyze samples from patients with early mycosis fungoides in order to
determine the genes or molecular pathways that are differentially
expressed in patients whose disease progresses to advanced stages
versus those who do not.

2. Validate the results with a control sample.

3. Propose expression markers with a prognostic value that allows selecting
patients at risk of progression since the onset of the disease.

Material and methods

The study performed was of historical cohorts, with 57 patients diagnosed with
mycosis fungoides stage IA-IIA between the years 1998-2003. The patients were
recruited from: Hospital 12 de Octubre (31), Hospital de la Princesa (4), Hospital
Principe de Asturias (5)., Alcorcén Foundation (1), Gémez Ulla Hospital (5), Virgen
de la Salud Hospital (8), Nuestra Sefiora de Aranzazu Hospital (2), and Virgen del
Rocio Hospital (1).

The histological samples from the diagnosis of early mycosis fungoides
(patch/plaque) were used in the early 2000s to perform a complementary DNA
microarray assay using the CNIO Onco-Chip® that included up to 4,982 genes related
to cancer, in order to study the expression of different genes and pathways. Annex I,
page 196.

The retrospective collection of evolutionary data was carried out on this sample of
patients. Patients, with a mean follow-up of 14 years, were divided in two groups,
those that progressed with the development of tumors, lymph nodes, erythroderma,
blood involvement or metastasis (visceral) or death from lymphoma, and those that
did not progress.

During the development of the study a lack of homogeneity of the samples was
observed using a data boxplot. Figure 5 page 107. The explanation of the differences
was based on the batch effect since the microarrays had been done in two different
batches and years, hence the samples were divided into two different populations
to perform the analysis. Group 1, constituted by 29 patients 10 of which progressed
and the group 2 constituted by 28 patients with 12 patients who progressed. These
groups were subsequently divided into progression and non-progression for further
analysis.

After processing the data, a total of 2293 genes were used, containing up to 80% of
the information of the total number of patients. Annex II, page 204.

A gene expression difference study was performed using volcano plots for the
events: progression, development of metastases, erythroderma, lymph nodes,
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tumors, lymphatic expression in blood, death due to lymphoma, and death due to
any cause.

Although the increased or decreased expression of different genes provides relevant
information, it is much more important to know which molecular pathways are
involved in these changes. The protein encoded by a gene cannot be attacked by
drugs, but another protein belonging to the same molecular pathway could be. A
GSEA study of the 2293 genes was performed with each group using the HALLMARK
database and the CNIO lymphoma database to look at the different over- or under-
expressed pathways in progression versus non-progression groups.

A case-control study was conducted in order to validate the results. A total of 51
patients with mycosis fungoides in early stages from Hospital 12 de Octubre were
recruited. The controls were 30 patients who did not progress, diagnosed with stage
[A-IIA mycosis fungoides between the years 1993-2009 to ensure a follow-up of at
least 13 years. The cases were 21 patients who did progress, diagnosed with stage
[A-IIA mycosis fungoides between the years 1991-2018.

A gene expression study was performed on the RNA extracted from the paraffined
samples of the biopsies at diagnosis using NanoString technology. The results were
analyzed using a volcano plot. Annex II1, page. 209.

In all cases, the patients had signed an informed consent.

Results and Discussion

Regarding the distribution by sex of the sample (groups 1 and 2), 54.4% were
women. This discreet female predominance in our study contradicts the previously
known epidemiological data, which shows a higher incidence in men. The incidence
ratio of mycosis fungoides in men versus women in our sample was 0.85, when this
same ratio in epidemiological studies in the USA is 1.57.G1 This may be explained
due to some type of inclusion bias or the limited sample size.

The mean age at diagnosis was 50 years with a mean of 46 years of age in women
and 53 years of age for men, considerably lower than that of known publications (60
years).(1) This difference may be because in specialized centers the diagnostic delay
is shorter.

The mean follow-up time in our series was 13.54 years and the mean time to
progression was 10.9 years, with 40.35% of the patients progressing. This data is
important since early mycosis fungoides studies limit their progression data to 5
years, with a 16% of progression on their series.(32) However, we can say that this
follow-up time is insufficient and can generate the false sensation that very few
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patients progress when almost half of them end up doing so.

The study using volcano plots in the two groups of patients (group 1 and group 2),
could not show significantly differently expressed genes for the sections studied
(progression, development of metastases, erythroderma, lymph nodes, tumors,
lymphatic expression in blood, death from lymphoma, and death from any cause).
Figures 14-21, pages 124-128.

The unsupervised analysis of the heat maps of the most differentially expressed
genes performed for each of the groups did not show relevant clusters in either of
the two study groups. The analysis of individual genes did not give significant results,
although the presence within the heat map of, in group 1 TP53 overexpressed in
non-progression and underexpressed in progression and in group 2 of SELL, ITGB1
and ITGA4 overexpressed in non-progression and underexpressed in progression.
In addition, the PPP1R3C and PLAGL1 genes were repeated in both heat maps.
Figures 22-23, pages 129-130.

Due to the limited number of patients in the study, analysis of isolated differentially
expressed genes was unsuccessful. More interesting than the study of isolated genes
is the study of differentially expressed, or enriched, molecular pathways. To this end,
a GSEA (gene set enrichment analysis) analysis was performed, which showed
differential expression in several pathways. See pages 131-137.

Group 1

Differentially expressed pathways in progression group:

- INFAR1 p = 0,012, NES -1,51, FDR 1. This pathway includes the following
genes: [FNAR1, JAK1, IFNAR2.

- P53 p=0,032. NES -1,48, FDR 1. This pathway includes the following genes:
MDM2, ABCB1, TP53.

Differentially expressed pathways in non-progression group:

- Genesrelated with UV’s response p= 0,007, NES 1,62, FDR 0,40. This pathway
includes the following genes:NTRK3, CCNE1, RAB27A, LYN, CEBPG, IL6ST ,
GAL, PSMC3, RRAD, ATF3, SOD2, BAK1, STIP1, GCH1, BMP2, PRKCD, RFC4 C,
E2F2, IRF1, RASGRP1, BTG3, CDKN1C, ATP6V1F, CHKA, EIF5, POLE3, CDC5,
UROD, CDC34, NR4A1, ENO2, JUNB, SLC6AS8, DNAJB1, IGFB2, CDK2, PPIF,
ABCB1, RXRB, PPT1, SPOP, KIT, MET, EIF5, FURIN.
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Group 2

Differentially expressed pathways in progression group

- CXCR4 p = 0,000, NES 1.91 y FDR de 0,027. This pathway includes the
following genes: BCAR1, PXN, PIK3CA, PTK2, PIK3R1, PRKCA, HRAS, RAF1,
CXCL12, PIK3C2G, GNBI1.

- ERK5 (MAPK7) p =0,035, NES 1,15, FDR q 0,92. This pathway includes the
following genes: PIK3CA, PIK3R1, HRAS, RPS6KA1, SHC1.

- AKT p = 0,049, NES 1,52, FDR q 0,70. This pathway includes the following
genes: PIK3CA, PIK3R1, GHR, CASP9, YWHAH.

- Cytokines p = 0,034, NES 1,49 y FDR q 0,66. This pathway includes the
following genes: SOCS6, SOD2, CCL2.

- PIK3-CL1p=0,035,NES 1,39, FDR 0,63 This pathway includes the following
genes: PIK3CA y PIK3CD.

Differentially expressed pathways in non-progression group:

- Lymphocites p = 0,000, FDR 0,31 NES -1,67. This pathway includes the
following genes: ITGA1, ITGB1, SELL, SELP.

- ERK con una p = 0,048, NES -1.48 y FDR q 0,93. This pathway includes the
following genes: SRC, NGFB, HRAS; IGF1R, RPS6KA1, MYC, EGFR, RAF, SHC1,
PDGFRA, GNB1, STAT3, NGFR, ITGB1, GNAS.

In the next summary we will review the most interesting pathways.

CXCR4 pathway p = 0.000 overexpressed in progression group.

Figure 27 page 134.

The activation of CXCR4 by its ligand CXCL12 stimulates the activity of the tyrosine
kinase Scr that activates the RAS/MEK/ERK pathway, and as a consequence the
modulation of the cell cycle occurs.(33) Simultaneously the activation of PIK3 favors
a mediated migration, since PI3K regulates the transcription of genes related to
cell migration and adhesion through AKT and various components of focal
adhesion.34) In addition, PLC can also be activated, which produces IP3, which
favors the mobilization of intracellular calcium, and also PLC produces DAG, which
favors the activation of PKC and MAPK..(3536)

The binding of CXCL12 to its receptor, CXCR4, activates different pathways, among
which PI3K/AKT and protein kinase C/MAPK stand out.37)

The CXCL12-CXCR4 axis may be able to regulate cell migration towards tissues with
expression of these ligands, including lymph nodes, lung, liver and bones favoring
the development of metastases.(38)
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CXCR4 is an important mediating factor in the interaction of the tumor with the
extracellular matrix (laminin, fibronectin and collagen) and this relationship
justifies the very relevant role that it has in tumor dissemination and metastasis in
approximately 75% of all cancers, including various forms of leukemia.(37.39-43)

Preclinical models of cancer have shown that tumor cell metastases are mediated by
activation of CXCR4, which causes tumor cells to migrate to CXCL12-expressing
tissues.(*¥) A recent meta-analysis showed how the overexpression of CXCR4 was
related to a worse prognosis in hematologic, breast, colon, kidney, esophageal,
gynecologic, pancreatic, and liver cancers.(#5 In mycosis fungoides, the expression
of CXCL12 and CXCR4 is higher than in healthy subjects and higher in patch/plaque
type lesions than in tumor lesions, essentially, this expression is lost in advanced
(tumor) phases.(#0) Cellular studies with mycosis fungoides cells models and
fibroblasts from mycosis fungoides patients versus healthy samples demonstrated
that CXCR4-expressing tumor cells tend to be chemotactically attracted to CXCL12-
secreting mycosis fungoides fibroblasts.(*7) If we focus only on CXCL12, its
expression is even more interesting since it reaches its peak in the plaque stage vs
tumors or spots where it is expressed with less intensity, it could be said that the
peak of its expression is in the intermediate phase of the disease.(*9) Not only that,
the expression of CXCL12 by mycosis fungoides fibroblasts protected tumor cells
from the cytotoxic effects of doxorubicin, and could be related to resistance to these
treatments.(47)

As shown in the heatmap of the study, although the CXCR4 pathway was enriched in
progression, the expression of CXCL12 was inhibited (that is, it was higher in
patients who did not progress), which probably corresponds to this loss of
expression in advanced MF. Figure 24. In breast cancer, the expression of CXCL12
has been associated with increased survival, due to an autocrine secretion
mechanism that consequently saturates the CXCR4 receptor, preventing chemotaxis
towards CXCL12-secreting tissues that act as metastatic targets, this could be
another explanation for the results obtained.(#8)

The expression dynamics of cytokines can vary in the different tumor stages and it
is possible that CXCL12 is relevant in the acquisition of greater replicative activity
in early stages and therefore its expression decreases in tumor stages or that in
advanced stages the cells proliferate differently and no longer require this pathway
for survival advantage. The result of the validation study, although without
statistical significance (p adjusted<0.5), placed the expression of CXCL12 and
CXCR4 in association with no progression. Figure 34 page 139. This corresponds
to what was observed in the initial study. Unfortunately, this study does not include
the expression of CXCR4 since there was not enough information on this gene to
include it in the GSEA analysis.

Another overexpressed pathway in progression group was the cytokine
pathway p = 0.034.
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Figure 30 page 135.

Composed of genes SOCS6, SOD2, CCL2.

CCL2 is one of the CCR4 receptor ligands that has been shown to play an important
role in the generation of metastases in various types of cancer. (49

CCR4 is naturally expressed on regulatory T cells and its expression is known to be
higher in mycosis fungoides T lymphocytes than in normal lymphocytes,
furthermore, high expressions of CCR4 in mycosis fungoides are associated with
worse prognosis and survival.59) One of the molecules for the treatment of mycosis
fungoides, mogamulizumab, is the humanized monoclonal antibody that binds to
CCR4.551) The validation study also showed that high levels of CCR4 expression (p
adjusted <0.5) are related to a worse prognosis although these data do not have
statistical significance, the finding has biological significance due to what was
previously reported. As is the case for the data of CCR7 in the validation group. CCR7
also stood out as a marker of progression (p adjusted <0.5). Figure 34 page 139.
CCR?7 is a chemokine receptor whose ligand is CCL21, it has been related to tumoral
mycosis fungoides, lymphatic and subcutaneous extension.(>2 53) The activation of
CCR7 induces cell migration through the activation of the mTOR pathway, as occurs
in other tumors.(52 54-56)

The AKT pathway p = 0.049 and the PIK 3-CL1 pathway p = 0.035 were also
found to be overexpressed in patients who progressed.

Figures 29 and 31 pages 135 and 137.

One of the final effectors of the PI3K/AKT pathway is mTOR, which in turn acts on
4E-BP1 and P70S6K.(67) Phosphorylation by mTOR of 4E-BP1 and P70S6K favors cell
proliferation.(58.59) Overexpression of phosphorylated P70S6K has been detected in
most large B-cell lymphomas, as well as in Hodgkin's lymphoma and Burkitt's
lymphoma. (59 60)

In advanced mycosis fungoides, the expression of pAKT, p4E-BP1 and p-p70S6K is
associated with progression of the disease.(!7) And the expression of PTEN, inhibitor
of the PI3K signal, corresponds to a better prognosis.(!19) Regarding cutaneous
lymphomas, in vitro studies with cells from patients with Sezary syndrome and
cutaneous T cell lymphoma (CTCL) cell lines have shown the constitutive activation
of mTOR and the efficacy of rapamycin, a mTOR inhibitor, inhibiting cell
proliferation. celular.(61.62)

The validation study showed contradictory, although hardly significant, results. On
the one hand, an increase in PIK3CA was shown in progression (p adjusted <0.5),
which validates the theory of overexpression of PI3K/AKT in progression, however,
the expression of AKT and mTOR was related to non-progression (p adjusted
<0.5). PTEN expression was also tested for the validation and was related to
progression (p adjusted <0.5). Figure 34 page 139. However, activation of PI3K at
the top of the pathway may exert different functions that explain these results.
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The ERK5 (MAPK?7) pathway, p = 0.035, was overexpressed in patients who
progressed, while the ERK pathway, with p 0.048, was underexpressed in
patients who did not progress.

Figures 28 and 33 pages 135 and 138.

ERK, the end effector of the MAPK pathway, is also capable of phosphorylating 4E-
BP1 and there is a relationship between its expression and the presence of p4E-BP1
in approximately 50% of mycosis fungoides.(1% 210) The validation results showed
an increase in the expression of MAPK13 and MAPK1 in progression (p adjusted
<0.5). Figure 34 page 139.Studies have shown that the increase in the
RAS/RAF/MEK pathway can be related to higher stages and lower survival rates in
CTCL.(20,21)

Lymphocyte pathway p = 0.000 underexpressed in progression group.
Composed of the ITGA, ITGB1, SELL, SELP genes.

Figure 32 page 136.

In CTCL, it has been shown that vascular endothelial cells from tumoral mycosis
fungoides lesions present higher amounts of L-selectin (SELL) than the endothelium
of healthy skin and it is believed that the expression of SELL may be related to the
recruitment of naive and memory CD8 cells in the lesion, but not effector CD8.(63
The number of effector CD8 cells is similar to that of healthy controls in mycosis
fungoides, however in advanced CTCL, there is a significant reduction in the number
of CD8, attributing this decrease to naive and memory CD8 cells.3 ¢4 In the
validation study, an increase in SELL was demonstrated in progression (p
adjusted <0.5) although with limited statistical significance. Figure 34 page 139. The
role of selectins in the progression of mycosis fungoides is therefore still to be
elucidated. However, it would be interesting to study them further, their function on
the different CD8 cell types and their relationship with prognosis.

The relevance of the presence of CD8 cells and cytotoxic cells as a marker of good
prognosis in mycosis fungoides, was also demonstrated in the validation study.
Figure 34 page 139.

Decreased CD8 expression in patients who progressed (p adjusted
<0.05). The presence of a greater amount of CD8+CD45R0+ in lesional and
peripheral blood correlates with lower mSWAT and longer survival in
mycosis fungoides.(®5 66) Lesional blood is obtained from diagnostic biopsies
samples and is assumed to contain resident cells of the lesion, cells from the
capillaries, and blood that overflows from the capillaries into the area of the
lesion.(63) The relationship between the presence of CD8 and the severity of
mycosis fungoides may be due to the antitumor effect of CD8 cells. In addition,
immunohistochemistry of mycosis fungoides samples has shown that CD8 is
a good prognostic factor independent of the stage of the disease.(¢4)
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- Decreased CXCL10 expression in patients who progressed (p adjusted
<0.01) and also decreased expression of the CXCL10 receptor CXCR3 (p
adjusted <0.5). Activation of the CXCL10/CXCR3 axis has been shown to
facilitate the recruitment and extravasation of CD8+ cells.(7. 68 Studies in
cutaneous T lymphoma have confirmed that the expression of CXCR3 in CD4
and CD8 cells is decreased compared to that of healthy controls.(63) This
decreased expression correlates with tumor burden and the inability to
recruit CD8+ cells into mycosis fungoides lesions.(¢3)

- Decreased IL15 expression in patients who progressed (p adjusted <0.5).
IL 15 is a cytokine similar to IL2 with common functions, but in addition IL15
is a critical interleukin in the survival of CD8 cells, unlike IL2.(6%.70) In mycosis
fungoides, increased expression of IL15 has been shown without this
expression being associated with progression.(’!) However, its function on
CD8 cells may explain the observed protective role.

- Decreased PRF1 (p adjusted <0.5) and NKG2D (p adjusted <0.5)
expression in patients who progressed. Perforin (PRF1) is part of the
membrane attack complex and is essential for the granule-dependent
cytotoxic activity of T lymphocytes and NK cells.(72) The presence of PRF1 has
been associated with a better prognosis in various cancers.(73) NKG2D is a
receptor expressed mainly on cytotoxic NK T cells and CD8+ lymphocytes

which has also been associated with a good prognosis in several cancers.(74
75)

P53 pathway p = 0.032 was underexpressed in progression group.

TP53 is the gene that encodes the p53 molecule, a tumor suppressor capable of
blocking the passage from G1 to S in the cellular cycle.s.77

Mutation of p53 is common in mycosis fungoides and its association with decreased
overall survival in advanced mycosis fungoides has been shown.?2 However, until
now its relationship with progression in early mycosis fungoides had not been
demonstrated, unfortunately, in the validation study TP53 was expressed in
progression, but without statistical significance. Figure 34 page 139.

In addition to what has already been mentioned, the validation study provided us
with other important data. Figure 34 page 139.

CXCL13 expression in overexpressed in the progression group (p adjusted <
0.5).

This chemokine, whose receptor is CXCR5, has the function of attracting CXCR5-
positive B cells in cutaneous lymphomas.®

Reinforcing the importance of B cells in progression, the expression of B cell
markers was also demonstrated: CD79b (p adjusted <0.05) and CD79a (p adjusted
<0.5), CD19 (p adjusted <0.5) overexpressed in the progression group. It seems
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that an increase in B cells in the tumor microenvironment is related to a worse
prognosis. Using immunohistochemistry with CD 20 markers, it was shown that the
presence of high or low amounts (<10% or >50%) of B cells was associated with a
worse prognosis although the authors could not explain the reason behind their
observations.? Likewise, there are cases published in the literature of complete
remission of mycosis fungoides after treatment with rituximab.o.81)

Regarding T cells, the validation study showed expression of TRBC2 (p adjusted
<0.1), CD4 (p adjusted <0.5), and CD3G (p adjusted <0.5) and CD28 (p adjusted
<0.5) overexpressed in the progression group. The expression of CD4, CD3 and
TRBC2, being T cell markers, can be related to a higher tumor burden and hence its
association with a worse prognosis. CD28, on the other hand, is usually

hyperactivated in mycosis fungoides and can favor the proliferation of tumor cells.(2
83)

Conclusion

We have shown how there are differently expressed pathways from the onset of the
disease between mycosis fungoides patients who progress and those who do not.

An increase in PI3K activity has been shown in progression, conversely there was
not an increase in the descending cascade of this pathway in progression. Also, the
CCL2/CCR4 activity and the MAPK/ERK pathway was increased in progression. The
CXCR4 pathway is promising, but more studies are needed to reach conclusion
whether it has some effect or not on progression.

The decrease in SELL activity has been related to progression, although this data has
not been validated. SELL facilitates the recruitment of naive and memory CD8 cells
in the tumor lesion and a decrease in these cell populations has been related to the
progression of mycosis fungoides, so the decrease in their activity is consistent with
progression. Validation has reinforced the importance of CD8 cells in the tumor
microenvironment by showing the protective effect of the CXCL10/CXCR3 cascade,
IL15 and CD8 expression.

Regarding the tumor microenvironment, the validation study has not only shown
the relevance of CD8 cells as a protection factor bus also the importance of B cells as
a factor of poor prognosis/progression with markers such as CD79b/CD79a/CD19
and cytokines such as CXCL13/CXCRS5 in association with progression.

The use of B cell and CD8 markers would allow us to select patients at risk from the
onset of the disease by studying the tumor microenvironment.
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INTRODUCCION

Micosis fungoide

Definicion

Los linfomas son neoplasias derivadas de la proliferacion clonal de células maduras
e inmaduras de estirpe T, B o NK en varios estadios de diferenciacion.(84

En muchos casos es posible correlacionar la expresiéon de linfomas B y T con su
contrapartida en un estadio normal de diferenciacion facilitando su clasificacion.(84)
Los oOrganos frecuentemente afectos son aquellos en los que los linfocitos se
hospedan, principalmente en ganglios linfaticos, médula dsea y bazo.(85) La piel
forma parte de los denominados érganos linfaticos secundarios o periféricos y como
tal puede desarrollar linfomas primarios (originados en la piel) o secundarios,
cuando un linfoma primario no cutaneo tiene expresion cutanea.(°)

Los linfomas cutaneos primarios se definen como linfomas no-Hodking que se
manifiestan en la piel sin haber evidencia de enfermedad extracutanea en el
momento del diagndstico.8”) Este grupo de neoplasias abarca un conjunto
heterogéneo de linfomas cutaneos de células T, B y NK.(86)

Dado que la manifestacion inicial de estos linfomas es cutdnea y realizar una biopsia
accesible y escasamente invasivo, el dermatélogo clinico tiene la oportunidad de
detectar y tratar precozmente estos procesos.

La incidencia de linfomas cutaneos primarios es muy baja, representando un 3,9%
de los linfomas no Hodking.(88)

En los paises occidentales los linfomas cutaneos de células T (LCCT) se
corresponden con el 75-80% de todos los linfomas cutaneos mientras que los de
células B se manifiestan en un 20-25% de los casos, por otro lado los linfomas
derivados de células NK son muy infrecuentes. (89

Centrandonos en los linfomas cutaneos de células T, la micosis fungoide (MF) es el
mas frecuente y representa aproximadamente el 50% de los casos de linfoma
cutaneo.() La enfermedad se caracteriza histolégicamente por la presencia de una
proliferacién de linfocitos atipicos medianos o pequefios con nucleo cerebriforme y
epidermotropismo.(®7) El sindrome de Sézary (SS) por otro lado, es un linfoma T mas
agresivo pero mucho menos frecuente, aproximadamente un 5% de los casos, que
clinicamente puede guardar similitudes con ciertas manifestaciones de la MF (MF
eritrodérmica).(°0)
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El SS se define como la combinacién de eritrodermia, afectaciéon leucémica en sangre
(B2) y la presencia en sangre de un clon marcado por el receptor de células T (TCR)
idéntico al de la piel.°V) Estudios moleculares demuestran que las células tumorales
del SS derivan de las células T centrales de memoria mientras que en la MF son
células T efectoras de memoria las que causan el linfoma, lo que ratifica que pese a
las similitudes son enfermedades diferentes.(13)

La aparicidn inicial de los linfocitos malignos en la piel en el caso de la MF se debe a
que el linfoma se desarrolla por la transformacién maligna de células T post-timicas
con migracion cutanea, es decir que se hospedan en la piel.(90.92)

El interés de este trabajo se va a dedicar al linfoma primario cutdneo mas frecuente:
la MF.

Clinicamente la enfermedad pasa por tres estadios que presentan una correlaciéon
clinico-patolégica.

1. Manchas/Parches: Se trata del estadio inicial y las lesiones se manifiestan como
maculas o parches eritematosos que pueden aparecer como lesiones Unicas o
multiples con diferentes tamafios-(°3) Es muy caracteristica la afectacion de piel no
fotoexpuesta como la parte proximal de los muslos o los gluteos, lo que se llama
lesiones en bafiador.(5 94

Al igual que clinicamente las lesiones pueden ser muy inespecificas
histolégicamente, en esta fase el diagndstico puede ser un reto para el patélogo dado
que el infiltrado linfocitario suele ser escaso y se puede confundir con patologia
inflamatoria benigna.(®) Usualmente puede verse un infiltrado linfocitario
epidermotropo, con atipia linfocitica (ndcleos pleomdrficos, hipercromaticos,
cerebriformes), acantosis e hiperqueratosis y en algunos casos también
incontinencia pigmenti junto con fibrosis de las papilas dérmicas-(5 96)

2. Placas: Son lesiones infiltradas, bien delimitadas que asocian descamacion fina.
(97)

En ocasiones pueden adoptar una morfologia anular (fungiforme) lo que dio el
nombre de micosis fungoide a la enfermedad.

En esta fase cabeza y cuero cabelludo también pueden estar afectas por lo que deben
ser areas a revisar.(°8) Histolégicamente la epidermis muestra acantosis con
hiperplasia psoriasiforme aunque en raras ocasiones puede haber espongiosis.(®9)
La dermis superior muestra un infiltrado linfocitario denso y en banda con linfocitos
atipicos con ntcleo cerebriforme y marcado epidermotropismo que hasta en un
tercio de los casos se manifiesta en forma de microabscesos de Pautrier.°”) El
diagndstico en esta fase suele ser mas sencillo tanto clinica como histolégicamente.
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3. Tumores: Los tumores aparecen generalmente sobre placas previas y son
lesiones papulosas, nodulares o francamente tumorales con infiltracién en
profundidad que frecuentemente se ulceran.(® En este estadio la histologia muestra
un denso infiltrado linfoide en dermis que puede ir acompafnado de pérdida de
epidermotropismo junto con linfocitos grandes con nucleo cerebriforme y figuras
de mitosis.(®7) El diagndstico suele ser evidente clinica e histolégicamente, aunque
debe diferenciarse de otros tumores.

4. Diseminacion Cuando la enfermedad se disemina fuera de la piel frecuentemente
se afectan los ganglios linfaticos, aparece expresion leucémica en sangre o menos
frecuentemente metdastasis, principalmente en bazo, higado, pulmén, hueso y
rifién.(100)

Cuanto mayor sea el estadio (tumor>placa>mancha) mayor probabilidad de
afectacion extracutanea.(®?)

Evolucion historica

La primera descripcién de MF fue dada por Jean-Louis Alibert en 1806 mientras
trabajaba en el Hospital Saint Louis de Paris.(101) Curiosamente, el mismo hospital
donde Albert Sézary describi6 el SS en 1938.(°0)

El nombre dado a la enfermedad, que literalmente significa infeccién fungica que
recuerda a un hongo/seta, fue dado por la morfologia arciforme y tumoral de las
lesiones que surgen en el curso de la enfermedad. Sin embargo, hoy en dia esta claro
que no se trata de una infeccion si no de un linfoma y esta terminologia pese a ser
equivoca se ha mantenido por motivos histéricos.

En 1870, Pierre Antoine Ernest Bazin describe con mayor detalle la MF y habla ya
de una fase inicial caracterizada por parches y placas eritematosos, descamativos,
persistentes y progresivos localizados en areas no fotoexpuestas que
posteriormente evoluciona a tumores.(®3)

Siguiendo la historia de la MF, en 1885, Auspitz utiliza el término de “granuloma
fungoide” para nombrarla porque creia que las lesiones eran producto de una
reaccion inflamatoria del sistema reticulo endotelial.(102) También en 1885 Vidal y
Brocq describen la MF demblée (de inicio), en la cual aparecian lesiones tumorales
desde el inicio de la enfermedad. (193)

Posteriormente en 1892, Besnier y Hallopeau describen un estadio premicotico
caracterizado por placas eritematosas, asi como la MF eritrodérmica. (100,102)

Ya en el siglo XX Brocq utiliza el término parapsoriasis para referirse a los parches
y placas iniciales de la MF pero esta descripcion abarcaba también otras
patologias.(102)
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Posteriormente se describié la enfermedad en 3 estadios diferenciados, premicotico
(eccematoso/en parche), micotico (en placas) y tumoral y ademads se empezaron a
describir variantes clinicas como la reticulosis pagetoide (1939), la variante
foliculotrépica (1957) y la granulomatosa (1970).(102)

Durante afios se consideré que todos los linfomas cutdneos de células T eran MF,
hasta que en 1979 se acuii6 el término linfoma cutaneo de células T para referirse a
un grupo heterogéneo de linfomas primarios de células T malignas que afectan a la
piel de forma primaria, siendo el mas frecuente dentro de este grupo la MF.(193) En
ese mismo afio Bunn y Lamberg en 1979 proponen un sistema de estadiaje basado
en el sistema TNMB (tumor, nodes, metastasis, blood) del National Cancer Institute
que se sigue aplicando en la actualidad en la clasificacién de la MF.(104)

Epidemiologia

Desde su descripcion inicial ha habido un incremento exponencial del nimero de
casos diagnosticados, probablemente gracias a la mayor precisiéon y mejores medios
diagndsticos. Este incremento se estabilizo hacia 1995 y desde entonces las cifras de
incidencia se han mantenido estables.(!¥) En 2013 se realizé un estudio por el
Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos que cifraba la incidencia de MF en
5,6 casos por millon de personas mientras que la incidencia total de linfoma cutaneo
primario es de 10,2 por milldn, es decir, aproximadamente la mitad de los casos de
linfoma cutaneo primario son MF.(1.90) E] resto de linfomas cutaneos de células T
representan un 25% del total de linfomas cutaneos, quedando reservado otro 25%
de linfomas cutaneos para los linfomas cutaneos de células B-(104)

Como reflejan estos datos, pese a ser la MF el linfoma cutaneo mas frecuente, sigue
tratdndose de una enfermedad rara por lo que es importante que el clinico esté
atento ante la posibilidad de que dermatitis atipicas o recalcitrantes se traten en
realidad de MF. Ademas, en Espafia la incidencia es relativamente alta respecto a
otros paises con unos 2,6 casos por 100000 habitantes. (105)

Los hombres tienen una incidencia mayor que las mujeres con una razén de tasa de
incidencia de 1,57, y esta aumenta con la edad siendo el pico maximo a los 70
afios.G)

Los datos epidemiolégicos sugieren un comportamiento diferente en la raza negra
con una incidencia mas elevada (indice de riesgo relativo 1,57), un diagndstico mas
temprano, a los 53 afios de media vs a los 63 caucdsica, y una supervivencia media
es menor independientemente del estadio.(t) De forma similar también existe una
incidencia mayor en la raza arabe, y esta influencia genética podria justificar el
aumento de incidencia en Espafia y otros paises mediterraneos respecto a las cifras
de Europa y Estados Unidos.(105)
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Dos tercios de los pacientes presentan MF en estadios tempranos (IA-11A).(106)

En estos casos la supervivencia es mayor a 10 afios y el prondstico general es bueno,
aun asi, debido a la cronicidad del proceso los pacientes pueden tener una
disminucién en su calidad de vida debido al dolor, picor y el impacto estético de las
lesiones.(197) Un cuarto de los pacientes con MF temprana sufren progresion de la
enfermedad empeorando drasticamente el prondstico y la supervivencia conforme
subimos de estadio.(14 108)

Hasta en un 85% de los casos de MF existe un retraso diagnostico desde el inicio de
los sintomas hasta que se realiza el diagndstico, con una media de 3 afios.(*)

Esto se debe no solo a que al tratarse de una enfermedad rara y capaz de simular
otras dermatosis inflamatorias el clinico puede tardar en sospechar sino que
también, como ya hemos visto, histolégicamente puede suponer un reto simulando
patologia benigna, sobre todo en estadios iniciales.

Clasificacion

La clasificacion ofrecida por la World Health Organization y la European
Organization for Research and Treatment of Cancer (WHO-EORTC) en 2005 y
posteriormente revisada en 2018 refleja las caracteristicas de los linfomas cutaneos,
incluyendo la MF.(13)

Ademas la WHO-EORTC destaca 3 variantes con comportamiento clinicopatolégico
diferente de la MF clasica, estas son: la MF foliculotropa, la reticulosis pagetoide y
la piel laxa granulomatosa.(®7)

La MF clasica ha sido descrita en la definicidn.
En este apartado veremos con mas detalle las caracteristicas de los 3 tipos de MF
que segun la clasificacion WHO-EORTC merecen una mencién especial.

MF foliculotropa:

Se trata de la variante de MF mas frecuente y afecta principalmente a adultos, con
predominio del sexo masculino, aunque también se han descrito casos en la infancia
y la adolescencia. (6:102)

Ya en 1906 Giovannini describi6 la aparicion de areas de alopecia en placas de MF,

y pesar de que su diagnostico fue de alopecia areata parece razonable pensar que se
trataba de una forma de MF foliculotropa.(199)
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Posteriormente, en 1957, Pinkus detall6 la presencia de depésitos de mucina en los
foliculos pilosos utilizando el término de alopecia mucinosa; lo que se acabd
conociendo como mucinosis folicular, proceso que puede ser idiopatico o estar
asociado por ejemplo a un linfoma cutaneo de células T.(110)

La MF foliculotropa aparece en el 10% de los casos y se caracteriza por un infiltrado
tumoral foliculotropo (exocitosis en el epitelio folicular) y asociacién con frecuencia
de mucinosis folicular.(13) La alopecia aparece en aproximadamente un 50% de los
casos.(110)

La afectaciéon de las cejas es muy caracteristica, aparece hasta en un 71% de los
pacientes y puede estar presente desde etapas iniciales.(111)

Las formas iniciales se presentan como papulas foliculares, que pueden producir
parches de alopecia, ademas se puede acompafiar de lesiones acneiciformes,
comedones y quistes que se localizan a menudo en la cabeza y el cuello.(111)

Practicamente el 100% de los pacientes con la forma inicial presentan lesiones en el
tronco mientras que la afectacion de cabeza y cuello aparece solo en un 40% de los
casos y la histologia muestra un infiltrado linfocitario menos denso y mas superficial
que en los casos de formas avanzadas. (110)

El curso en estos casos suele ser indolente como en la MF clasica.(110)

Las formas avanzadas forman placas gruesas, alopécicas que muestran un infiltrado
de linfocitos denso y profundo y se pueden apreciar nédulos tumorales.(112) En la
histologia tampoco es infrecuente observar eosinéfilos y células plasmaticas.(110)
Esta forma tiene un curso agresivo, similar al de la MF en fase tumoral, y requiere
un tratamiento intensivo.(13)

Clinicamente en estos casos el 100% de los pacientes muestran lesiones en cabeza
/cuello y un 20% estan localizadas unicamente en esa zona.(119) En esta forma la
clasificacion por estadios TNM no sirve y las placas deben ser manejadas como
tumores debido a la agresividad.(102)

Esta variante se asocia generalmente con un importante prurito, que suele ser
refractario al tratamiento y mas severo en las formas avanzadas que en las
tempranas.(6 110)

Segun la clasificacién de la WHO-EORTC existe un subtipo de MF foliculotropa
denominado adnexotropa que comparte caracteristicas con la MF foliculotropa,
caracterizada por afectaciéon de las glandulas ecrinas.(87) Esta forma tiene un curso
clinico indolente y afecta frecuentemente a palmas y plantas.(113) Clinicamente se
presenta en forma de papulas y placas eritematosas con acentuacion folicular siendo
habitual la apariciéon de anhidrosis y alopecia como consecuencia de la afectacién
anexial.(93)
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En relacién con la MF foliculotropa hay que destacar la entidad de MF con quistes
infundibulares eruptivos. Esta variante, que para algunos autores forma parte de la
MF foliculotropa, se caracteriza clinicamente por una erupcion folicular localizada o
generalizada en forma de quistes infundibulares y comedones que incluso pueden
simular lesiones tumorales.(® 87)

Sindrome de la piel laxa granulomatosa

El sindrome de la piel laxa granulomatosa se considera una variante de MF debido a
sus caracteristicas clinicas, aunque se trata de una variante muy poco frecuente de
MF su expresion clinica tan llamativa ha sido lo que le ha otorgado una mencién
aparte.(87) E]l término, acuilado por Ackerman en 1978, se debe a la pérdida de fibras
elasticas la cual confiere a la piel un aspecto arrugado similar a la piel laxa.(102)
Durante la enfermedad se desarrollan placas eritematosas en forma de grandes
pliegues cutaneos de piel laxa, especialmente en areas intertriginosas como axilas e
ingles.(13) Otra de las caracteristicas especiales de esta forma de MF es que afecta
con mayor frecuencia a pacientes jévenes y no es infrecuente la presencia o
aparicion de un segundo linfoma, sobre todo enfermedad de Hodgkin.(®)

Su curso clinico es indolente, pero tiene una clara tendencia a la recidiva si se realiza
extirpacion quirurgica.(114)

Reticulosis pagetoide

La reticulosis pagetoide, también conocida como enfermedad de Woringer-Kolopp,
es una variante rara de MF con muy buen pronéstico de crecimiento lento y curso
indolente.(115) Clinicamente se caracteriza por la apariciéon de una placa Unica,
prosiasiforme, hiperqueratoésica, eritematosa y arciforme, principalmente en zonas
acras.(115) Histolégicamente se presenta como un infiltrado linfocitario con
epidermotropismo.(13) El tratamiento suele ser la extirpaciéon quirtrgica o la
radioterapia local.(116)

Caracteristicas clinicas de la MF

La MF clasica se manifiesta inicialmente como manchas o parches eritematosos bien
delimitadas, muchas veces en piel no fotoexpuesta, que aunque suelen tener un
curso indolente que pueden evolucionar a placas.(9¢)

Un pequeio grupo de pacientes desarrollara lesiones tumorales de gran tamafio y
frecuentemente ulceradas sobre estas placas, en el progreso de la enfermedad

también se puede producir afectacion sistémica e incluso la muerte del paciente.(13
90)
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Sin embargo ademas de la MF clasica existen multiples variantes de MF capaces de
simular una gran cantidad de patologia benigna inflamatoria tanto clinica como
histol6gicamente por lo que puede ser una gran imitadora.(®3)

Existen variantes de MF eritrodérmica(17), hipopigmentada(118), con transformacion
a células grandes(119), ampollar(120), dishidroética21), papular(122), purpurica(123),
poiquilodérmica(124), solitaria(125), ictiosiforme(126), palmoplantar(127), verrucosa(128),
pustulosa(129), papilomatosa (130) hiperpigmentada(31), hiperqueratdsica(32) y
granulomatosa(133), por citar algunas.

De especial mencion son la MF eritrodérmica y la MF transformada.
Micosis fungoide eritrodérmica

La MF eritrodérmica se caracteriza por una afectacién como minimo del 80% de la
superficie cutanea y el principal diagnostico diferencial se realiza con el SS.(1)

La historia clinica (presencia previa de manchas o placas indolentes) y la ausencia
de afectacion hematolégica son indicadores MF eritrodérmica.(34)

Raramente es la primera manifestacion de la enfermedad, lo mas habitual es que
aparezca tras el desarrollo de parches/placas que confluyen hasta abarcar una gran
extension corporal y una vez controlada los pacientes vuelven a desarrollar lesiones
de MF clasica.® El desarrollo de MF eritrodérmica cambia el estadiaje de la
enfermedad y el paciente pasa a tener un T4 dentro de la clasificacion TNM.(®D

La MF eritrodérmica y el SS, comparten estadificacién desde el punto de vista
hematooncolégico, pero presentan un pronéstico, alteraciones genéticas y una
expresion inmunofenotipica distintas.(®)

Una de las diferencias mas resefiables que podemos encontrar es la expresién de
marcadores de células T centrales de memoria y PD-1 (proteina de muerte celular
programada 1 o programmed death receptor-1) en los linfocitos del SS mientras que
la MF expresa marcadores de linfocitos T efectores de memoria.(133) La activacion
de PD-1 es significativa porque previene la activacion de linfocitos T desregulando
el sistema inmune, lo que explicaria el curso mas agresivo del SS respecto a la
MF_(lOZ)

Micosis fungoide con transformacion a célula grande

La transformaciéon en un linfoma de células grandes se define por la presencia de
linfocitos grandes, pleomorficas, anaplasicas e inmunoblastos en un porcentaje
mayor del 25% en el infiltrado neoplasico de la piel o los ganglios linfaticos.(>)

La transformacion de MF a célula grande tiene una incidencia de ente 8-23% de los
casos en estadio tumoral y se asocia con mal prondstico.(136)
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Esto queda reflejado en una media de supervivencia de 12 a 36 meses desde el
diagnédstico y una supervivencia a 5 afios del 11-32% de los pacientes.(102)

En la inmunohistoquimica expresion de CD30 es variable por lo que se debe
diferenciar de otros linfomas primarios cutaneos con células grandes CD30+, como
el linfoma anaplasico de células grandes y la papulosis linfomatoide. La negatividad
a CD30 se relaciona con peor pronéstico.(®)

Etiopatogenia
La causa de la MF es desconocida.

En 1974 surgié la teoria de estimulacion crénica antigénica como el detonante de
una proliferacion clonal de células T malignas.(137) Estos estimulos pueden ser desde
infecciones virales, bacterianas hasta factores ocupacionales.(102) Esta claro que el
microambiente cutdneo tiene un papel en el desarrollo de MF como pone de
relevancia el hecho de que la expansion clonal del gen TCR vb mas frecuentemente
detectada sea TRBV20-1 que se asocia con el reconocimiento de Staphylococcus
aureus.(138) Ademas el S aureus, ha demostrado ser capaz de actuar como un
superantigeno estimulando la proliferacion clonal de células T malignas.(138)

No se han encontrado mutaciones heredables que se puedan relacionar con el
desarrollo de MF, sin embargo, aunque la mayoria de pacientes no tienen
antecedentes de enfermedad cutdnea previa, si se ha descrito un aumento del riesgo
de desarrollar MF en pacientes con dermatitis cronicas, pudiendo guardar relacién
con la teoria de los superantigenos.()

También se ha relacionado con la exposiciéon a factores ambientales como las
dioxinas y aceites industriales.(139 140) Esta relacion se demostrd en un estudio de
veteranos de la guerra de Vietnam en el que se vio un aumento de la frecuencia de
MF en aquellos expuestos a dioxina.(140)

Los linfocitos de las lesiones de MF casi siempre muestran el fenotipo CD4 CD45R0+
(marcador de células T efectoras de memoria), asi como un aumento de ALC
(antigeno linfoide cutaneo) en superficie que esta relacionado con la migraciéon a la
piel.(141) E] ALC es un ligando de la molécula de adhesién endotelial de leucocitos de
las células endoteliales que ayuda a las células malignas a vascularizar y nutrir el
tumor.(102) Es por eso que hay quien defiende que la MF deriva de células efectoras
de memoria ALC+.(141)

También se alteran las expresiones de quimiocinas. Por ejemplo, inicialmente se
expresan receptores de quimiocinas C-C como CCR4 y CCR10, que facilitan la
migracion a la dermis y la epidermis al igual que lo hacia ALC, pero en estadios

48



tardios CCR7 aumenta, lo que se relaciona con la migracién de células T de memoria
a 6rganos linfoides y esto se relaciona con lesiones tumorales y potencial afectacién
extracutanea.(141-143)

Otros estudios han demostrado que los linfocitos T malignos expresan ligandos para
células presentadoras de antigenos como B7 y CD40 que producen la coestimulacién
del linfocito T, por lo cual puede inferirse una via autoecrina en el desarrollo de
MF_(144)

Es interesante saber también que se produce un cambio en la expresién de citocinas.
Los linfocitos T de lesiones en estadios iniciales tienen una diferenciacién T
efectores o helper (Th) 1 con secrecion de interleuquina (IL) 2 e IL12 e interferén
(INF) gamma.(145) Sin embargo, conforme progresa la enfermedad la expresion
cambia hacia el fenotipo Th2 con secrecion de IL4, 5, 10 y 13.(146 147)
Secundariamente disminuye la respuesta CD8 y de células dendriticas que eran
activadas por los linfocitos Th1. La presencia de linfocitos CD8 * se relaciona con la
respuesta inmunolégica al tumor, por eso estos cambios hacia Th2 contribuyen a la
evasion inmune.(148) Otro fenémeno relacionado con la evasion inmune en estadios
avanzados es las pérdida de células T reguladoras marcadas por FOXP3, por el
contrario su presencia se relaciona con mejor prondstico y supervivencia
probablemente a través de la supresion tumoral.(149) La evasiéon inmune también se
da en un contexto de linfocitos T hiporreactivos o exhaustos que expresan PD1 o
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4).°2 102) PD1 favorece la
tolerancia inmune y CTLA 4 se une a B7 inhibiendo su senal.(°2 150,151) E] aumento
de expresion de CTLA4 se realiza a través de una expresion también incrementada
de GATA3. (150)

Por otro lado la inmunosupresion de estadios avanzados también se debe al
aumento de células T malignas y las alteraciones de la via janus kinasa (JAK)/
traductor de sefial y activador de transcripcion (signal transducer and activator of
transcription: STAT) que tienen lugar una vez mas con el cambio fenotipico de
respuesta Th1 a Th2.() Figura 1.

En la via JAK/STAT se produce una disminuciéon de STAT4 (signal transducer and
activator of transcription 4), relacionado con la diferenciacién Th1, mientras que se
incrementa STATS5S (signal transducer and activator of transcription 5) a través de
JAK1 (janus kinasal) y JAK3 (janus kinasa3), aumenta STAT®6 (signal transducer and
activator of transcription 6) a través de IL4 y aumenta STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3) a través de IL7 e IL15.(152)

STATS5 estd activo tanto en la MF temprana debido a la accién de las citoquinas Th1
como en la MF tardia dado que su activaciéon posterior se debe a la actividad
JAK1/JAK3 independiente de interleuquinas.(153) STATS tiene la capacidad de
aumentar miR-155, una molécula de micro acido ribonucleico (ARN) considerada
como el puente que conecta la inflamaciéon y el cancer.(133) STAT5 también es
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responsable del descenso de STAT4 favoreciendo el cambio fenotipico de Thl a
Th2.(159)

STATS®6 lleva a acabo la diferenciacion hacia Th2 gracias a IL4 e IL13, ademas induce
la activacion transcripcional de inmunoglobulina (Ig) E y no podemos olvidar que
en estadios avanzados no es infrecuente encontrar aumento de IgE y eosinofilia en
sangre.® 159

Por ultimo, STAT3 aumenta en estadios mas tardios y se relaciona con el aumento
de SOCS3 que inhibe la senalizacion de citoquinas Th2, favoreciendo una vez mas
esa transicion Th1-Th2.(156)

En la evolucién de la enfermedad también se acaban perdiendo los receptores
normales, funcionales, de células T (TCR) lo cual también se traduce en un estado de
inmunosupresion. (157) En este contexto se puede comprender como las infecciones
oportunistas son una de las causas mas frecuentes de muerte por enfermedad.

Es importante recordar que, al disminuir la carga tumoral, mediante tratamientos,
estos efectos son reversibles.

Estadio temprano > Estadio avanzado
Inmunofenotipo
d TH1 _ TH2
Infiltrado inmune | c4jyjas T citotéxicas CD8+ Macréfagos asociados al tumor y
_— i

Células NK eosindfilos
Citoquinas IFN gamma IL4, IL5, IL13, IL15, IL16, IL17A, IL17F,

IL12 —_— IL22, IL25

Figura 1: Esquema que muestra lainmunopatogenésis de la MF. Adaptado de Mycosis Fungoides and
Sézary Syndrome: An Update. Hematol Oncol Clin North Am. 2019.()

Existen multiples alteraciones que pueden ocurrir en el genoma de los tumores que
diferencia estas células de las células germinales que originaron inicialmente el
organismo (paciente) al que pertenecen. Estas alteraciones se llaman mutaciones
somaticas para diferenciarlas de las mutaciones germinales que son heredadas.(158)
Las mutaciones somaticas pueden corresponder a sustituciones de una base por
otra, inserciones, deleciones de segmentos de tamafio variable, reordenamientos,
aumento o disminucién en el nimero de copias.(157.158)

Ademas, existe la posibilidad de adquirir nuevas secuencias de ADN de forma
exdgena, lo que explica la relacién de algunos virus con determinados canceres
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como el virus del papiloma humano, virus Epstein Barr, virus herpes 8 o virus
linfotrépico humano T 1.(159) A ese respecto hay estudios en pacientes con MF que
demuestran que la seropositividad a citomegalovirus (CMV), es mas elevada que en
la poblacién normal o inmunocomprometida, sin llegar todavia a haber dilucidado
su papel como posible agente oncogénico.(160)

Por otro lado nuestro genoma se puede ver afectado por cambios epigenéticos que
alteran la estructura y/o expresion de la cromatina mediante metilaciones o
residuos de citosina.(158)

Las alteraciones epigenéticas que se producen por modificacién de las histonas son
producto de encimas que “escriben” alterando la cromatina, “leen” reconociendo las
modificaciones y “borran” eliminando las transformaciones afiadidas por las
enzimas escritoras.(161)

Las alteraciones genéticas que acompanan a la MF incluyen aberraciones
cromosoOmicas principalmente en los cromosomas 8, 10 y 17, implicando a genes
como la proteina tumoral 53 (TP53), MYC (myelocytomatosis oncogene), el
inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A (cyclin dependent kinase-
inhibitor 2A: CDKN2A) y GATA3.(162,163)

Otras alteraciones frecuentes son las variaciones en el nimero de copias somaticas
(SCNVs) en el 92% de los casos, en contraposicién a variaciones somaticas en un
solo nucledtido (SSNVs) que son mas infrecuentes.(!57) Las SCNV consisten
principalmente en amplificaciones y deleciones focales que dan lugar a pérdidas
hemicigoticas de genes supresores.(161) Este dato es relevante en tanto en cuanto en
la mayoria de tumores el proceso mediante el cual se inactivan los genes supresores
de tumores es por mutaciones puntuales (SSNV), pero en el caso de la MF la mayoria
de las veces se produce por SCNV que conllevan deleciones.(161)

Por ejemplo, TP53, una mutacién oncogénica por excelencia, estda mutado con mucha
frecuencia en linfomas cutaneos con un ratio SCNV/SSNV de 5.1:1, sin embargo en
otro tipo de canceres el ratio encontrado entre delecion y mutaciéon es
equivalente.(157.161) Hay que tener en cuenta, sin embargo, que en MF no leucémica
el nimero de SCNV es menor y muchos de estos estudios se centran en MF avanzada
y SS conjuntamente.(157)

Respecto a las SSNV se han descrito mutaciones en miembro de la familia
homologos de Ras A (Ras homolog family member A: RHOA), BRAF, STAT5B (signal
transducer and activator of transcription 5 B), CD28, factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células b activadas (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated b cells: NFKB2), zinc finger E -box binding homebox 1
ZEB1, dominio de interaccién rico en AT de la proteina A1 (AT-rich interactive

domain-containing protein 1A: ARID1A), FAS y fosfolipasa C gamma 1(PLCG1).(157.
164-167)
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Como en otros tumores cutaneos la mayoria (75%) de SSNV son transiciones C-T,
en trinucle6tidos NpCpG.(161,168)

Este es el tipico patron de tumores inducidos por ultravioleta (UV) en relacién con
envejecimiento y exposicion UVB, similar a lo que ocurre en el melanoma.(82 169,170)
Esta informacion curiosamente contrasta con las alteraciones asociadas a linfomas
B que suelen ser transversiones T>G.(170)

Aunque se especula la relaciéon con UVB epidemiolégicamente no existe asociacion
entre fotoexposicion y desarrollo de MF, como destaca el hecho de que la afectacién
de zonas no fotoexpuestas es caracteristica y frecuente.(161) Estas transiciones C-T,
que se relacionan con irradiacién UVB, ocurren desde estadios iniciales, previos por
ejemplo a tratamientos con fototerapia, por lo que pese a la polémica hay autores
que descartan que sean consecuencia de los mismos.(171)

Ademas de las SCNV se produce una inestabilidad cromosémica favorecida por
alteraciones en el ciclo celular, en la reparacion del ADN, la activacién de
endonucleasas RAG e hipermetilacion.(!)

La activacién de las endonucleasas RAG se ha relacionado con el aumento de
mutaciones SCNV tan caracteristica de la MF.(161) Estas endonucleasas, RAG1 y RAG2,
se expresan en los timocitos para catalizar las roturas de doble cadena durante la
recombinaciéon V(D)] mediando en el ensamblaje del receptor TCR a partir de
segmentos de genes V, D y J.(172) Actividad que ocurre fisiolégicamente durante el
desarrollo de los timocitos, es decir infancia/adolescencia.(16?), Pero, cuando se
activan en el contexto de la MF en células CD4+ maduras las roturas en la doble
cadena dan como resultado SCNV y alteraciones estructurales como
translocaciones.(157) Alteraciones en la recombinacién mediadas por RAG puede
explicar las abundantes deleciones focales en la MF. (157.161)

Otro de los fendmenos mutacionales mediante el cual se pueden adquirir un gran
numero de mutaciones es la cromotripsis o crisis. Se trata de un evento catastréfico
por desgaste de los telémeros que obliga a la célula a reorganizar su genoma para
sobrevivir con multiples reordenamientos cromosémicos por rotura de la doble
cadena, en unos pocos loci.(158.161) La cromotripsis en la MF se da en un elevado
porcentaje de casos, hasta en un 65% en comparacién a otros tumores y

particularmente ocurre en loci relacionados con genes supresores de tumores.(82
169)

En el siguiente apartado vamos a detenernos en las vias moleculares y genes
afectados cominmente en la MF (figura 2):

- En relacidn a ciclo celular, proliferacion y supervivencia:
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Una de las mutaciones mas frecuentemente encontradas es en CDKN2A entorno al
40 - 50% de los casos.(171,173)

CDKNZ2A codifica las proteinas p14ARF y p16INK4A.(174) p16INK4A es capaz de
inducir la detencion del ciclo celular, y p14ARF induce apoptosis o detencién del

ciclo celular a través de p53 o doble minuto murino 2 (murine doble minute 2,
MDM2).(175)

Retinoblastoma 1 (RB1) es un gen cominmente afectado, detectandose ausencia del
mismo hasta en un 60% de los casos.(176) RB1 codifica la proteina supresora de
tumores RB que estd implicada en el paso de G1 a S durante el ciclo celular.(!77) En
relacién a RB, se ha demostrado que P16 se encuentra inactivo en aproximadamente
el 20% de los casos y la fosforilacién sobre RB por los complejos ciclina D/ Quinasa
dependiente de ciclina (CDK) 4 o ciclina D/CDK6 se correlaciona con la ausencia de
pl6 en MF.(178 179) Esta fosforilacion tiene como consecuencia el fin del efecto
inhibitorio de RB1 sobre el factor de transcripcién E2F implicado en el progreso
hacia la fase S del ciclo celular.(180) Asi mismo podemos afirmar que CDK4 se
encuentra sobreexpresado en linfomas cutaneos.(!71)

También se han encontrado alteraciones en genes relacionados en la regulacién de
la apoptosis como FAS que se encuentra mutado en un 10% de los casos.(171.181)

Via fosfatidil inositol 3 kinasa (phosphoinositide-3-kinase: PI3K)/AKT/ diana de
rapamicina en células de mamifero (mammalian target of rapamycin: mTOR).

Se ha descrito un aumento hasta en un 65% de los casos en la expresién de pAKT y
mTOR.(19) Sin embargo, pAKT esta activado en hasta un 98% de los casos indicando
que puede tener su efecto fosforilativo en otras moléculas diferentes a mTOR.(19)
Entre los efectos de mTOR destaca la capacidad de inactivar mediante fosforilacidn,
la proteina supresora de tumores: poteina de unién al factor de inicio de la
traduccidn eucariota 4E (eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E)-binding
protein 1, 4E-BP1).(182)  La quinasa regulada por sefiales extracelulares
(extracellular signal-regulated kinase: ERK) también es capaz de fosforilar 4E-BP1
y se ha mostrado correlacion entre su expresion en aproximadamente un 50% de
las MF y la presencia de p4E-BP1.(19)

Volviendo a la via PI3K/AKT/mTOR, también se ha relacionado con STAT3 siendo
posible que, tal y como pasa en otros tumores, sea la encargada de fosforilar
STAT3.(9) Mutaciones relacionadas con PI3K se han encontrado en subunidad
reguladora 1 de Via fosfatidil inositol 3 kinasa (phosphoinositide-3-kinase
regulatory subunit 1, PIK3R1) en MF-(183)

Esta via se ha relacionado con el pronoéstico de la MF, ya que la expresion de pAKT,
p4E-BP1y p-p70S6K (p70 ribosomal protein S6 kinase) se relaciona con progresiéon
en estadios avanzados.(17) No sélo eso, la expresion de
homodlogo de fosfatasa y tensina (phosphatase and tensin homolog, PTEN), un
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inhibidor de la sefal PI3K se relaciona con mejor pronostico.(19) Se han descrito
mutaciones tanto en PTEN y sus proteinas reguladoras como en la via PI3K/AKT,
con implicaciones prondsticas.(17.18)

También se ha demostrado incremento en la expresién de cMYC con aumento de
cMYC y pérdida de sus antagonistas (MAX interactor 1 MXI1, MAX network
transcriptional repressor MNT) en un 75% y un 40% de los casos
respectivamente.(163.184) .a proteina cMYC esta implicada en la progresion del ciclo
celular a través de CDK4 y E2F, y la represiéon de p27y p15.(185) En condiciones de
ausencia de factores de crecimiento puede promover apoptosis a través de la
liberacién del citocromo c de la mitocondria por la via p14ARF-Mdm2-TP53 gracias
a BIM (también conocido como BCL2L11).(186)

NOTCH1 es capaz de aumentar la expresion de MYC y se cree que también puede
regular PI3K.(19.187) La expresion de NOTCH se ha relacionado con progresion o
estadios mas avanzados (tumoral), tal y como sucede en otras neoplasias
hematologicas.(19,188)

Via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (Mitogen-Activated Protein
Kinase: MAPK)

BRAF también se encuentra mutado con frecuencia produciendo la activacién de la
via MAPK.(157,169) [ ,3 via de las MAPK esta frecuentemente alterada, se han descrito
mutaciones en MAPK kinasa 1 (MAP2K1) y neurofibromin 1 (NF1).(169,183)
Mutaciones en MAPK1 (mitogen-activated protein kinase 1) curiosamente se han
encontrado inicamente en MF y no en SS.(183) La sobreexpresion de la via MAPK
puede tener relacidn con el estimulo directo de la via por parte de IL-2 que como
ya sabemos forma parte de la respuesta Th1 predominante en las fases iniciales de
la enfermedad.(189)

Se han encontrado hasta en un 30% disminucién en el nimero de copias de la
proteina quinasa S6 ribosomal alfa 1 (ribosomal protein S6 kinase Al,
RPS6KA1).(171) Esta molécula es una serina/treonina proteina quinasa que participa
de la via ERK y cuya funcién es retrasar el paso celular G2/M inducido por factores
de crecimiento.(190) Se ha descrito mutaciones en ERK1 (MAPK3) que tienen como
consecuencia aumento de funcién y que pueden producir un aumento en la
sefalizacion MAPK.(17)

La detecciéon de sobreexpresion de JUN en casos de MF también demuestra la
activacion de la via MAPK, proteina relacionada con la transcripcién en el nudcleo
celular.(17,191)

Se ha encontrado mutaciones inactivantes de RHOA hasta en el 6-7%.(157.171,183) Esta
molécula codifica una GTPasa que se encarga del regular el remodelado del
citoesqueleto, la migraciéon y adhesién y la transduccidén de sefial desde varios
receptores de linfocitos.(192) La sobre expresion de RHOA se ha relacionado con la
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detencion del ciclo celular mediante la alteracion del citoesqueleto.(193) También
se le relaciona con la via NFKB (nuclear factor kappa beta) teniendo la capacidad de
actuar tanto inhibiendo como activando esta via.(194)

- Alteraciones en la célula T (activacion, funcién, diferenciacién, migracion):

CD28 codifica una proteina de superficie en las células T que se une a CD80 y CD86
en la superficie de células presentadoras de antigenos, activando la expresion de 11-
2 y proteinas antiapoptoéticas como Bcl-2. (82) La mutacién en CD28 tiene como
consecuencia un aumento de funcién por lo que incrementa la afinidad CD86
hiperactivando la expresion de IL-2 secundariamente. Ademas, la estimulacién de
CD28 activa multiples cascadas de senalizacion como PI3K/AKT, NFKB,
NFAT (nuclear factor of activated T cells) y MAPK que ademdas de aumentar la
producciéon de citoquinas, aumentan la regulacién de genes pro-supervivencia
celular y regulan el citoesqueleto de actina. (195

Mutaciones en CD28 muchas veces asocian alteraciones estructurales como fusién
de CTLA/CD28 o Cosestimulador de células T inducible (inducible T cell
costimulator, ICOS)/CD28, que ha demostrado aumentar la actividad de
sefalizacion TCR haciendo la unién con CD80 y CD86 mas intensa.(l 195) Ademas
también es frecuente encontrar ganancias focales (71%) y amplificaciones
(23%).19%)

En un 10-20% de los casos se pueden encontrar mutaciones en PLCG1, que codifica
la fosfolipasa C y1 aumentando la actividad fosfodiesterasa a través de la via NFAT
y promoviendo la activaciéon TCR.(164)

La via de NFAT se encuentra activada en aproximadamente un cuarto de los
pacientes sin diferencias entre estadios, y se puede encontrar asociacién entre la
expresion de NFAT y de NFKB, lo cual podria deberse a una via de activacién
comun.(198) Las proteinas de la familia NFAT regulan la activacion de las células T,
su diferenciacion y tienen relacién con el desarrollo de los timocitos y la
autotolerancia de las células T.(197)

IRF4 codifica un factor de transcripcién necesario para la expansién de células T
TCR activadas y hasta en un 5% de MF avanzadas se encuentran ganancias en el
numero de copias.(157.198)

También se encuentran frecuentes deleciones en PDCD1 (programmed cell death
protein 1), el gen que codifica PD-1 una molécula que regula la respuesta inmune
adaptativa y la muerte celular programada.(1°®) Las consecuencias de estas
alteraciones son descenso de la sefializacién, mayor resistencia al agotamiento
celular y la activaciéon de NFAT. (82 157, 183) De hecho la sobreexpresion de la a
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proteina de caja de grupo de alta movilidad asociada a la seleccién de timocitos
(thymocyte selection-associated high mobility group box protein: TOX) y de PDCD1
se da desde los estadios iniciales de la enfermedad y puede ayudar a diferenciar
dermatosis inflamatorias de MF.(200)

ZEB1, se encuentra mutado en un 56-65% de los casos, produciendo una
disminucién en su expresion.(82 171)  Es un oncogén de tumores epiteliales que
codifica un represor de la transcripcidon de dedo de zinc (zinc finger) y se une con
promotores de multiples genes relacionados con la diferenciacién T disminuyendo
la expresion de CD4 durante la maduracion de las células T.(23) También tiene la
funcién de aumentar la sefal del Factor de crecimiento transformante beta 1
(transforming growth factor beta 1, TGF -B1) y puede contribuir a la resistencia a
la supresion de crecimiento por parte de TGF-B1.17) En ZEB1 se han localizado
deleciones y mutaciones puntuales deletéreas funcionalmente que aumentan la
expresion de GATA3 y conllevan un aumento de produccién de citoquinas como
IL2.(157) A parte de IL2 otros genes reprimidos por ZEB1 son BCL6 e IL15.(195) Un
reciente estudio ha sido capaz de relacionar la ausencia de ZEB1 mediante
inmunohistoquimica en las muestras de paciente con MF con un peor pronéstico y
progresion de la enfermedad por lo que su expresion es de especial interés.(23)

La via de sefializacion NFKB esta frecuentemente afectada en la MF con aumento de
su actividad.(*”)

Esta via molecular regula la funcién de la célula T y su activacién, produce citoquinas
pro inflamatorias, proliferacion e inhibicion de la apoptosis.(82 169, 201)

Uno de los genes frecuentemente mutados en esta via es NFKB2, con deleciones en
el dominio autoinhibidor C terminal, esta mutacién conlleva la pérdida del dominio
inhibidor de la molécula por lo que queda constitutivamente activada, resultando en
el aumento de la sefial NFKB dependiente de TCR.(169)

CARD11 (caspase recruitment domain family member 11) es otro gen con
frecuentes mutaciones puntuales o aumento en el nimero de copias que codifica
una proteina multidominio intracelular necesaria para la activacion de NFKB
mediada por TCR, y sus mutaciones contribuyen a la activacion de la via NFKB.(169
202,203)  P[3K también influye en esta via gracias al reclutamiento de ITK (IL2
inducible T cell kinase) que activa la quinasas PDK1 (3'-phosphoinositide-
dependent kinase-1) que a su vez activa a PKCtheta (protein kinase C-theta).
PKCtheta a su vez fosforila a CARD11 que entonces se une al complejo BCL10-
MALT1 (proteina del linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas 1) para
finalmente activar NFKB.(195) PKCtheta también puede activar la proteina activadora
1 (AP-1), un heterodimero de la familia JUN esencial para activar la transcripcién de
IL2 y de otros genes relacionados con proliferacion de células T.(195 204)

PRKCQ es el gen encargado de codificar PKC theta y en estadios tardios de MF se han
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detectado hasta un 30% de ganancias en el nimero de copias.(169)

En esta via también se han implicado mutaciones en la proteina 3 alfa inducida por
el factor de necrosis tumoral (TNF alpha induced protein 3: TNFAIP3) un inhibidor
de NFKB, con deleciones hasta en el 25% de los linfomas primarios cutaneos.(157)

TNFRSF1B (TNF receptor superfamily member 1B) que codifica el receptor TNFR2
(TNF receptor 2) se encuentra mutado hasta en un 18% de los casos.(169) Este
receptor activa la via NFKB en presencia de su ligando TNFa pero mutaciones en
TNFR2 producen una activaciéon de NFKB independiente de TNFa.(169) Se han
detectado anomalias en relacidn a la sefializacion de TNFR2 en aproximadamente el
38% de los casos, con la consecuencia de aumentar la actividad de NFKB.(205 Otra
mutacion recientemente descrita afecta a RLTPR conocido también como CARMIL2
(capping protein regulator and myosin 1 linker 2) que codifica una proteina de
andamiaje en la sefnalizacion TCR y que aumenta la regulacion de la via NFKB en las
células T y la produccién de IL2. (183)

Otras mutaciones detectadas afectan a CSNK1A1 (casein kinase 1 alpha 1) y a PRKCB
(protein kinase C beta), ambas parte fundamental de la sefializacion NFKB en
respuesta a receptores de antigenos.(183)

Por ultimo, la via NFKB también esta constitutivamente activada mediante kinasas
regulatorias como MAPK kinasa kinasa 7 (MAP3K7) también conocido como TAK1,
que se encuentra aumentado en su actividad.(206)

Mutaciones que alteran las vias de citoquinas son muy frecuentes como las
alteraciones de la via JAK-STAT, que afectan a JAK1, JAK2 (janus kinasa 2), JAK3,
STAT3/5B.(17)

Lavia JAK-STAT esta alterada en aproximadamente el 6% de las MF con un aumento
de funcién.(t61) La activacion de esta via activa diversos procesos de apoptosis,
diferenciacion y proliferacion celular.297) Como hemos visto inicialmente se
encuentran activas las vias STAT4 y STAT5 y progresivamente viran hacia STAT3,
STATS, STAT®6. Las citoquinas Th2 del microambiente tumoral son efectivas gracias
a la preservacion de esta via.(157) Se han encontrado multiples mutaciones en IL2,
IL2R, JAK3, STATS5 implicadas en el aumento de la via IL2.(208)

Se han detectado también deleciones en SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1)
un inhibidor de JAK.(209

CCR4 codifica un receptor de quimioquinas que participa en la migracién de las
células T a la piel. Mutaciones en CCR4 se relacionan con aumento de migracién
celular y activacion de la via PI3K/AKT, a través de VAV1.(82) VAV1 es necesario para
la expresion de ERK, NKFB, PLCG1 a través de PI3K.(210)
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En la diferenciacion a célula T, se han descrito mutaciones en RARA.(183)

Twist, un factor de trascripcién que induce la transicion epitelial-mesenquimal y
que esta implicado en la progresion (metastasis) de otros tipos de cancer, se ha
encontrado serol6gicamente aumentado en pacientes eritrodérmicos.(?11) No sélo
eso si no que los linfocitos maduros no expresan esta proteina y sin embargo se ha
descrito en estadios avanzados de MF.(212) Ademas su expresion en estadios
tempranos junto con la inhibiciéon de ZEB1 se han postulado como factores
prondsticos de progresion.(23)

- Alteraciones en cromatina:

Se encuentran con frecuencia alteraciones en genes modificadores epigenéticos de
acido desoxirubonucleico (ADN) como DNMT3A (ADN metil transferasa 3A).
DNMT3A actia como un supresor oncogénico y muchas veces se encuentran

deleciones y disminucion en el nimero de copias hasta en el 38% de los casos de
MF. (168, 169)

Otra familia de genes mutados con frecuencia son las metiltransferasas de histonas
son las lisinas metil transferasas como KMT2C (MLL3), KMT2D, KMT2B.(169 Actiian
también como reguladores epigenéticos y supresores de tumores, junto con la
proteina de unién a CREB (CREBBP) también afecto por mutaciones que conllevan
pérdida de funcién.(168 212)

La lisina demetilasa 6A (KDM6A), otra metiltransferasa de histonas que tiene
importantes funciones en en los procesos de senescencia y diferenciacién celular,
con frecuencia se encuentra mutada con fusiones inactivantes.(209 213)

También se ha encontrado alteracién en la expresion de deacetilasas de histonas
HDAC, lo cual explica la eficacia de inhibidores de deacetilasas como vorinostat en
el tratamiento de la MF.(1,214)

El correpresor 1 de receptor nuclear (Nuclear Receptor Corepressor 1: NCOR1) esta
mutado hasta en un tercio de los casos, interactia con muchos factores de
transcripcion y actia mediante el reclutamiento de deacetilasas de histona para
reprimir la transcripcién. (195 208)

Mutaciones inactivantes ARID1A también son frecuentes, hasta en un 10% de los
casos.(157.171) - ARID1A funciona con un supresor de tumores epigenético, con 2
funciones principales, la primera como parte del complejo remodelador de la
cromatina SWI/SNF (SWItch/sucrose non fermentable), y también como parte de
los puntos de control en el ciclo celular en la detencién del ciclo, probablemente a
través de p53.(215,216)
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Se han detectado hasta un 13% de pérdida en el nimero de copias de CTCF (CCCTC-
Binding Factor) un modificador epigenético relacionado con la regulacién de varios
genes implicados en cancer.(169, 183,217)

Otras mutaciones encontradas en modificadores de la cromatina afectan al
correpresor de BCL-6 (BCOR), el regulador dependiente de actina asociado a la
matriz relacionado con SWI / SNF del miembro 1 de la subfamilia B de cromatina
(SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin
subfamily B, member 1 : SMARCB1), y la proteina asociada al dominio de
transformaciéon / transcripcion TRRAP (transformation/transcription domain-
associated protein).(183)

- Reparacion de DNA: los genes mutados mas representativos de este grupo son
TP53, ATM.(169)

Se han encontrado mutaciones en TP53 (que codifica el gen supresor de tumores
p53, capaz de bloquear el paso de G1 a S del ciclo celular) hasta en el 24% de las MF
tumorales, sin embargo, estas mutaciones son mucho mas infrecuentes en las MF
tempranas.(76: 77, 171, 208) De hecho para algunos autores, estas mutaciones que
ocurren principalmente en estadios tardios de la enfermedad (p53, p16, p15, PTEN)
deben ser consideradas como eventos genéticos secundarios que no son parte de la
patogenia de la enfermedad.(*4)) Sin embargo otros autores sefalan la relevancia de
TP53 dado que la presencia de la mutacion se asocia con mayor mortalidad.(?22)

El fendmeno mas frecuente en TP53 es la delecidon con pérdida en el nimero de
copias (hasta 93% en estadios avanzados).(157.169,171) Egs interesante recordar que
las transiciones C-T, tipicas por la radiaciéon ultravioleta son tremendamente
frecuentes en TP53 y su presencia se ha relacionado con el tratamiento en estadios
iniciales (fototerapia).(208)

Podemos encontrar deleciones de ATM (ataxia telangiectasia mutated) en hasta en
un 30% de las MF avanzadas.(157.169)
La relacién entre las distintas vias es tremendamente compleja ya que por ejemplo

la activacién de NFKB o JAK/STAT puede aumentar la sefializacion MAPK o
PI3K/Akt.(17) Asi mismo la via ERK1/ERK2 (MAPK3/MAPK1) puede actuar de forma
sinérgica con PI3K/Akt mediante sefiales que interaccionan con ambas.(?18) La
activacion de todas estas vias potencian el crecimiento y la supervivencia celular,
fundamentales para el desarrollo del linfoma.

Aunque todavia no se dispone de biomarcadores genéticos que podamos utilizar en
el diagndstico y tratamiento, la presencia de deleciones o amplificaciones genéticas
se relacionan con niveles de RNA transcrito y abre la puerta nuevas dianas
terapéuticas.(157) Tabla 1.
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Figura 2: Alteraciones moleculares presentes recurrentemente en MF.

En amarillo, pérdida de funcién (delecion o inactivacion), en verde aumento de funcién (mutacién o

aumento en el nimero de copias).
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Terapia

Sefializaciéon TCR

Coestimulacion

Citoquinas

Remodelado cromatina

Factores de transcripcion

Histona metiltransferasa

Inhibidor ITK o SYK

Genes

PLCG1
PTEN
RhoA
PRKG1

PRKCQ

CARD11

TNFAIP3

NFKB2

Anticuerpos monoclonales

PDCD1

CD28
Fusién CD28-CTLA4 /CD28-
ICOS

Notch

TNFRSF1B (TNFR2)
TNFRSF6

CCR4

JAK1
JAK3
STAT3

STATSB

ARID1A
ARID58
SMARCC1
ARID1B
ARID2
ARID3A
SMARCA4
CHD3

ARID4A

ZEB1
IRF4

Myc

MLL2
MLL3
MLL4
SETD1A
SETD1B
SETDB2

SETD6

Mutaciones CNV %  Mutaciones SNV %

15% 18%
20%
6%
6%

30%

12% 7-22%

22%

6%

35%

12%

4%

100%

6%
10%

7%

3%
4%
3%

3-63% 3-26%

20-58% 8-25%
29%

21%

<10%

<10%

<10%

<10%

<10%

<10%

43-65% 4-27%
5%

40%

10%
60% 4-57%
18%
16%
16%
22%

11%
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Funcién

Tratamiento

Inhibidores de calcineurina

PI3K inhibidor, mTOR inhibidor

Inhibidor del
(Bortezomid)

Independiente del proteosoma
Resistente a inhibidor
proteosoma

Anti CD80/CD86

Ipilimumab

GSI

Inhibidor del proteosoma

Mogamulizumab
Inhibidor de
(Tofacitinib/Ruloxitinib)

Inhibidor de JAK (Tofacitinib)

Lenalidomida

Inhibidor de BET

proteosoma

de

JAK



Terapia Genes Mutaciones CNV %  Mutaciones SNV % Funcién Tratamiento

Histona demetilasa

KDM6B 50%

Histona acetiltransferasa
CREBBP 5%

Histona deacetilasa  Inhibidores HDAC
NCOR1 50%

ADN

metiltransferasa Agentes hipometiladores
DNMT3A 18% 38%
DNMT3B 11%

ADN metilacién
TET1 10%
TET2 10%

Ciclo celular
CDKN1B 15% - Inhibidor de CDK
CDKN2A 40-60% 4-17%
RB1 25%
TP53 30-95% 16-41% - Inhibidor de resistencia a MDM2
RPS6KA1 36%
ATR 6%
FAS 40% 3-19%
ATM 30%

Tabla 1: Vias moleculares mutadas en MF y SS y su relacién con la terapéutica.
Adaptado de Mycosis Fungoides and Sézary Syndrome: An Update. Larocca C. Hematol Oncol Clin
North Am. 2019 y A new molecular paradigm in mycosis fungoides and Sézary syndrome. Elenitoba-

Johnson KS. Semin Diagn Pathol. 2017.(1,161)

Histologia

El dato histolégico mas importante para diagnosticar una MF es la presencia de un
infiltrado de linfocitos atipicos con epidermotropismo disponiéndose en banda a lo
largo de la capa basal junto con la formacién de agrupaciones intraepidérmicas de
éstos mismos (3 0 mas) en los llamados microabscesos de Pautrier.(13)

Estos se producen porque los linfocitos malignos se agrupan rodeando a las células
de Langerhans dando lugar a los microabscesos.(219) El infiltrado linfocitario implica
linfocitos atipicos con tamafio mediano o pequefio y un nucleo cerebriforme
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hipercromatico rodeado de un citoplasma claro (células halo) y puede ser un
infiltrado parcheado de densidad variable.(102 220)

En fases iniciales (macula/placa fina) se puede confundir con otras dermatosis
inflamatorias dado que el infiltrado linfocitario suele ser parcheado, perivascular y
el epidermotropismo discreto, sin linfocitos atipicos dado que los linfocitos
reactivos suelen ser mas numerosos que los tumorales.(220)

En la fase de macula y parches el infiltrado linfocitario en banda puede estar
acompafado de células inflamatorias (linfocitos reactivos, células plasmaticas,
eosinofilos, macréfagos y células dendriticas) localizadas en dermis papilar y la
unién dermoepidérmica puede estar afecta.> 221) Puede haber discreta acantosis,
hiperqueratosis, edema o fibrosis en la dermis papilar.(221)

El epidermotropismo puede ser de células aisladas o en grupos (microabscesos de
Pautrier) pero normalmente se hace mas evidente conforme el paciente presenta
placas mas infiltradas, asi mismo se aprecia mejor el infiltrado en banda y la
presencia de linfocitos atipicos con nucléolos cerebriformes.(°7 221) También se
pueden ver cambios citopaticos como queratinocitos apoptéticos, cuerpos de
Civatte y cuerpos coloidales.(®)

En esta fase los microabscesos de Pautrier, estdn presentes en menos del 25% de los
casos, los linfocitos atipicos en menos del 10%, y el epidermotropismo puede estar
ausente hasta en un 4% de los casos.(®)

De acuerdo con Wechesler (220) el diagnostico diferencial histolégico en formas
iniciales abarca:

En las formas con necrosis: liquen ampolloso o toxicodermia.

También se puede pensar en toxicodermia en las formas pustulosas que asi mismo
plantearan el diagndstico diferencial con una dermatosis neutrofilica o infecciosa.
En las formas con espongiosis descartar fotodermatitis o una dermatitis de contacto.
Si por el contrario hay hiperqueratosis se puede confundir con una psoriasis.

En la fase tumoral los cambios histolégicos son mas evidentes al aumentar
claramente la proporciéon de células tumorales (células pequefias medianas con
nucléolos cerebriformes y células blasticas o anaplasicas con nucléolos
prominentes) y la actividad mitética.(221.222) Encontramos un infiltrado de linfocitos
atipicos en zonas mas profundas de la dermis, por el contrario el epidermotropismo
suele estar ausente o ser muy leve.(222)

En esta fase la presencia de células dendriticas reactivas disminuye y los eosinoéfilos
y células plasmaticas suelen estar presentes.(221)

El examen inmunohistoquimico es una herramienta fundamental en el diagndstico
histolégico de los linfomas cutdneos. El fenotipo de la MF es el tipico de linfocitos
Th2: CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD45R0+, CD8-, CD30-y TCRf+.(222)
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Si bien hay excepciones, por un lado, durante la progresion de la enfermedad se
pueden perder marcadores como CD2, CD5 y CD7 lo que se relaciona con la pérdida
del epidermotropismo.(3 221)

Por otro se han descrito multiples variantes, CD4- CD8+, CD4+ CD8+, CD4- CD8-,
CD20+, TIA-1 y Granzima B +, CD30+ o CD56+.(97, 221, 223-227)

Diversos estudios han demostrado un ratio de consenso entre expertos menor al
50% alo hora de hacer el diagnéstico de MF, por eso muchas veces se produce un
retraso diagnostico, son necesarias multiples biopsias y es imprescindible la
correlacion y la comunicacion clinico-patol6go.(228)

Existen cambios histologicos especificos de algunas variantes como la
transformacién a célula grande, siringotropismo, foliuclotropismo... que ya han sido
discutidas en la descripcién de las mismas.

Diagndstico

El diagnoéstico diferencial de la MF incluye normalmente dermatosis inflamatorias
como psoriasis y dermatitis atopica. En estadios de eritrodermia hay que descartar
también pitiriasis rubra pilaris, dermatitis sistémica alérgica de contacto, SS,
reacciones medicamentosas y eritrodermias idiopaticas.® 229 En las MF
eritrodérmicas los hallazgos histol6gicos muchas veces son inespecificos y se puede
llegar al diagndstico tras pasar la fase aguda y reaparecer las manchas y placas.(229)

Cualquier hallazgo atipico en un paciente con lo que parece una dermatosis
inflamatoria como podria ser una dermatitis atépica sin prurito y placas infiltradas,
presencia lesiones hipopigmentadas o placas con refuerzo folicular deben hacernos
sospechar que pueda tratarse de una MF.(230,231)

Ante dermatosis inflamatorias atipicas es fundamental hacer una exploracion
completa de los pacientes, recordando que areas no fotoexpuestas como los gltteos
son zonas de localizacion frecuente.(93)

Como ya hemos visto no sélo a nivel clinico la MF puede simular una dermatosis
inflamatoria si no que histol6gicamente también es una duda frecuente. Por ello ante
un cuadro sospechoso es muy probable tener que hacer multiples biopsias para
llegar al diagnostico.(-6)

La MF atipica (no clasica) es un reto diagnéstico mayor y requiere de un alto grado
de sospecha, asi como una correcta correlacion clinico histopatolégica.(232) Para
aumentar el rendimiento de las pruebas, es importante suspender cualquier
tratamiento con corticoides al menos 2 semanas antes de realizar la biopsia, se
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pueden realizar tomas de varias lesiones intentando incluir siempre una muestra de

la lesién mas infiltrada y/o de mayor tamafio y evitando las biopsias tipo punch.?
222,233)

Los estudios moleculares pueden ayudar en el proceso diagnéstico y debe de
solicitarse una citometria de flujo para descartar afectacién sanguinea.(®3 234)

Debido a estas dificultades para establecer un diagnéstico, la Sociedad Internacional
de Linfomas Cutaneos ha desarrollado un algoritmo de diagnéstico basado criterios
clinicos, histopatolégicos, inmunohistoquimicos y moleculares.(®) Tabla 2.

CRITERIOS PUNTUACION
Clinica
Criterio principal: parches y placas persistentes/progresivos 2 puntos si criterio principal + 2 adicionales

Criterio adicional: drea no fotoexpuesta
poiquilodermia
variacién en forma y tamaiio 1 punto si criterio principal + 1 adicional2

Histopatologia
Criterio principal: infiltrado linfocitario superficial

Criterio adicional: epidermotropismo sin espongiosis 2 puntos si criterio principal + 2 adicionales
atipia linfocitaria (ndcleo grande,
hipercromadtico, irregular o cerebriforme) 1 punto si criterio principal + 1 adicional

Biologia molecular
Reordenamiento monoclonal del gen TCRgamma 1 punto si monoclonal

Inmunopatologia

< 50% de células T CD2+, CD3+ o CD5+ 1 punto si al menos un criterio
< 10% de células T CD7+

Discordancia de CD7, CD2, CD3 o CD5 a nivel dermo-epidérmico por

pérdida de marcadores a nivel epidérmico

Si 4 o mas puntos se considera diagnostico de micosis fungoide

Tabla 2: Algoritmo diagnéstico de MF en estadios iniciales. Adaptado de Defining early mycosis
fungoides. Pimpinelli N. ] Am Acad Dermatol.2005.

El andlisis inmunohistoquimico de las células T neoplasicas contribuye al
diagnoéstico de MF. Habitualmente los linfocitos malignos son T helper CD4+ de
memoria (inmunofenotipo CD45R0) con un fenotipo de linfocitos T periféricos

epidermotropicos que incluye los marcadores CD2+, CD3+, CD4+, CD7+ y CD5+. (6
102)

Pero esta expresion se puede perder, el caso mas frecuente el de CD26 y CD7.(23%) En
el caso de CD7 su expresion se puede perder desde estadios tempranos.(236) Su
ausencia se considera bastante especifica de MF, pero no es diagndstica de MF ya
que también se puede dar en patologia inflamatoria.(237)

La pérdida de CD26 también es frecuente y aunque parece mas especifica de MF su
expresion se puede perder en linfocitos no tumorales.(235 238)
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Otros marcadores que pueden perderse son CD2, CD3, CD4 y CD5.(239)

Dado que ninguno es especifico la propuesta actual para el diagnéstico mediante
citometria de flujo consiste en analizar inmunofenotipos aberrantes que incluyan
CD3, CD4, CD8, CD7, CD26, y CD45, en lugar de CD4, CD7 y CD26 como se hacia
previamente para aumentar la especificidad de la prueba.(240)

En < 5% de los casos el fenotipo de las células malignas es CD8+, siendo mas
frecuente que ocurra en la infancia (formas hipopigmentadas).(241. 242)  E]
comportamiento clinico en las MF CD8+ es superponible a la MF CD4+ lo que lo
diferencia del linfoma primario cutdneo CD8+ citot6xico cuyo comportamiento es
mucho mas agresivo.(241,243)

Como ya hemos visto, aunque muy infrecuentemente, en algunos pacientes el
fenotipo puede ser CD4- y CD8+, CD4- y CD8-, 0 CD4+ y CD8+.

La identificacion de proliferacion clonal es fundamental y tremendamente util en el
diagnostico, siendo necesario evaluar tanto TRC gamma como beta.(233)

Los genes que codifican el receptor de células T, TCR, estan formados por un
reordenamiento secuencial de la porcidn variable (V), de diversidad (D) y de unién
(J) cuyas combinaciones en los reordenamientos dan lugar a miles de moléculas
TCR.(244) Como consecuencia de esas combinaciones cada linfocito tiene un receptor
de antigenos Unico y es extremadamente improbable que dos linfocitos compartan
receptor TCR por lo que se supone que la presencia de reordenamientos TCR iguales
son el resultado de la proliferacion clonal de una célula maligna.(245)

La ausencia de clonalidad no excluye el diagnéstico sobre todo en los casos de MF
en estadio inicial en los que la oligoclonalidad no es extrafia.(138) Ademas su
presencia tampoco lo confirma ya que puede haber clonalidad en dermatosis
inflamatorias hasta en un 60% de los casos debido a una estimulacién antigénica
cronica.(246-249)  Por ejemplo, en enfermedades inflamatorias como liquen plano,
pitiriasis liquenoide y liquen escleroso se puede detectar clonalidad.(250-252), Cabe
destacar que en estudios recientes se ha demostrado que encontrar el mismo gen en
dos muestras de localizaciones diferentes es mucho mas especifico de MF. (253)

El reordenamiento T es especialmente util en casos equivocos en los que es
importante diferenciar una MF de patologia inflamatoria benigna.(®3)

La deteccion de clonalidad TCR se puede realizar por técnicas como Southern blot o
reaccion en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction, PCR),
considerandose el Souther blot como el gold estandart por el bajo grado de falsos
negativos y positivos, sin embargo, en la practica real la PCR ha reemplazado a el
Southern blot por ser una técnica barata y rapida que requiere de menos tejido
tumoral.(245) Se trata de una técnica mas sensible que se puede utilizar en tejido
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parafinado.(249)

Para evitar falsos positivos en el caso de tener dificultad diferenciando la MF de
patologia inflamatoria también se puede utilizar el analisis de micro RNA (pequefias
secciones de RNA que regulan la expresiéon génica) aumentando la precision mas de
un 90%. (254

Un gran avance en el diagnéstico de la MF es la secuenciacion de alto rendimiento,
también llamada de nueva generaciéon o secuenciacion masiva. Se trata de un
método para secuenciar miles a millones de fragmentos de ADN al mismo tiempo
para lo cual se utilizan sondas fijadas en placas.(255 Aplicado a la clonalidad de la MF
se realiza la secuenciaciéon del gen TCRB que permite la identificacién de una
proliferacién clonal a través de la region CDR3 del mismo.(256) Esta técnica ha
resultado ser mas sensible y especifica que la PCR, sin embargo, este tipo de analisis
no esta disponible en todos los centros.(257. 258)

De todo esto se puede concluir que no existen marcadores celulares ni moleculares
que permitan un diagndstico de certeza de MF sobre todo en fases tempranas.

Diversos estudios han intentado identificar el aumento en expresién génica de hasta
19 genes en lesiones precoces de MF respecto a otras dermatosis inflamatorias
como método de ayuda al diagnéstico.(®) Estos genes son(200);

IL23R (interleukin 23 receptor), TAGAP (T cell activation Rho GTPase activating
protein), HLADPB2 (major histocompatibility complex, class II, DP beta 2) LY9
(lymphocyte antigen 9), IL18BP (interleukin 18 binding protein), TNFSF13B (TNF
superfamily member 13b), IFITM1 (interferon induced transmembrane protein 1),
TNFSF10 (TNF superfamily member 10)y LAT (linker for Activation of T cells)
relacionados con la regulaciéon inmune.

PYHIN1 (pyrin and HIN domain family member 1), SKAP1 (src kinase associated
phosphoprotein 1), GBP2 (guanylate binding protein 2), ETS1 (ETS proto-oncogene
1, transcription factor), AGAP2 (ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH
domain 2), GNGT2 (G protein subunit gamma transducin 2), y PSME2 (proteasome
activator subunit 2) relacionados con sefializacién y transduccién celular.

MGAT4A (alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein4-beta-N acetylglucosaminyltransferase
A), como regulador de la adhesion celular.

PDCD1 que como hemos visto regula la pro-apoptosis.

Por ultimo, TOX es un regulador del desarrollo temprano de las células T durante la
transicion de CD4+ CD8+ a CD4+.(259) En las células T normales después de esta
diferenciacién el gen es suprimido por lo que los linfocitos CD4+ maduros no lo
expresan. (200)
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La expresion de TOX en inmunohistoquimica no es exclusiva y se puede encontrar,
aunque con menor intensidad en patologia inflamatoria no tumoral.(82)

De esta lista los genes TOX y PDCD1 son los mas relevantes con una sobreexpresion
en células de MF detectados por PCR, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica,
con una sensibilidad del 71.3% para TOX y del 60% para PDCD1 con una
especificidad fijada al 100%.(200)

En la inmunohistoquimica TOX, muestra un patrén de tincién nuclear intensa y
difusa, diferente al de las dermatosis inflamatorias.(26% Estas células TOX+ muestran
nucleos atipicos, y se encuentran en la epidermis, en la dermis papilar, y en las
células que conforman los microabscesos de Pautrier.(200) Sin embargo el analisis de
estos genes no se realiza de rutina en los laboratorios hospitalarios para el
diagnostico de MF.

Estadificacion y factores prondsticos

La MF clasica se caracteriza por una progresion lenta con una gran variedad de
manifestaciones clinicas. Las lesiones iniciales se presentan como finos parches
descamativos presentes durante afios que en algunos casos evolucionan lentamente
hacia placas y finalmente a tumores.(234)

Conforme progresa la enfermedad las lesiones se vuelven mas induradas, lo habitual
es encontrar lesiones en forma de parches y placas junto a los tumores que pueden
llegar a ulcerarse en los pacientes que los desarrollan.(102)

No obstante, la enfermedad puede no evolucionar y muchos pacientes pueden pasar
su vida con lesiones tipo manchas/placas sin otra progresion.(261) Y aunque las
lesiones suelen ser persistentes y no desaparecen sin tratamiento la supervivencia
a 5-10 afios es mayor al 90%.(261)

Conforme evolucionan a los siguientes estadios también se producen cambios
dramaticos en el pronéstico.(262.263) [,os pacientes con tumores normalmente acaban
falleciendo en relacién con el linfoma muchas veces por sepsis dada la ulceracion de
los mismos o por el compromiso inmunolégico que conlleva la enfermedad. (13- 102,
264)

Por lo tanto, el estadio clinico es importante para determinar el riesgo de progresiéon
y la supervivencia media.(92 263)

El estadiaje de la MF se basa en el sistema TNM desarrollado en 1979 por Bunn y
Lamberg y posteriormente revisado para incluir la afectacién sanguinea, TNMB, en
2007 como vamos a ver a continuacion. (234 265)
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T sictacin ctines S

T1 Tla parche/mancha
Manchas, parches, papulas o placas que abarcan < 10% de la superficie cutdnea Tib placa

T2 T2a parche/mancha
Parches, manchas, papulas o placas que afectan > del 10% de la superficie cutdnea T2b placa

13

1 o mas tumores > 1cm
T4
Eritrodermia, eritema > 80% de |a superficie cutdnea.
ecssingmgtonsr |
NO
No adenopatias
N1 N1a clon negativo

Ganglios linfdticos patolégicos palpables clinicamente. Histologia grado 1 (Dutch) o NCI N1b clon positivo
LNO-2

N2 N2a clon negativo

Ganglios linféticos periféricos palpables clinicamente. Histologla grado 2 {Dutch) o NCI N2b clon positivo
LN3.

N3

Ganglios linfaticos periféricos palpables clinicamente. Histologia grado 3-4 (Dutch) o
NCI LN4.

Nx
Ganglios linféticos periféricos palpables clinicamente sin confirmacién histolégica.

e v —

MO

Sin afectacién

M1

Afectacidn visceral con confirmacidn histolégica

yr—— [E—

BO B0a Clon negativo
Sin afectacidn sangulnea, < 5% de linfocitos atipicos en sangre BOb Clon positivo
B1 B1a Clon negativo
>5% de linfocitos atipicos en sangre periférica, pero sin cumplir criterios B2 B1b Clon positivo
B2

Linfocitos atipicos en sangre periférica 2 de 1000/mL con clonalidad positiva

Tabla 3: Sistema de estadiaje TNM. Adaptado de Revisions to the staging and classification of mycosis
fungoides and Sezary syndrome: a proposal of the International Society for Cutaneous Lymphomas
(ISCL) and the cutaneous lymphoma task force of the European Organization of Research and
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Treatment of Cancer (EORTC). Olsen E. Blood. 2007.(234)

Aunque en la mayoria de los casos la afectacién en sangre ocurre en pacientes con
eritrodermia, puede ocurrir también cuando s6lo hay lesiones tipo mancha/placa y
el cambio de B0 a B1 no tiene por qué ir acompafado de cambios en la extension de
la enfermedad.(®1. 266)

En base a la clasificacion TNMB tenemos los siguientes estadios con relevancia
prondstica. Tabla 3.

Ganglios Metéstasis | San Supervivencia
Estadio  |Tumor [Ganglos | Metistasks |Sangre | S
1A T1 NO MO 98

Estadio BO-B1

temprano 1B T2 NO MO BO-B1 89

IA-lIA IIA TloT2 Nlo N2 MO BO-B1 89
B T3 NO-N2 MO BO-B1 56
A T4 NO-N2 MO BO 54

Estadio 1[:! T4 NO-N2 MO B1 48

avanzado

IB-IVB IVA1 T1-T4 NO-N2 MO B2 41
IVA2 T1-T4 N3 MO BO-B2 23
IVB T1-T4 NO-N3 M1 BO-B2 18

—

Tabla 4: Cuadro explicativo de estadiaje y su asociacién con la supervivencia. Adaptado de Survival
outcomes and prognostic factors in mycosis fungoides/Sézary syndrome: validation of the revised
International Society for Cutaneous Lymphomas/European Organisation for Research and Treatment
of Cancer staging proposal. Agar NS. ] Clin Onco 2010.(7)

Un estadio IA tiene una media de supervivencia de 35.5 afios y una supervivencia
especifica de la enfermedad del 90% a 20 afios lo cual es un prondstico
excelente.(261) Sin embargo, existe un 18% de riesgo de progresion a 20 afios. (7)

Pacientes con estadio IB tienen una media de supervivencia de 21,5 afios y
supervivencia por enfermedad de entre 67-85.8%, el riesgo de progresion asciende
a47% a 20 afios.(7, 267)

Pacientes con estadio IIA tienen una media de supervivencia de 15,8 afios una
supervivencia por enfermedad del 60% y un riesgo de progresion del 41% a 20
afios.(7)

Pacientes con estadio IIB tienen una media de supervivencia de 4,7 afios, una
supervivencia por enfermedad del 57-62% a 5 afios y del 29% a 20 afos, el riesgo
de progresion es del 48% a 5 afios y del 71% a 20 afios.(7- 8, 267)
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Pacientes con IIIA y IIIB tienen una media de supervivencia de 4.7 y 3.4 afios
respectivamente y una supervivencia por enfermedad a cinco afios de 59,7-67%
para el I[1IA y 54% para IIIB; a 10 afios el riesgo de progresion es del 45% y del 62%
a 5 afios.(7,267,268)

Los pacientes en estadio IVal tienen una supervivencia general a 5 afios del 44%-
61%.(267)

Pacientes con estadio IVa2 tiene una media de supervivencia de 2,1 afios, una
supervivencia por enfermedad del 34% a 5 afios y del 20% a 10 afios, asi como un
riego de progresion del 77% a 5 afios.(7)

Pacientes con un estadio IVB tienen una media de supervivencia de 1,4 afios con una
supervivencia del 18% a 5 afios.(7)

La relevancia prondstica en pacientes eritrodérmicos sin afectacion en sangre (B0)
o con una afectacién minima (B1) correspondiente a un estadio IIIA/B todavia no
esta determinada.®)

Como hemos visto la MF foliculotropa constituye una excepciéon respecto a los
estadiajes dado que los pacientes con lesiones tempranas tienen una supervivencia
a5y 10 afos del 94-83% y 72% respectivamente.(112 269) Sin embargo, en la forma
avanzada estos porcentajes bajan a 55% y 28% respectivamente.(270)

Otros factores pronésticos a tener en cuenta que empeoran la supervivencia y
aumentan el riesgo de progresién son edad avanzada, transformacion a célula
grande, afectacidn extracutanea, elevacién de LDH, el estadio T y estadio BOb sobre
el B0a.(>-12)

Factores prondsticos protectores, es decir relacionados con mejor prondstico son la
presencia de poikilodermia, lesiones hipopigmentadas, asociacién con papulosis
linfomatoide, presencia de tumores en una regioén localizada (vs tumores solitarios,
regionales o generalizados) y el sexo femenino.(®)

La combinacion de 4 factores como son: estadio IV, > 60 afios, transformacion a
célula grande y aumento de LDH da lugar a un modelo de riesgo con una
supervivencia a 5 afios que varia del 68% en los casos de bajo riesgo a 44% en riesgo
intermedio y 28% alto.(®

Dada la variabilidad en la evolucién, uno de los mayores retos en la MF es identificar
los pacientes en estadios tempranos en riesgo de progresién. Ha habido estudios
que relacionan la carga clonal de células tumorales con la progresion, segtin los
cuales existe una asociacion con progresion cuando es mayor al 25%.(%)

Uno de los objetivos del presente trabajo es clarificar el riesgo de progresidon en
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pacientes en estadios tempranos mediante el andlisis de expresiéon génica en las
lesiones iniciales.

Tratamiento

El tratamiento de la MF cambia segtn el estadio con terapias dirigidas a la piel como
tratamiento para los estadios precoces y terapias sistémicas, combinables con
terapias dirigidas a la piel, para los casos avanzados. (13)

La mayoria de tratamientos raramente son capaces de curar o inducir remisiones a
largo plazo por lo que el enfoque es hacia una accién paliativa adaptada a cada
paciente y estadio.(14)

Las terapias dirigidas a la piel mejoran el prurito, el dolor y la apariencia clinica por
lo que pueden usarse tanto en estadios tempranos como avanzados. No hay
evidencia que demuestre que un tratamiento agresivo en estadios tempranos
aumente la supervivencia. (14 90)

Terapias dirigidas a la piel

Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta al elegir el tipo de terapia es
que debemos ajustarnos a las caracteristicas de cada paciente. Esto significa tener
en cuenta el estadio T, el grado de afectacion cutdnea y superficie corporal, si el
paciente vive solo y puede aplicarse productos tépicos (en zonas como la espalda
puede ser complicado), o si puede acudir a las sesiones de fototerapia.(271)

Las terapias dirigidas a la piel son de eleccién en estadios tempranos. Aunque la
mayoria de estos pacientes no van a progresar es importante que reciban
tratamiento de cara a mejorar su calidad de vida que puede verse afectada por el
dolor o picor de las lesiones.(107)

Emolientes

Las cremas emolientes pueden ayudar a disminuir el picor y la descamacién debido
a que reducen la pérdida de agua transepidérmica, ademas se pueden utilizar
durante todos los estadios de la enfermedad.(1# 272)

Corticoides topicos

Existen pocos estudios clinicos relativos al uso de corticoides tépicos, pero en esos
casos la mayor evidencia de remision (parcial o completa) sobre parches y placas se
da al aplicar corticoides de muy alta potencia como el clobetasol.®® El clobetasol
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propionato ha conseguido tasas de respuesta total del 94% en estadio T1 con una
toxicidad practicamente nula.(273)

Agentes alcalinizantes

Se trata de mostaza nitrogenada (mecloretamina toépica) (HN2) y carmustina topica,
agentes alcalinizantes quimioterapicos tdpicos que tienen una tasa de respuesta de
aproximadamente del 50% en estadios iniciales.(274 275) Los efectos adversos mas
frecuentes son dermatitis de contacto irritativa e hiper e hipopigmentacion.(14 271)
Los efectos secundarios a largo plazo incluyen desarrollo de cancer de piel no
melanoma, como carcinoma basocelular y carcinoma epidermoide. (276)

Retinoides topicos

Los retinoides son agentes inmunomoduladores similares a la vitamina A
estructuralmente. En MF se han usado retinoides que se unen a los receptores de
acido retinoide como isotretinoéna, etretinato y acitretino.(277) Sin embargo dentro
de los retinoides el mas usado es el bexaroteno al 1% cuya unién se realiza de forma
selectiva a los receptores de retinoides X (‘rexinoid’) produciendo su activacion.(®0)
La actividad bioldgica que tiene es diferente ya que el receptor X tiene multiples
funciones en el proceso celular (apoptosis, diferenciacion, proliferaciéon) y ha
demostrado disminuir CCR4, E selectina y afectar al trafico de linfocitos T
malignos.(278)

En estudios in vitro ha probado producir apoptosis en las células tumorales de la
MF.(279) Ensayos clinicos han evidenciado, en pacientes en estadio I o IIA, una tasa
de respuesta del 63% y una tasa de respuesta completa del 21%.(280)

Con menos evidencia, se utiliza también tazaroteno 0,1% un retinoide que se une a
los receptores de acido retinoico 8 y y, con propiedades antiinflamatorias y
antiproliferativas.(271)

Imiquimod y resiquimod

Pertenecen al grupo de las imidazoquinolonas y su efecto lo realizan a través de la
activacion los receptores toll-like (TLR).

El imiquimod tiene como diana TLR7, expresado en las células dendriticas
plasmocitoides, células T CD8+ y células NK, cuya activacién induce la produccién
de citoquinas proinflamatorias como IFNa y suprime la expresién de BCL-2 que
tiene efectos antiapoptdticos.(281) Se ha utilizado con buenos resultados en MF en
estadio manchas/placas.(282)

Resiquimod acttia de una forma similar, pero tiene afinidad por TLR7 y TLR8 por lo
que la induccion de citoquinas producidas es diferente y se ha usado con resultados
prometedores en linfomas cutaneos T.(283)
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Fototerapia

Las modalidades de fototerapia que se utilizan son con radiacién ultravioleta A
(UVA) (320e400 nm) Psoralenos +UVA (PUVA) en combinacién con 8-
Methoxypsoraleno oral como agente fotosensibilizante y fototerapia con radiacién
ultravioleta B (UVB) normalmente utilizando banda estrecha (311e312 nm).(284) En
estadios tempranos producen una alta tasa de remisién con un tiempo variable
hasta a la recidiva.(* 29 No se recomienda en lesiones tumorales, es mas eficaz en
estadios mancha/parches.(285 El mayor grado de evidencia se encuentra para la
terapia PUVA, en estadios en mancha se puede usar UVB pero para placas, MF
foliculotropa o fototipos altos la recomendacién es usar PUVA debido a que la
capacidad de penetrar en la piel es mayor.(271,284)

La intensidad y frecuencia de administracién se ajustan de acuerdo al fototipo,
respuesta y tolerancia del paciente, aunque se recomiendan 3 sesiones
semanales.(?84) Una vez alcanzada la respuesta se suelen dar dosis de
mantenimiento.(276)

Terapia fotodindmica

Se trata de una técnica donde se utiliza luz visible para activar un agente
fotosensibilizante aplicado tépicamente, esta reaccion genera especies reactivas de
oxigeno que causan apoptosis y necrosis en las células tumorales.(286)

Es una opcion terapéutica eficaz en lesiones localizadas, incluso en lesiones
tumorales, con buena respuesta y excelente resultado cosmético.(286287)

Radioterapia localizada

Es un tratamiento superficial y localizado con buenos resultados en lesiones
individuales con buenos datos de remisién a largo plazo, incluso con terapia a bajas
dosis (8Gy), habiendo demostrado ser capaz de eliminar completamente el clon
maligno y por lo tanto con capacidad curativa.(?88) Las dosis de tratamiento oscilan
entre 1- 30 Gy y se pueden dar de forma fraccionada.(289)

Bario de electrones

La terapia del bafio de electrones se realiza a través de una irradiacion total sobre la
piel utilizando electrones con una energia entre 6-12 MeV (megaelectrén voltio).(289)
Tiene la ventaja frente a los rayos X de que la profundidad de accién se puede
controlar modificando la energia de los electrones, utilizando por ejemplo 6 MeV en
placas y 12 MeV en tumores.(%89)

Estos electrones que se producen con un acelerador lineal, depositan la mayor parte
de su energia en el primer centimetro de tejido y s6lo una pequefia parte puede
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llegar a los 2 cm de profundidad por lo que no se suelen afectar 6rganos mas alla de
la piel.(290)

La dosis total a aplicar esta en torno a los 12 Gray (Gy), con buena tolerancia y ratios
de respuesta.(?91) Previamente se usaban dosis totales mayores de 30 a 36 Gy con
mayores efectos secundarios entre los que destaca la anhidrosis, alopecia, xerosis y
alteraciones ungueales.(?92) A largo plazo existe un aumenta el riesgo de cancer
cutaneo.(?%3)

Esta terapia se suele utilizar en pacientes en estadio T2, T3, pero también se puede
aplicar en pacientes con eritrodermia.(!¥) Las tasas de respuesta completa a 5 afios
son de alrededor del 80% en T1-T2.(106) La respuesta en lesiones tumorales suele
ser baja con una tasa de respuesta completa del 5% y una respuesta parcial de
10%.2°9 En los casos de pacientes en T4 se ha reportado una remisién a 5 afios del
60%.(295)

Tratamiento sistémico

Estos tratamientos se realizan normalmente en estadios mas avanzados de la
enfermedad, aunque en los casos en enfermedad extensa (IB) y fracaso a
tratamientos dirigidos a la piel se pueden aplicar.

El objetivo de estos tratamientos es controlar la enfermedad a largo plazo, la
sintomatologia y evitar complicaciones potencialmente peligrosas.(15)

No es infrecuente que los pacientes en estadios avanzados reciban multiples
tratamientos. Existen datos de que al menos un 34% de los pacientes pueden estar
recibiendo 4 o mas tratamientos. (16)

Retinoides

Los retinoides son derivados de la vitamina A. El Acido all trans retinoico,
isotretinoina, etretinato, acitretina y bexaroteno han sido utilizados en el
tratamiento de la MF desde los afios 80.(14)

Al igual que pasaba con los topicos, respecto a la administracién oral de retinoides,
el bexaroteno, conocido por su nombre comercial como Targretin, sigue siendo el
tratamiento mas extendido dentro de esta familia y es el unico retinoide aprobado
para el tratamiento de linfoma cutaneo de células T.(296)

Bexaroteno 300mg/dia ha demostrado una respuesta del 54 y 45% en MF temprana
y tardia respectivamente.(27) El prurito, que puede ser una consecuencia
tremendamente incapacitante de la MF, disminuye en la mayoria de los pacientes
tratados lo que se traduce en una mejora en la calidad de vida.(297.298)
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Su toxicidad principal son las alteraciones metabdlicas tanto por aumento de lipidos
(triglicéridos y colesterol) como supresion de la funcién tiroidea por lo que se
pueden asociar al tratamiento antilipemiantes y levotiroxina.(27¢) Otros efectos
secundarios frecuentes son cefalea y rash cutaneo.(?99) Su dosis habitual es de 300
mg/m? aunque se inician dosis menores y se aumenta segun tolerancia y efectos
secundarios.(276)

Interferén

Los interferones son citoquinas naturales que forman parte de la inmunidad innata
y tienen actividad inmunomoduladora, antivirica y supresora de tumores.(300)

Existen IFN alfa, beta, gamma, épsilon, kappa, omega, delta, tau, limitin, IL-28A), IL-
28B, and IL-29 .390) De ellos usamos para el tratamiento de MF el IFNalfa y el INF
gamma, aunque es mas extendido el uso del INFalfa.(301) Como hemos visto la MF es
una enfermedad que se caracteriza por un desplazamiento de la inmunidad hacia
una actividad predominantemente T helper 2 lo que lleva a un aumento de IL-4, IL-
5eIL-10.

IFN-a activa la respuesta antitumoral tipica de las células Th1, mediada por los
linfocitos CD8+ y células NK suprimiendo la respuesta Th2 y anulando la capacidad
de evasion del tumor.(15 92,301)

Su tasa de respuesta total es de alrededor del 60%, sin embargo, aproximadamente
la mitad de los pacientes recaen en menos de 8 meses.(302.303) La dosis de tratamiento
oscila entre 3 a 7 millones de unidades 3 dias por semana (segin respuesta y
tolerancia) y los efectos secundarios abarcan desde sindrome constitucional, hasta
supresion de médula ésea (citopenias).(9% 276,304)

Antifolatos
Dentro de esta familia se encuentra el metotrexato y el pralatrexato.

Metotrexato es un farmaco antineoplasico e inmunosupresor que inhibe el
metabolismo de acido félico mediante la inhibicién de la dihidrofolato reductasa
bloqueando como consecuencia la division celular.(305)

Las dosis habituales son de unos 20-30mg semanales y se puede ir subiendo segin
respuesta hasta 50mg/semana.(3%6) Aunque también hay estudios que demuestran
su eficacia a dosis bajas(2,5-10mg semanales).397) Los efectos secundarios mas
frecuentes son citopenias y dafio hepatico a largo plazo.(299)

Pralatrexato es un antifolato de aparicién reciente con alta afinidad por el portador
de folato reducido 1 (RFC-1) que ha conseguido tasa de respuesta objetiva de hasta
el 58%.308) Se suele aplicar a dosis de 10-30mg/m? de forma semanal por 3
semanas descansando una luego.(308 309) A] ser un antifolato se debe suplementar
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con acido félico y vitamina B12.3%8) La mucositis es el efecto secundario mas
frecuente.(9% 299)

Quimioterapia

La quimioterapia convencional no se suele considerar como tratamiento de primera
linea ya que las respuestas conseguidas con estos tratamientos tienen una duracién
de unos meses, requiriendo repetir la terapia en el primer afio en hasta un 90% de
los casos y tampoco ha demostrado aumentar la supervivencia.310 Como
tratamiento de primera linea conlleva un aumento del riesgo de fallecimiento. Por
lo que es una opcién terapéutica que se reserva a pacientes con muchas recidivas
tras otros tratamientos o en casos de enfermedad agresiva con gran masa tumoral y
rapida evolucién utilizandose regimenes de tratamiento de linfoma no Hodking
como CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona,).(16: 94 311) L3
quimioterapia con regimenes de tratamiento multiagente como el CHOP ha
demostrado inducir inmunosupresién y aumento del riesgo de infecciones
consecuentemente, ademas de por su baja tolerancia, se suele dejar como ultima
opciodn, tras haber intentado INF, inhibidores de histonas o inmunoterapia.(312)

En regimenes de monoterapia la doxirubicina liposomal y la gemcitabina son
quimioterdpicos utilizados con éxito y buena respuesta.(0. 313, 314) L3 doxorubicina
liposomal pegilada es una variante gracias a la cual se ha podido disminuir en gran
medida la toxicidad de la doxorubicina y se ha aumentado su vida media por lo que
es el tratamiento quimioterapico para MF que se usa de eleccién en este
momento.(315)

Inmunoterapia

Alemtuzumab es una IgG1 recombinante humanizada contra la molécula CD52 que
se expresa en linfocitos B y T malignos y normales.(316) Es una molécula mas efectiva
pacientes con SS pero también se ha utilizado con peores resultados en pacientes
con MF.(317)

Uno de los mayores problemas durante la inyeccidn de alemtuzumab es el riesgo de
infecciones (2/3 de los pacientes) siendo los cuadros mas severos descritos de
sepsis por infeccién bacteriana, reactivacion de CMV, neumonia por Pneumocystis
Jirovecci e infecciones invasivas por hongos infecciones que muchas veces se
asocian a neutropenia.316) Por ello junto con el tratamiento se recomienda
administrar trimetoprim sulfametoxazol, aciclovir y realizar PCR de CMV de forma
seriada en pacientes seropositivos para CMV para iniciar tratamiento con
ganciclovir o valganciclovir de ser necesario.(318) Se ha ensayado con dosis menores
obteniendo resultados eficaces y con menos complicaciones infecciosas.(319

Brentuximab vedotina es un anticuerpo conjugado que consiste en una quimera
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entre un IgG1 anti CD30 unido a monometill auristatina E.316)Es un agente disruptor
de microtibulos que cuando la molécula se internaliza en las células expresoras de
CD30 libera la monometil auristatina E en el citosol y para el ciclo celular.(320) Dada
la alta especificidad por células expresoras de CD30 este tratamiento es ideal para
las MF que expresan CD30 con una tasa de respuesta proporcional a la expresion de
CD30.321) Entre los efectos secundarios destaca la neuropatia periférica, que se da

en hasta 2/3 de los casos con mejoria o resolucién al afio de finalizar el tratamiento.
(82,322)

Mogamulizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1l con actividad
citotéxica que actia frente al receptor de quimioquina CC 4 (CCR4) que se expresa
en las células del linfoma leucemia de células T del adulto.323) CCR4 también se
expresa en las células T a nivel cutdneo de la MF en estadio de parches, placas o

tumores por lo que se ha utilizado mogamulizumab con buenos resultados en MF.(15.
324)

Pembrolizumab y nivolumab son farmacos anti PD1 cuyo uso se a aprobado para
una amplia variedad de tumores, como el melanoma. Estudios en fase I y Il se estan
realizando con ambos farmacos para valorar su utilidad en MF.(325,326)

Inhibidores de histona deacetilasa

Se trata de una serie de encimas que eliminan los grupos acetilo de los residuos de
lisina de las histonas por lo que tienen gran importancia en el remodelado de la
cromatina, condensandola, y consecuentemente en la epigenética de la expresion
génica.(327) Tienen utilidad antitumoral al controlar las aberraciones epigenéticas
asociadas al cdncer y se utilizan como tratamiento de segunda linea (fallo a sistémico
previo) en estadios avanzados de MF.(°0)

Vorinostat, romidepsin, y belinostat son los 3 fArmacos de este tipo utilizados para
tratamiento de MF.(328) Vorinostat tiene la ventaja de poder ser administrado de
forma oral y es el que tiene un rol mas importante de los tres para el tratamiento de
MF.(5, 329) Ha demostrado una tasa de respuesta parcial del 24% en MF
recidivada.(328)  Los efectos secundarios incluyen disgeusia, trombocitopenia,
astenia diarrea y nauseas de intensidad variable que pueden hacer necesario reducir
la dosis.(330)

Romidepsin se administra a 14 mg/m? de forma intravenosa y sus efectos
secundarios incluyen nauseas, sindrome constitucional, trombocitopenia y
alteraciones electrocardiograficas. (331)

Belinostat se administra también de forma intravenosa y ha sido aprobado como
tratamiento de segunda linea en linfoma primario cutaneo T con unas tasas de
respuesta aproximada del 13%.(332)

78



Fotoféresis extracorpdrea

Es un procedimiento por el cual la sangre de forma extracorpdrea se separa de los
leucocitos para luego exponerlos a 8-metoxipsoraleno un farmaco que se fotoactiva
mediante radiacion ultravioleta A.(333) La combinaciéon de metoxipsoraleno 8 y
radiacion UVA conduce a dafio del ADN celular debido a la unién y entrecruzamiento
del psoraleno con el ADN produciendo toxicidad celular con activaciéon de la
apoptosis en los linfocitos tratados.(333) Por otro lado, se produce una activacion de
monocitos y como consecuencia una mejora en la presentacion y respuesta
inmune.(334)

La fotoféresis extracorpérea ha demostrado mayor eficacia en pacientes
eritrodérmicos sobre todo en el caso de ausencia de afectacion nodal o visceral.(335)

Con este tratamiento se han descrito tasas de respuesta de alrededor del 63%.(336)
En los esquemas de tratamiento actuales ya no es necesaria la administracion de
psoraleno oral lo que han disminuido los efectos secundarios (nauseas).(337) Los
protocolos de administracion son dos dias seguidos cada semana, dos semanas o
cuatro semanas.(337)

Trasplante de células madre hematopoiéticas

Se trata del Unico tratamiento con intencion curativa, a excepcion de la radioterapia
en casos de MF unilesional.338) El problema de esta técnica es el alto riesgo de
morbi-mortalidad asociado por lo que la seleccion de los pacientes es fundamental
limitdndose principalmente a pacientes jévenes con buen estado basal, pero en
estadios avanzados de la enfermedad con alto riesgo de progresion y < 46 meses
desde el diagnostico.(90.339)

El tratamiento se realiza previo a un régimen de intensidad reducida para
acondicionar al paciente.(340) Algunos estudios han demostrado que asociar terapia
de bafio de electrones antes del acondicionamiento aumenta la tasa de respuesta
completa hasta el 58%.340) Los principales efectos secundarios ademas de las
complicaciones infecciosas por la inmunosupresién son las reacciones injerto frente
a huésped agudas y cronicas.(276)

Como hemos visto existen multiples opciones terapéuticas, pero no hay una guia
clara de coémo o cuando usarlas. Esto se debe a que la respuesta a los tratamientos
varia mucho entre individuos y las remisiones incluso cuando son completas no
suelen ser definitivas, por lo que los pacientes van pasando de un tratamiento a otro
o combinando varios, conforme avanza el proceso. Uno de los puntos fundamentales
del presente trabajo es poder mejorar la seleccién del paciente mediante un estudio
de expresion génica en los pacientes iniciales, y poder intervenir con intencién
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curativa en los casos que previsiblemente vayan a tener peor prondstico antes de
que la enfermedad haya avanzado empeorando drasticamente el estado basal del
paciente disminuyendo las probabilidades de éxito.

Arrays de ADN complementario

La medicina personalizada esta cada vez mas cerca de ser una realidad. Los avances
en biomedicina detectan, mas alla de los genotipos, alteraciones moleculares de
forma precisa gracias a un desarrollo tecnolégico que cada vez nos permite
descubrir con mayor sensibilidad variaciones de forma dinamica y a maultiples
escalas en individuos y enfermedades.(341)

Poder predecir, gracias a la deteccion de biomarcadores, la evolucién de cada
paciente nos daria la capacidad de intervenir de manera mas efectiva, evitando
sobretratar a pacientes con buen prondstico e infratratar los casos opuestos.(342 343)
Este es el futuro: medicina personalizada. Las alteraciones genéticas entre tumores,
incluidos los de la misma estirpe, nunca son iguales de un individuo a otro, al igual
que nuestro perfil genético es diferente de un individuo a otro, el perfil genético de
aberraciones somaticas cambia entre cada cancer haciéndolo tinico.(158)

En el camino hacia esta medicina personalizada uno de los pilares es el estudio de
expresion genética, que se centra en la medicidn simultdnea de niveles de expresiéon
de una gran cantidad de genes. Estos estudios han facilitado la categorizacién de los
cambios en el genoma asociados al cancer.

Por ejemplo, en linfomas de células T estudios de expresion genética han
demostrado un aumento de la sefalizacion TCR y una gran plasticidad
fenotipica.34) En MF concretamente se ha demostrado mediante estudios
citogenéticos que la pérdida de 9p21, incluyendo CDKN2A, o la ganancia en el
cromosoma 7 se asocian con menor supervivencia. (173,345,346)

Ademas un mejor conocimiento de las vias genéticas activadas o inhibidas puede
abrir nuevas vias terapéuticas, como demuestra el estudio de PLCG1, gen que se
encuentra alterado en un 21% de los pacientes y activa la via RAS/RAF/PKC/NFkB
por DAG (dystrophin associated glycoprotein) o calmodulina/calcineurina/NFAT
por [P3/Ca21.(164 347) La implicacion de la calcineurina ha abierto la puerta a la
utilizacién de inhibidores de la calcineurina como tracolimus/pimecrolimus como
tratamiento topico de MF inicial.(348)

Como vemos los estudios de expresion genética son muy interesantes y las

tecnologias usualmente utilizadas para ello son la mediciéon de microarrays de ARN
mensajero (ARNm) y la secuenciacion de préoxima generacion.(349)
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En el presente proyecto utilizamos la tecnologia de microarrays para poder estudiar
la expresion de miles de genes a la vez.

Los microarrays son técnicas ampliamente usadas en la investigacién biomédica que
pueden utilizarse para diagnosticar, clasificar y entender los mecanismos
moleculares de la tumorogénesis y como evolucionan los tumores.(350)

Este tipo de estudios han revolucionado el conocimiento sobre el cAncer mejorando
la clasificacién prediccion de la respuesta a tratamiento y prediccion de
supervivencia. (351-354)

Un microarray es un sustrato, normalmente un portaobjetos de vidrio, sobre el que
se fijan unas sondas de ADN conocidas en diferentes localizaciones para afiadir ADN
complementario (ADNc) del tejido muestral marcado mediante fluorescencia o
radioactividad y que se produzca la hibridaciéon de ambos.(?4) Posteriormente se lee
la sefial que emiten indicando a través de la intensidad de la misma el grado de
expresion para un determinado gen ya que la unién es proporcional a la cantidad de
ARNm transcrito.(23)

El ARNm es aquel que codifica proteinas y por tanto se relaciona con la expresién de
los genes.(355) Tiene una poliadenosina (polyA) en el extremo 3-primo que permite
unirse con moléculas de politimina y su tamafo puede ser de entre 1000 a 10000
nucleétidos.(355)

Como ARN es una molécula muy sensible a la degradacién tanto en condiciones
fisiolégicas como de laboratorio hay que buscar la manera de estabilizarla para
poder trabajar con ella y es por eso que se transforma en ADNc mediante el uso de
la transcriptasa inversa lo que nos facilita un material mucho mas estable para el
estudio.(355)

La presencia del extremo polyA es muy importante si queremos realizar la
replicacién del material mediante transcriptasa inversa ya que el ARN ribosomal
carece del mismo por lo que se produce ADNc inicamente del ARNm celular. (355,356)

Para el estudio del ARN mediante microarrays primero se debe extraer ARN de la
muestra de tejido con un buffer de extraccidn y purificarlo.(356)

La mejor fuente para obtener el ARN es de tejido fresco congelado a -802C, al que se
le aplican reactivos como RNAlater (Thermo Fisher Scientific) para disminuir el
riesgo de degradacion del material genético y facilitar la conservacion.(355)

Otro problema al que nos podemos enfrentar es que en muchas ocasiones el material
muestral y por lo tanto la cantidad a ARNm es escaso .(357)

Es importante controlar la cantidad y calidad del ARN mediante un
espectrofotometro y un bioanalizador que nos ayude a medir el nimero de ARN
integro (RIN, RNA integrity number).(356) E] RIN se mide en una escala del 1 al 10
donde valores <2 corresponden a una muestra muy degradada por lo que no se

81



recomienda para estudio, de 2 a 7 se puede utilizar si se realiza una amplificacion y
por ultimo >7 que se trata de una muestra util para cualquier analisis.(355)

Para mejorar el resultado del array y aumentar la cantidad de ARN lo
amplificaremos, pero este proceso cuenta con la limitacién de que podemos perder
informacion sobre la cantidad de ARNm inicial y por lo tanto del nivel de expresién
real para cada gen, que es lo que se pretende medir.(358)

Una vez purificado el ARN se sintetiza el ADNc y se amplifica mediante PCR o la
amplificaciéon de ARN obteniendo ARNa (ARN amplificado) basada en T7 donde el
material se puede marcar con fluorescencia o radioactividad.(2> 355)

El procedimiento para sintetizar ADNc a partir de ARNm utiliza la transcriptasa
inversa con un primer de oligodT-T7 que actda sobre el extremo poliA del ARNm. El
resultado inicial es un hibrido ARN-ADNc.359)

Sobre estos hibridos se realiza una digestion mediante RNAasa del ARN, para poder
asi convertir el ADNc en ADN de doble cadena mediante la ADN polimerasa I de la
Escherichia Coli.(358,359)

Queda por tanto un ADN con un promotor T7 activo. En este momento se realiza la
amplificacion mediante transcripciéon in vitro afadiendo una polimerasa T7 de
ARN.(358 359) En un segundo paso se realiza una transcripcién reversa del RNAa
obtenido a ADNc y gracias a la polimerasa I conseguimos un ADN de doble
cadena.(3>9) En este proceso se pueden afiadir marcadores de fluorescencia para
monitorizar la hibridacién, aplicando marcadores como estreptavidina o
ficoeritrina como fluoroéforos.(356)

La amplificacion se repite cuantas veces sea necesario.

Una vez obtenido el ADNc de la muestra para la realizacion de los microarrays las
secuencias génicas se colocan en lugares determinados del array que contiene
millones de fragmentos de ADNc o sondas de oligonucle6tidos que hibridizan con el
ADNCc de la muestra.(24

Las secuencias de las sondas son conocidas previamente por lo que los microarrys
son diseflados para medir perfiles de expresion de genes ya conocidos.(349)
Mediante fotolitografia se sintetizan las secuencias de nucledtidos en el array.(360)
Este proceso se realiza nucledtido a nucledtido hasta formar las secuencias de
oligonucle6tidos complementarias a los fragmentos de material genético con los que
queremos que hibridicen.(356)

La hibridacion se realiza junto con test control de ARN para facilitar la comparacién
y una vez finalizada el material no hibridado se elimina con un lavado.(3¢1) La imagen
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de fluorescencia identifica los genes que se expresan en esa muestra y la intensidad
de la luz se relaciona con la intensidad de la expresiéon de ARN aunque no de una
forma lineal.(349)

El procesamiento de las imagenes obtenidas se realiza mediante escaneres que
realizan las funciones de direccionamiento (localizar los puntos del array),
segmentacion y extraccién de informacién (calculo de la media y la mediana de las
intensidades de cada punto y el ruido de fondo). (25

Los arrays de cristal tienen un grado de autofluorescencia bajo por lo que generan
poco ruido de fondo aun asi este ruido debe ser eliminado a la hora de calcular la
intensidad de fluorescencia.(3¢0)

La intensidad se calcula como la suma de las intensidades de cada pixel dentro de
un punto. (25

Los datos de intensidad de fluorescencia suelen ser transformados a una escala
logaritmica ya que este tipo de transformacion hace los datos mdas aptos para
estudios que requieran de una distribucién normal.¢?

Ademas de las posibles interferencias en las mediciones, los microarrays estan
sujetos a variaciones técnicas no biolégicas como el lote de reactivos, chips, personal

o dia en el que se realiza el estudio. Lo que se conoce como efecto batch o efecto

Para la correcta tipificacion de la expresion genética hay que tener en cuenta los
factores que contribuyen a generar ruido en la obtencién de resultados como
pueden ser las variaciones en la configuraciéon del escaner de fluorescencia (por lo
que el brillo de los arrays puede variar), las condiciones de hibridacién entre arrays
o la cantidad de ARN.(349)

En laboratorio se realizan técnicas para disminuir los errores como la
randomizacion o la replicacion. La replicaciéon puede ser gen a gen (genes estudiados
varias veces por array), array a array (mismas muestras de ARNm en diferentes
arrays) o sujeto a sujeto (las muestras de ARNm se toman de varios sujetos para
detectar la variabilidad biolégica).(25)

Aun asi, con la finalidad de disminuir las diferencias sistematicas y técnicas para
poder observar mejor las diferencias biolégicas entre genes y arrays, deben
aplicarse diferentes técnicas estadisticas con el objetivo de normalizar los datos
antes de realizar cualquier analisis estadistico.(349)
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NanoString

El procesamiento de muestras anatémicas en formol y posteriormente en bloques
de parafina, las condiciones de almacenamiento, etc. afectan a la calidad del
ADN/ARN cuando queremos procesar esas muestras.(363) Esto se debe a que el ARN
se degraday se fragmenta con el tiempo durante el almacenamiento y también se ve
afectado por condiciones externas como los cambios en la temperatura
ambiental.(364)

Ademas, durante el procesamiento de las muestras el formaldehido induce una serie
de modificaciones quimicas en el ARN como la formacion de enlaces cruzados de
metileno.(26) Estos enlaces también se pueden formar durante la extraccién del
ARN.(363)

Cuando tratamos con este tipo de tejidos, que llevan aflos parafinados la tecnologia
de microarrays es menos precisa y mas susceptible a errores o directamente no es
capaz de detectar ARN por estar el mismo presente en escasa cantidad ya que tiene
un rango dindmico de deteccion bajo y de peor calidad.(27.29)

Sin embargo, ese material, el tejido parafinado, puede ser tremendamente valioso
ya que tenemos informacién de biopsias almacenadas de muchos pacientes, asi
como de su seguimiento durante afios y es necesario disponer de una tecnologia que
minimice esos errores para poder utilizar y sacar partido de toda esa
informacion.(363)

Cuando utilizamos tecnologia NanoString evitamos el sesgo de amplificaciéon que
podemos tener cuando utilizamos PCR, ademas obtenemos un conteo exacto del
numero de genes y es tan sensible que se puede utilizar con pequefias cantidades de
ARN lo cual es muy util cuando trabajamos con material parafinado.(Z6. 28)

Esta tecnologia realiza un analisis multiple de hasta 800 genes a la vez y funciona de
la siguiente manera.(365)

En una primera fase se hibridiza la muestra de ARN con unas sondas de nucledtidos
captura y reportera. La sonda reportera tiene un codigo fluorescente en el extremo
5" que consiste en la combinacién de rojo, verde, amarillo y azul en 6 posiciones
distintas.(26)

De esta forma esta sonda funciona como un cddigo de barras y cada combinacién
marca un gen diferente que posteriormente podrd ser contado de forma
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individual.(27)

El extremo de esta sonda serd afin a una molécula de ARN (gen) concreta. Por otro
lado, la sonda capturadora hybridizard también con la molécula de ARN, y en su
extremo 3’ esta biotinilada.(26)

Tras la hibridaciéon se elimina el exceso de sondas reporteras usando esferas que se
unen a las sondas capturadoras en un primer paso. En un segundo paso se elimina
el exceso de sondas capturadoras utilizando el mismo recurso, es decir esferas que
se unen a las sondas reporteras y de esta manera nos quedamos con las moléculas
hibridadas completamente.(Z6)

Por ultimo, se utiliza una placa recubierta de estreptavidina que se une de forma
muy afin con la biotina de los extremos biotinilizados de la sonda capturadora y se
aplica un campo eléctrico que alinea, elonga e inmoviliza los complejos.(26.29)

De esta manera se realiza el conteo de los cddigos de barras, en un analizador digital
donde un microscopio de epifluorescencia toma las imagenes de las sefales
fluorescentes de los cddigos de barras para su andlisis digital.(365)

La tecnologia de NanoString puede detectar la expresién de multiples genes de una
forma precisa, reproducible, sensible y especifica.(26.28) Se considera una tecnologia
mas sensible que el microarray y tan sensible y exacta como la PCR en tiempo
real.(29)

Se utilizan controles positivos para normalizar los resultados, esta es una
normalizacion dirigida a la técnica. Posteriormente hay otra normalizacién
denominada bioldgica, basada en los recuentos de genes internos y las diferencias
significativas en la cantidad de ARN entre las muestras.(365)

La lectura digital de los genes tiene un rango dinamico mas amplio y menos ruido
de fondo. El alto rango de precision de los resultados hace innecesarias validaciones
adicionales.(27)

Para resumir, podemos decir que las ventajas del NanoString son:

La medicion de ARN de forma directa sin amplificacién. Esto elimina el sesgo de
amplificacion.27)

El conteo de las muestras se hace de forma directa ya que cada sonda reportera
equivale a un gen. Lo cual lo hace tremendamente especifica.(27)

Se necesita menos cantidad de ARN para realizar las mediciones de expresién
genética. Cantidades que con otras técnicas como el microarray serian declaradas
como inexistentes o ausentes.(Z9)
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No es necesario validacion adicional.(29)
Se puede utilizar en tejidos parafinados con buenos resultados.(28)

La tecnologia NanoStrig se ha utilizado con éxito en cancer de pulmoén(366), cancer de
colon,39 cancer de tiroides(3¢3), cancer de mama y melanoma.(Z8)

Es por ello que para el estudio de validacion decidimos utilizar esta tecnologia en
lugar de los microarrays de ADNc que utilizamos en el estudio inicial.

Procesamiento de datos

Normalizacion

La normalizacion tiene el propoésito de ajustar los datos de los microarrays para
excluir los efectos de la variacién en la tecnologia respecto a las variaciones
biologicas entre ARN o sondas.(367) Ademas tiene una segunda funcién, ya que
también se utiliza para ajustar los datos a un lecho de Procusto de los supuestos que
se acuerdan en los andlisis convencionales que permitird un posterior analisis
estadistico y bioldgico confiable.(367.368)

Existen muchos métodos para normalizar entre ellos varias variedades de modelos
lineales, loess, cuantil-cuantil, log2, min-max, conversiéon a funcién logaritmica,
normalizacién z score, cuantificacion difusa, funcion atan etc.(367, 369-373) No existe
una norma general para elegir el método para normalizar. El método mas comuin
para la normalizacion de arrays es el Robust Multichip Analysis.(374 375)

La sumarizacion es el tltimo paso para normalizar los resultados. Se realiza por que
cada gen puede tener varias sondas que miden su intensidad y mediante la
sumarizaciéon determinamos la intensidad del transcrito a partir de la intensidad de
sus sondas:(368 375)

Analisis de diferenciacion de expresion

El principal problema para determinar qué genes se expresan de manera diferente
entre dos grupos de muestras suele ser que el tamafio del grupo (n de pacientes) es
menor que el nimero de test (genes) investigados(37¢) Es por ello que las
herramientas de estadistica simplemente actian como un filtro para seleccionar los
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genes mas diferencial y significativamente expresados pero esos datos deben de
validarse en el laboratorio de nuevo para su confirmacién.(376)

Para medir la expresion diferencial de los microarrays y del NanoString
comunmente se utilizan el cambio de pliegue (fold change, FC) y la t estadistica. (362)

Respecto al andlisis estadistico la t de Student o t-test se puede utilizar para evaluar
la diferencia de expresion en dos grupos de muestras.(377)

(logioEq) — (logioEy)  (logigEy) — (logioEp)

SE s . s?

(log1oEn ) —(logio Ep) e § ca
m g

Figura 3: representacién matematica del t-test.(362)

El FC se calcula como el ratio de las medias entre los valores del control y de las
muestras; se ha demostrado que este método consigue resultados mas
reproducibles.(378)

Normalmente se realiza un triple andlisis, primero un t test para obtener un p valor
de cada gen estudiado.(378) El analisis matematico de distribucion t permite el calculo
del valor p asociado con la transcripcion medida por microarrays.(349 Las
transcripciones cuyos valores de p son mas pequefios (mas significativos) dentro de
un nivel de confianza previamente especificado (denominado tasa de error de tipo
I) constituyen la lista inicial de genes expresados diferencialmente.34%) En un
segundo paso en los casos en los que hay una diferencia estadisticamente
significativa a través de la p tenemos que confirmar su validez. Para ello se debe
hacer un test para la deteccién de falsos positivos como el test de Benjamini y
Hochberg.(349.378) En el tercer y ultimo paso se seleccionan los genes usando FC para
escoger los umbrales de genes sobre o infraregulados.(378)

En el caso de que la distribuciéon no sea normal se pueden utilizar el test de SAM
(Significance Analysis of Microarrays) o el de suma de rango de Wilcoxon, o realizar
normalizacién y transformacion de datos previo al analisis.(349)

Otra opcién para medir los cambios de expresion genética es visualizarlo mediante
un grafico conocido como grafico de volcan en el que se ponen los valores p contra
los del FC. Esto se realiza dado que una transcripcion puede tener un valor p pobre
a pesar de un cambio de pliegue alto (debido a la gran variacién entre las réplicas
bioldgicas), mientras que otras transcripciones pueden tener valores de p altamente
significativos a pesar de pequefios cambios de pliegues y es necesario eliminar ese
tipo de datos:(349)
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Estos graficos de llaman “volcano plot” o graficos de volcan por la forma que tienen.
Basicamente enfrentan una sefial no estandarizada en el eje horizontal como el
cambio de pliegue (en expresion logaritmica) contra una sefial estandarizada en el
eje vertical (ajustada al ruido) en una escala logaritmica negativa de p.349.362) En el
eje horizontal la sobre exprepresion o infraexpresién aparece de forma simétrica y
el eje vertical los valores de p menores (mas significativos) aparecen representados
arriba.(3¢2) En resumen eje horizontal indica el impacto biolégico del cambio y el
vertical la significacion estadistica.(349)

Estos graficos han sido muy utilizados para realizar analisis de expresion y se han
generalizado a representaciones donde el eje horizontal se relaciona con la fuerza
de la sefial estadistica y el vertical con su significacion.(379) Pero también se pueden
aplicar a estudios de asociacién genética tipo casos y controles como es el caso de
los estudios de asociacién de multiples genes. El eje horizontal puede representar
la odds ratio (OR) o el riesgo relativo (RR, hazard ratio HR) y el eje x la expresiéon
negativa logaritmica de p extraida del test de la chi cuadrado.(38%)

El paquete estadistico R (http://www.r-project.org/) puede realizar estos graficos

con la funcién identificar.(362)

Falsos positivos

Uno de los métodos mas frecuentes para disminuir el ratio de falsos positivos es
utilizar el test de Bonferroni para ajustar los valores de p dividiendo este entre

el nimero de test realizados.(381)

Si realizamos por ejemplo un estudio de un millén de genes tendriamos que dividir
p 0.05/106 para poder identificar asociaciones que puedan ocurrir de forma muy
improbable por casualidad. Sin embargo, como podemos ver, cuando el los analisis
son muy numerosos esta correcciéon puede ser excesivamente restrictiva ya que
asume una relacion directa entre un gen y una enfermedad cuando frecuentemente
se dan asociaciones de genes o vias metabdlicas alteradas en las enfermedades y si
los tratamos como factores independientes no serian estadisticamente
significativos.(381)

Benjamini y Hochberg describieron un método segun el cual los resultados de
expresion se colocan de mayor a menor de acuerdo a su p valor y para un nimero
de predicciones Z el valor de p en el rango Z es pz habiéndose analizado un total de
genes Y.349) Y x pz son los falsos positivos por lo que el porcentaje de falso positivos
es Y x pz/Z. De esta manera se pueden extraer el nimero esperado de falsos
positivos (false Discovery rate, FDR).(349) El FDR es el ratio entre el nimero esperado
de casos en los rechazas la hipétesis y la hipdtesis nula es cierta frente al total de
rechazos de la hipdtesis.(382)
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Anualisis de prediccion de clases

Este tipo de andlisis busca crear un modelo que pueda utilizar la expresion de genes
como biomarcador. Los métodos mas utilizados son el andlisis discriminante lineal
de Fisher, enfoques de aprendizaje automatico como SVM (support vector machine),
minimos cuadrados, etc.(25)

Andlisis de descubrimiento de clases: Agrupaciones de datos en
clusters o grupos de genes/pacientes.

El objetivo de estos andlisis es construir grupos dentro de los cuales las
observaciones de una clase sean mas similares entre si que a las observaciones en
diferentes grupos.(25)

Los genes de un mismo grupo muestran similares perfiles de expresion, esta
similitud se puede medir para realizar agrupaciones.(383)

Se pueden hacer muchas agrupaciones jerarquicas o no jerarquicas (dentro de las
jerarquicas existen métodos aglomerativos o divisivos), de fraccionamiento,
basadas en densidad, basadas en modelos y basadas en cuadricula. (25.373)

En las agrupaciones no jerarquicas se utilizan métodos como SVM, K vecinos mas
cercanos, mapas auto organizados y descomposicion de valores singulares.(25) Las
herramientas mas utilizadas son k-media y algoritmo de centro k.(373)

En las agrupaciones jerarquicas la similitud de expresion se puede medir con
métodos como la correlacion de Pearson, distancia Euclidiana, la tau de Kendall,
media y mediana.(25)

Cuando se hace una agrupacion jerarquica lo mas habitual es formar una estructura
arboriforme en el que cada gen comienza como un grupo y de ahi se extraen los 2
genes o grupos mas similares creando sucesivamente una nueva agrupacion por
similitud hasta que el ndmero total de grupos disminuye y todos los genes estan en
un grupo, en el proceso de creacidon de grupos se forma un dendograma.(349) La
similitud entre 2 grupos se puede medir como la similitud entre sus centroides, el
centroide representa la media de la expresion de todos los genes de un grupo.(349)
Los anadlisis por cluster tienen una serie de fallos, el primero es que siempre van a
producir grupos independientemente de los datos introducidos, ademas no hay
forma de reglar el nimero de grupos final y por tltimo distintos métodos de analisis
de descubrimiento de clases pueden producir resultados extremadamente
diferentes.(25 384) Es por ello que este tipo de analisis deben de tomarse como una
forma de explorar nuevas hipétesis y tomar los resultados con cautela.(2>)
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Andlisis de enriquecimiento

Cuando encontramos genes o grupos de genes que se expresan de forma diferente
hay que buscar la funcién biolégica de esos genes y si esos genes estdn aumentando
una funcionalidad celular (divisién, inhibiciéon de apoptosis etc.)(385 386) Los genes
diferentemente expresados se pueden agrupar en base a elementos regulatorios
como factores de transcripcion, o en base a coexpresion de genes, buscando pares
de genes con similares patrones de expresién entre muestras como en WGCNA
(Weighted Gene Coexpression Network Analysis).(387)

Para valorar la funcién de los genes diferentemente expresados, se realizan estudios
mediante andlisis de enriquecimiento del conjunto de genes (gen set enrichment
analisis, GSEA) utilizando bases de datos como Gene Ontology y KEGG.(388,389)

Los andlisis de enriquecimiento son fundamentales a la hora de comprender y
estudiar patologias complejas causadas por multiples genes en vias relacionadas y
facilitan asi el entendimiento de los mecanismos patogénicos y abriendo vias para
nuevos tratamientos. (385
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis

Existen diferencias de expresién genética medibles entre los pacientes que van a
progresar y los que no desde los estadios iniciales de la MF.

Objetivo principal

El objetivo principal del presente estudio es analizar muestras de biopsias cutaneas
a fin de determinar la frecuencia de genes o vias de expresion, sobre o
infraexpresados en pacientes preseleccionados con MF en estadio IA-IIA (manchas

y placas).

Pretendemos asi mismo correlacionar las diferencias observadas en términos de
evolucion de la enfermedad.

Objetivos secundarios

Como objetivos secundarios pretendemos validar las conclusiones que obtengamos
de los objetivos principales con una muestra control para asi poder proponer
marcadores de expresion génica con valor prondstico que permita seleccionar
pacientes de riesgo desde el inicio de la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS

El tipo de trabajo es un estudio de cohortes historicas. Los datos de exposicion, en
este caso la muestra de tejido fue recogida antes de que el estudio empezara entre
los afios 1998-2003, asi como algunos datos iniciales y el andlisis de microarray.

Estos datos se utilizaron en los siguientes estudios:

. Tracey L, Villuendas R, Ortiz P, Dopazo A, Spiteri I, Lombardia L, Rodriguez-Peralto
JL, Fernandez-Herrera J, Hernandez A, Fraga J, Dominguez O, Herrero ], Alonso MA,
Dopazo ], Piris MA. Identification of genes involved in resistance to interferon-alpha
in cutaneous T-cell lymphoma. Am ] Pathol. 2002 Nov;161(5):1825-37. doi:
10.1016/s0002-9440(10)64459-8. PMID: 12414529; PMCID: PMC1850769.

. Tracey L, Villuendas R, Dotor AM, Spiteri I, Ortiz P, Garcia JF, Peralto JL, Lawler M,
Piris MA. Mycosis fungoides shows concurrent deregulation of multiple genes
involved in the TNF signaling pathway: an expression profile study. Blood. 2003 Aug
1;102(3):1042-50. doi: 10.1182/blood-2002-11-3574. Epub 2003 Apr 10. PMID:
12689942.

Posteriormente se ha realizado una recogida retrospectiva de datos evolutivos.

Los criterios de inclusion de pacientes fueron clinicos e histolégicos. En todos los
casos los pacientes presentaban MF en estadios iniciales IA-IIA. Los pacientes
incluidos mostraron su acuerdo a que muestras cutdneas y datos evolutivos fueran
tomadas para su posterior estudio. Por ultimo, para incluir a los pacientes debia
existir una muestra adecuada para su estudio y suficiente informacién de
seguimiento.

Muestra

Siguiendo estos criterios se utilizaron microarrays de cADN para examinar el perfil
de expresion genética de 64 pacientes con MF en estadios iniciales.
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Se excluyeron del estudio 7 pacientes ya bien por falta de informacién
clinica/pérdida de seguimiento o por baja calidad de la muestra. Corresponden a 2
pacientes del hospital de la Princesa, 3 pacientes del hospital Principe de Asturias y
2 pacientes del Hospital 12 de Octubre. Por lo que el nimero total de muestras que

se recogieron fueron 64 aunque el presente estudio y conclusiones se centra sélo en
57 de ellos.

Los pacientes seleccionados pertenecian al Hospital 12 de Octubre (31), Hospital de
la Princesa (4), Hospital Principe de Asturias (5), Fundacién Alcorcén (1), Hospital
Gémez Ulla (5), Hospital Virgen de la Salud (8), Hospital nuestra sefiora de Aranzazu
(2), Hospital Virgen del rocio (1).

Tratamiento de las muestras bioldgicas

Todas las muestras, fueron obtenidas a través del banco nacional de tejidos (CNIO)
en colaboracién con los distintos hospitales. Las muestras parafinadas se recogieron
y conservaron siguiendo los protocolos del banco de tejidos del CNIO.

Las tomas de tejido para el estudio y su analisis se realizaron entre los afios 1998-
2003 con pacientes recientemente diagnosticados de MF estadio IA-IIA.

De todos estos pacientes se han obtenido muestras de tejido afecto de MF con
manchas o placas, mediante biopsia punch o incisional.

Las muestras obtenidas se congelaron a -80 °C con agentes estabilizantes.

Variables clinicas

Se realiz6 una recogida de datos inicial como fecha de diagnostico, fecha de toma de
biopsia, datos de filiacién (fecha de nacimiento, sexo), estadio clinico y lesiones en
el momento del diagndstico y en el momento de la biopsia.

Para la consideracion de los estadios se siguieron los criterios presentados en la
tabla 3.

Posteriormente de forma retrospectiva se recogieron datos de evolucion que
incluian estadio maximo, estadio en ultima revision, fechas de toma de biopsia, fecha
de ultima revisién, desarrollo de tumores, ganglios, eritrodermia, expresion
leucémica en sangre junto con las fechas de todos estos hitos, exitus, causa del
mismo, si estaba relacionada con la MF o no y fecha.
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Localizador

Fecha de nacimiento

Desarrollo de tumores S/N

Sexo H=1 M=2

Fecha de desarrollo de tumores

Fecha de diagnéstico

Desarrollo de ganglios S/N

Fecha de toma de la biopsia

Fecha de desarrollo de ganglios

Estadio al diagnostico

Desarrollo de eritrodermia S/N

T al diagndstico

Fecha de desarrollo de eritrodermia

N al diagnéstico

Desarrollo de expresion leucémica
en sangre S/N

M al diagnéstico

B al diagndstico

Fecha de desarrollo de expresién
leucémica en sangre

Estadio maximo alcanzado

Desarrollo de metastasis S/N

T maximo

Fecha de desarrollo de metastasis

N maximo

Localizacién metastasis

M maximo

Exitus S/N

B maximo

Fecha de estadio maximo

Causa de éxitos relacionada con
linfoma

Fecha de ultima revisién

Fecha de exitus

Tabla 5: Resumen de variables recogidas. Leyenda S/N (si/no). H hombre. M mujer.

En los casos en los que el paciente se encontraba en remision completa se consideré
estadio 0. La remision completa se consider6 cuando el paciente presentaba
desaparicion completa de todas las lesiones cutaneas, y expresiones en otros
organos si las hubiera.

La recogida de estos datos se realiz6 desde 2017 hasta 2019.

En el caso del 12 de octubre la recogida de informacidn se realizé a través de una
base de datos (FileMaker Pro Advanced 14.0.5, Filemaker Ink(©) 1984-2016)

En los casos de los otros hospitales se recurrié a la historia del paciente en formato
papel y electrénico.
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Base de datos

La recogida de datos clinicos se realizé a través del programa FileMaker Pro
Advanced 14.0.5. Este programa garantiza la confidencialidad de los datos, siendo
necesaria una clave para acceder.

En la base de datos se almacena informacidn de filiacién y también de tipo clinico,
anatomopatoldgico, inmunohistoquimico y genético. La informacién puede ser
actualizada periédicamente fechando los datos afiadidos.

Variables genéticas

Respecto a las variables de expresion genética se adjunta anexo con los 4982 genes
estudiados.

Ver anexo |
Ver anexo Il con la relacién de genes con el 80% de la informacién.

La seleccion de genes para la validacion se puede encontrar en el anexo III.

Consideraciones éticas

En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado por parte de los
pacientes del estudio bajo la supervisiéon del comité de ética de cada centro y de
acuerdo a la declaracion de Helsinki. (anexo IV)

Histologia

Para confirmar el diagnoéstico, las muestras de tejido parafinadas fueron revisadas
por un panel de patélogos (Ana Maria Dotor, José Luis Rodriguez Peralto, Juan F.
Garcia, Javier Fraga, and Miguel Angel Piris) y se utilizaron criterios diagndsticos
uniformes basados en informacién clinica, histolégica, inmunofenotipica y
molecular tal y como describe la siguiente tabla. Se realizé6 una clasificacién
siguiendo las indicaciones de la OMS-EORTC. (ver tabla 2)

Se utilizaron tinciones hematoxilina/eosina, inmunohistoquimica para CD3, CD4,
CD8y PCR para TCR gamma.
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Se utilizaron tinciones de hematoxilina eosina para todas las muestras para
confirmar el diagnostico de MF, estadificar y seleccionar las muestras con mayor
carga tumoral.

Para realizar el estudio inmunolégico se utilizaron tinciones especificas.

Para CD3, marcador de célula T, DakoCytomation, Glostrup, Denmark en dilucién
1:200.

Para CD4, marcador de célula T, Master Diagndstica, Granada, Spain en dilucién 1:3.
Para CD8, marcador de célula T, DakoCytomation, Glostrup, Denmark en dilucién
1:25.

Para Ki67, como marcador de proliferaciéon, DakoCytomation, Glostrup, Denmark,
en dilucion 1:100.

Para CD7 como marcador de linfoma, Novocastra Laboratories, Newcastle upon
Tyne, United Kingdom dilucién 1:25.

Para CD30 como marcador de transformacién a célula grande, Novocastra
Laboratories, Newcastle upon Tyne, United Kingdom, dilucién 1:101.

Para BCL-2, como marcador de linfoma B, DakoCytomation, Glostrup, Denmark en
dilucion 1:25.

Para definir la positividad de la tincién se tuvo en cuenta el porcentaje de células
positivas y la intensidad de la tincion, en estos casos el control fueron los linfocitos
no neoplasicos de la muestra. Considerando negativo el resultado cuando menos de
un 5% de las células neoplasicas se tefiian. Positivo débil cuando las células tefidas
eran de entre 5-30% y positivo intenso con un mas del 30% de las células tefiidas.

El fenotipo mas frecuente fue CD3*/CD4+ /CD8-/CD7+, mientras que otros
fenotipos se consideraron aberrantes. Cuando los niveles de Ki66 eran >30% se
determind un indice de proliferacién elevado o intermedio, en las células tumorales.

Procesamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras se realizo6 entre los afios 1999-2003 de acuerdo a
lo descrito en la siguiente bibliografia por el consiguiente equipo:

. Tracey L, Villuendas R, Ortiz P, Dopazo A, Spiteri [, Lombardia L, Rodriguez-Peralto
JL, Fernandez-Herrera J, Hernandez A, Fraga J, Dominguez O, Herrero ], Alonso MA,
Dopazo ], Piris MA. Identification of genes involved in resistance to interferon-alpha
in cutaneous T-cell lymphoma. Am ] Pathol. 2002 Nov;161(5):1825-37. doi:
10.1016/s0002-9440(10)64459-8. PMID: 12414529; PMCID: PMC1850769.

. Tracey L, Villuendas R, Dotor AM, Spiteri I, Ortiz P, Garcia JF, Peralto JL, Lawler M,
Piris MA. Mycosis fungoides shows concurrent deregulation of multiple genes

98



involved in the TNF signaling pathway: an expression profile study. Blood. 2003 Aug
1;102(3):1042-50. doi: 10.1182/blood-2002-11-3574. Epub 2003 Apr 10. PMID:
12689942.

Se resume el procedimiento a continuacion.

Aislamiento de ARN

El tejido congelado se cort6 en secciones utilizando un microtomo a -20°C.
A estas secciones se les afiadi6 1ml del reactivo Trizol (Life Technologies, Grand
Island, NY) para impedir la degradacion del ARN y se mantuvieron en hielo seco
hasta su  homogenizacion  utilizando el homogenizador  polytron.
Se afiadié 1pl de acrilamida linear (Life technologies Inc.) y esta nueva mezcla se
incub6 a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Posteriormente se afiadi6
200 pl de cloroformo 'y se mezcl6 durante 15 segundos.
Se realiz6 una segunda incubacién a temperatura ambiente durante 10 minutos
con posterior centrifugacion a 12,000xg durante 15 minutos a 4°C.
Tras la centrifugacidn se recogié el precipitado que contenia el ARN descartando el
sobrenadante. El ARN se precipité usando isopropanol y se lavé usando 1ml de
etanol al 70% por ml de Trizol utilizado.

Posteriormente se centrifugé durante 5 minutos a 7500xg. Una vez mas se
descart6 el sobrenadante, se dejo secar el precipitado durante 5-10 minutos para
ser resuspendido en agua libre de ARNasas.

A continuacion se purifico la muestra resultante usando el kit RNeasy (Qiagen Inc.,
Valencia, CA y se aplico un taponador salino para permitir la union
del ARN con la membrana del RNeasy. Las muestras fueron homogenizadas en
presencia de un tamponador desnaturalizante de guanidina-tiocianato para
inactivar las ARNasas. Se anadi6 etanol aplicando el RNeasy a la muestra donde el
ARN se une a la membrana y los contaminantes quedaron atras. El ARN
purificado se eluy6 en 30 pl de agua.

Para el proceso de digestién de ADN se utiliz6 el DNase I libre de RNAsas (Qiagen
Inc., Valencia, CA) segun instrucciones del fabricante. De esta manera se eliminé
posible ADN sin afectar al ARN de la muestra.

La integridad del ARN extraido fue verificada mediante electroforesis y utilizando
el bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). La calidad del ARN se
midié mediante espectofotometria o utilizando el bioanalizador 2100.

99



Amplificacion y sintesis de ARNa

El ARN objeto de estudio (1 microgramo) fue amplificado utilizando el sistema de
transcripcion in vitro basado en T-7 descrito en la introduccién.
El proceso de transcripcion T7 in vitro se realiz6 utilizando el kit Ampliscribe T7
(Epicentre Technologies, Madison, WI) o el kit Megascript T7 (Ambion, Austin, TX)
siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADN complementario (ADNc) de doble
cadena fue limpiado y sometido a transcripcion in vitro basada en T7 con los kits
anteriormente descritos para obtener ARNa segin la metodologia descrita
previamente.(390,391)

0.5-5pg del ARN total fueron convertidos a ADNc de doble cadena usando el
superscript choice system (Life technologies Inc.).

Para la sintesis del ADN unicatenario el procedimiento se realizé
mezclando ARNm con los oligos o primers, sometiéndolo a 3 ciclos de
desnaturalizacién a 80 grados incubando en hielo durante 3 minutos tras cada ciclo.
La transcripcion inversa y posterior sintesis de ADNc de doble cadena se realizé
usando superscript choice system y oligo-dT primers que contienen promotores de
la polimerasa de ARN T7 (que se unen a la polimerasa mediante el punto de unién
5'-AAACGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG T,5-3") (Ambion,
Austin, TX).

Se anadi6 a la mezcla la transcriptasa inversa Superscript Il Reverse Transcriptase
o inversa AMV Access RT-PCR System; Promega, Madison, WI) segin el
procedimiento indicado por el fabricante, los hexameros aleatorios (random
primers, Promega), el DTT (Dithiothreitol), dNTPs (2'- Deoxyribonucleoside-5'-

triphosphates) y el inhibidor de RNasa (RNAsin) incubando todo 2 horas a 42°C. (35
390)

Para la sintesis de la segunda cadena de ADNc se utiliz6 a ADN polimerasa,
Escherischia coli ADN ligasa, RNasaH y dNTPs incubando a 16°C durante 2 horas. El
ADN de doble cadena resultante fue purificado usando fenol-clorofolmo-isoamil
alcohol (25:24:1) Ph8 (Ambion) y se precipit6 utilizando etanol, acetato de amonio
75M  Sigma  Chemical Company) y acrilamida linear = (Ambion).
La transcripcidn in vitro T7 se realiz6 usando el kit de transcripcién in vitro T7
(Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mantuvo la reaccion
durante 2-14 horas a 37°C dependiendo de la cantidad y calidad del total de ARN
utilizado.

El ARNa sintetizado de la muestra de MF, fue marcado con cianina 5 (Cy5) conjugada
con dUTP, mientras que el ARNa de la muestra control tomada del ARN de
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Referencia Universal Humana (Stratagene, La Jolla, CA) fue marcado con cianina 3
(Cy3) conjugada con dUTP.

Microarray

Los estudios de expresion genética se realizaron con el microarray de ADNc
OncoChip desarrollado por el CNIO en el afio 1999. Se trata de un microarray
especificamente disefado para estudiar genes relacionados con el cancer, no
especifico de MF, que incluye genes relacionados con cancer ademdas de genes
relacionados con respuesta a tratamientos, especificos de tejido y genes de control.
Se incorporaron un total de 6386 genes por 7237 clones representados por 13057
puntos en el array. 5253 clones representan genes conocidos y 1984 marcadores
de secuencias expresadas (EST). La seleccidn de genes se hizo en base a su relaciéon
con el desarrollo y progresion de tumores de acuerdo con la evidencia que se
disponia en ese momento y a criterio de investigadores del CNIO.

Los genes seleccionados se pueden agrupar en 3 grupos. El primero que supone
2489 genes, aproximadamente un 40% del total comprende genes con funcién
conocida que interfieren en el ciclo celular, apoptosis, angiogénesis y adhesion.
Procesos especialmente implicados en cancer. Ademas, se incluyeron genes
implicados en respuesta a tratamientos con IFN o taxol, genes implicados en cancer
hereditario, genes oncogénicos y genes relacionados con la supresién de tumores.
Sobre los genes relacionados con cancer se hicieron 2 anadlisis.

El segundo grupo de genes, 3899, estd compuesto por un grupo de genes
seleccionados por su localizacion cromosdémica, genes especificos de tejidos
normales o neoplasicos y genes seleccionados de acuerdo a la informacion de
Hibridacién Genémica Comparada y Pérdida de heterocigocidad en cancer. A este
respecto se incluyeron genes localizados en cromosomas 9,11,13,17,19 y X para los
fendmenos de hibridacién genémica comparada y en regiones de los genes 1,9y 10
para la pérdida de heterocigosis.

El tercer grupo abarca genes de control con genes con expresion similar en todos los
tejidos y estados como controles positivos y genes de otras especies no humanas
(genes de resistencia antibiotica en Escherischia coliy genes de Arabidopsis thaliana)
como controles negativos. También se incluyeron pocillos con agua, buffer y clones
PCR negativos como controles.

La medida de intensidad de fluorescencia para cada elemento del array se realizé
con una substraccién automatica del fondo. Para la normalizacién de datos del ratio
Cy3/Cy5 se ajustd a un factor igual al coeficiente medio en relacién a todos los
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puntos de array.

Se excluyeron ademads los puntos con intensidades de sefial menores de 500
unidades de fluorescencia (suma de la mediana de los fondos). Las zonas con
defectos fueron marcadas manualmente. Se realiz6 una transformacién logaritmica
de todos los valores.

Se hizo la media del ratio Cy3:Cy5 de los puntos duplicados consistentes, en los casos
de valores duplicados inconsistentes los datos fueron desechados para el andlisis,
asi como en los casos de genes con menos del 80% de datos disponibles. Para
minimizar el ruido de fondo producido por células normales en el tejido cada
muestra se normalizé frente a una muestra de piel normal. Se tomaron 6 muestras
de piel no fotoexpuesta y se calcul6 la media de cada gen (con un minimo de datos
de 4/6 muestras) Los genes se designaron como sobre o infra regulados si la
diferencia con el ratio era como minimo del doble.

Después de eliminar los genes duplicados y aquellos de los cuales no se recogié
informacion quedaron 4982. La lista de genes se encuentra en el anexo I.

Validacion

Una limitacién de nuestro estudio es la n reducida de pacientes que ademas hubo
que dividir debido a la falta de homogeneidad de las muestras. Ademas, es necesario
recordar que estamos trabajado con microarrays desarrollados hace 20 afios, en los
inicios de la técnica y que el estudio es de cohortes histdricas. Para intentar superar
estas limitaciones disefiamos un estudio de validacidn.

Este estudio se realiz6 gracias a la ayuda y colaboracion de las Marta Rodriguez
Moreno y Ruth Alonso Alonso y Miguel Angel Piris Pinilla del Hospital Fundacién
Jiménez Diaz, asi como de José Luis Rodriguez Peralto y Pablo Luis Ortiz Romero del
Hospital Universitario 12 de Octubre.

Para la validacidn se realiz6 un estudio de casos y controles. Se recogieron, durante
el aflo 2021, 52 muestras de 51 pacientes diagnosticados de MF entre 1991-2018
junto con sus datos evolutivos (ver tabla 5). Los controles fueron 30 pacientes que
no progresaron, diagnosticados de micosis fungoide en estadio IA-I1A entre los afios
1993-2009 para asegurar un seguimiento de al menos 13 anos. Los casos fueron 21
pacientes que si progresaron, diagnosticados de micosis fungoide en estadio 1A-IIA
entre los afios 1991-2018.

La totalidad de los pacientes procedian del Hospital 12 de Octubre y se realizé el
andlisis mediante tecnologia NanoString en la Fundacién Jiménez Diaz. Estas
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muestras correspondian a biopsias al diagndstico de MF en estadios iniciales [A-1IA.

La validacién de las muestras estuvo a cargo del Dr. José Luis Rodriguez Peralto,
siguiéndose los criterios anteriormente descritos. (ver tabla 2)

Se utilizé un laser de microdiseccion para seleccionar de la totalidad de la muestra
la seccién con mas densidad de células neoplasicas para el estudio del ARN.

Preparacion del ARN

El material se extrajo de bloques de parafina de 52 muestras. Se realizé la extracciéon
del ARN total de las muestras utilizando el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Germany) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. La calidad del ARN se aseguré utilizando
el kit de ScreenTape de ARN utilizando la tecnologia de TapeStation Systems
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Estudio de expresion genética mediante NanoString

Se utilizé un panel personalizado que incluia 97 genes relevantes en la patogénesis
de la MF junto con genes conocidos por ser dianas terapéuticas en la MF con el panel
nCounter® Flex Analysis System (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA).

Se puede ver la lista de genes analizados en el anexo III.

La seleccion de genes en este panel se basé en los resultados obtenidos en el primer
estudio en base al analisis GSEA y en estudios previos realizados por el grupo de
investigacion. Se incluyeron genes como marcadores de células T y B, marcadores
de diferentes subpoblaciones T, dianas terapeuticas, sefializaciéon de citoquinas,
migracion, citoesqueleto de actina, apoptosis, y genes involucrados en las vias de
sefializacién PI3K/AKT/MTOR, MAPK y ZEB1.

Las sondas se hibridaron con 100 ng del ARN total durante 16 horas a 65 °C. La
eliminacién automatica del exceso de sonda y la inmovilizaciéon de complejos de
transcripcion de sonda en un cartucho recubierto de estreptavidina se llevaron a
cabo en la estacion de preparacion annCounter. Luego, el cartucho de la estacion de
preparacion nCounter se coloco en el analizador digital nCounter® para el recuento
digital directo. Los valores de expresién génica se normalizaron con respecto a ocho
genes domésticos.

En los casos de pacientes con muestras duplicadas se seleccioné la que vertié
resultados de mejor calidad.

Analisis estadistico



El andlisis estadistico se realizé gracias a la ayuda y colaboracién de David Lora
Pablos CIBER de Epidemiologia y Salud Publica (imas12-CIBERESP) del Hospital
Universitario 12 de Octubre.

Estadistica descriptiva

Se realizé un andlisis de datos epidemiolégicos estudiando media con DS,
percentiles y curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para representacion de
curvas de supervivencia hasta eventos como muerte, muerte por linfoma,
eritrodermia, ganglios, expresion leucémica en sangre, tumores y metastasis.

Estadistica analitica

Se realiz6 una preseleccion inicial utilizando sélo los genes que tenian informacién
del 80% de los pacientes o mas (ver anexo II).

Se utiliz6 el lenguaje programacion R para el estudio estadistico de los datos
(version 3.5.2 https://www.R-project.org, R Foundation for Statistical Computing,
Viena, Austria) y el software de andlisis estadistico GraphPad Prism 8.4.0 (San Diego,
CA, EE.UU.).

Se utiliz6 el software de andlisis Morpheus (Broad Institute, Cambridge, MA, EE.UU.)
para representar los mapas de calor agrupados.

Los datos de expresion genética que inicialmente se transcribieron en forma
logaritmica fueron normalizados y transformados mediante la técnica de z score, a
media 0 con una desviacion estandar (DS) de 1.

Anélisis de progresién de la enfermedad: se consideré desde la fecha de inicio de la
enfermedad a la fecha de progresion segtin el caso. Este analisis, que tiene en cuenta
el tiempo, se ha realizado con el modelo de regresién de Cox, utilizado de forma
univariante, empleando el test de Wald para obtener la significacién estadistica.

Andlisis de agrupacion

Se utilizé el analisis bi-cluster para agrupar los genes significativos en el analisis de
expresion diferencia y los pacientes. La medida de distancia fue la euclideana y el
método completo de agrupamiento. El nimero éptimo de cluster fue identificado a
través del paquete NbClust de R (Malika Charrad, Nadia Ghazzali, Veronique Boiteau,
Azam Niknafs (2014). NbClust: An R Package for Determining the Relevant Number
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of Clusters in a Data Set. Journal of Statistical Software, 61(6), 1-36. URL
http: //www.jstatsoft.org/v61/i06/.). Se seleccioné aquel nimero de cluster con
mayor coincidencia de los indices.

Analisis de diferenciacion de genes

Se estudié la asociacién entre cada uno de los genes con cada uno de los eventos
tiempo-dependiente considerados: mortalidad global, muerte por linfoma,
desarrollo de tumores, ganglios, eritrodermia, metdastasis, expresion leucémica y
progresion (abarcando cualquiera de los siguientes eventos: muerte por linfoma,
desarrollo de tumores, ganglios, eritrodermia, metastasis, expresion leucémica) a
través de los modelos de regresion de Cox. El p-valor obtenido fue corregido a través
del método de Benjamini & Hochberg (1995). Aquellos genes con p-valor corregido
inferior a 0,05 fueron identificados en el grafico de volcan (volcano plot).

Para el estudio de genes diferentemente expresados se utiliz6 estudio del p valor, k-
cambios de pliegues (k-fold change) y model bases analysis para hacer los grupos,
segun el evento de interés.

Para el estudio de asociacion de supervivencia (evento) con los diferentes genes se
estudié el coeficiente de riesgo (Hazard Ratio, HR) y el p valor.

Se considero significativo un p valor de 0,05.

Se realiz6 el procedimiento de Benjamini-Hochbert con el objetivo de minimizar los
errores de tipo [ y corregir el p valor. El estudio de HR fue realizado con los datos
normalizados y transformados y sin normalizar y transformar para valorar
coherencia de resultados.

La representacion grafica se realiz6 mediante graficos de volcan con HR
representado en el eje x con la variable transformada teniendo HR de 0 como valor
nulo y valores + como riesgo y - como protectores. En la fase de validacién también
se utilizaron graficos de volcan representado en el eje x el fold change en escala
logaritmica. En ambos casos el eje y representd el p valor transformando la variable
en - logaritmo 10 teniendo como valor nulo 0,05 y siendo los valores por encima
significativos.

Para el andlisis por grupos se excluyeron los marcadores de secuencias expresadas
y los genes con funcién desconocida.

Realizamos un andlisis de clusters no jerarquizado mediante mapas de calor (heat
map) para el estudio de las muestras.
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Figura 4: Heatmap que muestra la distribucién en dos grupos (predominancia de azul vs
amarillo/rojo)

Lo que revel6 este andlisis fue que las muestras se distribuian de forma espontanea
en dos grupos (grupo uno marcado con log). Estas diferencias parecian deberse al
momento en el que se realizé el microarray (efecto batch) ya que el andlisis de la
primera mitad de las muestras se hizo con un afio de anterioridad al otro y
probablemente las distintas condiciones de laboratorio y la configuracién del chip
causaron estas diferencias.

Se realizé un boxplot para mostrar la intensidad de expresiéon en las distintas
muestras y una vez mas se aprecian dos grupos diferentes, donde el grupo marcado
con LOG tiene un rango de expresion mas amplio.



Boxplot de datos
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Figura 5: Boxplot de datos que muestra la diferencia de rango de expresion genética entre ambos
grupos marcados con X/LOG)

La consecuencia de esto es que al normalizar y transformar las muestras estdbamos
ocultando las diferencias entre los pacientes del grupo dos. Las diferencias entre
estos grupos se justificaron por el momento en el que se hizo el microarray ya que
hubo una diferencia de un afio entre el primer grupo y el segundo grupo. Las
diferencias en las condiciones de laboratorio y la construccién del propio
microarray justificaban las diferencias encontradas.

Por ello se decidié dividir la muestra en dos grupos de pacientes de 29 y 28 pacientes
respectivamente de acuerdo al momento en el que se hizo el andlisis.
Posteriormente se realizé una normalizacién y transformacién de los datos de forma
separada y analisis de expresion, de graficos de volcdn y un el estudio de
enriquecimiento de grupos de genes mediante GSEA de forma separada.

Grupo 1 representa los pacientes 1-29 y el grupo dos pacientes 30 a 57.

Analisis de expresion genética

Las funciones bioldgicas de los genes expresados se asignaron utilizando la base de
datos GENECARDS (https://www.genecards.org/).




Se realiz6 el andlisis de enriquecimiento de genes (gene set enrichment analysis)
mediante el software GSEA y Molecular Signature Database (MSigDB)
(Subramanian, Tamayo, et al. (2005), PNAS 102, 15545-
15550, http://www.broad.mit.edu/gsea/).

Se utilizaron los datos completos de expresion genética en lugar de prefiltrar una
lista de genes fuertemente expresados de manera diferente para capturar cambios
coordinados de bajo nivel en genes que pertenecen a vias comunes y estan regulados
por las mismas redes transcripcionales.



RESULTADOS
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RESULTADOS

Estadistica descriptiva

La media de tiempo de seguimiento en nuestra serie fue de 13,54 afios.

La distribucién por sexos de nuestra muestra fue de un 54,4% eran mujeres (45,6%
varones). La edad media al diagndstico fue de 50 afios con una media de 46 afios
edad en mujeres y 53 afios de edad en el caso de los hombres.

El 96,5% tenian un estadio inicial I (IA 49,1%, IB 47,4%) en el momento de
comenzar el estudio. El 3,5% restante se encontraban en estadio II (2 pacientes).

Durante los afnos que se realizé el seguimiento un 54,4% de los pacientes
mantuvieron como estadio maximo IA o IB y un 63% no pasé del estadio 1A durante
los 20 afios de evolucién del seguimiento de la enfermedad. En la Gltima visita
recogida se encontraban en remision completa un 35% de los pacientes.

La supervivencia global de la muestra desde diagnéstico fue de 14,3 afios (DS 6.11).
Durante el seguimiento un 35% de los pacientes fallecieron. Un 17,5% de la n total
corresponde a fallecimientos causados en relacion a la MF, es decir la mitad de los
fallecimientos fueron en relacion al linfoma. El total de los fallecimientos por linfoma
sucedieron antes de los 15 afios de seguimiento.

A continuacion, se muestran las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para los
distintos desenlaces.



Muerte por todas las causas:

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 6: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para fallecimiento por cualquier causa.

Muerte por linfoma:

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 7: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para fallecimiento por linfoma.
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Se aprecia un aumento de fallecimientos y fallecimientos por linfoma con forme
avanzan los afios.

Respecto a los hitos de seguimiento (eritrodermia, ganglios, expresion leucémica,
tumores, metastasis) estos son los resultados:

- Eritrodermia: un 8,8% de los pacientes desarroll6 eritrodermia con una
media de 13 afios (DS 6,88) hasta su desarrollo. En este caso alos 10 afios
del diagndstico la supervivencia libre de enfermedad fue del 89%
(Intervalo de confianza 95% (IC) 77-95%). La tendencia se mantuvo
estable durante el resto del seguimiento.

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 8: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para eritrodermia.



Ganglios (estadios N1 a N3): fueron observados en el 22,8% de los
pacientes, con una media de 12,8 (DS 7,13) afios hasta su desarrollo. En
este caso a los 10 anos del diagnostico la supervivencia libre de
enfermedad fue del 82% (IC 69-90%), bajando hasta un 74% (IC 59-85%)
alos 15 afios.

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 9: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para desarrollo de adenopatias.
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Expresion leucémica en sangre: fue detectada en el 10,5% de los
pacientes con una media de 13,1 afios (DS 7) hasta su desarrollo. La
supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios fue del 94% (IC 83-98%),
bajando a un 87% alos 15 afios (IC 73-94%).

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 10: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para desarrollo de expresion
leucémica en sangre.
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- Tumores: se detecté la aparicidn de lesiones tumorales hasta en un 29,8%
de los pacientes con una media de 12 afios (DS 7,5) hasta su desarrollo.
La supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios fue del 73% (IC 59-
83%) bajando a un 66% (IC 51-77%) a los 15 afios.

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 11: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para desarrollo de tumores.
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Metastasis: fueron los fen6menos mas raros recogidas en hasta un 3,5%
de los pacientes, en esos casos con una media de 13,7 afios (DS 6,5) hasta
su aparicion. La localizacion de las lesiones fue cerebral y laringe. La
supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios fue del 96% (IC 85-99%),
esta tendencia se mantuvo hasta el final del seguimiento.
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Progresion: A los 20 afios se registré progresion, entendiéndose como
cualquier fendmeno de desarrollo de eritrodermia, ganglios, tumores,
metastasis, expresion leucémica en sangre o muerte por linfoma en un
40,35% de los pacientes. Con una media de 10,9 afios (DS 8) hasta su
desarrollo. La supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios fue del
64% (IC 50-75%) bajando a un 58% (IC 43-70%) a los 15 afios.
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Podemos ver en la siguiente tabla los diferentes datos relativos a supervivencia y
como cambia con el paso de los afios.

Aios Supervivencia | ES 95% IC
Eritrodermia | 10 0.89 0.04 0.77-0,95
15 0.89 0.04 0.77-0,95
20 0.89 0.04 0.77-0,95
Ganglios 10 0.82 0,05 0.69-0.90
15 0.80 0.06 0.59-0.85
20 0.71 0.06 0.55-0.82
Expresion 10 0.94 0.03 0.83-0.98
Leucémica
15 0.87 0.04 0.73-0.94
20 0.87 0.04 0.73-0.94
Tumores 10 0.73 0.05 0.59-0.83
15 0.66 0.06 0.51-0.77
20 0.66 0.06 0.51-0.77
Metastasis 10 0.96 0.02 0.85-0.99
15 0.96 0.02 0.85-0.99
20 0.96 0.02 0.85-.99

Tabla 6: Analisis de supervivencia para los distintos eventos a 10,15 y 20 afios. IC (intervalo de
confianza). ES (error estandar).

Se realiz6 un analisis de regresion de Cox multivariante entre las variables clinicas,
edad al diagnéstico y sexo, para valorar si existian diferencias significativas respecto
al prondstico. No hubo diferencias significativas entre las diferentes variables.



Vemos los resultados en las siguientes tablas, donde se muestra el coeficiente de
riesgo (Hazard Ratio, HR), la desviacién estandar (DS), el p valor y el intervalo de
confianza (IC).

Supervivencia global:

HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 1,13 051 0,78  (0,46-2,76)

EDAD 1,01 0,01 021  (0,99-1,04)

Tabla 7: Analisis de HR de fallecimiento por cualquier causa para la n total

GRUPO 1 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,88 0,70 088  (0,18-4,20)

EDAD 1,00 0,02 0,80 (0,95-1,05)

Tabla 8: Andlisis de HR de fallecimiento por cualquier causa para el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 1,73 1,02 0,34 (0,54-5,53)
EDAD 1,01 0,01 0,61 (0,97-1,04)

Tabla 9: Andlisis de HR de fallecimiento por cualquier causa para el grupo 2.

Riesgo de muerte por linfoma

HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 093 0,62 0,92 (0,25-3,44)

EDAD 0,96 0,19 0,06 (0,92-1,00)

Tabla 10: Analisis de HR de fallecimiento por linfoma para la n total.



GRUPO 1 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,41 044 0,41 (0,48-3,48)

EDAD 0,95 0,03 0,18 (0,89-1,02)

Tabla 11: Analisis de HR de fallecimiento por linfoma para el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 1,81 1,67 049  (0,33-9,91)

EDAD 0,95 0,02 0,12 (0,90-1,01)

Tabla 12: Andlisis de HR de fallecimiento por linfoma para el grupo 2.

Riesgo de eritrodermia

HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 1,91 021 0,14  (0,20-1,74)

EDAD 0,98 0,27 0,71 (0,93-1,04)

Tabla 13: Analisis de HR de desarrollo de eritrodermia para la n total.

GRUPO1 HR DS P VALOR IC

SEXO H:M 3,12E-37 2.31E-29 1,00 (0)

EDAD 0,01 38816,7 1,00 0

Tabla 14: Analisis de HR de desarrollo de eritrodermia para el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 034 039 035  (0,03-3,29)

EDAD 1,01 0,03 0,68 (0,95-1,07)

Tabla 15: Analisis de HR de desarrollo de eritrodermia para el grupo 2.



Riesgo de adenopatias

HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,50 0,29 0,24 (0,16-1,58)
EDAD 1,00 0,01 0,78 (0,97-1,03)

Tabla 16: Anilisis de HR de desarrollo de adenopatias para la n total.

GRUPO 1 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 023 030 027 (0,16-3,19)

EDAD 0,96 0,03 040 (0,89-1,04)

Tabla 17: Andlisis de HR de desarrollo de adenopatias para el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,67 043 054  (0,18-2,40)

EDAD 1,01 0,01 0,62 0,97-1,04)

Tabla 18: Andlisis de HR de desarrollo de adenopatias para el grupo 2.

Riesgo de expresiéon leucémica en sangre

HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 144 129 043  (0,25-8,26)

EDAD 0,99 0,02 0,06 (0,94-1,04)

Tabla 19: Andlisis de HR de desarrollo de expresién leucémica en sangre para la n total.

GRUPO 1 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 049 0,74 0,64  (0,26-9,40)
EDAD 0,98 004 0,68  (0,89-1,07)

Tabla 20: Andlisis de HR de desarrollo de expresion leucémica en sangre el grupo 1.



GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 3,00 349 0,34 (0,30-29,41)
EDAD 0,99 0,03 0,79 (0,93-1,05)

Tabla 21: Andlisis de HR de desarrollo de expresion leucémica en sangre el grupo 2.

Riesgo de tumores

HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,78 0,39 0,63 (0,29-2,09)

EDAD 0,98 0,14 0,17 (0,95-1,00)

Tabla 22: Andlisis de HR de desarrollo de tumores para la n total.

GRUPO 1 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,76 055 0,70  (0,46-2,76)
EDAD 0,98 0,02 0,558  (0,99-1,04)

Tabla 23: Andlisis de HR de desarrollo de tumores para el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,95 0,67 0,94 (0,23-3,82)
EDAD 096 0,02 0,13 (0,92-1,01)

Tabla 24: Andlisis de HR de desarrollo de tumores para el grupo 2.

Riesgo de metastasis

HR DS P VALOR IC
SEXO H:M 3,71E15 1,76E23 1 (0-.)

EDAD 0,95 0,04 0,36 (0,87-1,05)

Tabla 25: Andlisis de HR de desarrollo de metastasis para la n total.



GRUPO 1 HR DS P VALOR IC

SEXO H:M 9,30E14 5,10E22 1,00 (0-.)

EDAD 0,95 0,06 0,48 (0,83-1,09)

Tabla 26: Andlisis de HR de desarrollo de tumores para la el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXO H:M 1,53E16 . . (0-.)

EDAD 0,94 0,07 036  (0,80-1,11)

Tabla 27: Andlisis de HR de desarrollo de tumores para la el grupo 2.

Riesgo de progresion

HR DS P VALOR IC
SEXO H:M 0,67 0,28 0,36 (0,29-1,56)
EDAD 0,99 0,01 0,86 (0,97-1,02)

Tabla 28: Andlisis de HR de progresion para la n total.

GRUPO 1 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,57 039 045 (0,14-2,22)
EDAD 0,98 0,01 0,61 (0,95-1,02)

Tabla 29: Andlisis de HR de progresion para el grupo 1.

GRUPO 2 HR DS PVALOR IC

SEXOH:M 0,79 044 0,67 (0,26-2,37)
EDAD 1,00 0,01 0,95 (0,96-1,03)

Tabla 30: Analisis de HR de progresion para el grupo 2.



Andlisis de diferenciacion de genes

Se realiz6 un analisis mediante graficos de volcan de asociacién de genes con riesgo

de progresion y del resto de variables estudiadas.

Las variables: muerte por linfoma, tumores, expresién leucémica en sangre,
metastasis y muerte por cualquier y progresion causa no mostraron genes con una
asociacién significativa lo cual se muestra en los siguientes graficos de volcan.

Se relacion6 la expresién logaritmica de la p en el eje y con la hazard ratio en el eje

X.
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Figura 14: Grafico de volcan de diferencia de expresién de genes para fallecimiento por cualquier

causa en los grupos 1y 2.



Muerte por linfoma
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Figura 15: Grafico de volcan de diferencia de expresiéon de genes para fallecimiento por linfoma en

los grupos 1y 2.

Metastasis
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Figura 16: Grafico de volcan de diferencia de expresidn de genes para desarrollo de metdastasis en

los grupos 1y 2.
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Expresion leucémica en sangre
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Figura 17: Grafico de volcan de diferencia de expresién de genes para desarrollo de expresion
leucémica en sangre en los grupos 1y 2.

Desarrollo de tumores
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Figura 18: Grafico de volcan de diferencia de expresidn de genes para desarrollo de tumores en los
grupos 1y 2.



Eritrodermia
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Figura 19: Grafico de volcan de diferencia de expresiéon de genes para desarrollo de eritrodermia en

los grupos 1y 2.
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Figura 20: Grafico de volcan de diferencia de expresién de genes para desarrollo de adenopatias en

los grupos 1y 2.



Progresion

Entendiendo como progresion cualquier evento como ganglios, tumores,
eritrodermia, expresion leucémica, metastasis y muerte por linfoma, durante el
seguimiento.
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Figura 21: Grafico de volcan de diferencia de expresion de genes progresion en los grupos 1y 2.

Como se aprecia no hubo genes significativos en el estudio mediante graficos de
volcan.

Anadlisis de grupos

Seleccion mediante GSEA de heat map de los genes mas implicados en progresiéon
mediante el andlisis de grupos (clusters).
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Figura 22: Heat Map de diferencia de expresion de genes en progresion del grupo 1. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.
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Figura 23: Heat Map de diferencia de expresion de genes en progresion del grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.
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En el heat map del grupo 1 destaca la presencia de TP53 sobreexpresado en no
progresion, infraexpresado en progresion.

En el heatmap del grupo 2 destaca la presencia de SELL, ITGB1 y ITGA4
sobreexpresados en no progresion, infraexpresados en progresion.

Ademas, en ambos grupos se repiten los genes PPP1R3C y PLAGL1.

Andlisis de enriquecimiento GSEA

Se realiz6 el analisis de enriquecimiento GSEA con todos los genes estudiados para
buscar vias metabdlicas alteradas en los casos de progresidn.

Para ambos grupos se analizaron 2293 genes recogidos en el anexo II. Se estudiaron
los conjuntos de genes de dos bases de datos la base de datos del CNIO para linfomas
con 119 grupos de genes y la base de datos H.all (HALLMARK) con 50 grupos de
genes. Localizando cambios de expresion relevantes en varias de esas vias.

Rutas y genes diferencialmente expresados. Grupo 1

El estudio mediante las bases del CNIO mostré 2 grupos de genes expresados
diferencialmente con una p < 5% en progresion.

Via del receptor de interferdn alfa 1 (INFAR1) p 0,012, NES (normalized enrichment
score) -1,51, FDR 1. Compuesta por los genes:
IFNAR1, JAK1, IFNARZ.
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Figura 24: Heat Map de diferencia de expresién en la via del receptor de interferén alfa 1. Grupo 1.
Azul representa infraexpresion y rojo sobreexpresion. En amarillo los pacientes progresaron.

Via P53 p0,032. NES -1,48, FDR 1. Compuesta por los genes:
MDM2, ABCB1 (ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1), TP53.
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Figura 25: Heat Map de diferencia de expresion en la via de p53. Grupo 1. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresion. En amarillo los pacientes progresaron.

Sin llegar a ser significativo también se observd diferente expresiéon en no
progresion de vias relacionadas con IL2, KRAS, MAPK, IL6, NOTCH, ERK.

No hubo grupos de genes significativos en asociacién con no progresién, pero si
observo diferente expresion en vias relacionadas con mTOR, AKT.

Con las bases de HALLMARK no hubo grupos de genes con diferencias significativas
en progresion, pero si observé diferente expresion en vias relacionadas con p53,
IL2-JAK-STAT, KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene), MYC, PIK-AKT-mTOR,
IL6-JAK-STAT.

El estudio mediante las bases de HALLMARK mostré 1 grupo de genes expresados
diferencialmente con una p < 1% en no progresion.

Este fue el grupo de genes relacionados con la respuestaa UV P 0,007, NES 1,62, FDR
0,40. Compuesto por los genes:

NTRK3 (neurotrophic receptor tyrosine kinase 3), CCNE1 (ciclina E1), RAB27A, LYN,
CEBPG (CCAAT enhancer binding protein gamma), IL6ST (interleukin 6 cytokine
family signal transducer), GAL (galanin), PSMC3, RRAD (Ras related glycolysis
inhibitor and calcium channel regulator), ATF3 (activating transcription factor 3),
SOD2 (superoxide dismutase 2), BAK1 (brassinosteroid-insensitive 1 (BRI1)
associated receptor kinase 1), STIP1 (stress-induced-phosphoprotein 1), GCH1
(GTP cyclohydrolase 1), BMP2 (bone morphogenetic protein 2), PRKCD (protein
kinase C delta), RFC4 (replication factor C subunit 4), E2F2, IRF1(interferon
regulatory factor 1), RASGRP1 (RAS guanyl-releasing protein 1), BTG3, CDKN1C
(cyclin dependent kinase inhibitor 1C), ATP6V1F (ATPase H+ transporting V1
subunit F), CHKA (choline kinase alpha), EIF5 (eukaryotic translation initiation
factor 5), POLE3, CDC5 (cell division cycle 5), UROD (uroporphyrinogen
decarboxylase), CDC34 (cell division cycle 34, ubiqgiutin conjugating enzyme),
NR4A1 (nuclear receptor subfamily 4 group A member 1), ENO2 (enolase 2), JUNB,
SLC6AS8 (solute carrier family 6 member 8), DNAJB1 (Dna] heat shock protein family
(Hsp40) member B1), IGFB2(insulin like growth factor binding protein 2), CDK2,
PPIF (Peptidylprolyl Isomerase F), ABCB1, RXRB (retinoid X receptor beta), PPT1
(palmitoyl-protein thioesterase 1 ), SPOP (speckle type BTB/POZ protein), KIT, MET,
EIF5, FURIN.
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Figura 26: Heat Map de diferencia de expresion en la via de respuesta a UV. Grupo 1. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresion. En amarillo los pacientes progresaron.

Sin llegar a ser significativo también se observéd diferente expresion en no
progresion de vias relacionadas con c MYC y mTOR.

Por lo tanto, a modo de resumen se apreciaron diferencias de expresién en las vias

relacionadas con PI3K/AKT/mTOR, MAPK/ERK, JAK/STAT, NOTCH/MYC y ciclo
celular.
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Rutas y genes diferencialmente expresados. Grupo 2

Estudio mediante bases del CNIO para progresion:
1 grupo de genes mostroé diferencias significativas con una FDR < 25% y p < 1%.
4 grupos de genes resultaron significativos con una p < 5%.

El primer grupo corresponde a la via CXCR4 p 0,000, NES 1.91 y FDR de 0,027.

Esta via estd formada por los genes BCAR1 (breast cancer anti-estrogen resistance
protein 1), PXN (paxillin), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha), PTK2 (protein tyrosine kinase 2), PIK3R1, PRKCA (protein
kinase C alfa), HRAS, RAF1, CXCL12 (C-X-C motif chemokine ligand 12), PIK3C2G
(phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase catalytic subunit type 2 gamma),
GNB1(G protein subunit beta 1).

Como se puede ver en el heatmap del estudio realizado, aunque la via CXCR4 estaba

enriquecida en progresion, la expresiéon de CXCL12 estaba inhibida. CXCR4
lamentablemente no formaba parte de los genes analizados mediante GSEA.
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Figura 27: Heat Map de diferencia de expresién en la via CXCR4. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.

Las otras vias diferencialmente expresadas con una p < 5% fueron:
La via ERK5 (MAPK?7, Mitogen-activated protein kinase 7) p 0,035, NES 1,15, FDR q

0,92 compuesta por los genes:
PIK3CA, PIK3R1, HRAS, RPS6KA1, SHC1.

134



"2 Lan o™y N ™Y
4% 25 %2
SampleName
S
SHC1

Figura 28: Heat Map de diferencia de expresion en la via ERK5. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.

La via AKT p 0,049, NES 1,52, FDR q 0,70 compuesta por los genes:
PIK3CA, PIK3R1, GHR (growth hormone receptor), CASP9 (caspase 9), YWHAH.
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Figura 29: Heat Map de diferencia de expresion en la via AKT. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.

La via de citoquinas p 0,034, NES 1,49 y FDR q 0,66 compuesta por los genes:

SOCS6 (suppressor of cytokine signaling 6), SOD2, CCL2 (C-C motif chemokine
ligand 2).
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Figura 30: Heat Map de diferencia de expresién en la de las citoquinas. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.

La via PIK 3-CL1 p 0,035, NES 1,39, FDR 0,63 compuesta por los genes:

PIK3CA y PIK3CD (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit delta).
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Figura 31: Heat Map de diferencia de expresion en la de PIK 3-CL1. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.

Sin llegar a ser significativo también se observé diferente expresion en progresion
de vias relacionadas con mTOR, P53, IL2, NOTCH.

Para no progresion hubo 1 grupo de genes significativo con una p <1% y otro con
una p< 5%. Estos fueron:

-Via de los linfocitos (P 0,000), FDR 0,31 NES -1,67. Compuesta por los genes:
ITGA1 (integrin subunit alpha 1), ITGB1 (integrin subunit beta 1), SELL (selectin L),
SELP (selectin P).

X52

Figura 32: Heat Map de diferencia de expresion en la via de los linfocitos. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron.

Via ERK con una p 0,048, NES -1.48 y FDR q 0,93. Compuesta por los genes.

SRC, NGFB (nerve growth factor b), HRAS; IGF1R (insulin like growth factor 1
receptor), RPS6KA1, MYC, EGFR (epidermal growth factor receptor), RAF, SHC1,
PDGFRA (platelet derived growth factor receptor alpha), GNB1, STAT3, NGFR (nerve
growth factor receptor), ITGB1, GNAS.
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Figura 33: Heat Map de diferencia de expresion en la via ERK. Grupo 2. Azul representa
infraexpresion y rojo sobreexpresiéon. En amarillo los pacientes que no progresaron

Sin llegar a ser significativo también se observd diferente expresiéon en no
progresion de vias relacionadas con ERK/MAPK, JAK-STAT, IL2, cMYC, IL6.

Para el estudio con las bases HALLMARK no hubo grupos de genes significativos en
progresion, pero si observo diferente expresion en vias relacionadas con TNF a, IL6-
AKT-JAK-STAT, PI3K-AKT-MTOR y KRAS.

Tampoco hubo grupos de genes significativos en no progresién, pero si observo
diferente expresién en vias relacionadas con respuesta a radiacién UV, IL2-STAT5 y
KRAS.

Resultados de la validacion

Dentro del grupo de validacién de 51 pacientes 30 de ellos fueron los controles
compuestos por 13 mujeres y 17 varones que no progresaron tras un seguimiento
medio de 12 afios, con muestras recogidas entre los afios 1993 y 2009. El grupo que
progreso, los casos, eran un total de 21 pacientes, compuesto por 13 mujeres y 8
varones, con una media de seguimiento de 8 afios hasta progresién y muestras
recogidas entre 1991y 2018.

No se encontraron diferencias significativas en el riesgo de progresion en la
distribucién por sexos. Odds Ratio 2,13 mujer vs hombre 0,68-0,63 z 1,29 p 0,19.

Se realizé un estudio mediante NanoString de 97 genes relacionados con MF (anexo
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IV) enfrentando los datos de pacientes que progresaron vs los que no, y los
resultados se muestran a continuaciéon representados graficamente mediante un
grafico de volcan.
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Figura 34: Grafico de volcan representando el fold change y la p valor entre progresién y no
progresiéon. NP no progresion. P progresion.

En la zona asociada con no progresion (area negativa del fold change) destaca:

CXCL10 (C-X-C motif chemokine ligand 10) (p< 0,01), CD8 y JUNB (p<0,05)

Con menor significacion estadistica tenemos: CXCR3 (C-X-C motif chemokine
receptor 3), CXCL12, MYC, IL15, RHOB (Ras homolog family member B), EGR2
(early growth response 2), CXCR4 (C-X-C motif chemokine receptor 4), PRF1
(perforin 1), NKG2D, FYN, AKT, IL10RA (interleukin 10 receptor subunit alpha).

Asociado con progresion (area positiva del fold change) destaca:

CD79B (p<0,05).

Con menor significacion estadistica tenemos:

TRBC2 (T cell receptor beta constant 2), CCR4, RORC (retinoid acid related orphan
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receptor C), TNFRSF25 (TNF receptor superfamily member 25), CXCL13, CIT
(citron rho-interacting serine/threonine kinase), CD28, CD19, CD52, IKZF2
(IKAROS family zinc finger 2), Lselectina/SELL, CD79A, CD5, TRBC1 (T cell
receptor beta constant 1), CCR7 (C-C motif chemokine receptor 7), PIK3CA, CD3,
TNFRSF8 (TNF receptor superfamily member 8), PTEN, CD4, CCDC32 (coiled-coil
domain containing 32), MAPK13 (mitogen-activated protein kinase 13),
CD26/DPP4 (dipeptidyl peptidase 4), TRGC1/2 (T cell receptor gamma, constant
1/2), MAPKI.

En el anexo V se encuentran los datos desglosados del analisis.

Representando graficamente las diferentes poblaciones celulares en progresion vs
no progresion:

Se aprecia un aumento estadisticamente significativo de CD8 en no progresion.

CD8 T cells score

Figura 35: Grafico representando la diferencia de expresion de CD8 entre progresién y no
progresion.

Aunque no es significativo también se encuentran aumentados neutroéfilos, células
citotoxicas, linfocitos Th1 y T reguladores.
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Figura 36: Grafico representando la diferencia de expresion de Th1 entre progresion y no
progresion.

139



Neutrophils score

Figura 37: Grafico representando la diferencia de expresion de neutréfilos entre progresion y no
progresion.
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Figura 38: Grafico representando la diferencia de expresion de células T reguladoras entre
progresién y no progresion.

Cytotoxic cells score

NP

Figura 39: Grafico representando la diferencia de expresién de células citotdxicas entre
progresién y no progresion.
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En el grupo de progresion se aprecia un aumento, aunque no estadisticamente
significativo de linfocitos B y células T.
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Figura 40: Grafico representando la diferencia de expresion de células B entre progresion y no
progresion.
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Figura 41: Grafico representando la diferencia de expresion de células T entre progresiéon y no
progresion.

Podemos resumir los hallazgos en el siguiente grafico donde vemos la distribucién
de las diferentes poblaciones celulares en progresién vs no progresion.
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Figura 42: Grafico representando la diferencia de expresion de los distintos grupos celulares entre
progresién y no progresion.

Se realiz6 un heat map no supervisado de los casos pero no se pudo apreciar ninguna
agrupacion destacable.
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DISCUSION

Epidemiologia

En los datos epidemiol6gicos de nuestro grupo de estudio existe una discreta
predominancia femenina (H:M 1:1,17) lo cual contradice los datos epidemiolégicos
recogidos hasta la fecha con una incidencia en la literatura de H:M 1,6:1(1) aunque
esto puede deberse a algin tipo de sesgo de inclusién o al limitado tamafio muestral.

La edad media al diagnostico es considerablemente menor que en las publicaciones
conocidas (60 anos).) Esto significa o bien que nuestra poblacion padece la
enfermedad de forma precoz o bien, y por esto nos inclinamos los autores, que en
centros especializados el retraso diagnéstico es menor al tener un mayor grado de
sospecha de una enfermedad en un principio indolente, que puede simular
dermatosis inflamatorias. En otras series centradas en el estudio de MF temprana
también se ha demostrado una edad de comienzo menor, de 58 afios, con respecto a
la media de diagndstico de las MF avanzadas (69 afios), estipulando una posible
asociacion entre deteccion temprana/edad joven/menor estadio. (32)

La edad avanzada se considera un factor de mal prondstico y aunque en nuestra
muestra no ha sido significativo la p de 0,064 esta cerca de esos valores.(1)

Respecto a la evolucidn, los estadios iniciales tienen una supervivencia global del
alrededor del 86-89%, valores que se asemejan a los obtenidos con una
supervivencia de 82,5% en nuestra cohorte.(7-32)

Se detectd progresion de la enfermedad durante el seguimiento a 20 afios en el
40,35% de los casos. Un dato algo mayor al que se supone que es el riesgo de
progresion a 20 afios en pacientes en estadios I- 1A, un 35%.(7) En estudios de MF
temprana la progresion a 5 afios ha sido de un 15,5-16% sin embargo podemos decir
que este tiempo de seguimiento es insuficiente dado que en nuestro estudio la media
de tiempo hasta progresion fue de 10,9 afios.(32) Otras cohortes han mostrado datos
de progresion de un 21.9% teniendo en cuenta en este caso que el fallecimiento por
causa de la enfermedad no se consider6 como progresion a diferencia de en nuestro
estudio,392) otros estudios que si incluyeron el fallecimiento por MF como
progresion arrojan cifras del 57.2%, algo mas elevadas que en nuestra cohorte. Una
vez mas estas diferencias pueden deberse a diferencias entre poblaciones, de acceso
al sistema de salud o de estadio al inicio del seguimiento.(264)

La mortalidad en nuestra cohorte, directamente por el linfoma fue de un 17,5% de
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los casos. En otros estudios a largo plazo se han reportado mortalidades algo
superiores, como en estudios en Estados Unidos con datos de entre 19,3 - 23% con
tiempos de seguimiento medios de unos 5 afios.(264 392) Estas cifras son superiores
en comparacion con el 17,5% de mortalidad en 13,5 afios de media de seguimiento
de nuestra cohorte. Las diferencias encontradas se pueden deber a que en algunas
de estas series se incluyeron también pacientes con SS y ademas el acceso a la
sanidad es mas limitado en otros paises con respecto a Espafia.

En nuestra cohorte los fendmenos mas frecuentes fueron la apariciéon de tumores en
un 29,8% de los casos y la apariciéon de adenopatias patolégicas en un 22,8%, en la
mayoria de los casos no especificas. Destaca que en otras series estudiadas el
fendmeno mas frecuentemente encontrado sea la eritrodermia, estas diferencias
pueden deberse a diferentes formas de clasificacién o variantes poblacionales, sin
olvidar que en muchas series se trata la MF y el SS como un conjunto.(264 392)

Resultados del estudio GSEA

El analisis mutacional, como ya se ha comentado en la introduccién se encuentra la
limitacién de que la mayoria de estudios previamente publicados han tenido una
enorme variabilidad en sus resultados, en parte porque se trata de tumores con
mucha heterogeneidad intratumoral pero también porque se han incluido pacientes
con diferentes enfermedades bajo el paraguas de linfomas T cutaneos, junto con el
hecho de que se incluian pacientes y muestras en diferentes estadios y se trabajaba
en muchas ocasiones con muestras de piel completa por lo que al no estar
microdisecada y seleccionada la porcién tumoral la presencia de células tumorales
era baja.(393.394) Ademas existen numerosos subclones y patrones de mutaciones en
linfomas cutaneos lo cual dificulta obtener conclusiones.(393)

En nuestro caso la principal limitacion fue el pequefio tamafio de la muestra al tener
que dividirla en dos grupos de 29 y 28 pacientes respectivamente y el estudio de
datos sobre microarrays que se desarrollaron en el afio 2000, al inicio del
perfeccionamiento de la técnica.

Los resultados respecto al estudio GSEA reflejaron un aumento en varias vias.
1. Vias relacionadas con expresion de citocinas y sus receptores

La via CXCR4 p0,000 Normalized Enrichment Score (NES) 1.91 y FDR de 0,027
Se encuentra sobreexpresada en pacientes que progresan.

CXCR4 es un receptor de superficie de siete dominios transmembrana acoplado a
proteinas G que se une al factor de crecimiento 1 derivado de células estromales
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(SDF- 1, Stromal cell-derived factor 1) también conocido como CXCL12.637) CXCL12
también puede unirse al receptor de quimiocinas C-X-C de tipo 7 (CXCR7, C-X-C
motif chemokine receptor 7) que se encuentra formando heterodimeros con
CXCR4.G7)

CXCR4 actiia como correceptor para los virus de la inmuno deficiencia humana en
los linfocitos CD4+.(395)

La expresion de CXCR4 se regula a nivel de transcripcién genética a través del factor
inducible por hipoxia tipo 1 (HIF1, hypoxia-inducible factor 1) a través de la via
PI3K/PTEN/AKT/mTOR.(390) Ademas de por otras vias de sefializacién como Notch,
Wnt, NFKB y JAK/STAT.(397. 398) Por otro lado se sospecha que existe cierta
retroalimentacion positiva sobre estas vias a través del propio CXCR4.(37,397-400)

La activaciéon de CXCR4 mediante su ligando CXCL12 estimula la actividad de la
tirosin kinasa Scr que activa la via RAS/MEK/ERK, y como consecuencia se
produce la modulacién del ciclo celular.(33) En paralelo a estos cambios se produce
una migracion mediada por PI3K. PI3K regula la transcripcién de genes
relacionados con migracién y adhesion celular a través de AKT y varios
componentes de adhesion focal.3%) Ademas, también se puede activar PLC que
produce IP3, que favorece la movilizaciéon de calcio intracelular, y DAG que
favorece la activacion de PKC y MAPK.(35.36)

Como hemos visto, la unién de CXCL12 a CXCR4 activa diferentes vias, entre las que
destaca PI3K/AKT, RAS/MEK/ERK y proteina kinasa C/MAPK.(44 401) La activacion
de PI3K desencadena la activacién de Akt que determina una cascada que activa
PDK1, quinasa sintetasa de glicogeno 3 (GSK3, glycogen synthase kinase 3 ), mTOR,
p70S6K, factor de la familia transcripcion Fox 1 (forkhead box) FOXO (forkhead box,
sub-group O) y otras proteinas de sefializacion.7)

La activacién de la via de las MAPK puede llevar a cambios en expresidn genética,
alteraciones en el citoesqueleto y la en la polimerizacién de la actina y migracién
celular.(#4)

La expresion de CXCR4 es escasa en la mayoria de tejidos normales pero si se ha
encontrado sobreexpresiéon del mismo en 23 tipos de tumores como pueden ser,
prostata, pancreas, ovario, melanoma, rifién y mama.39 402-404) Recientemente un
metaanalisis demostré como la sobreexpresion de CXCR4 se relacionaba con peor
pronéstico en canceres hematolégicos, de mama, colon, renal, esofagico,
ginecolégico, pancreatico y hepatico.(05) También se ha relacionado junto con su
ligando CXCL12 con proliferacion tumoral, migraciéon y metastasis.(*>)

La sefializaciéon a través del eje CXCL12-CXCR4 puede ser capaz de regular la
migracion celular hacia tejidos con expresion de esos ligandos incluyendo ganglios
linfaticos, pulmon, higado y huesos favoreciendo el desarrollo de metastasis.(38)
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A nivel molecular CXCR4 es un factor mediador importante en la interaccién del
tumor con la matriz extracelular (laminina, fibronectina y coldgeno) y esta relacion
justifica el papel muy relevante en la diseminaciéon y metastasis tumoral en
aproximadamente el 75% de todos los canceres incluyendo varias formas de
leucemia.(37,39-43)

Estudios en modelos preclinicos de cancer han demostrado que metdastasis en
células tumorales estdn mediadas por la activacion de CXCR4 que hace que las
células tumorales migren hacia tejidos expresores de CXCL12.(44) De hecho se ha
demostrado en la leucemia mieloide aguda FLT3 (fms related receptor tyrosine
kinase 3) no mutado que la sobreexpresion de CXCR4 se correlaciona con peor
prondstico y supervivencia.(406)

Sin embargo, un estudio demostr6 como en cancer de mama la expresién de CXCL12
se asociaba con mayor supervivencia, lo cual se relacion6é con un mecanismo de
secrecion autocrino que como consecuencia saturaba el receptor CXCR4 evitando la
quimiotaxis hacia tejidos secretores de CXCL12 que actuasen como dianas
metastasicas.(#8)

Otros canceres donde la sobrexpresion de CXCR4 se ha relacionado con peor
prondstico incluyen cancer renal, de mama y colorectal.(407-411)

Ademas, la activacién CXCL12/CXCR4 puede estar implicada en la tumorogénesis a
través de la activacién del receptor EGFR, del receptor del factor de crecimiento
fibroblastico (FGFR, fibroblast growth factor receptor) y IGF1R.(37.412)

CXCL12/CXCR4 también actua suprimiendo la apoptosis de las células tumorales a
través de la via NFKB, la sobreregulaciéon de Bcl-2 y mediante la inhibicién de
factores proapototicos como BAD (BCL2 associated agonist of cell death).(#13)

Especificamente en MF se ha visto que la expresion de CXCL12 y CXCR4 es mayor en
pacientes con MF que en sujetos sanos y mayor en lesiones tipo mancha/placa que
en lesiones tumorales, es decir, esta expresién se pierde en fases avanzadas
(tumorales).(#9) Si nos centramos solo en CXCL12 su expresién es incluso mas
interesante ya que alcanza su pico en estadio placa vs tumores o manchas donde se
expresa con menor intensidad.(*¢) Como se puede ver en el heatmap del estudio
realizado, aunque la via CXCR4 estaba enriquecida en progresion, la expresion de
CXCL12 estaba inhibida (es decir era mayor en pacientes que no progresaban) lo
cual probablemente corresponde con esta pérdida de expresion en fases avanzadas.
Otra explicacion al igual que ocurria en el cancer de mama es la secrecién autocrina.

Estudios celulares con modelos de células de MF y fibroblastos de pacientes de MF
versus normales (no MF) demuestran que las células tumorales expresoras de
CXCR4 tienden ser quimiotacticamente atraidos hacia fibroblastos de MF secretores
de CXCL12.47) No sélo eso, la expresion de CXCL12 por parte de los fibroblastos de
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MF protegia a las células tumorales de los efectos citotéxicos de la doxorrubicina,
pudiendo estar relacionado con resistencia a estos tratamientos.*7)

El resultado del estudio de validacion, aunque con escasa significacion estadistica
(p ajustada <0,5) situ6 la expresion de CXCL12 y CXCR4 en asociaciéon con no
progresion. Lo cual se corresponde con lo observado en el estudio inicial.
Lamentablemente en dicho estudio no esta recogida la expresién de CXCR4 ya que
no existia informacidn suficiente de este gen como para incluirlo en el analisis GSEA.
Este resultado puede deberse a la diferente expresion de CXCR4/CXCL12 en
estadios mancha vs placa vs tumor como se ha discutido previamente.

La expresion de CD26 (p ajustada <0,5) se relacioné con peor prondstico en el
estudio de validacion. CD26 o DDP4 se expresa de forma ubicua en tejidos y sangre
y su funcién es remover el dominio de los dipéptidos NH2 terminal de proteinas
como CXCL2 (C-X-C motif chemokine ligand 2), CXCL6 (C-X-C motif chemokine
ligand 6), CXCL9 (C-X-C motif chemokine ligand 9), CXCL10, CXCL11 (C-X-C motif
chemokine ligand 11), CXCL12, CCL3L1 (C-C motif chemokine ligand 3 like 1), CCL4
(C-C motif chemokine ligand 4), CCL5 (C-C motif chemokine ligand 5), CCL11 (C-C
motif chemokine ligand 11), CCL14 (C-C motif chemokine ligand 14) y CCL22 (C-C
motif chemokine ligand 22), incrementando o inactivando la funcién de las
qumiocinas.(14) En el caso de CXCL12 actiia como un inactivador de CXCL12 y
estudios demuestran que a pesar de haber niveles elevados en sangre de CXCL12
puede no tratase de una molécula funcional si ha sido truncada por CD26.(414)
Paradéjicamente la inhibicion de esta via se ha relacionado con progresién tumoral
en cancer de mama via activacion del eje CXCL12/CXCR4/mTOR.(#15)

Respecto a CD26 en MF, se ha reportado que su expresién predomina en estadios
tempranos y se va perdiendo con la progresion.(416) La asociacién de CD26 con el
pronostico aporta datos contradictorios, un estudio de MF con transformacion a
célula grande determiné que su baja expresion podia relacionarse con peor
prondstico mientras otro estudio de linfoma cutaneo eritrodérmico (MF/SS)
determiné que no se podia usar como marcador de progresion.(10. 417) Nuestros
resultados no son concluyentes.

Otra via sobreexpresada en progresion fue la via de citoquinas p 0,034, NES 1,49
y FDR q 0,66. En la via de las citoquinas se encuentran los genes SOCS6, SOD2, CCL2.

CCL2 es uno de los ligandos del receptor CCR4 que ha demostrado tener un papel
importante en la generacion de metastasis en varios tipos de cancer.#?) En MF el
receptor CCR4 es un ligando fundamental que activa diversas cascadas (PI3K/AKT,
MAPK, NFKB) relacionadas con progresion celular.(190) Se ha demostrado que altas
expresiones de CCR4 se relacionan con peor prondstico y supervivencia en MF.(50)

Esto explica que una de las moléculas para el tratamiento de la micosis fungoide,
mogamulizumab, sea un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a CCR4.G1)
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El estudio de validacion asi mismo demostrd que niveles de expresion de CCR4 (p
ajustada <0,5) elevados se relacionan con peor prondstico.

Destacar también en los datos de la validaciéon la presencia de CCR7 como
marcador de progresion (p ajustada <0,5). CCR7 es un receptor de quimiocinas
cuyo ligando es CCL21 (C-C motif chemokine ligand 21), se ha relacionado con MF
tumoral, extension linfatica y subcutanea.(>2 53) Estudios in vitro demuestran que la
activacion de CCR7 induce migracion celular a través de la activacion de la via mTOR
tal y como sucede en otros tumores.(52 54-56)

2. Vias de ciclo celular, proliferacion y supervivencia

Lavia AKT p 0,049, NES 1,52, FDR q 0,70 y la via PIK 3-CL1 p 0,035, NES 1,39, FDR
0,63 también se encontraron sobreexpresadas en pacientes que progresaban.

La via PI3K/AKT aparece sobreexpresada en pacientes que progresan. Esta via esta
implicada en multiples funciones entre las que destacan supervivencia y
proliferacién celular, es fundamental en muchos procesos celulares y se encuentra
entre una de las mas frecuentemente alteradas en la carcinogénesis humana.(#18)

Uno de los efectores finales de la via PI3K/AKT es mTOR y se compone como uno de
los ejes centrales de accion de esta via.(57) mTOR actda sobre 4E-BP1y P70S6K . La
fosforilaciéon por parte de mTOR de 4E-BP1libera a la molécula de su unién con el
factor de iniciacion de la traduccién eucariota 4E (EIF4E) lo cual permite la
traslacion de ARN mensajero favoreciendo la proliferacion celular.(58)

La fosforilacion de P70S6K activa su funcién fosforiladora de la proteina S6 de la
subunidad 40S del ribosoma, favoreciendo la sintesis de proteina y proliferacién
celular.(59.419) La sobreexpresion de fosfo P70S6K se ha detectado en la mayoria de
linfomas B de células grandes, asi como en linfoma de Hodgkin y linfoma de
Burkitt.(5% 60) P70S6K puede ser fosforilado directamente por Akt en lugar de
mTOR.(19)

Esta via se ha relacionado con el pronoéstico de la MF ya que la expresion de pAKT,
p4E-BP1y p-p70S6K se asocia con progresion en estadios avanzados.(17) No sélo eso,
la expresion de PTEN, inhibidor de la sefial PI3K, se corresponde con mejor
prondstico.(19)

mTOR puede asi mismo influir sobre las alteraciones en la diferenciacién Th1/Th2
de los linfocitos T CD4+.(420) E] papel que tiene mTOR en la alteracién en la
diferenciacion Th1/Th2 que existe en la MF y cdmo se produce un viraje hacia Th2
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en la progresion de la enfermedad no esta dilucidado.() Sin embargo, la
sobreexpresion de esta via y su asociaciéon con progresion hace pensar que puede
tener un papel en este viraje hacia la polarizaciéon celular.

Otra de las funciones de AKT es fosforilar e inhibir FOXO, que queda atrapado en el
citoplasma, por lo que no puede ejercer su funcién como agente pro apoptotico e
inhibidor de la proliferacion celular.#21) Como consecuencia se inactivan los
inhibidores del ciclo celular p27 y p21 y se promueven proteinas como cMYC y
ciclinaD1 que favorecen la progresion del ciclo celular.(#22)

La activacion de Akt puede llevar a la deslocalizacion citoplasmatica de p21 y p27,
al aumento de cMYC y ciclina D y a la supresién de p130 teniendo como efectos
directos la progresion en el ciclo celular a nivel G1/S pero también alterando las
respuestas en los puntos de control G2 /M.(*23)

La fosforilacion de 4E-BP1 o p70S6K ha demostrado la relacion de la misma con la
supervivencia o recurrencias en varios tipos de cancer asi como con la expresion de
Akt.(19) Es por eso que pese a no ser la unica molécula capaz de realizar estas
fosforilaciones, nuestro estudio implica una activaciéon de la via AKT/mTOR como
factor determinante en progresion.

Existen varias moléculas en desarrollo frente a la via AKT entre las que se
encuentran los analogos de la rapamicina y algunos de ellos como el temsirolimus
ya se usan para tratar algunos linfomas.(1%) En linfomas cutaneos se ha demostrado
en estudios in vitro con células de pacientes con SS y lineas celulares de LCCT la
activacion constitutiva de mTOR y la eficacia de la rapamicina inhibiendo la
proliferacion celular.(61.62)

En lo relativo al microARN, MIR155, codificado por el gen MIR155HG, se encuentra
sobreexpresado en linfomas y se puede utilizar como biomarcador prondstico en
multiples tipos de cancer.(#24 425) MIR155 se ha implicado en la patogenia y
progresion de la MF.(426.427) Y se ha relacionado positivamente con la actividad de
las vias PI3K/AKT, JAK/STAT, NFKB y MAPK.(426 428-431) Ademds el uso de
cobomarsen como inhibidor de MIR155 reduce la sefializacion de las vias PI3K/AKT,
JAK/STAT y MAPK14 (mitogen-activated protein kinase 14) en cultivos de células T
estimuladas y en células de MF.(428)

En nuestro estudio, aunque no fue estadisticamente significativo si que
encontramos una tendencia a la activacién de Notch en los pacientes que
progresaban. Esto puede estar justificado por la activacién de Myc y PI3K/AKT a
través de Notch.(19.432) Ademas Notch es capaz de inhibir la transcripcién de PTEN
que actia como inhibidor de AKT, a la vez que activa PP2A (serine/threonine
protein phosphatase 2A) aumentado la fosforilacién de AKT, p70S6K y p4E-BP1
para cuya expresion se ha encontrado una correlacién positiva con los niveles de
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Notch.(19,432)

En leucemia linfatica crénica se ha demostrado que los niveles altos de AKT se
relacionan con la presencia de mutaciones TP53 y Notchl que en conjunto
representa un mayor riesgo de progresion.(433)

Respecto a la via PI3K/AKT/mTOR el estudio de validacidn dio a luz a resultados
contradictorios, si bien escasamente significativos. Por un lado, se demostré un
aumento de PIK3CA en progresion (p ajustada <0,5) lo cual valida la teoria de
sobre expresion de PI3K/AKT en progresion, sin embargo, la expresion de AKT y
mTOR se relacioné con no progresion (p ajustada <0,5). No s6lo eso si no que la
expresion de PTEN (inhibidor de la via AKT) se relacion6 con progresion (p
ajustada <0,5). Estos resultados contradicen los datos de la literatura y del primer
estudio. Sin embargo, puede que la activacion de PI3K como parte superior de la via
ejerza funciones diferentes, activando otras vias ain no reconocidas y que esto
justifique los resultados. Cabe destacar que en el primer estudio la mayor parte de
las diferencias en expresion se encontraron en genes relacionados directamente con
PI3K, por lo que consideramos que puede ser una via de estudio valorar otras
posibles funciones de esta via previas o distintas a la activaciéon de AKT/mTOR.

La via ERK5 p 0,035, NES 1,15, FDR q 0,92 se encontraba sobreexpresada en
pacientes que progresaban mientras que la via ERK con una p 0,048, NES -1.48
y FDR q 0,93. Se encontraba infraexpresada en los pacientes que progresaban.

ERK también es capaz de fosforilar 4E-BP1 y se ha mostrado correlacién entre su
expresion en aproximadamente un 50% de las MF y la presencia de p4E-BP1 por lo
que podemos establecer una via comun entre ERK y AKT que actiian de forma
sinérgica.(19.218)

Los resultados de la validacién mostraron un aumento de la expresion de
MAPK13 y MAPK1 en progresion (p ajustada <0,5). Estudios han demostrado que
el aumento de expresién de la via RAS/RAF/MEK (MAP kinase-ERK kinase) se
puede relacionar con estadios mayores y menores tasas de supervivencia en
LCCT.(20.21) La validacién también demostr6 un aumento de expresion de HRAS en
progresion, pero sin significacion estadistica.

En el estudio de validaciéon se demostré con escasa significaciéon estadistica un
aumento de la expresion de MYC en no progresion (p ajustada <0,5). La proteina
cMyc suele estar sobreexpresada en multiples canceres incluyendo linfomas T, sin
embargo, esta sobreexpresion proteica suele suceder sin amplificaciéon genética, lo
que puede explicar en parte, estos inesperados resultados.(#34)

RhoB fue también asociada con no progresion en la validacion (p ajustada <0,5).
Se trata de una proteina de uniéon de GTP que tiene actividad en la reorganizacién
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del citoesqueleto y de traduccion de sefal.(435) Estudios en carcinoma escamoso han
demostrado como la expresion de RhoB inhibe la apoptosis inducida por UVB, por
lo que favorece el inicio de la tumorogénesis, pero al mismo tiempo limita la
agresividad del tumor y su inhibicion se asocia a progresion.#36)

FYN se asocié con no progresion (p ajustada <0,5) en los resultados de la
validacion. FYN es una tirosin kinasa presente en los linfocitos T que responde a la
estimulacién del linfocito T mediante el receptor TCR.(437) Se han demostrado
mutaciones activadoras de FYN en linfomas de células T y su induccion de la via
NFKB, por lo que su relaciéon con progresion no esta dilucidada.(167. 438)

CIT se asoci6 con progresion (p ajustada <0,5) en los resultados de la validacion.
Se trata de una serina/teonina kinasa que actia como efector de RHOA y se relaciona
con la regulacion de la citoquinesis.(439) Su sobreexpresion se ha relacionado con
peor prondstico en cancer de vejiga, pancreas y mieloma multiple.(439-441)

IKZF2 se asocid con progresion (p ajustada <0,5) en los resultados de la validacién.
IKZF2 acttua controlando el desarrollo y diferenciacion del linfocito y su expresion
se ha relacionado con peor pronéstico y estadios mas avanzados de MF.(442) Se
postula que esto sucede inhibiendo la apoptosis y favoreciendo el escape inmune del
complejo mayor de histocompatibilidad Il ademas de aumentando la produccién de
IL10 (interleuquina antiinflamatoria).(442)

Via INFAR1 p 0,012, NES -1,51, FDR 1. compuesta por los genes:
IFNARI1, JAK1, IFNAR2. Se encontraba sobreexpresada en progresion.

El interferén alfa se ha utilizado desde finales de los afios 80 como una terapia eficaz
para el tratamiento de la MF.(443, 444)

En la via JAK-STAT también apreciamos cierta tendencia no significativa a
encontrarse sobreactivada en pacientes que progresaban. Cabe recordar que mTOR
fosforila el factor de transcripcion STAT3 que como hemos visto se encuentra
activado en MF.(152 156, 445) Ademas se ha demostrado una correlacién entre los
niveles de STAT3 y AKT lo cual demuestra la posible relacién entre ambas vias a
través de mTOR.(19) Se ha relacionado la presencia de mutaciones en JAK1, JAK3,
STAT3 y STATS5 con MF avanzada pudiendo constituir un factor prondstico.(21)
STAT3 puede actuar de forma diferente sobre las células T CD4+ favoreciendo el
infiltrado tumoral y en células T CD8+ inhibiendo la acumulacidén de estas células en
el tumor.(67)

En el estudio de validacion la expresion de JAK1 estaba aumentada en
progresion al igual que en el estudio inicial, aunque sin significacion estadistica por

lo que no podemos validar este resultado. De la misma manera, la expresion de
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STAT3 y STAT4 se asocié con no progresion de forma no significativa y con
progresion la expresion de STAT5B, también de forma no significativa.

Si que fue significativo, aunque con una p ajustada <0,5 la expresion de TNFRSF25
(DR3) en asociacion con progresion. Estudios con agonistas de TNFRSF25 han
demostrado un aumento de células T reguladoras, regulaciéon de la apoptosis y
estimulacién de la actividad NFKB con su estimulacion.(446.447) El aumento de células
T reguladoras se ha relacionado con progresién e inmunosupresiéon en MF y SS lo
que puede justificar estos resultados.(#48)

3. Poblaciones celulares

Via de los linfocitos (p 0,000), FDR 0,31 NES -1,67. compuesta por los genes:
ITGA, ITGB1, SELL, SELP. Se encontraba infraexpresada en progresion.
Laintegrina VLA-4 (very late antigen-4) se encuentra codificada por los genes ITGA4
e ITGB1, presentes en esta via, se expresa en los leucocitos y se une al receptor VCAM
(vascular cell adhesion molecule) favoreciendo la migracion de los leucocitos.(#49)
Existen estudios que han demostrado que esta unién VLA-4/VCAM no sélo se
relaciona con la migracién celular, si no que acttia inhibiendo la apoptosis , y que
cuando se utilizan tratamientos anti VLA4 aumenta la apoptosis en las células T.(450)
El hecho de que esta via esté inhibida en los pacientes que progresaban se ha
relacionado en algunos estudios con la pérdida de epidermotropismo ya que otro de
los ligandos de VLA-4 es la fibronectina y parece que VLA-4 juega un papel
fundamental en la adhesion del linfocito al estroma.(#51,452)

Otro de los genes de esta via que esta infraexpresado en progresion es SELL. En LCCT
se ha demostrado que células del endotelio tumoral presentan mayores cantidades
de selectina L (SELL) y se cree que la expresiéon de SELL puede estar relacionada con
el reclutamiento de células CD8 naive y de memoria en la lesion, pero no asi de
células CD8 efectoras.(63) En MF se ha visto como el nimero de células CD8 efectoras
es similar al de los controles sanos, sin embargo en LCCT avanzado, existe una
reduccion importante del nimero de CD8, atribuyéndose esta disminucion a células
CD8 naive y de memoria.(®3 64 La selectina E relacionada con la extravasaciéon de
CD8 efectoras se encuentra infraexpresada en MF y se postula que las células CD8
efectoras se quedarian atrapadas en la circulacién no pudiendo extravasarse lo cual
puede relacionarse con mayor propension a infecciones y peor prondstico:(¢3)

En el estudio de validacion se demostré un aumento de SELL en progresion (p
ajustada <0,5) con escasa significaciéon estadistica y de VCAM sin significacién
estadistica. La funcion de las selectinas en la progresion o no de la MF esta por lo
tanto aun por dilucidar sin embargo seria interesante profundizar en su estudio, su
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funcién sobre los diferentes tipos celulares CD8 y su relacién con el prondstico.

4. Reparacion ADN

Via P53 p0,032. NES -1,48, FDR 1. Compuesta por los genes:
MDM2, ABCB1, TP53. Se encontraba infraexpresada en progresion.

La mutacion de p53 es frecuente en la MF y se ha demostrado su asociacion con una
disminucién en la supervivencia global en MF avanzada.(?2) Sin embargo hasta ahora
no se habia demostrado su relacién con progresion en MF temprana.

En el estudio de validacion TP53 se expresaba en progresion, pero sin
significacidn estadistica.

5. Otros

Grupo de genes relacionados con respuesta a UV P 0,007, NES 1,62, FDR 0,40.
Compuesto por los genes:

NTRK3, CCNE1, RAB27A, LYN, CEBPG, IL6ST, GAL, PSMC3, RRAD, ATF3, SODZ2,
BAK1, STIP1, GCH1, BMP2, PRKCD, RFC4, E2F2, IRF1, RASGRP1, BTG3, CDKN1(,
ATP6V1F, CHKA, EIF5, POLE3, CDC5, UROD, CDC34, NR4A1, ENOZ2, JUNB, SLC6AS,
DNAJB1, IGFB2, CDK2, PPIF, ABCB1, RXRB, PPT1, SPOP, KIT, MET, EIF5, FURIN.
Se encontraba sobreexpresada en no progresion

En esta via encontramos un grupo heterogéneo de genes, que no se relacionan con
una via metabdlica concreta, sino que abarca multiples vias relacionadas con la
respuesta a radiacion ultravioleta. Esta asociacion es légica ya los tratamientos para
la MF incluyen la fototerapia y la fotoféresis extracorporea en los que la radiacién
UV se utiliza.

En el estudio de validacion destaca con una p ajustada < 0,05 la expresion de
JUNB prevalente en no progresion.

JUNB forma parte del grupo de genes de respuesta a UV. Su expresion se relaciona

con una expresion de interleuquinas Th2 como IL4 y favorece la diferenciacion
Th2.(435,453)

Ademas tiene una funcién doble como promotora de la divisidn celular pero también
como inhibidora de la misma dependiendo de factores del ambiente celular y de la
fase del ciclo celular.(#>4) Se postula que la actividad antiproliferativa de JUNB se da

cuando se forma un complejo cJUN-JUNB pero no asi cuando se expresa de forma
aislada.(#>4)
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Al no encontrarse cJUN en el listado de la validaciéon no podemos afirmar si el efecto
protector observado viene de la mano de la unién a cJUN y su posible actividad
antiproliferativa como complejo o si tiene que ver con el mantenimiento de la
diferenciacion Th2 que como hemos visto se iba perdiendo conforme progresaba la
enfermedad.

ZEB1y TWIST

La infraexpresion de ZEB1 y la sobreexpresion de Twist en biopsias de MF se ha
relacionado con una mayor probabilidad de progresién de la enfermedad durante el
seguimiento.(?3) En el panel inicial de genes ZEB1 no estaba incluido en la lista para
estudio por lo que se decidid incluirlo en la validaciéon al ser un gen de especial
interés. Sin embargo, el estudio de validacién asoci6 de forma no significativa la
expresion de ZEB1 con progresion por lo que no se puede corroborar los
resultados obtenidos por otros compafieros en nuestra muestra.

Resultados adicionales del estudio de validacion

El estudio de validacién también volcé resultados muy interesantes respecto a la
expresion de varios genes que no formaban parte de las vias anteriormente
comentadas pero que vamos a pasar a exponer por su especial interés y lo revelador
de los resultados.

1. Interleuquinas, quimiocinas y sus receptores

Expresion de IL15 en no progresion (p ajustada <0.5).

IL 15 es una citocina similar a IL2 con funciones comunes, ya que ambas activan la
expresion JAK3/STAT3 y la estimulan las células T citotoxicas y NK, pero también
diferentes ya que IL15 es una interleuquina critica en la supervivencia de células
CD8 a diferencia de 1L2.(69.70)

Respecto a la funcion de IL 15 en cancer es posible que pueda actuar como inhibidor
o promotor de tumores dependiendo del microambiente de expresién de citoquinas
del tumor ejerciendo efectos citotéxicos (antitumorales) o anti apoptoticos (pro
tumorales).(’t) En MF se ha demostrado aumento de expresion de IL15 sin asociarse
esta expresion a progresion.(71) Sin embargo, puede que su funcion sobre las células
CD8 explique el papel protector observado.

Expresion de CXCL10 en no progresion (p ajustada <0,01) y de CXCR3, receptor
de CXCL10 (p ajustada <0,5).
La expresion de CXCL10 se asocié de manera muy significativa con no progresion.

CXCR3 (C-X-C motif chemokine receptor 3)/CXCL10 se ha asociado con
epidermotropismo en MF.(46,50,78)
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La activacion del eje CXCL10/CXCR3 a través de INFgamma ha demostrado facilitar
el reclutamiento y extravasacion de células CD8+ a la vez que han mostrado
capacidad de predecir buen pronéstico en cancer renal y melanoma.(¢7, 68)

En dos casos de MF resistente a mogamulizumab tratada con una combinacién de
mogamulizumab y etopdsido se demostré como se produjo un cambio en el
microambiente tumoral con un aumento de expresiéon de CXCL10 a la par que se
producia la remision de las lesiones.(#>3)

Estudios en linfoma cutaneo T han demostrado que la expresion de CXCR3 en células
CD4 y CD8 esta disminuida respecto a la de controles sanos.(¢3) Esta disminucién de
expresion se correlaciona con la carga tumoral y con la incapacidad de reclutar
células CD8+ en las lesiones de MF.(63) Ademas se ha demostrado como la expresion
de CXCR3 estd aumentada en MF de bajo grado, en relacion con el epidermotropismo
pero esta se pierde cuando se estudia en MF progresada o transformada.(#56)

Expresion de CXCL13 en asociacion con progresion (p ajustada <0,5).
Esta quimiocina cuyo receptor es CXCR5 (C-X-C motif chemokine receptor 5) tiene
la funcion de atraer células B CXCRS5 positivas en los linfomas cutaneos.(78)

2. Poblaciones celulares

Expresion de TRBC2 (p ajustada <0,1), CD4 (p ajustada <0,5), y CD3G (p ajustada
<0,5) en relacién con progresion.

TRBC2 (T cell receptor beta constant 2) codifica la cadena beta del receptor de
células T, TCR y esta presente en células terminalmente diferenciadas.(*>7) Se ha
encontrado diferencia de expresion en reordenamientos de TCR gamma V1-8 en MF
inicial vs avanzada pero no hay descrito diferencias de expresiéon en la regiéon
beta.(#58)

Al igual que con la expresion de CD4 y CD3 puede que el aumento de expresién de
TRBC2 simplemente traduzca mayor carga tumoral y de ahi su asociacién con peor
prondstico.

Expresion de CD28 en progresion (p ajustada <0,5).

Como hemos visto CD28 codifica una proteina de superficie en las células T que se
une a CD80 y CD86 en la superficie de células presentadoras de antigenos y su
funcién se puede ver hiperactivada en MF.(82) En SS se ha demostrado in vitro que la
proliferaciéon de las células tumorales puede activarse mediante la coestimulacién
CD28.(83)



Expresion de CD8 en relacion con no progresion (p ajustada <0,05).

Estudios recientes de microambiente tumoral en MF han demostrado mediante
citometria de flujo que la presencia de una mayor de cantidad de CD8+ CD45R0+ en
sangre lesional y periférica se correlaciona con un menor mSWAT (modified
severity-weighted assessment tool) y una mayor supervivencia debido al efecto
antitumoral de las células CD8.(6% ¢6) La sangre lesional se obtiene de las biopsias
diagndsticas y se supone que contiene células residentes de la lesidn, células de los
capilares y sangre que rebosa de los vasos capilares hacia el area de la lesién.(65)
Esta relacion entre la presencia de CD8 y la gravedad de la micosis fungoide puede
deberse al efecto antitumoral de las células CD8. Ademas, mediante
inmunohistoquimica se ha demostrado que una alta proporcién de CD8 citotéxicos
en las lesiones de micosis fungoide suponen un factor de buen prondstico
independiente del estadio.(64)

Muchos de los resultados obtenidos como la expresién de CXCL10, CXCR3 y SELL se
asocian con la presencia de CD8 lo cual corrobora que la presencia de células CD8
en el microambiente tumoral puede ser un pivote central de control tumoral en la
MF su determinacion desde estadios tempranos podria suponer una herramienta
tremendamente Util para determinar el pronéstico.

Expresion de PRF1 (p ajustada <0,5) y NKG2D (p ajustada <0,5) en relaciéon con
no progresion. La importancia de las células citotéxicas como marcadores de no
progresion se refleja también en la expresién de PRF1 y NKG2D.

La perforina forma parte de la familia de proteinas del complejo de ataque a la
membrana y es esencial para la actividad citotéxica granulo dependiente de
linfocitos T y células NK.(72 La presencia de PRF1 se ha asociado con mejor
pronostico en varios canceres.(73)

Asi mismo NKG2D es un receptor expresado principalmente en células T citotoxicas
NK y linfocitos CD8+.4) Estudios en cancer han demostrado el efecto antitumoral
de NKG2D.(7%)

Expresion de CD79b (p ajustada <0,05) y CD79a (p ajustada <0,5), CD19 (p<
ajustada 0,5) en relacion con progresion.

Tanto CD79 y como CD19 son marcadores de células B.

La presencia en altas o bajas cantidades, de células B utilizando el marcador CD20
con un porcentaje de positividad en la muestra de <10% 6 >50% se ha asociado con
peor prondstico en MF, por lo que parece un aumento de células B en el
microambiente tumoral tiene relaciéon con peor pronéstico.(’) Ademas dos casos
publicados en la literatura han demostrado como la infusién con rituximab
(anticuerpo anti CD20) tiene efectos positivos sobre la MF llegando a obtener
remisiones completas.(80.81) La relacion entre la presencia de células B, la expresion
de CXCL13, que ya hemos visto incrementada en los resultados, y la progresién
tumoral esta siendo estudiada ya que puede tener efectos opuestos en diferentes
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tumores y es posible que esto esté condicionado a la presencia de subpoblaciones
concretas y microambientes tumorales especificos en los que segun el caso puedan
tener un efecto protector y en otros negativo.(*59)

También se ha demostrado que en sangre periférica de pacientes con MF avanzada
existe una disminucién de la poblaciéon B reguladora encargada de producir
[L10.(#460) Aunque nuestro estudio no se focalizé en subpoblaciones de células B, y
por lo tanto no podemos decir que tipos estan aumentados o disminuidos, es muy
probable que subtipos concretos estén en proporciones diferentes y eso justifique
las distintas respuestas. En relacion a esto el estudio de validaciéon demostré que la
expresion del receptor alfa de IL10 se asociaba con no progresion (p ajustada
<0,5). IL10 tiene un efecto antitumoral y se secreta por células B reguladoras. El
papel de las células B en progresién y la posibilidad de utilizar rituximab parecen
vias de trabajo muy interesantes de cara al futuro.

Expresion de CD52 (p ajustada <0,5) en progresion.

CD52 es una molécula que se encuentra en la superficie de linfocitos maduros, cuya
funcién biolégica no estd definida pero su anticuerpo monoclonal anti CD52,
alemtuzumab, es una molécula utilizada en el tratamiento de linfomas cutaneos T al
producir la unién del mismo a CD52 una lisis y por lo tanto muerte celular.(316)

Expresion de RORC en progresion (p ajustada <0,5)

RORC es un gen inducible por STAT3 que funciona como regulador de células
Th17.(461, 462)

RORC induce la transcripcion de genes IL17 y de IL17 F en células T helper CD4+
naive, y en relacién con MF, estudios de cohortes histéricas han demostrado como
la expresion de IL17 se relaciona con progresion.(#62 463) Puede que moléculas anti
IL17F ya utilizadas en dermatologia para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias tengan cabida en el tratamiento de la MF.
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Hemos demostrado como existen vias diferentemente expresadas desde el inicio de
la enfermedad entre los pacientes de MF que progresan y los que no.

Existe un aumento de la actividad PI3K en progresidn, sin poder demostrar en la
validacion un aumento de la cascada descendente de esta via. También de la
actividad CCL2/CCR4 y de la via de las MAPK/ERK estd aumentada en progresion.
La via CXCR4 es prometedora, pero son necesarios mas estudios para llegar a
conclusiones sobre su efecto o no en progresion.

La disminucién de la actividad de SELL se ha relacionado con progresién aunque
este dato no se ha podido validar. SELL facilita reclutamiento de células CD8 naive y
de memoria en la lesién tumoral. La validacién ha reforzado la importancia de las
células CD8 del microambiente tumoral al mostrar el efecto protector de la cascada
CXCL10/CXCR3, de IL15 y de la expresion de CD8.

Respecto al microambiente tumoral la validaciéon también ha demostrado la
importancia de las células B como factor de mal pronéstico/progresién con
marcadores como CD79b/CD79a/CD19 y ejes de citoquinas como CXCL13/CXCR5
en asociaciéon con progresion. Estas observaciones abren la puerta al uso de
rituximab como tratamiento en MF.

El uso de marcadores de células B y CD8 nos permitiria seleccionar a los pacientes
de riesgo desde el inicio de la enfermedad mediante el estudio del microambiente
tumoral.
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Anexo I

ANEXOS

Lista completa de los 4982 genes estudiados en el microarray del CNIO.
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CRSP2
CRSP6
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CTNND2
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CTSL
CTSL2
CTSO
CTSS
CUGBP1
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CUL4A
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CXCL11
CXCL12
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CXCL6
CXCL9
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CYBB
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CYCS
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CYP11A1
CYP11B1
CYP11B2
CYP17A1
CYP19
CYP1A2
CYP1B1
CYP24A1
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CYP27A1
CYP27B1
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CYP2B6
CYP2B7
CYP2C9
CYP2E1
CYP2J2
CYP3A3
CYP3A4
CYP3A7
CYP46A1
CYP4A11
CYP4B1
CYP4F2
CYP4F8
CYP51A1
CYP7B1
CYP8B1
CYR61
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DAB2IP
DAD1
DAP10
DAP3
DAPK1
DAPK?2
DAPK3
DATF1
DAXX
DAZAP1
DAZAP2
DBC1
DBCCR1
DC13
DC2
DCC

DCI

DCK

DCL-1
DCTD
DC-TM4F2
DCTN4
DCTN6
DDB1
DDIT3
DDX20
DDX23
DDX31
DDX3X
DDX41
DDX51
DDX6
DDXL
DED
DEDD
DEK
DELGEF
DFFB
DGAT2
DGCRé6L
DHFR
DHX9
DICER1
DIO1
DIO3
DIRAS2
DIRC2
dJ453C12.4
1
DJ462023.
2
DJ583P15.7
DKC1
DKFZP434
Al1114
DKFZP434
A196
DKFZP434
B044
DKFZP434
€0935
DKFZP434
€212
DKFZP434
D1335
DKFZp434
D177
DKFZP434
H132
DKFZp434L
142
DKFZp451]
0118
DKFZp547
A023
DKFZP547
N043
DKFZp564
B0769
DKFZP564
B1023
DKFZP564
D116
DKFZP564
D1378
DKFZP564
G092
DKFZP5641
1171
DKFZP5641
122
DKFZP564
M182
DKFZP564
00463
DKFZP564
00823
DKFZP564
0243
DKFZp566
C0424
DKFZP586
B1621
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G1722
DKFZp5861
021
DKFZP586]
1624
DKFZP586
K0717
DKFZP586
P0123
DKFZp686
P0288
DKFZp727
A071
DKFZp761
A132
DKFZp761
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DKFZP761
D0211
DKFZp761
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DKFZp761F
2014
DKFZP761
H1710
DKFZP761
H2024
DKK3
DLD
DLEU1
DLEU2
DLG5
DLK1
DLX4
DMAP1
DMBT1
DMTF1
DNAZ2L
DNAI1
DNAJA2
DNAJA3
DNAJB1
DNAJB2
DNAJB5
DNAJB6
DNAJC12
DNAJC13
DNAJC3
DNAJC4
DNAJC6
DNAJC8
DNALI1
DNASE2
DNB5
DNCH1
DNCI2
DNM1
DNM1L
poc1
DOC-1R
DOCK2
DOCK4
DOCK7
DOLPP1
DPAGT1
DPF2
DPH2L2
DPM2
DPP7
DPYD
DRAP1
DRIM
DSC1
DSC2
DSCAM
DSCR1L2
DSG1
DSG2

DSP
DSTN
DUSP12
DUSP21
DUSP22
DUSP4

DustyPK
DUT
DVL2
DVL3
DVS27
DZIP3
DYT1
E2F1
E2F2
E2F3
E2F4
E2F5
E2F6
E2IG4
E46L
EBAF
EBI2
EBI3
ECE1
ECM1
ECM2
ECT2
EDG1
EDG2
EDG3
EDG5
EDG6
EDN2
EDN3
EDNRB
EEF1D
EEF2
EFA6R
EFEMP2
EGF
EGFL3
EGFL5
EGFR
EGR1
EGR2
EHD1
EHD2
elF2A
EIF2B5
EIF2C1
EIF2C3
EIF2C4
EIF2S2
EIF2S3
elF3k
EIF3S1
EIF3S10
EIF3S2
EIF3S3
EIF3S5
EIF3S6
EIF3S8
EIF4A1
EIF4A2
EIF4B
Eif4ebp1
EIF4EBP2
EIF4G3
EIF5
EIF5B
ELA2A
ELAVL2
ELAVL4
ELF1
ELF4
ELK1
ELK3
ELL
ELMO1
ELN
ELOVL1
EML1
EML2
EML4
EMP1
EMR1
EMR2
EMS1
ENC1
ENG

ENO1
ENO2
ENO3
ENPP2
ENTPD1
ENTPD3
ENTPD5
ENTPD6
ENTPD7
EP400
EPAS1
EPB41
EPB41L1
EPB41L3
EPB41L4B
EPHA1
EPHB2
EPHB3
EPHB4
EPO
EPOR
EPS15
EPS15L1
EPS8
EPS8L2
ERBB3
ERCC1
ERCC2
ERCC3
ERCC4
ERCC5
EREG
ERF
ERG
ERMAP
ERO1-LB
ESPL1
ESRRG
ERP70
ESRRA
EST1B
ETV1
ETV3
ETV4
ETV6
Eu-
HMTasel
EVI1
EVI2A
EVL
EVPL
EXT2
EZFIT
F10

F8
FAAH
FABP3
FADD
FADS1
FAF1
FAH
FAIM
FAM11A
FAM14B
FAM36A
FAM3A
FAM8A1
FANCA
FANCF
FANCG
FANCL
FANK1
FARP1
FASTK
FAT
FAT2
FAT]
FAU
FBI1
FBLNS
FBP1
FBP2
FBX30
FBXL10
FBXL11
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FBXL3A
FBXL3B
FBXL5
FBXL7
FBXL8
FBXL9
FBX010
FBX02
FBX022
FBX025
FBX029
FBX032
FBX034
FBX04
FBXO05
FBX06
FBXO7
FBX08
FBX09
FCGRT
FCHSD2
FCN1
FCN2
FCN3
FDX1
FDXR
FEM1B
FER
FER1L3
FEZ2
FGD1
FGF1
FGF12
FGF12B
FGF13
FGF14
FGF18
FGF2
FGF20
FGF3
FGF4
FGF5
FGF7
FGF9
FGFR1
FGFR10P
FGFR2
FGFR3
FGG
FGIF
FGR
FHIT
FHL1
FHL3
FIGF
FKBP1A
FLI1
FLJ00002
FLJ10094
FL]10099
FLJ10211
FLJ10252
FLJ10276
FLJ10315
FLJ10458
FLJ10496
FLJ10521
FLJ10525
FL]10597
FL]10637
FLJ10648
FL]10769
FL]10856
FLJ10871
FL]10956
FL]10996
FLJ11021
FL]11164
FLJ11196
FLj11218
FLJ11280
FLJ11305
FLJ11608
FLJ11712

FLJ11730
FL]11838
FLJ12178
FLJ12442
FLJ12517
FLJ12529
FLJ12649
FLJ12875
FLJ12879
FLJ12894
FLJ12903
FLJ12969
FLJ13052
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FLJ13105
FLJ13154
FLJ13171
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FLJ13213
FLJ13220
FLJ13409
FLJ13491
FLJ13855
FLJ14007
FLJ14009
FLJ14490
FLJ14511
FLJ14529
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FL]14936
FLJ20244
FLJ20291
FLJ20360
FLJ20445
FLJ20477
FLJ20487
FLJ20530
FLJ20580
FLJ20699
FLJ20716
FLJ20972
FLj21032
FLJ21174
FLJ21657
FLJ22353
FLJ22490
FLJ22609
FLJ22649
FLJ22794
FLJ22875
FLJ22938
FLJ22955
FLJ23018
FLJ23027
FLJ23129
FLJ23153
FLj23231
FLJ23360
FLJ23451
FLJ23471
FLJ23476
FLj23614
FLJ25952
FLJ30046
FLJ30058
FLJ30092
FLJ30934
FLJ31031
FLJ31052
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FLJ31300
FLJ31434
FLJ31810
FLJ32096
FLJ32389
FLJ32440
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FLJ33084
FLJ33641
FLJ33761
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FLJ35961
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FLJ36748
FLJ36874
FLJ37131
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FLJ37964
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FLJ38968
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FLJ40452
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FLJ44670
FLJ90013
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FLJ90709
FLJ90798
FLNC
FLT1
FLT3LG
FLT4
FMNL3
FMOD
FNBP1
FNDC5
FNTA
FNTB
FOLH1
FOLR1
FOLR2
FOLR3
FOS
FOSL1
FOSL2
FOXA1
FOXG1B
FOXH1
FOXJ3
FOXK2
FPGT
FRAP1
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FRK
FRMD4
FRZB
FSCN2
FSCN3
FTS)1
FUBP1
FURIN
FUSIP1
FUT4
FXYD1
FXYD2
FYB

FYN
FZD1
FZD10
FZD2
FZD3
FZD4
FZD5
FZD6
FZD7
FZD9
G1P2
G1P3
GAB1
GAB3
GABARAP
GABPB2
GABRD
GAD1
GAD2
GADD45B
GADDA45G
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GAL3ST1
GALC

GALE
GALNT12
GALNTL2
GANAB
GANC
GARP
GARS
GAS1
GAS2
GAS41
GAS7
GBF1
GBP2
GC20
GCH1
GCNT1
GCS1
GDA
GDF1
GDF11
GDF5
GDF8
GDI1
GDI2
GEMINS
GFAP
GFI1
GFI1B
GFPT1
GGH
GGPS1
GGTL4
GHITM
GHR
GHRH
GIT2
GJA1
GJA4
GJB3
GJB5
GJB7
GK
GL012
GLE1L
GLG1
GLI2
GLI3
GLO1
GLRX
GLUD1
GLYAT
GMEB1
GMPPB
GMRP-1
GNA13
GNAI1
GNAS
GNAZ
GNB1
GNB2L1
GNB3
GNG10
GNG11
GNG12
GNG13
GNG2
GNRH1
GNS
GOLGA1
GOLGA4
GOLPH2
GOPC
GOT1
GOT2
GP1BA
GPC3
GPC4
GPC6
GPNMB
GPR107
GPR108
GPR109B
GPR153
GPR21
GPR27
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GPR3
GPR44
GPR51
GPX7
GRAF
GRB14
GRB7
GRCC9
GRIA3
GRIM19
GRIN3A
GRK5
GRK6
GRP58
GSDML
GSN
GSPT1
GSTA4
GSTM2
GSTM3
GSTO1
GSTP1
GTF2A1
GTF2A2
GTF2B
GTF2E2
GTF2F1
GTF2H1
GTF2H2
GTF2H3
GTF3C2
GTF3C4
GTL3
GTPBP1
GTPBP2
GUK1
GUSB
GYG2
H105E3
H1FO
H2AFO
H2AFV
H2AFY
hAA1925
hAA2436
hAA2558
hAA2704/R
PL44
hAA3450
hAA3592
hAA3848
hAA4225
hAA4333
hAA4347
hAA4456
hAA4576/P
TDO15
hAA5552
hAA5735
hAA5748/C
AMTA1
hAA6054
hAA6426/F
JX1
hAA6427
hAA6450
hAA6490
hAA6780/C
CT6A
hAA6864
hAA6919
hAA6990
hAA7519/C
DC2L1
hAA7722
hAA7982
hAB2451
hAB2791
hAB3939
hAB4505
hAB9515
hAC0166
hAC0242
hAC2377
hAC4349

hAC6222
hAC6778
hAC7369
hAC9026
hAC9062
hAC9231/T
EF
hAC9567
hAC9893
HACE1
hAD0107
hAD0171
hAD0417
hAD0578
hAD0601
hAD0687
hAD0696
hAD0712
hAD1089/
RGS13
hAD1557
hAD4423
hAD4438
hAD4777
hAD5395
hAD6284/C
CL23
hAD7826
hAE0151
hAE0305
HAGH
HBA2
HBXIP
HCA127
HCFC1
HCK
HCLS1
HCRTR1
HD
HDAC1
HDAC2
HDAC3
HDAC4
HDAC6
HDAC8
HDCMA18P
HDGF
HECTD1
HELLS
HELSNF1
HEMGN
HERC2
HES2
HEY1
HEYL
HFL1
HGD
HGFAC
HH114
HHEX
hIAN2
HIBADH
HIC1
HIG2
HIMAP2
HIPK3
HIRA
HIRIP3
HIST1H1C
HIST1H3D
HIST1H4B
HIST1H4F
HIST1H4H
HIST1H4J
HIST2H2BE
HIVEP1
HIVEP2
HK1
HKE2
HKR2
HKR3
HLA-A
HLA-DMA
HLA-DMB
HLA-DOB

HLA-DRB3
HLA-E
HMBS
HMG2
HMGCL
HMGN?2
HMGN4
HMMR
HMOX1
HNLF
HNMT
HNRPF
HNRPH2
HNRPL
HNRPR
HOP
HOXA1
HOXA10
HOXA11
HOXA2
HOXB13
HOXB2
HOXB5
HOXB6
HOXB7
HOXC10
HOXC11
HOXC13
HOXC6
HOXD10
HOXD13
HOXD4
HOXD8
HPCA
HPCAL4
H-plk

HPR
HPRP8BP
HRAS
HRASLS3
HRB2
HRD1
HRMT1L1
Hs.100043/
CCDC124
Hs.100874/
ATPAF
Hs.101007
DCUN1D3
Hs.101064
Hs.101539
Hs.101624/
AD036
Hs.102004
Hs.102325
Hs.102941/
AF3P21
Hs.103002
Hs.103070
Hs.103093
Hs.103277
Hs.103305
Hs.104176
Hs.104177
Hs.104348
Hs.10477
Hs.105102
Hs.105488
Hs.105728
Hs.107242
Hs.109390
Hs.110092
Hs.113092
Hs.113139
Hs.113154
Hs.113155
Hs.113157/
ITGA9
Hs.113160
Hs.114047
Hs.114057
Hs.114058
Hs.114086
Hs.114122
Hs.114132

Hs.114133
Hs.114718
Hs.114740
Hs.115261
Hs.115931
Hs.116065
Hs.117009
Hs.117020
Hs.117030
Hs.117035
Hs.117051
Hs.117063
Hs.117064
Hs.117075
Hs.117117
Hs.117120
Hs.117122
Hs.117170
Hs.117249
Hs.117259
Hs.117278
Hs.117864
Hs.117869
Hs.117880
Hs.118344
Hs.118351/
UBE3C
Hs.118356
Hs.118358
Hs.118370
Hs.118380
Hs.118437
Hs.118609/
FLJ40252
Hs.119766
Hs.119803
Hs.119810
Hs.119813
Hs.119823
Hs.119842
Hs.119848/
TRANSCRIB
ED LOCUS
Hs.119882
Hs.119887/
CDK6
Hs.119993/
TRANSCRIB
ED LOCUS
Hs.119998
Hs.120170/
TL
Hs.121575
Hs.121724/
IFITM10
Hs.121847/
TL
Hs.121855
Hs.121910
Hs.121914
Hs.121943
Hs.122077/
TL
Hs.122133/
TL
Hs.122136
Hs.122138
Hs.122408
Hs.12249/
TL
Hs.122596
Hs.122671
Hs.123119/
MADH6
Hs.12407
Hs.124147/
KDM2A
Hs.124863
Hs.124981
Hs.125024
Hs.125527
Hs.125825
Hs.126881
Hs.126962/
TL



Hs.12860
Hs.128660
Hs.128770/
TL
Hs.128848/
GRIK3
Hs.128927
Hs.12947
Hs.12962
Hs.129873
Hs.131127
Hs.131188/
SYT7
Hs.131385
Hs.131391
Hs.131438/
TL
Hs.131452
Hs.131463/
DHRSX
Hs.131484
Hs.131485
Hs.131494
Hs.131498
Hs.131868
Hs.131871
Hs.132072
Hs.132160
Hs.132232
Hs.132599
Hs.132626/
DOCK8
Hs.132642/
ZMPSTE24
Hs.132669/
TL
Hs.132677
Hs.132700
Hs.132706
Hs.132932
Hs.133130
Hs.133175
Hs.133206
Hs.133228
Hs.133261/
TL
Hs.13336
Hs.133379
Hs.133389/
TGFB2
Hs.133418
Hs.133419/
TL
Hs.133421/
LIFR
Hs.133505
Hs.133531
Hs.133534/
KSR
Hs.133922
Hs.133930
Hs.133945
Hs.133951
Hs.133996/
TL
Hs.134018
Hs.134037
Hs.134318
Hs.134486
Hs.134496
Hs.134498
Hs.134613
Hs.13471
Hs.135204
Hs.135339
Hs.136345/
TL
Hs.137258
Hs.137324
Hs.137839
Hs.138294
Hs.138777
Hs.138906
Hs.139515

Hs.139649/
TL
Hs.140198
Hs.14062
Hs.141269
Hs.141707
Hs.142498
Hs.143495
Hs.143548
Hs.144119
Hs.144232
Hs. 145268
Hs.145919
Hs.146606
Hs.146947
Hs.146958
Hs.14799
Hs.148116
Hs.148126
Hs.148168
Hs.148401
Hs.148504/
TL
Hs.148864/
TL
Hs.148865
Hs.148874
Hs.148880
Hs.148881
Hs.148912
Hs.148915
Hs.148916
Hs.148917
Hs.148981
Hs.148983
Hs.148989/
CGNL1
Hs.148991
Hs.149246
Hs.149249
Hs.149252/
CPS1

Hs. 149258
Hs.149260
Hs.149261/
RUNX
Hs.149263
Hs.149266
Hs.149283
Hs.149288
Hs.149302
Hs.149303
Hs.149307
Hs.149324
Hs.149328
Hs.149334
Hs.149637
Hs.149950/
TL
Hs.150524
Hs.150556/
L0OC646329
Hs.150708
Hs.150784
Hs. 151629
Hs.151631
Hs.151633
Hs. 152849
Hs.153310/
PREX1
Hs.154513/
TL
Hs.155827/
GOLGA2
Hs.15652
Hs.156591
Hs.156668
Hs.15806
Hs.158480/
TL
Hs.16228
Hs.16360/
TL
Hs.163813/
TL

Hs.16586
Hs.166465
Hs.166539/
ITGB3BP
Hs.16689
Hs.167405/
TL
Hs.167638
Hs.167663
Hs.169006
Hs.169444
Hs.16954
Hs.169921
Hs.17267/C
€DC171
Hs.172965
Hs.172998
Hs.173134/
TL
Hs.173163
Hs.173522
Hs.173704/
TL
Hs.173705/
C40RF3
Hs.173924
Hs.175681
Hs.177162
Hs.177669
Hs.178306
Hs.179825
Hs.183070/
TL
Hs.183140
Hs.184341
Hs.186126/
TL
Hs.186509
Hs.186799
Hs.186802
Hs.187398
Hs.187573
Hs.187822
Hs.187906
Hs.188737
Hs.188973
Hs.189745
Hs.190651
Hs.190738
Hs.191148
Hs.191558
Hs.191608
Hs.191650
Hs.191767
Hs.191890
Hs.191891
Hs.191902
Hs.191903
Hs.191911/
TL
Hs.191939
Hs.191994
Hs.192338
Hs.192837
Hs.192984
Hs.193043/
CLCN6
Hs.19312
Hs.193176
Hs.193191
Hs.193223
Hs.193226/
UGGT2
Hs.193251
Hs.193273/
TL
Hs.193605/
TL
Hs.193613/
TNPO3
Hs.193632
Hs.193957
Hs.194094
Hs.194147
Hs.194290

Hs.194423
Hs.19479
Hs.19515
Hs.195361
Hs.19777
Hs.19795
Hs.20281
Hs.203007
Hs.203961/
NUDT19
Hs.205024
Hs.207777
Hs.20799
Hs.208238
Hs.20943
Hs.209587/
FLJ44280
Hs.209757
Hs.210013
Hs.210727
Hs.21177
Hs.213065/
TL
Hs.21375/
TL
Hs.21627
Hs.21757
Hs.21856/
TL
Hs.220844
Hs.22137/S
LC22A11
Hs.221497/
C160RF72
Hs.221639
Hs.222106
Hs.22247
Hs.22293
Hs.225614
Hs.226103
Hs.226776
Hs.228613
Hs.22867/
EIF2C1
Hs.229305
Hs.229790
Hs.230219
Hs.230221
Hs.231082
Hs.231136
Hs.231140
Hs.231971
Hs.232058
Hs.234970
Hs.23590
Hs.23681
Hs.23772
Hs.238639
Hs.238661
Hs.238672
Hs.238675
Hs.238677
Hs.239066
Hs.23966
Hs.23970
Hs.245322
Hs.24661
Hs.249053/
TL
Hs.24906
Hs.251216
Hs.251664
Hs.251850
Hs.252180/
DYSF
Hs.254712
Hs.25766/
WNT4
Hs.259667
Hs.25968
Hs.259939
Hs.260928/
SLC2A1
Hs.26507
Hs.268231
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Hs.268597
Hs.268860
Hs.268907
Hs.268974
Hs.269005
Hs.269034
Hs.269113
Hs.269180/
TL
Hs.269202
Hs.269234
Hs.269235
Hs.269315
Hs.269553
Hs.269563
Hs.269587
Hs.269644
Hs.269645
Hs.269819
Hs.269826
Hs.269827
Hs.269830
Hs.269884
Hs.269890
Hs.269894
Hs.269895/
TL
Hs.269930
Hs.27004
Hs.270047
Hs.270099
Hs.270104
Hs.270106
Hs.270279/
TYRP1
Hs.271670
Hs.271776
Hs.272106
Hs.272165
Hs.273721
Hs.27379
Hs.275551
Hs.27621/S
EMASA
Hs.278222
Hs.278585
Hs.27860
Hs.28137
Hs.284464/
TL
Hs.289044/
GPX8
Hs.295421/
TL
Hs.298396
Hs.301527
Hs.302161
Hs.302965
Hs.302973
Hs.303162
Hs.30567/
TL
Hs.31444
Hs.314444
Hs.31564
Hs.319825
Hs.320836
Hs.323966
Hs.32501
Hs.325422/
NBPF3
Hs.325531/
FNTB
Hs.326729
Hs.327078
Hs.327169
Hs.33024
Hs.332199
Hs.332429
Hs.332754
Hs.332766
Hs.332919
Hs.332927
Hs.336268
Hs.339577

Hs.33962/S
NRNP40
Hs.34079
Hs.34081
Hs.343220
Hs.343588
Hs.344274
Hs.344275
Hs.348140
Hs.348792/
TL
Hs.348844
Hs.349082
Hs.349095
Hs.349208/
INF618
Hs.350209/
THAPS
Hs.351320
Hs.355909
Hs.356340
Hs.356352
Hs.356545/
NDUFAF8
Hs.356564
Hs.35828/
MARK3
Hs.35962
Hs.360628
Hs.360943
Hs.362343/
FLJ41751
Hs.36473/
PEPD
Hs.36676
Hs.368131/
ST7
Hs.368137
Hs.368166
Hs.368167
Hs.368169
Hs.368172/
TL
Hs.368173
Hs.368175
Hs.368189
Hs.368198
Hs.368200
Hs.368218
Hs.368228
Hs.368229
Hs.368242
Hs.368248
Hs.368273
Hs.368287
Hs.368300
Hs.368567
Hs.368585
Hs.368587/
PRLR
Hs.368588/
KEL
Hs.36859/
WDR20
Hs.368611/
ST3GAL2
Hs.368612
Hs.368613
Hs.368618
Hs.368620
Hs.368623
Hs.368626/
RTN1
Hs.368627
Hs.368631/
ARHGAP10
Hs.368632/
ADRA1B
Hs.368639/
RNF217
Hs.368641
Hs.372637
Hs.373906
Hs.373908/
CDYL2

Hs.373914/
CCDC162P
Hs.373927
Hs.373930
Hs.373935
Hs.373938/
BTN2A2
Hs.373939
Hs.373941/
L0OC441242
Hs.373945
Hs.373950
Hs.374025
Hs.374055
Hs.374061/
TL
Hs.374066
Hs.374067/
UBE3B
Hs.374068
Hs.374495
Hs.374869
Hs.375008
Hs.375762/
FLJ37631
Hs.376047
Hs.378753
Hs.378836/
HOOK1
Hs.37916/
DPP7
Hs.380144
Hs.38034/C
DON
Hs.380712
Hs.380921
Hs.381002/
TL
Hs.381235
Hs.38218/
MIR223
Hs.386104
Hs.386527/
TL
Hs.387382
Hs.388742/
TL
Hs.38959
Hs.390693
Hs.395
Hs.395306/
TL
Hs.396796/
TL
Hs.398136
Hs.398348
Hs.399958/
RCAN3AS
Hs.40095
Hs.403972/
HIVEP3
Hs.40528
Hs.405427/
TL
Hs.405537
Hs.40582/C
DC14B
Hs.405930
Hs.406224
Hs.40629
Hs.406520
Hs.408374
Hs.41011
Hs.411222
Hs.41379/a
cer2
Hs.416901
Hs.418492
Hs.420383
Hs.421255
Hs.421379
Hs.421708
Hs.421767
Hs.42388

Hs.424184/
loc285074
Hs.42454
Hs.424932/
aifm1
Hs.42599
Hs.42624
Hs.42681
Hs.427107/
DKFZp564
E202
Hs.42771/c
dh19
Hs.42829
Hs.429365/
TL
Hs.42987
Hs.43020
Hs.431048/
ABL1
Hs.431083
Hs.431101/
GNG12
Hs.431501
Hs.432355/
TL RAB28
Hs.43263
Hs.432890
Hs.433254
Hs.43330
Hs.433461
Hs.433616
Hs.434924/
TL
Hs.434973/
GYPA
Hs.435034
Hs.435045
Hs.435052/
ATP8A1
Hs.435064/
TL
Hs.435673
Hs.43586
Hs.436437
Hs.436655
Hs.437039/
PRKAA2
Hs.437111
Hs.43744/
PPM1K
Hs.437646
Hs.437655/
FYB2
Hs.43802
Hs.438233/
TL
Hs.438237
Hs.438305
Hs.439013
Hs.439064
Hs.439145/
SCN9A
Hs.439439
Hs.439682/
YX74D05
Hs.44009
Hs.442317/
TL
Hs.442946
Hs.443502
Hs.443520
Hs.443575
Hs.443800
Hs.443801
Hs.443805
Hs.443823
Hs.443837/
PSA
(NPEPPS)
Hs.444181/
TL
Hs.444328
Hs.444329/
GPC6



Hs.44433 Hs.49329/ Hs.524338 Hs.8042 ICSBP1

Hs.444401 TL Hs.524547 Hs.83623 ID2
Hs.444495 Hs.493655/ Hs.524625/ Hs.85445/ ID4
Hs.444504 SLC4A1AP GPRK5 TL IDE
Hs.444546 Hs.494673 Hs.524892 Hs.86614 IDH3G
Hs.444665/ Hs.495460 Hs.525358/ Hs.86643 IDS
DKFZP68E Hs.496110 TL Hs.8764 IFI16
1944 Hs.496897/ Hs.525378 Hs.87886 IFI30
Hs.444809/ TL Hs.526808 Hs.88349 IFIT1
TL Hs.497967/ Hs.527140 Hs.88528 IFITM1
Hs.445537 CTDSPL2 Hs.527510 Hs.88689 IFITM2
Hs.445588/ Hs.498738 Hs.527860/ Hs.88754 IFITM3
SOAT1 Hs.499901/ TL Hs.89014 IFNAR1
Hs.445715/ TL Hs.528111/ Hs.89121 IFNAR2
FLJ44137 Hs.500184 IL27 Hs.89271 IFNG
Hs.445859 Hs.500310 Hs.528799 Hs.90459 IFNGR2
Hs.445912 Hs.500486 Hs.528829 Hs.92683 IFNW1
Hs.445917 Hs.500875 Hs.528878 Hs.9326 IFRG28
Hs.446077/ Hs.501262 Hs.528999 Hs.93674 IGF1
SLC38A4 Hs.501443 Hs.529993 Hs.93714 IGF1R
Hs.446101 Hs.501497/ Hs.530628 Hs.94942 IGF2
Hs.446107 CD70 Hs.530659 Hs.97383 IGFBP1
Hs.446108 Hs.50193 Hs.530763 Hs.9772 IGFBP2
Hs.446112 Hs.50214 Hs.530903 Hs.98546 IGFBP3
Hs.446629 Hs.502267 Hs.531130 Hs.99126 IGFBP4
Hs.44677/ Hs.502275 Hs.531131 Hs.99638 IGFBP5
TL Hs.502717 Hs.531442 Hs.99641 IGFBP6
Hs.448627 Hs.50272/ Hs.53176 Hs.99645 IGH@
Hs.448658 TL Hs.532069 Hs.99706 IGHG3
Hs.448957 Hs.50277 Hs.532549 Hs.99749 IGHMBP2
Hs.449217 Hs.502870 Hs.53687/ Hs.99785/F IGLJ3
Hs.449579 Hs.503171 TL L)21245 IGSF1
Hs.451351 Hs.504510/ Hs.54751/ Hs.99836/L IGSF8
Hs.453126 TL TL 0C1009965 IKBKAP
Hs.453809 Hs.504550 Hs.56006 11 IKBKB
Hs.454253 Hs.504789 Hs.56025 HS3ST1 IKBKE
Hs.454833 Hs.506072 Hs.57787 HS3ST3B1 IKBKG
Hs.455285 Hs.506175 Hs.58446 HSA243666 IL10RA
Hs.456026 Hs.506357/ Hs.58456/L HSA9947 IL10RB
Hs.456572 FAM107A 0C729995 HSBP1 IL11
Hs.458282 Hs.507325 Hs.58470 HSD17B3 IL11RA
Hs.458340 Hs.50740 Hs.58532 HSD17B4 IL12A
Hs.458365/ Hs.508021/ Hs.58873 HSF2 IL12RB2
RNF113A RCBTB1 Hs.58896/ HSF2BP IL13
Hs.458474 Hs.50850/F TL HSGT1 IL13RA1
Hs.458730 REM1 Hs.58963/L HSPA1L IL13RA2
Hs.459132/ Hs.509207 0C399715 HSPA4 IL15
TL Hs.510743 Hs.59034 HSPAS IL15RA
Hs.460208 Hs.512126 Hs.59089 HSPA5BP1 IL17C
Hs.460809/ Hs.512435 Hs.59125 HSPA6 IL18
UBE2DNL Hs.512451/ Hs.59138/ HSPA8 IL18BP
Hs.461417 TL ybx1 GYPC HSPB2 IL18R1
Hs.464297 Hs.512653 Hs.59196 HSPB3 IL18RAP
Hs.467531 Hs.512827 Hs.59214/ HSPB7 IL19
Hs.468226/ Hs.512904 DNAJC3 HSPCO051 IL1A
DHX57 Hs.513318 Hs.59319 HSPC150 IL1B
Hs.468538 Hs.513660/ Hs.59324 HSPC152 IL1F7
Hs.470447 CDH16 Hs.59335 HSPC154 IL1F9
Hs.470489 Hs.513868 Hs.59358 HSPC182 IL1R1
Hs.474128 Hs.514263 Hs.59651 HSPC196 IL1R2
Hs.474188 Hs.514383 Hs.59897 HSPC213 IL1RAP
Hs.47530 Hs.514765 Hs.59905 HSPCB IL1RAPL1
Hs.477728 Hs.514833 Hs.60171 HSPE1 IL1RL1
Hs.478866 Hs.515069 Hs.60215 HSPH1 IL20RA
Hs.479448 Hs.515785/ Hs.60418 HSU79266 IL24
Hs.479672 BLVRB Hs.6093/A HSXIAPAF1 IL27RA
Hs.479790 Hs.516169 RRDC4 HTO001 IL2RB
Hs.481589 Hs.516526 Hs.61094 HTO014 IL2RG
Hs.482384 Hs.517536 Hs.61389/C HTATSF1 IL5RA
Hs.483735 Hs.518669 60RF52 HTR2B IL6
Hs.484192 Hs.51891/ Hs.61709 HTR6 IL6R
Hs.485402 HERC4 Hs.61714 HUCEP11 IL6ST
Hs.48569 Hs.519337/ Hs.62003/C HUMAUAN IL7
Hs.48614 BRD8 ACFD1 TIG IL7R
Hs.487270 Hs.521448 Hs.65857 HUMGT198 IL8RA
Hs.487857 Hs.521456/ Hs.66087 A IL8RB
Hs.488569 TNFRSF10 Hs.66594/ HUS1 ILF2
Hs.4890 B TL HYAL1 ILF3
Hs.489302 Hs.521731 Hs.67197/ HYAL3 IMAGE345
Hs.490109 Hs.521733 TL IARS 1454
Hs.490253/ Hs.522347 Hs.71657/ IBRDC3 IMP-2
SPRR2G Hs.522921 TL ICAM1 IMPA1
Hs.492158 Hs.523471/ Hs.72069 ICAM2 IMPDH1
Hs.492779 ZNF143 Hs.77637 ICAM3 ING1
Hs.492802 Hs.523712 Hs.7882 ICAM5 ING1L
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INHA
INHBA
INHBB
INPP5B
INSIG1
INSM1
INSR
INVS
IPO4
1PO7
1PO8
IPP
IQGAP1
IQGAP2
IRA1
IRAK1
IRAK3
IRF1
IRF2
IRF2BP2
IRF3
IRF4
IRF5
IRF6
IRF7
IRLB
IRX4
ISYNA1
ITGA1
ITGA10
ITGA11
ITGA2
ITGA2B
ITGA3
ITGA4
ITGAS
ITGA6
ITGA7
ITGAE
ITGAM
ITGAX
ITGB1
ITGB3BP
ITGB4
ITGB4BP
ITGB5
ITGB6
ITGB8
ITIH3
ITM2A
ITM2B
ITPR1
ITSN2
JAG1
JAG2
JAK1
JAK2
JAK3
JARID1A
JM1
JM5
JMJD1C
JMJD2A
JMJD2B
JMJD2C
JUN
JUNB
JUND
K6HF
KAI1
KBTBD7
KCNAB2
KCNE3
KCNH3
KCNK4
KCNK6
KCNK7
KCNMA1
KCNQ2
KCTD1
KCTD12
KCTD15
KDELR1
KDR
KIAA0101

KIAA0125
KIAA0157
KIAA0195
KIAA0261
KIAA0266
KIAA0280
KIAA0310
KIAA0317
KIAA0335
KIAA0355
KIAA0391
KIAA0408
KIAA0459
KIAA0460
KIAA0469
KIAA0478
KIAA0494
KIAA0495
KIAA0601
KIAA0608
KIAA0614
KIAA0625
KIAA0649
KIAA0664
KIAA0690
KIAA0779
KIAA0789
KIAA0792
KIAA0804
KIAA0826
KIAA0913
KIAA0924
KIAA0970
KIAA1008
KIAA1181
KIAA1194
KIAA1212
KIAA1218
KIAA1268
KIAA1279
KIAA1280
KIAA1354
KIAA1387
KIAA1441
KIAA1545
KIAA1579
KIAA1598
KIAA1608
KIAA1789
KIAA1799
KIAA1836
KIAA1866
KIAA1915
KIAA1922
KIAA1950
KIAA1958
KIAA1970
KIAA1972
KIAA1991
KIAA1993
KIF11
KIF12
KIF2C

KIT
KLF12
KLF4
KLF8
KLIP1
KLRC3
KNTC2
KPNB1
KPNB3
KRAS2
KRT1
KRT13
KRT14
KRT19
KRT20
KRT4
KRT5
KRT8

KSR
L1CAM
LAMA3
LAMA4

LAMC1
LAMC3
LAMP2
LAP1B
LAPTM4A
LAPTM4B
LASS6
LATS2

LBR

LCE

LCK
LCMT?2
LCN2

LCP1

LCP2

LDB2
LDB3
LDHC
LEAP-2
LEPR
LEPRE1
LEREPO4
LFNG
LGALS4
LGALS8
LGI1
LGMN
LGP1

LHB
LHCGR
LHFP
LHFPL1
LHFPL2
LHX1
LHX3
LHX6

LIFR

LIG1

LIG3

LIPA

LIPE

LIPG
LITAF
LMO2
LMO7

LNX
LOC113174
LOC113444
LOC114225
LOC114926
LOC114971
LOC117584
LOC118487
LOC119180
LOC125893
LOC127262
L0C129285
LOC142678
LOC144501
LOC148145
LOC149478
LOC150223
LOC157567
LOC159090
LOC159091
LOC200008
LOC255104
LOC283241
LOC283663
LOC283849
L0OC285033
LOC286257
LOC317671
LOC339229
LOC339745
LOC347813
LOC374920
LOC387601
L0C401022
LOC401494
LOC51068
LOC51107
LOC51186
LOC51333
LOC51596



LOC51668
LOC54499
LOC55580
LOC56181
LOC56926
LOC84661
LOC88523
LOC90139
LOC90355
L0OC90529
L0OC90701
L0OC90799
L0C90925
LOC91526
L0C91689
LOC91966
L0C92129
L0C92689
L0C92799
L0OC93380
LONP
LR8
LRAP
LRBA
LRDD
LRP2
LRP5
LRPAP1
LRRC2
LRRFIP1
LRRFIP2
LSM10
LSM4

LTA
LTA4H
LTB
LTB4R2
LTBP2
LTBR
LTF

LTK

LUM
LY6E
LYN
LYPLA1
LYPLA2
LYPLA3
LYZ
M11S1
MAD
MAD2L1
MADCAM1
MADD
MADH?2
MADH3
MADH4
MADHS5
MADH6
MADH7
MADHIP
MAF
MAFB
MAFF
MAFG
MAG
MAGEA1
MAGEA10
MAGEA12
MAGEA?2
MAGEA6
MAGEAS8
MAGEB1
MAGEB3
MAGEC1
MAGEF1
MAGEL2
MAL
MALT1
MAN1
MAN1A1
MAN1C1
MAP17
MAP1B
MAP2K2
MAP2K3

MAP2K4
MAP3K1
MAP3K10
MAP3K11
MAP3K12
MAP3K13
MAP3K14
MAP3K2
MAP3K3
MAP3K4
MAP3K5
MAP3K6
MAP3K7
MAP3K7IP
1

MAP4K1
MAP4K4
MAP6
MAP7
MAPK10
MAPK12
MAPK13
MAPK14
MAPK3
MAPK4
MAPKS8IP1
MAPKS8IP3
MAPK9
MAPKAP1
MAPKAPK2
MAPKAPK3
MAPKAPKS5
MARCKS
MASA
MASP1
MASP2
MASS1
MAST?2
MAT1A
MAT2A
MATN1
MAX

MAZ
MBD2
MBD5
MBNL1
MBNL2
MBNL3
MC1R
MCAM
MCCC1
MCF2
MCM3
MCM5
MCP
MCSC
MCTS1
MDH1
MDM2
MDM4
MDS024
MECP2
MED6
MEF2C
MEIS1
MEIS2
MEIS4
MEN1
MEOX2
MET
MFAP1
MFAP2
MFAP4
MFN2
MFNG
MFTC
MGA
MGC_13379
MGC10204
MGC10731
MGC10871
MGC10966
MGC10993
MGC12760
MGC12904

MGC13010
MGC13045
MGC13090
MGC14816
MGC15482
MGC15937
MGC16121
MGC16385
MGC16824
MGC19764
MGC20446
MGC21874
MGC22773
MGC23908
MGC23909
MGC2477
MGC27434
MGC2747
MGC2865
MGC29729
MGC29784
MGC3248
MGC33867
MGC35097
MGC35366
MGC35521
MGC40042
MGC40214
MGC4172
MGC4189
MGC4251
MGC4399
MGC45714
MGC4645
MGC46719
MGC5178
MGC5370
MGC5508
MGC5528
MGC8974
MGC955
MGC9850
MGEA5
MGEA6
MGMT
MIA
MICAL2
MICB
MI-ER1
MIG12
MINK
MIPEP
MIR
MIS12
MITF
MIZ1

MJD
MKI67
MKNK1
MLANA
MLF1
MLH1
MLH3
MLL
MLL3
MLL4
MLLT3
MLP
MMP1
MMP10
MMP11
MMP15
MMP17
MMP19
MMP2
MMP20
MMP23B
MMP24
MMP25
MMP3
MMP7
MMP9
MNAB
MNT
MOSPD1

MPDZ
MPEG1
MPP1
MPP6
MPRP-1
MRAS
MRLC2
MRPL1
MRPL12
MRPL13
MRPL15
MRPL16
MRPL22
MRPL30
MRPL32
MRPL35
MRPL37
MRPL50
MRPL55
MRPS15
MRPS2
MRPS22
MRPS27
MRPS30
MRPS33
MRPS35
MRRF
MS4A1
MS4A6A
MS4A7
MS4A8B
MSE55
MSH2
MSH3
MSH5
MSH6
MSN
MST1R
MST4
MSTP031
MT
MT1E
MT1X
MT2A
MT3
MTA1
MTF1
MTIF2
MTIF3
MTL5
MTM1
MTMR4
MTVR1
MUF1
MUSK
MUTYH
MX1
MX2
MXD3
MXD4
MXI1
MYB
MYBBP1A
MYBL1
MYBL2
MYC
MYCBP
MYCBP2
MYCL1
MYCN
MYEOV
MYH11
MYL5
MYLIP
MYO18A
MYO1B
MYO6
MYOZ1
N33
NACA
NACSIN
NADSYN1
NAP1
NAP1L1
NAPG
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NBL1
NBS1
NCAM1
NCB5O0R
NCOA1
NCOA4
NCOA6
NCOR1
NDEL1
NDFIP2
NDRG4
NDST2
NDUFAB1
NDUFB3
NDUFB4
NDUFB7
NDUFB8
NDUFS8
NDUFV1
NEDD4
NEDDA4L
NEDDS8
NEK6
NEK7
NET1
NEXN
NF1
NF2
NFATC3
NFIB
NFIL3
NFKB1
NFKB2
NFKBIA
NFKBIE
NFRKB
NFYC
NGFB
NGFR
NICE-4
NID2
NID67
NINJ1
NISCH
NKAP
NKG7
NKTR
NME1
NME2
NME3
NME4
NME6
NMI
NMT2
NNMT
NOC4
NODAL
NOL8
NOLA2
NOS2A
NOS3
NOTCH3
NOTCH4
NOV
NOVA1
NOVA2
NP
NPC2
NPD007
NPDO014
NPDC1
NPM3
NPPB
NROB2
NR2C2
NR2F6
NR4A1
NR6A1
NRAP
NRCAM
NRD1
NRG1
NSE1
NSF
NT5C

NT5C2
NTF3
NTN4
NTRK3
NUBP2
NUCB1
NUCB2
NUDT9
NUFIP1
NUMA1
NUP155
NUP188
NUP214
NUP43
NXPH1
NXT2
NYD-SP21
NY-REN-58
0AS1
0AS2
0AS3
OASL
OAT
OAZIN
OBP2B
0ODC1
ODF2
0GG1
OGN
OGT
OIP106
OK/SW-
cl.56
OLFM1
OLIG2
OMD
ONECUT1
OPCML
OPTN
OR2A9P
OR2I6
ORC1L
ORF1-FL49
ORM2
OSAP
OSBP
OSBPL10
OSBPL2
OSBPL9
OSMR
OSTF1
OTC
OTUB1
OVOL1
P17.3
P29
P2RY2
P2RY5
P2RY6
P5326
PA2G4
PACS1
PADI2
PAEP
PAFAH2
PAH
PAICS
PAIP2
PAI-RBP1
PAK1
PAK2
PAK6
PAM
PANK1
PANX1
PAP
PAPD5S
PAPPA
PAPSS1
PAPSS2
PARVG
PAWR
PAX2
PAX5
PAX6

PAX8
PAX9
PAXIP1L
PB1
PBF
PBX1
PBX3
PC

PC4
PCAF
PCANAP1
PCBD
PCBP2
PCDH1
PCDH12
PCDH17
PCDH7
PCDH9
PCDHAS
PCDHB10
PCDHB12
PCDHB2
PCDHGC3
PCF11
PCK1
PCK2
PCMT1
PCNA
PCNT2
PCNX
PCOLN3
PCSK9
PCTAIRE2B
P
PCTK1
PCTK2
PCTK3
PCYOX1
PD2
PDCD1
PDCD1LG1
PDCD2
PDCD5
PDCD6IP
PDE2A
PDE4B
PDE6D
PDGFA
PDGFB
PDGFRA
PDGFRB
PDGFRL
PDHA1
PDIP
PDIR
PDLIM3
PDPR
PECAM1
PER3
PEX1
PEX10
PEX12
PEX14
PFAAPS
PFDN5
PFKFB1
PFKL
PFKM
PFN1
PFTK1
PGBD2
PGF
PGGT1B
PGK1
PGM2L1
PGM5
PGR1
PHC3
PHEMX
PHF13
PHF19
PHF2
PHLDA3
PHT2
PHYHD1

PI4KII
PICALM
PIG11
PIGCP1
PIK3C2A
PIK3C2B
PIK3C2G
PIK3C3
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
PIK3R4
PIK4CA
PIK4CB
PILRA
PIM1
PIM2
PINK1
PITPNM1
PJA2
PKD2L1
PKLR
PKM2
PKNOX1
PLA2G10
PLA2G12A
PLA2G1B
PLA2G2D
PLA2G4A
PLA2G4B
PLA2G5
PLA2G6
PLA2G7
PLA2R1
PLAA
PLAC1
PLAG1
PLAGL1
PLAGL2
PLAU
PLCE1
PLEKHB1
PLK1
PLK3
PLOD
PLOD2
PLTP
PLVAP
PLXNC1
PLXND1
PMCH
PME-1
PML
PMM1
PMS1
PMSCL1
PMSCL2
PNMA1
PODN
POFUT1
POLA
POLD3
POLD4
POLDIP2
POLE3
POLE4
POLL
POLRIC
POLR2F
POLR2G
POLR2H
POLR3D
POLR3K
POLRMT
POLS
POMC
POP4
POPDC2
POR
POU1F1
POU2AF1



POU2F2
POU2F3
POU5F1
PP
PP591
PPA2
PPAP2B
PPAP2C
PPARA
PPARD
PPARGC1A
PPBP
PPFIA1
PPFIA2
PPFIA3
PPFIA4
PPHLN1
PPIC
PPID
PPIE
PPIF
PPIH
PPIL1
PPIL2
PPOX
PPP1CA
PPP1CB
PPP1CC
PPP1R10
PPP1R11
PPP1R13B
PPP1R15A
PPP1R15B
PPP1R1B
PPP1R3A
PPP1R3C
PPP1R7
PPP1R8
PPP2CB
PPP2R1A
PPP2R1B
PPP2R2B
PPP2R3A
PPP2R5A
PPP2R5B
PPP2R5C
PPP2R5D
PPP2R5E
PPP3CA
PPP3CB
PPP5C
PPP6C
PPT1
PQBP1
PRDM2
PRDM4
PRDX1
PRDX2
PRELP
PRF1
PRG1
PRG-3
PRIM2A
PRKAA1
PRKAA2
PRKAB1
PRKAB2
PRKACB
PRKAG1
PRKAG2
PRKAG3
PRKAR1A
PRKAR1B
PRKAR2A
PRKAR2B
PRKCA
PRKCB1
PRKCBP1
PRKCD
PRKCE
PRKCH
PRKCL1
PRKCL2
PRKCM
PRKCN

PRKCQ
PRKCSH
PRKCZ
PRKDC
PRKG1
PRKG2
PRKRIP1
PRKRIR
PRNPIP
PRO1073
PRO2730
PROCR
PRODH
PROX1
PRP19
PRRG1
PRSS15
PRSS16
PSAP
PSAT1
PSD
PSIP1
PSMA1
PSMA4
PSMA5
PSMB1
PSMB10
PSMB3
PSMB4
PSMB9
PSMC2
PSMC3
PSMC5
PSMC6
PSMD1
PSMD10
PSMD12
PSMD13
PSMD14
PSMD2
PSMD3
PSMD4
PSMD5
PSMD9
PSME2
PSME3
PSMF1
PSTPIP2
PTCH
PTEN
PTGER3
PTGIR
PTGS1
PTH
PTHR1
PTK2
PTK6
PTK7
PTOV1
PTP4A3
PTPDC1
PTPN1
PTPN11
PTPN18
PTPN22
PTPN3
PTPN4
PTPN6
PTPN7
PTPNS1
PTPRB
PTPRE
PTPRG
PTPRH
PTPR]
PTPRK
PTPRM
PTPRN
PTPRO
PTPRS
PTTG1
PTX1
PUNC
PURA
PURB

PUS1
PXK
PXN

QKI
QP-C
QSCN6
RAB10
RAB11A
RAB11B
RAB13
RAB14
RAB1A
RAB2
RAB26
RAB27A
RAB27B
RAB28
RAB2L
RAB30
RAB31
RAB33A
RAB35
RAB36
RAB37
RAB38
RAB39B
RAB3A
RAB3B
RAB3IL1
RAB5A
RABSB
RAB5C
RAB6A
RAB7
RAB7L1
RABSA
RABSB
RAB9A
RAB9P40
RABAC1
RABGEF1
RABGGTA
RABGGTB
RABL2B
RAC2
RAD17
RAD23A
RAD23B
RAD50
RAD51C
RAD54B
RADS54L
RAF1
RAGE
RAI17
RAI2
RALA
RALB
RALBP1
RALGDS
RALGPS1A
RAMP
RANBP2
RANBP3
RANBP6
RANBP7
RANGAP1
RAP1A
RAP1B
RAP2A
RAP80
RAPGEF1
RAPGEF4
RAPH1
RARA
RARG
RARRES2
RARRES3
RASA1
RASA2
RASAL1
RASGRP1
RASGRP2
RASSF1
RASSF2

RASSF5
RBAF600
RBBP4
RBBP6
RBBP7
RBL2
RBM14
RBM17
RBM18
RBM27
RBM4
RBMS5
RBM6
RBP1
RBX1
RCD-8
RCE1
RCOR1
RECK
RECQL
RECQL4
REL
RELB
RENT1
REPS1
RER1
REST
RFC3
RFC4
RFC5
RFWD1
RGOMTD1
RGC32
RGL1
RGR
RGS19IP1
RGS2
RGS3
RGS9
RHEB
RHOA
RHOB
RHOC
RHOD
RHOH
RIMS2
RIMS3
RING1
RINZF
RIPK2
RIPK3
RLF
RMP
RNASE4
RND1
RNF11
RNF110
RNF121
RNF138
RNF14
RNF149
RNF159
RNF25
RNF31
RNPEP
RNPEPL1
ROCK1
ROCK2
ROR2
RORC
ROS1
RP26
RP4-622L5
RPA1
RPAP1
RPC155
RPL10
RPL10A
RPL11
RPL17
RPL18
RPL27A
RPL31
RPL35A
RPP14

RPP21
RPP30
RPS10
RPS14
RPS15A
RPS16
RPS21
RPS24
RPS25
RPS27
RPS6
RPS6KA1
RPS6KB2
RPS7P1
RPS8
RQCD1
RRAD
RRAGA
RREB1
RRM1
RRM2B
RRN3
RRP22
RSC1A1
RSU1
RTN1
RTN3
RTN4R
RTTN
RUNX1
RUNX3
RUVBL1
RXRA
RXRB
RYK
S100A10
S100A9
SACS
SAMD4
SAMD6
SAMSN1
SARDH
SASH1
SAT
SBDSP
SBP2
SCAM-1
SCAP2
SCARA3
SCARB2
ScD
SCEL
SCG2
SCGB2A1
SCN3A
SCNN1D
SCYD1
SCYE1
SDCBP
SDCCAG16
SDCCAG3
SDHD
SEC13L
SEC31L2
SEC5L1
SEC61A1
SEC61B
SECP43
SECTM1
SELE
SELK
SELL
SELP
SELPLG
SELT
SEMA3B
SEMA3C
SEMA4C
SEMA4D
SEP6-
SEPN1
SEPP1
SEPX1
SERF1A
SERPINA1
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SERPINA3
SERPINA4
SERPINA6
SERPINB3
SERPINE1
SERPING1
SERPINH1
SERTAD1
SESN2
SET

SF1
SF3A1
SFN
SFRP1
SFRP2
SFRP4
SFRS1
SFRS11
SFRS2
SFRS3
SFRS4
SFRS7
SFRS9
SFTPA1
SFTPA2
SFTPD
SGCB
SGNE1
SGPL1
SH2D1A
SH3BGRL2
SH3D5
SH3GL2
SH3KBP1
SHANK2
SHARP
SHC1
SHC3
SHFM3
SHOX2
SIAH1
SIAHBP1
SIAT1
SIAT4C
SIAT6
SIAT7E
SIAT9
SIGLEC7
SIL

SIRT1
SIVA
SIX1

SIX6
SKD3

SKI

SKIL
SKP1A
SKP2
SLA/LP
SLBP
SLC12A4
SLC15A3
SLC16A9
SLC19A1
SLC19A2
SLC1A2
SLC1A3
SLC22A18
SLC22A6
SLC22A9
SLC24A4
SLC25A1
SLC25A14
SLC25A16
SLC25A17
SLC25A26
SLC25A29
SLC26A10
SLC26A3
SLC27A4
SLC28A1
SLC28A2
SLC29A1
SLC29A3
SLC2A1

SLC2A2
SLC2A3
SLC2A4
SLC2A4RG
SLC2A5
SLC2A8
SLC30A3
SLC30A6
SLC31A1
SLC31A2
SLC35A3
SLC35B1
SLC35E2
SLC37A1
SLC38A6
SLC39A1
SLC43A1
SLC43A3
SLC5A4
SLC6A16
SLC6A8
SLC7A10
SLC7A9
SLC9A1
SLC9A3R1
SLIT1
SLITRK2
SMARCA1
SMARCA?2
SMARCA3
SMARCAS
SMARCB1
SMARCC1
SMARCC2
SMARCD1
SMARCD3
SMARCE1
SMC2L1
SMN1
SMO
SMP1
SMURF1
SNAI1
SNCAIP
SNCG
SNIP1
SNRPA
SNRPC
SNRPF
SNRPG
SNTB2
SNX1
SNX12
SNX13
SNX15
SNX9
SocC
SOCS1
SOCS2
SOCS3
SOCS6
SOD1
SOD2
SOD3
SON
SOS1
S0X12
SOX3
SP100
SP110
SP140
SP192
SP2
SPA17
SPAM1
SPARC
SPARCL1
SPATA11
SPATA6
SPC12
SPEC1
SPEC2
SPG3A
SPIN
SPINK1

SPOCK2
SPOP
SPP1
SPRR2C
SPRR3
SPRY1
SPRY2
SPTAN1
SPY1
SRA1
SRC
SREBF2
SRF

SRI
SRPK2
SRR
SRRM2
SS18
SSA1
SSB1
SSBP3
SSFA2
SSPN
ST13
ST14
ST5
ST6GALNA
Cé

ST7
STAC
STAM
STAM2
STAP2
STARD10
STAT2
STAT3
STAT4
STATSA
STAT6
STAU
STIM1
STIP1
STK10
STK11IP
STK16
STK17A
STK17B
STK24
STK32B
STK38
STK4
STK6
STMN1
STOM
STOML1
STX12
STX17
STX5A
STX6
STXBP2
SUCLG1
SULF1
SULT1B1
SUPT3H
SUPTS5H
SUPT6H
SUPV3L1
SURF1
SURF5
SYBL1
SYK
SYNCOILIN
SYNCRIP
SYNE1
SYNPO
SYT7
T1
T1A-2
TACSTD1
TACTILE
TAF12
TA-KRP
TANK
TARBP1
TARBP2



TARDBP
TARSH
TAX1BP2
TAZ
TBC1D13
TBC1D15
TBCD
TBCE
TBK1
TBN
TBP
TBPL1
TBRG1
TBX2
TCEA1
TCEA2
TCEB1
TCEB3
TCERG1
TCF20
TCF21
TCF4
TCFL4
TCL1A
TCL6
TCN1
TCOF1
TDE2
TDG
TDGF1
TDRKH
TEBP
TEC
TEK
TENC1
TERF1
TERF2
TERT
TESK2
TEX10
TFAM
TFAP2A
TFAP2C
TFB1M
TFDP1
TFDP2
TFF1
TFG
TFR2
TFRC

TGFA
TGFB114
TGFB2
TGFB3
TGFBI
TGFBR1
TGFBR2
TGIF
THAP4
THBD
THBS2
THBS3
THBS4
THG-1
THOC2
THPO
THRA
THRAP3
THRAP5
TIAM2
TIEG
TIEG2
TIF1
TIGD3
TIMP1
TIMP3
TIMP4

TIP39
TIPARP
TK2
TKTL1
TLE1
TLE2
TLL2
TLOC1
TLP19
TLX1
TM4SF13
TM4SF2
TM4SF6
TM4SF7
TM4SF8
TM7SF1
Tm9sf1
TMEFF1
TMEM16D
TMEM16F
TMEM24
TMLHE
TMP21
TMPO
TNC

TNF
TNFAIP1
TNFAIP3
TNFAIP6
TNFRSF10C
TNFRSF11
A
TNFRSF11
B
TNFRSF14
TNFRSF17
TNFRSF19L
TNFRSF25
TNFRSF5
TNFRSF6
TNFRSF7
TNFRSF8
TNFSF10
TNFSF11
TNFSF13
TNFSF13B
TNFSF4
TNFSF5IP1
TNFSF8
TNFSF9
TNKS2
TNNT1
TNXB
TOB1
TOB2
TOMM40
TOP1
TOP2A
TOP2B
TOP3A
TOP3B
TOPBP1
TOPORS
TOR1B
TOSO
TP53
TP53BP1
TP53I3
TP53INP1
TP73L
TPD52
TPD52L1
TPD52L2
TPT1
TRA1
TRAD
TRADD
TRAF1

TRAF2
TRAF3
TRAF5
TRAF6
TRAP1
TRH
TRHDE
TRIM14
TRIM22
TRIM32
TRIP11
TRIP3
TRIP4
TRIT1
TRPC5
TRPV2
TRRAP
TSC1
TSFM
TSG101
TSHR
TSPAN-1
TSSC1
TSSC4
TSTA3
TTC11
TTF1
TTF2
TTR
TTRAP
TTYH3
TUBA1
TUBA2
TUBA3
TUBAS
TUBB
TUBB2
TUBB4
TUBD1
TUBE1
TUBG1
TUBG2
TUBGCP2
TULP2
TUSC3
TWIST1
TXK
TXN2
TXNDC4
TXNRD1
TYRO3
TYROBP
TYRP1
U2AF1
UBA2
UBA52
UBADC1
UBAP1
UBASH3A
UBC
UBD
UBE1
UBE2B
UBE2C
UBE2D1
UBE2D2
UBE2D3
UBE2E2
UBE2G1
UBE2G2
UBE2H
UBE2L3
UBE2L6
UBE2N
UBE2S
UBE3A
UBE4B
UBL3

UBL4
UBL5
UBQLN1
UBR1
UBTF
UBXD1
UCHL1
UCHLS
UCK1
UcCP2
UCP3
Ufcl
UGCG
UHRF2
ULK2
UMP-CMPK
UMPK
UNC84A
UNQ1849
UNQ8193
UPF2
UPK1A
UPP1
UQCR
UQCRC1
UREB1
UROD
USMG5
USP12
USP14
USP15
USP16
USP18
USP19
USP2
USP20
USP21
USP22
USP24
USP25
USP3
USP32
USP33
USP39
USP48
USP7
USP8
USP9X
USP9Y
UVRAG
VAMPS5
VANGL1
VAV1
VAV2
VAV3
VAX2
VBP1
VCAM1
VCL
VDAC1
VDR
VDRIP
VEGFC
VENTX2
VGLL1
VHL
VIL2
VKORC1
VMD2
VNN1
VPS13C
VPS13D
VPS26
VPS28
VPS35
VPS52
VRK1
VSX1

VTI1B
VWF
WARP
WARS
WASPIP
WBP1
WBSCR14
WBSCR5
WDR13
WDR20
WDR34
WEE1
WFDC5
WISP2
WNT11
WNT2
WNT2B
WNT4
WNT5A
WNT5B
WT1
WWP2
XBP1
XCL1
XLKD1
XPA
XPO7
XRCC1
XRCC3
XRCC4
XRCC5
XTP2
YES1
YIF1
YWHAH
YWHAQ
ZAP70
ZBTB11
ZBTB2
ZBTB9
ZCCHC10
ZCCHC11
ZCCHC6
ZDHHC12
ZDHHC16
ZDHHC18
ZDHHC5
ZDHHC9
ZFP37
ZFP64
ZFP91
ZFPL1
ZFYVE16
ZHX1
ZMPSTE24
ZMYM1
ZMYND19
ZNF11B
ZNF146
ZNF151
ZNF183
ZNF185
ZNF189
ZNF212
ZNF216
ZNF232
ZNF235
ZNF25
ZNF259
ZNF265
ZNF266
ZNF274
ZNF275
ZNF281
ZNF30
ZNF313
ZNF331
ZNF345

203

ZNF398
ZNF404
ZNF408
ZNF43
ZNF46
ZNF507
ZNF521
ZNF542
ZNF562
ZNF566
ZNF577
ZNF593
ZNF6
ZNF75
ZNF79
ZNFN1A1
FLJ13449
FLJ20277
FLJ20618
FLJ20628
FLJ20783
FLJ20847
FLj21031
FLJ21156
FLj21918
FLJ22059
FLj22237
FLJ22457
FLJ22558
FLJ22573
FLJ22609
FLJ22995
FLJ23468
FTL
G6PD
GALGT
GGT1
GLDC
GNAQ
GNB5
GNG3
GPR37
GSTM1
GTF2I
GTF3A
HABP2
HMG1
HNRPU
HOXA4
HOXC5
HOXD3
HSF4
HSOBRGRP
HSPA1B
HSPB1
HSPC141
HTGN29
I-1
ICAM4
ICMT
IGKV3D-15
IL14
IL9R

IPT
ITGAL
ITIH4
KIAA0123
KIAA0226
KIAA0336
KIAA0337
KIAA0440
KIAA0485
KIAA0493
KIAA0506
KIAA0508
KIAA0546
KIAA0655
KIAA0673

KIAA0674
KIAA0842
KIAA0869
KIAA0937
KIAA1085
KIAA1209
KIAA1276
KIAA1373
KIAA1394
KIAA1449
KIAA1474
KIAA1856
KNS2
LHFPL3
LOC114135
LOC114136
LOC114222
LOC114225
/ANKRD11
LOC51031
LOC51119
LOC51154
LOC51189/
ATP5IF1
LOC51249
LOC51259
LOC58481
LOC64182
LW-1
MAGEA11
MAGEA3
MAP-1
MAP2K5
MAP4K2
MAPK7
MAPKS8IP2
MATK
MCPR
MGC12928
MGC14797
MGC15548
MGC3036
MGC3178
MGC5469
MGP

MIC1
MID2
MKP-7
MLLT2
MNAT1
MPL
MRPL11
MT1L
MTHFD2
MYLE
NAALADAS
EL
NESP55
NOL3
NR1D1
NR1I3
NUDE1
0DZ1
OGFR
P2Y5
PAX1
PCDHA10
PCDHA12
PCDHA7
PCDHA9
PCDHAC1
PCDHGAS8
PDP
PEGAM2
pknbeta
PLEC1
PLSCR3
PMX2B

POLR2C
PP15
PPGB
PPIA
PPIB
PPP1R2
PRG5
PRIM1
PRKRA
PR0O0823
PR0O2900
PRP18
PRX2
PSG9
px19
RAB6KIFL
RABL2A
RANBP2L1
RBAK
RHEB2
RISC
RNU17D
ROK1
RPL26
RPL36
RPL7
RPS11
RPS19
RPS29
RPS3
RPS7
SAS
SCGF
SCYA4
SCYB14
SDC4
SDCCAG43
SDR1
SEP2
SERPINAS
SH3GLB2
SIX2
SLC16A4
SLC2A9
SMAC
SPI1
SPIB
SPRR2A
ST1B2
STATI2
SULT1A3
TAF2D
TAF2S
TBCA
TC21
TCF8
TGFBR3
TM7SF2
TNFSF12
TOM1L1
TPI1
TRIM5
UBEZ2E3
UBE4A
UBN1
UMPH1
UPK1A
USP4
USP5
USspP6
UTX
VAMP8
VI

VRK2
VRP
ZNF33A
ZNF36



Anexo Il

Listado de los 2293 genes obtenidos con al menos el 80% de la informacion.

A4GALT ALDH1A2 ASCC1 BCL7B C1QDC1 CCNF CDH8 CLIC4
AASDHPPT ALDH1A3 ASH1L BDKRB1 C2 CCNH CDK2 CLK1
ABCA1 ALDH5A1 ASH2L BDKRB2 C20o0rf111 CCNI CDK4 CLK4
ABCB1 AMHR?2 ASTN2 BFAR C20orf4 CCNL1 CDK5 CLMN
ABCB6 ANGPTL2 ATAD1 BHLHB2 C21orf25 CCNT1 CDK6 CLPX
ABCC1 ANGPTL3 ATF1 BICD2 C2orf17 CCR1 CDK8 CMIP
ABCC2 ANKRD1 ATF2 BIK C3F CCR5 CDKL2 CNK1
ABCC6 ANLN ATF3 BIRC1 c5 CCR7 CDKL3 CNTN1
ABCC8 ANXA1 ATF5 BIRC2 C6orf103 CCRK CDKL5 CNTN3
ABCC9 ANXA4 ATF6 BIRC3 Céorf115 CCRL1 CDKN1C CNTN4
ABCD1 ANXA5 ATP10B BIRC4 Cé6orf133 CCRL2 CDKN2C CNTN6
ABCF2 ANXA7 ATP11A BIRC5 Céorf134 CCT2 CDT6 CNTNAP1
ABL1 ANXAS8 ATP1B1 BIRC6 Céorf5 CCT4 CDYL CNTNAP2
ABLIM1 AP1IM1 ATP2A2 BLCAP Céorf63 CCT5 CEACAM1 COL11A1
ACADM AP3M2 ATP5C1 BLZF1 c7 CCT6A CEACAM4 COL11A2
ACE AP4M1 ATP5G2 BMP1 C70rf20 CCT7 CEACAM6 COL16A1
ACO1 APAF1 ATP5]2 BMP2 C9orf12 CD226 CEBPA COL18A1
ACOX1 APC ATP6VOA1 BMP4 C9orf125 CD33 CEBPG COL4A6
ACSL3 APEX1 ATP6VOC BMP5 C9orf28 CD3G CENPB COL5A2
ACTL7A APG1 ATP6VOD1 BMP6 C9orf3 CD4 CENTB2 COL6A3
ACTN1 APG5L ATP6V1A BMP7 C9orf5 CD5 CENTB5 COL8A2
ACTN2 APG7L ATP6V1F BMPR2 C9orf55 CD53 CEP2 COL9A2
ACTN4 API5 ATP6V1G1 BMSCUbP C9orf58 CDh6 CFLAR COPB2
ACTR1A APLP2 ATP8A1 BNIP1 C9orf72 CD69 CGA COPG2
ACTR1B APOC1 AURKC BNIP2 C9orf74 CD84 CGB5 COQ4
ACTR8 APOL3 AVIL BNIP3L C9orf78 CDA CGIO1 CORO1C
ACVR1 APR3 AXIN1 BPAG1 CA9 CDA08 CGI63 CORO2A
ACVRL1 APRT AXIN2 BRCA1 Cab45 CDC10 CGI69 CORO2B
AD158 ARAF1 AXL BRD3 CACNA2D2 CDC14A CGI85 COX15
ADA ARF4L B3GAT3 BRIX CAMSAP1 CDC14B CGI94 COX6B
ADAM17 ARFGAP1 B4GALT5 BSCL2 CAPON CDC16 CH25H COX7A1
ADD1 ARFGEF2 BAALC BTF3 CAPZA1 CDC20 CHCI1L CPEB3
ADD3 ARG1 BAAT BTG3 CARD4 CDC23 CHD1 CPT1A
ADH1B ARHE BACH BTK CARHSP1 CDC25A CHD2 CRADD
ADK ARHGAP1 BAG1 BTRC CASP10 CDC25C CHD3 CRAT
ADSL ARHGAP25 BAG2 BUB1 CASP8 CcbC27 CHEK1 CREB3
AFG3L2 ARHGAP5S BAG3 BUB3 CASP9 CDC2L5 CHFR CREBBP
AFTIPHILI ARHGAP6 BAG4 C10orf3 CAV1 CDC34 CHGB CREBL2
N ARHGAP8 BAG5 C100rf69 CAV2 CDC37 ChGn CREG
AGMAT ARHGDIA BAI1 C100rf70 CBFA2T2 CDC42 CHI3L1 CRKL
AGPAT2 ARHGEF1 BAI2 C11orf30 CBFA2T3 CDC42BPA CHKA CRNKL1
AGRN ARHGEFS5 BAIAP2 Cl1lorf5 CCBL1 CDC45L CHL1 CRSP7
AGT ARHGEF6 BAK1 C120rf10 CCBP2 CDC5L CHMP15 CRSP9
AGTR1 ARHI BAP1 C14orf104 CCDC6 CDC6 CHN1 CRY1
AGTRL1 ARHN BARX2 C140rf130 CCL13 CDC7 CHS1 CSDA
AHCY ARID1A BBC3 Cl4orf142 CCL15 CDCA7 CHST2 CSE1L
AIM1 ARL3 BC008967 C140rf166 CCL2 CDH1 CHST5 CSF1
AIM2 ARL7 BCAR1 Cl4orf2 CCL20 CDH11 CIP29 CSF1R
AK1 ARNT BCAR3 Cl6orf3 CCL23 CDH15 CIT CSF2
AK2 ARP3BETA BCAS2 C17 CCL26 CDH16 CITED1 CSF3
AK3 ARPC1A BCCIP C18orfl CCL3 CDH18 CIZ1 CSF3R
AKAP13 ARPC3 BCL11A C19orf12 CCL8 CDH19 CKB CSH1
AKAP3 ARPC5 BCL2 C19orf28 CCNB2 CDH2 CKS1B CSNK2A1
AKAP9 ARR3 BCL2L1 Clorf2 CCNC CDH3 CKS2 CSPG2
AKL3L ARRB1 BCL2L2 Clorf21 CCND1 CDH4 CLC CSRP2
ALAD ARTS1 BCL6 Clorf29 CCND2 CDH5 CLCN6 CST6
ALCAM ASC BCL7A Clorf38 CCNE1 CDH6 CLIC2 CTBP2
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CTGF
CTH
CTNNA1
CTNNA2
CTNND1
CTNND2
CTPS
CTSB
CTSK
CTSL
CTSL2
CTSS
CUL3
CUL4A
CXCL1
CXCL11
CXCL12
CXCL3
CXCL6
CXorf12
CXorf6
CXX1
CXXC5
CYC1
CYCL
CYCS
CYFIP2
CYP11A1
CYP11B1
CYP17A1
CYP19
CYP1B1
CYP26A1
CYP27B1
CYP2A7
CYP2B6
CYP2B7
CYP2C9
CYP2J2
CYP4A11
CYP4F2
CYP4F8
CYP7B1
CYP8B1
D2S448
DAB2IP
DAD1
DAPK3
DATF1
DAXX
DAZAP1
DBCCR1
DC13
DCI

DCK
DCL1
DCTD
DCTM4F2
DCTN6
DDB1
DDIT3
DDX23
DDX3X
DDX6
DEDD

DEK
DGAT2
DGCR6L
DHFR
DHX9
DIO1
DJ4620232
DKC1
DKFZP43~
1335
DKFZP434
€212
DKFZP434
H132
DKFZP56~
0463
DKFZp56~
0769
DKFZP56~
1023
DKFZP56~
1378
DKFZP564
D116
DKFZP5641
122
DKFZP564
0243
DKFZp727
A071
DKFZP76~
0211
DKFZp761
D112
DKK3
DLEU1
DLG5
DLX4
DNAZ2L
DNAI1
DNAJB1
DNAJB2
DNAJB5
DNAJB6
DNAJC13
DNAJC4
DNAJC6
DNASE2
DNCI2
DOCIR
DOCK2
DOCK7
DOLPP1
DPAGT1
DPF2
DPH2L2
DPYD
DRAP1
DSC1
DSCAM
DSG1
DSG2
DUSP22
DUSP4
DUT

DVL2
DVL3
DVS27
DZIP3
E2F1
E2F4
E2F5
E2F6
E21G4
EBAF
EBI2
EBI3
ECE1
ECM2
ECT2
EDG1
EDG2
EDG6
EDN2
EDN3
EEF1D
EFA6R
EGF
EGFL3
EGFL5
EGFR
EGR2
elF2A
EIF2C1
EIF2C3
EIF2S2
elF3k
EIF3S2
EIF3S3
EIF3S5
EIF356
EIF4A2
EIF4B
EIF4G3
EIF5
EIF5B
ELA2A
ELAVL2
ELAVL4
ELF1
ELF4
ELL
ELN
ELOVL1
EML4
EMR1
EMR2
EMS1
ENC1
ENG
ENO1
ENO2
ENO3
ENPP2
ENTPD1
ENTPD3
ENTPD5
EP400
EPAS1
EPB41

EPB41L3
EPB41L4B
EPHA1
EPHB2
EPHB3
EPHB4
EPO
EPOR
EPS15
EPS15L1
EPS8
ERBB3
ERCC1
ERCC2
ERCC3
ERCC5
EREG
ERF
ESPL1
EST1B
ETV1
ETV3
ETV4
ETV6
EVI2A
EVL
EVPL
EXT2
F10

F8
FABP3
FADD
FADS1
FAF1
FAH
FAM11A
FAMBA1
FANCA
FANCF
FANCG
FARP1
FAT2
FATJ
FAU
FBLN5
FBP1
FBP2
FBX30
FBXL10
FBXL3A
FBXL7
FBX02
FBX025
FBX04
FBX05
FBX06
FBX08
FCGRT
FCN1
FCN2
FDXR
FEM1B
FER
FGD1
FGF1
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FGF12
FGF2
FGF20
FGF4
FGF5
FGF9
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGG
FGIF
FHIT
FHL3
FIGF
FLJ10094
FL]10099
FLJ10211
FLJ10276
FLJ10458
FLJ10496
FLJ10521
FLJ10525
FL]10597
FLJ10871
FLJ11021
FLJ11196
FLj11218
FLJ11305
FLJ11730
FLJ12442
FLJ12529
FLJ12875
FLJ12903
FLJ12969
FLJ13154
FLJ13171
FL]13188
FLJ13220
FLJ13409
FLJ13491
FLJ14007
FLJ14511
FLj14825
FLJ14936
FLj20244
FLJ20291
FLJ20445
FLJ20477
FLJ20487
FLJ20580
FLJ20699
FLJ20716
FLj21032
FLJ21174
FLJ21657
FLJ22794
FLJ22875
FLJ22938
FLJ23018
FLJ23027
FLJ23153
FLJ23360
FLJ23451
FLJ23468
FLJ23476

FLNC
FLT1
FLT3LG
FLT4
FMOD
FNBP1
FNTA
FNTB
FOLH1
FOLR1
FOLR2
FOLR3
FOSL2
FOXG1B
FOXK2
FPGT
FRAP1
FREQ
FRMD4
FRZB
FSCN2
FSCN3
FTS]1
FUBP1
FURIN
FUSIP1
FUT4
FYB
FYN
FZD1
FZD10
FZD3
FZD4
FZD5
FZD6
FZD7
G1P2
G1P3
GAB1
GABARAP
GABPB2
GABRD
GAD1
GAD2
GADD45B
GAL
GALE
GANAB
GARP
GARS
GAS1
GAS2
GAS41
GAS7
GBP2
GC20
GCH1
GCNT1
GCs1
GDA
GDF1
GDF11
GDF5
GEMINS
GFI1

GGPS1
GHITM
GHR
GHRH
GJA4
GJB3

GK
GLG1
GLI2
GLI3
GLUD1
GMEB1
GNAS
GNB1
GNB2L1
GNG10
GNG11
GNG12
GNRH1
GOLGA4
GOLPH2
GOPC
GOT1
GPNMB
GPR107
GPR21
GPR3
GPX7
GRB14
GRIM19
GRK6
GRP58
GSDML
GSTM3
GSTP1
GTF2B
GTF2H1
GTF2H2
GTF2H3
GTF3C2
GTL3
GTPBP1
GUSB
hAA1925
hAA2704R
PL44
hAA3450
hAA3592
hAA3848
hAA4225
hAA4333
hAA4347
hAA4456
hAA6054
hAA6426F]
X1
hAA6427
hAA6450
hAA6490
hAA6780CC
T6A
hAA6864
hAA6919
hAA6990
hAA7519C

DC~1
hAB2451
hAB2791
hAB4505
hAC0166
hAC0242
hAC2377
hAC6778
hAC9062
hAC9231TE
F
hAC9893
HACE1
hAD0107
hAD0578
hAD0601
hAD0687
hAD0696
hAD0712
hAD1557
hAD4423
hAD4438
hAD4777
hAD5395
hAD6284C
CL23
hAD7826
HAGH
HBXIP
HCA127
HCFC1
HCK
HCLS1
HCRTR1
HD
HDAC1
HDAC2
HDAC3
HDAC4
HDAC6
HDAC8
HDCMA18P
HDGF
HELLS
HELSNF1
HEMGN
HERC2
HES2
HEY1
HEYL
HFL1
HGFAC
HH114
HHEX
hIAN2
HIG2
HIMAP2
HIRA
HIRIP3
HIST1H1C
HIST1H3D
HIST1H4B
HIST1H4F
HIST1H4H
HIST1H4]J



HIST2H2BE
HK1

HKE2
HLADMA
HLADMB
HMGN?2
HMGN4
HMMR
HNMT
HNRPF
HOXA1
HOXA10
HOXA2
HOXB13
HOXB2
HOXB5
HOXB6
HOXB7
HOXC11
HOXC13
HOXD10
HOXD4
HOXD8
HPCA
HPRP8BP
HRAS
HRASLS3
HRB2
Hs119887C
DK6
Hs131188S
YT7
Hs133389T
G~2
Hs133421L
IFR
Hs133534K
SR
Hs149261R
UNX
Hs1665391
T~P
Hs22867EI
F~1
Hs25766W
NT4
Hs260928S
L~1
Hs270279T
Y~1
Hs325531F
NTB
Hs33962S5N
~40
Hs378836H
0~1
HS3ST3B1
Hs40582C
~14B
Hs42771cd
h19
Hs431048A
BL1
Hs431101G
~12

Hs432355T
~28
Hs435052A
T~1
Hs45836~
113A
Hs493655S
L~P
Hs50635~
107A
Hs513660C
~16
Hs519337B
RD8
Hs521456
~10B
Hs5281111
L27
Hs59214D
NA~3
HSBP1
HSD17B3
HSD17B4
HSF2
HSGT1
HSPA1L
HSPA4
HSPAS
HSPASBP1
HSPA6
HSPAS
HSPB7
HSPC150
HSPC196
HSPE1
HSPH1
HSXIAPAF1
HTATSF1
HTR2B
HUCEP11
HUS1
HYAL1
HYAL3
ICAM2
D2

D4

IDE
IDH3G
IFI30
IFITM1
IFITM2
IFITM3
IFNAR1
IFNAR2
IGF1
IGF1R
IGF2
IGFBP1
IGFBP2
IGFBP6
IGHMBP2
IGLJ3
IGSF1
IKBKAP
IL10RA

IL10RB
IL11
IL12RB2
IL13
IL13RA1
IL13RA2
IL17C
IL18BP
IL18R1
IL18RAP
IL1A
IL1B
IL1F9
IL1R2
IL1RAP
IL1RAPL1
IL1RL1
IL27RA
IL2RB
IL5RA
IL6R
IL6ST
IL7
IL7R
IL8RB
ILF2
ILF3
IMAGE345
1454
IMP2
IMPA1
ING1
INHBB
INPP5B
INSIG1
INVS
IPO4
1PO8
IQGAP1
IRF1
IRF2
IRF6
ISYNA1
ITGA1
ITGA10
ITGA11
ITGA2
ITGA3
ITGA4
ITGAS
ITGA6
ITGAE
ITGAX
ITGB1
ITGB3BP
ITGB4BP
ITGB5
ITGB8
ITIH3
ITM2A
ITPR1
ITSN2
JAG2
JAK1
JAK2

JARID1A
JM1

JM5
JMJD1C
JMJD2B
JUN

JUNB
K6HF
KAI1
KCNAB2
KCNE3
KCNK6
KCNQ2
KCTD15
KDR
KIAA0125
KIAA0157
KIAA0195
KIAA0261
KIAA0280
KIAA0335
KIAA0355
KIAA0408
KIAA0459
KIAA0460
KIAA0494
KIAA0495
KIAA0601
KIAA0608
KIAA0664
KIAA0690
KIAA0789
KIAA0826
KIAA0913
KIAA0970
KIAA1008
KIAA1181
KIAA1194
KIAA1212
KIAA1268
KIAA1279
KIAA1354
KIAA1545
KIAA1579
KIAA1789
KIAA1799
KIAA1866
KIF11
KIF2C
KIT

KLF4
KLF8
KLIP1
KRAS2
KRT13
KRT19
KRT20
KRT4
L1CAM
LAMA3
LAMA4
LAMC1
LAMC3
LAMP2
LATS2

LBR

LCE

LCK
LCMT?2
LCN2
LCP1
LCP2
LDB2
LEPRE1
LHFPL2
LHX1
LHX6
LIFR
LIG3
LITAF
LMO7
LNX
LOC114225
LOC51068
LOC51107
LOC51668
LOC54499
LOC56181
LOC56926
LOC84661
LOC88523
L0OC91689
LRAP
LRBA
LRP5
LRRC2
LRRFIP2
LSM10
LSM4

LTA

LTB
LTB4R2
LTBR
LTF

LYN
LYPLA1
M11S1
MADH?2
MADH4
MADHS5
MADH7
MADHIP
MAF
MAFB
MAFF
MAFG
MAG
MAGEA10
MAGEA2
MAGEAS8
MAGEB1
MAGEF1
MAL
MALT1
MAN1
MAP17
MAP2K3
MAP2K4
MAP3K10
MAP3K14
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MAP3K4
MAP3K6
MAP3K7
MAP3K7IP
1
MAP4K1
MAP4K4
MAP6
MAPK10
MAPK12
MAPK13
MAPK14
MAPK4
MAPKS8IP1
MAPKS8IP3
MAPKAP1
MAPKAPK2
MAPKAPK3
MAPKAPKS5
MASP1
MAST?2
MAT1A
MAT2A
MATN1
MAZ
MBD2
MBD5
MBNL1
MBNL2
MC1R
MCF2
MCM3
MCSC
MDM2
MDM4
MDS024
MECP2
MED6
MEIS1
MEIS2
MEIS4
MEOX2
MET
MFAP1
MFAP2
MFN2
MFTC
MGC10966
MGC10993
MGC12904
MGC2747
MGC2865
MGC3248
MGC4172
MGC4189
MGC4251
MGC4399
MGC4645
MGC5370
MGC5508
MGC5528
MGEAS
MGEA6
MGMT
MICAL2

MICB
MIG12
MINK
MIPEP
MIR
MITF
MIZ1
MJD
MLANA
MLF1
MLH3
MLL
MLL3
MLL4
MMP11
MMP15
MMP19
MMP2
MMP23B
MMP24
MMP25
MMP7
MMP9
MNT
MPDZ
MPP1
MPP6
MRAS
MRLC2
MRPL1
MRPL12
MRPL13
MRPL16
MRPL22
MRPL32
MRPL35
MRPL37
MRPS15
MRPS2
MRPS22
MRPS27
MRPS30
MS4A7
MSH2
MSH3
MSH5
MSN
MST1R
MST4
MT3
MTA1
MTF1
MTIF2
MTL5
MTM1
MTMR4
MTVR1
MUF1
MX1
MXD4
MYB
MYBBP1A
MYBL1
MYBL2
MYC

MYCBP
MYCL1
MYCN
MYL5
MYO1B
MYO06
MYOZ1
N33
NADSYN1
NAP1
NAPG
NCAM1
NCB5O0R
NCOA4
NCOR1
NDFIP2
NDRG4
NDUFAB1
NDUFB4
NDUFB7
NDUFB8
NDUFS8
NEDD4
NEK6
NET1
NF2
NFATC3
NFIL3
NFKB2
NFKBIE
NFRKB
NGFB
NGFR
NICE4
NID2
NINJ1
NISCH
NKTR
NME1
NME2
NME3
NME4
NME6
NMI
NMT2
NNMT
NOC4
NODAL
NOL8
NOLA2
NOS3
NOTCH4
NOV
NOVA1
NP
NPD007
NPDO014
NPDC1
NPM3
NPPB
NROB2
NR2C2
NR2F6
NR4A1
NR6A1



NRCAM
NRG1
NSF
NT5C2
NTN4
NTRK3
NUCB1
NUCB2
NUDT9
NUFIP1
NUP155
NUP214
NXT2
NYRENS58
0AS1
0AS2
0AS3
OBP2B
0DC1
ODF2
0GG1
OGN
OGT
OLIG2
OMD
OPCML
OPTN
OR2A9P
OR2I6
ORF1FL49
OSAP
OSBP
OSBPL10
OSBPL9
OSMR
OSTF1
OTC
OTUB1
OVOL1
P

P29
P2RY2
P2RY6
PA2G4
PACS1
PADI2
PAEP
PAFAH2
PAH
PAIP2
PAK1
PAK6
PANX1
PAPD5
PAPPA
PAPSS1
PAPSS2
PAWR
PAX5
PAX6
PAX8
PAX9
PAXIP1L
PBF

PC

PC4
PCAF
PCANAP1
PCDH1
PCDH7
PCDHB10
PCDHB2
PCF11
PCMT1
PCNA
PCNT2
PCTAIRE2B
p
PCTK1
PDCD1
PDCD5
PDCD6IP
PDE2A
PDE4B
PDE6D
PDGFA
PDGFRA
PDGFRB
PDGFRL
PDIR
PEX1
PEX14
PFKL
PFKM
PFTK1
PGF
PGK1
PHF19
PHF2
PHT2
PI4KII
PICALM
PIG11
PIGCP1
PIK3C2A
PIK3C2B
PIK3C2G
PIK3C3
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
PIK4CA
PIK4CB
PIM1
PIM2
PINK1
PITPNM1
PJA2
PKM2
PKNOX1
PLA2G5
PLAA
PLAG1
PLAGL1
PLAGL2
PLAU

PLCE1
PLEKHB1
PLK1
PLOD
PLOD2
PML
PMM1
PMS1
PMSCL2
PNMA1
POFUT1
POLA
POLD4
POLE3
POLE4
POLRIC
POLR2G
POLR3D
POLR3K
POLRMT
POLS
POP4
POR
POU2AF1
POU2F2
POU2F3
POU5F1
PP
PP591
PPAP2B
PPAP2C
PPARA
PPARD
PPBP
PPFIA1
PPFIA2
PPFIA4
PPIE
PPIF
PPIH
PPIL1
PPIL2
PPOX
PPP1CA
PPP1CC
PPP1R11
PPP1R13B
PPP1R15B
PPP1R1B
PPP1R3A
PPP1R3C
PPP1R7
PPP2CB
PPP2R1B
PPP2R2B
PPP2R3A
PPP2R5A
PPP2R5B
PPP2R5C
PPP2R5E
PPP3CA
PPP3CB
PPP6C
PPT1
PQBP1

PRDM2
PRDX1
PRDX2
PRF1
PRIM2A
PRKAA1
PRKAB1
PRKAB2
PRKACB
PRKAG1
PRKAG2
PRKAG3
PRKAR1A
PRKAR1B
PRKAR2B
PRKCA
PRKCBP1
PRKCD
PRKCE
PRKCH
PRKCL1
PRKCL2
PRKCM
PRKCN
PRKCQ
PRKCSH
PRKCZ
PRKDC
PRKG1
PRKRIP1
PRKRIR
PRNPIP
PRO0823
PRO2730
PRP19
PRRG1
PRSS15
PRSS16
PSAP
PSD
PSIP1
PSMA1
PSMA5
PSMB10
PSMB4
PSMB9
PSMC2
PSMC3
PSMC5
PSMC6
PSMD1
PSMD10
PSMD12
PSMD13
PSMD2
PSMD4
PSME2
PSME3
PTEN
PTGER3
PTGS1
PTH
PTHR1
PTK2
PTK6
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PTOV1
PTP4A3
PTPN18
PTPN3
PTPN6
PTPN7
PTPNS1
PTPRE
PTPR]
PTPRK
PTPRM
PTPRN
PTPRO
PTPRS
PTTG1
PTX1
PUNC
PURA
PUS1
PXN
QPC
RAB10
RAB11A
RAB11B
RAB13
RAB14
RAB1A
RAB2
RAB26
RAB27A
RAB28
RAB31
RAB38
RAB3A
RAB3IL1
RAB5A
RABSB
RAB5SC
RAB6A
RAB7L1
RABSB
RAB9A
RABAC1
RABGEF1
RABGGTA
RABL2B
RAD23A
RAD23B
RAD50
RAD51C
RAD54B
RADS54L
RAF1
RAGE
RAI2
RALA
RALGDS
RALGPS1A
RAMP
RANBP2
RANBP3
RANBP6
RANBP7
RANGAP1
RAP1A

RAP1B
RAP2A
RAP80
RAPGEF4
RARA
RARRES2
RARRES3
RASGRP1
RASSF1
RASSF2
RASSF5
RBAF600
RBBP6
RBBP7
RBL2
RBM17
RBM27
RBM4
RBP1
RBX1
RCD8
RCOR1
RECK
RECQL
RECQL4
REL
RENT1
REPS1
RER1
REST
RFC4
RGOMTD1
RGS2
RGS3
RGS9
RHOD
RHOH
RIMS2
RIMS3
RING1
RINZF
RLF
RMP
RNASE4
RNF110
RNF121
RNF138
RNF14
RNF159
RNF25
RNF31
RNPEP
RNPEPL1
ROCK1
ROR2
RORC
RP4622L5
RPA1
RPAP1
RPL10A
RPL18
RPP14
RPP21
RPP30
RPS10

RPS21
RPS24
RPS27
RPS6KA1
RPS8
RRAD
RRAGA
RRM1
RRM2B
RRN3
RSC1A1
RSU1
RTN4R
RTTN
RUNX3
RUVBL1
RXRB
S100A10
S100A9
SACS
SAMD4
SAMSN1
SARDH
SAT
SCAP2
SCARA3
SCD
SCGB2A1
SCN3A
SCYD1
SDCCAG16
SDCCAG3
SDHD
SEC31L2
SEC61A1
SECP43
SELL
SELP
SELPLG
SELT
SEMA3C
SEMA4C
SEPN1
SEPX1
SERPINA1
SERPINA6
SERPINB3
SERPINH1
SERTAD1
SESN2
SF3A1
SFRP1
SFRP4
SFRS11
SFRS3
SFRS7
SFRS9
SFTPA1
SFTPD
SGCB
SGNE1
SH2D1A
SH3D5
SH3GL2
SH3KBP1

SHANK2
SHARP
SHC1
SHC3
SHFM3
SIAH1
SIAHBP1
SIAT4C
SIAT9
SIGLEC7
SIL

SKD3

SKI
SKP1A
SLC12A4
SLC19A1
SLC1A2
SLC1A3
SLC22A6
SLC25A14
SLC25A17
SLC26A3
SLC28A1
SLC29A1
SLC29A3
SLC2A1
SLC2A2
SLC2A3
SLC2A4
SLC2A5
SLC2A8
SLC31A1
SLC35A3
SLC35B1
SLC35E2
SLC43A1
SLC6A16
SLC6A8
SLC7A10
SLC7A9
SLC9A1
SLIT1
SMARCA1
SMARCA?2
SMARCA3
SMARCAS
SMARCB1
SMARCC1
SMARCC2
SMARCD3
SMC2L1
SMP1
SMURF1
SNAI1
SNCAIP
SNCG
SNRPA
SNRPG
SNX1
SNX15
SNX9
SOCS1
SOCS3
SOCS6
SOD1



SOD2
SOD3
SP110
SP140
SP192
SP2
SPA17
SPAM1
SPARCL1
SPG3A
SPIN
SPINK1
SPOCK2
SPOP
SPRR2C
SPRR3
SPRY1
SPRY2
SRA1
SRC
SRI
SRPK2
SRR
SRRM2
SS18
SSB1
SSFA2
ST13
ST14
ST5
ST6GALNA
Cé

ST7
STAC
STAM
STAM2
STAT3
STAT4
STIM1
STIP1
STK11IP
STK17A

STK17B
STK24
STK32B
STK6
STOM
STXBP2
SULF1
SUPT3H
SUPT5H
SUPV3L1
SURF1
SURF5
SYBL1
SYK
SYNCOILIN
SYNCRIP
SYNE1
SYNPO
SYT7
TACTILE
TAF12
TAF2S
TAKRP
TANK
TARBP1
TARBP2
TARDBP
TARSH
TAX1BP2
TAZ
TBCE
TBK1
TBPL1
TCEA1
TCEA2
TCEB1
TCEB3
TCERG1
TCF20
TCF21
TCF4
TCFL4

TCL1A
TCL6
TCN1
TCOF1
TDG
TDGF1
TDRKH
TEC
TEK
TERF1
TERF2
TERT
TESK2
TFAM
TFAP2A
TFAP2C
TFDP1
TFDP2
TFR2
TG
TGFA
TGFB114
TGFB2
TGFB3
TGFBR1
THBS3
THBS4
THPO
THRAP3
THRAP5
TIEG
TIF1
TIMP3
TIMP4
TIPARP
TK2
TLE1
TLL2
TLX1
TM4SF6
TM4SF7
TMEFF1

TMEM24
TMLHE
TMPO
TNC

TNF
TNFAIP1
TNFAIP3
TNFAIP6
TNFRSF11
A
TNFRSF14
TNFRSF17
TNFRSF19L
TNFRSF25
TNFRSF5
TNFRSF6
TNFRSF7
TNFRSF8
TNFSF10
TNFSF11
TNFSF13
TNKS2
TNNT1
TNXB
TOB2
TOP1
TOP2A
TOP3A
TOP3B
TOPORS
TOR1B
TOSO
TP53
TP53BP1
TP53INP1
TP73L
TPD52L1
TPD52L2
TRA1
TRAD
TRAF1
TRAF2
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TRAF3
TRAF5
TRAF6
TRAP1
TRH
TRHDE
TRIM32
TRIP3
TRIP4
TRPC5
TRRAP
TSG101
TSHR
TSPAN1
TSSC1
TSSC4
TSTA3
TTF1
TTF2
TTR
TUBA1
TUBA2
TUBA3
TUBAS8
TUBB
TUBE1
TUBG1
TUBG2
TUBGCP2
TULP2
TWIST1
TXK
TXN2
TXNDC4
TXNRD1
TYROBP
TYRP1
U2AF1
UBA2
UBA52
UBADC1
UBAP1

UBD
UBE2B
UBE2C
UBE2D1
UBE2D2
UBE2D3
UBE2E2
UBE2G2
UBE2L3
UBE2L6
UBE2N
UBE2S
UBTF
UCHLS
UCK1
ucCP2
UCP3
Ufcl
UGCG
UMPCMPK
UPF2
UPK1A
UPP1
UQCR
UQCRC1
UREB1
UROD
USP12
USP15
USP16
USP18
USP19
USP20
USP22
USP25
USP3
USP33
USP39
USP7
USP8
USP9X
USP9Y

UVRAG
VANGL1
VAV2
VAV3
VBP1
VCAM1
VDR
VENTX2
VGLL1
VHL
VIL2
VNN1
VPS13D
VPS28
VPS35
VTI1B
VWF
WARP
WASPIP
WBP1
WBSCR14
WBSCR5
WDR13
WEE1
WNT11
WNT2
WNT2B
WNT4
WNT5A
WNT5B
WT1
WWP2
XBP1
XCL1
XPA
XPO7
XRCC1
XRCC4
XRCC5
XTP2
YES1
YWHAH

ZAP70
ZBTB11
ZBTB2
ZCCHC10
ZCCHC11
ZDHHC16
ZDHHC18
ZDHHC5
ZDHHC9
ZFP37
ZFP64
ZFPL1
ZHX1
ZMYM1
ZNF151
ZNF183
ZNF185
ZNF212
ZNF216
ZNF235
ZNF259
ZNF265
ZNF266
INF274
ZNF275
ZNF313
ZNF345
ZNF43
ZNF46
ZNF521
ZNF562
ZNF593
ZNF6
ZNF75
ZNF79
ZNFN1A1



Anexo 111

Listado de los 97 genes seleccionados para el estudio de validacion con NanoString.

ABCF1 FGFR1 PLCG1

AKT FGFR3 PLS3

ALAS1 FJX1 POLR2A
LARG FOXP3 PRF1

BIRC3 FYN PRKACB
CARD11 GATA3 PRKCQ
CCDC32 GATA6 PTEN

CCR4 GZMA PTK7

CCR7 HDAC3 RHOA

CD19 HPRT1 RHOB

CD2 HRAS RORC
CD274 IKZF2 L selectina/SELL
CD28 IL10 CLA/SELPLG
CD38 IL10RA STAT3
CD3D IL15 STAT4
CD3E IL17A STATSB
CD3G ITK SYK

CD4 JAK1 SYNE-1B
CD5 JUN-B TBX21
CD52 KIR3DL2 TNFRSF25
CD7 NKG2D TNFRSF8
CD79A LCK CD137L (TNFSF9)
CD79B LCP1 TP53

CD8 LSP1 TRAC

CIT LYN TRAF1
CXCL10 MAPK1 TRBC1_new
CXCL12 MAPK13 TRBC1
CXCL13 MTOR TRBC2
CXCR3 MYC TRBC2_new
CXCR4 CD56 TRGC1/2
CD26/DPP4 NKP30 TUBB
DUSP15 B7H6 USP39
EGR2 NUAK1 VCAM1
ERCC3 PDCD1 VEGFB
CD16(FCGR3) PIK3CA ZEB1
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Anexo IV

Modelo de consentimiento informado que se da a los pacientes:

INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION,
ALMACENAMIENTO Y USO DE MUESTRAS EN BIOBANCO DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE

Usted esta siendo invitado a donar la parte sobrante del material bioldgico (muestras o
partes de su cuerpo) resultante después de su utilizacion para uso diagndstico o tras
algin procedimiento terapéutico (cirugia...). Si usted acepta, dicho material sera
utilizado para fines cientificos, segin dispone al respecto la legislacion vigente, con el
objetivo de intentar contribuir al mejor conocimiento de las enfermedades y lograr
avanzar en su diagndstico y tratamiento.

Con este material se realizardn analisis de expresion genética / perfil mutacional de las
células tumorales (micosis fungoide), la informacidén que podamos obtener representa
un valioso instrumento con destino a abrir nuevas lineas de la investigacion de
enfermedades y puede permitir desarrollar de nuevas estrategias y terapias aplicables a
los pacientes.

Se le pide su consentimiento para realizar el almacenamiento y estudio de las muestras
donadas. Estos seran evaluados en sus aspectos éticos y cientificos por el Comité Etico
de Investigacion Clinica. Estos proyectos se podran desarrollar tanto en el Hospital
Universitario "12 de Octubre" como en otros centros. Se podran realizar analisis
genéticos (en ocasiones, generar modelos animales) que se usaran en el desarrollo y
mejora de nuevas terapias y tratamientos, pudiéndose beneficiar usted, sus familiares, y
en general, toda la sociedad.

Su colaboracién es voluntaria y gratuita, por lo que renuncia a cualquier derecho de
naturaleza econdmica, patrimonial o potestativa sobre los potenciales beneficios que
puedan derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a
cabo con las muestras que cede para investigacion. Independientemente de que otorgue
0 no este consentimiento, la calidad asistencial que se le dard serd la misma. Su Gnico
beneficio es el que corresponde al avance de la medicina en beneficio de la sociedad, y
el saber que ha colaborado en este proceso. La muestra asi recogida no podra ser objeto
directo de actividades con animo de lucro. La donacion de su muestra no supone ningin
gasto extra para usted (o su representante legal). Su participacion tampoco supondra
ningun riesgo o molestia adicional para usted, ya que no se realizara ninguna prueba o
intervencion distinta de aquella en la que se obtiene la muestra.

Sus muestras y datos clinicos se cederan codificados, por lo que su identidad estara
protegida, cada muestra se identificara con un co6digo y nunca el grupo cientifico que
lleve a cabo la investigacion podra asociar su identidad con el cddigo asignado, aunque
podria conocerse, si fuera necesario, utilizando dicho codigo.

Los resultados seran analizados por grupos de investigadores y expertos y podran ser
comunicados en reuniones, congresos médicos o publicaciones cientificas,
manteniéndose la confidencialidad.

En caso de necesitar algiin dato o muestra adicional, se contactara con usted pero
siempre tendra derecho a elegir si desea participar. Si se obtuviera informacion relativa
a su salud o a la de sus familiares, usted tendra derecho a ser informado de los datos
genéticos generados y usted decidira sobre su conocimiento. Segun prevé la Ley,
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cuando esta informacion a criterio del médico responsable, sea necesaria para evitar un
grave perjuicio para su salud o la de sus familiares biologicos, se informara a un
familiar proximo o a un representante, previa consulta del comité asistencial si lo
hubiera. En todo caso, la comunicacion se limitara exclusivamente a los datos
necesarios para estas finalidades.

Usted es libre de solicitar en cualquier momento la revocacion del consentimiento para
utilizar sus muestras, pudiendo solicitar la destruccion o anonimizacion (destruccion del
codigo que vincula la muestra con su identidad) de las mismas. No obstante, los efectos
de la revocacion no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que se
hayan llevado a cabo previamente a la misma. Asimismo tiene derecho a incluir las
restricciones que desee respecto del uso de sus muestras.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados
cumpliendo en todo momento el deber de secreto, de acuerdo con la legislacion vigente
en materia de proteccion de datos de caracter personal. Sus datos personales se
incorporaran a un fichero inscrito en la Agencia Espafiola de Proteccion de datos,
conforme a los términos establecidos en la legislacion vigente. Para mayor facilidad en
el ejercicio de sus derechos de acceso, oposicion, rectificacion o cancelacion de sus
datos, ademas de retirar, destruir, 0 anonimizar sus muestras o datos comunicandolo al
médico clinico responsable que le informo, al servicio de este hospital que le facilitd
este consentimiento, también puede hacerlo a través de la direccion de correo
electronico: biobanco.hdoc@salud.madrid.org

En el caso de almacenamiento de muestras de menores de edad, se garantiza el acceso a
la informacion sobre la muestra por el sujeto fuente cuando éste alcance la mayoria de
edad. Si precisa mas informacion o alguna aclaracion, no dude en preguntar a su médico

DECLARACIONES Y FIRMAS

Declaro: He leido, he sido informado y comprendo el contenido de la presente hoja de
informacion, lo que acredito con mi firma en prueba de mi consentimiento.

He preguntado y aclarado las posibles dudas al Dr,/Dra ...............

Entiendo que mi participacion es voluntaria y gratuita y comprendo que puedo solicitar
la revocacion de este consentimiento en cualquier momento, sin tener que ofrecer
explicaciones y sin que repercuta en mis cuidados médicos presentes y/o futuros.

Autorizo que se realicen estudios genéticos y moleculares con las muestras aportadas.

Autorizo que a que se consulte mi historia clinica, cuando sea imprescindible para la
realizacion del proyecto .

Si de las investigaciones con mis muestras derivan resultados biomédicos que puedan
interesar a mi o a mis familiares, segln la legislacion vigente:

* Quiero ser informado. Si No O
* No quiero ser informado, aunque acepto que mis familiares lo sean, si los
resultados les pudieran afectar. SI 0 NoO



No quiero que mis muestras sean utilizadas en proyectos de investigacion que tengan
qUE VET CON ....evvnnnannn.

Este documento se expide en tres ejemplares, uno de ellos para usted, otro se conservara
en el Biobanco del HOSPITAL UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE vy la tercera en el
centro donde se obtuvo la muestra.

DOY CONFORMIDAD, PARA DONAR MIS MUESTRAS Y DATOS
CONSINTIENDO EL ALMACENAMIENTO Y USO EN LAS CONDICIONES
DETALLADAS EN ESTE DOCUMENTO, Y PARA QUE ASi CONSTE, FIRMO
ESTE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Madrid, a ......... de..c.o........

Firma del paciente, Firma del médico,

Nombre del representante legal en caso de incapacidad del paciente para consentir, ya
sea por minoria de edad, incapacidad legal o incompetencia, con indicacion del caracter
con que interviene (Padre, Madre, Tutor, etc.).

Nombre:

D.N.L.:

Firma,

Encalidadde......................... autorizo la realizacion del procedimiento
mencionado.

Para cualquier duda, revocacion de consentimiento, etc. puede dirigirse: el médico
clinico responsable que le informo, el servicio de este hospital que le facilito este
consentimiento, a la Unidad de Atencion al Paciente del HOSPITAL 12 DE OCTUBRE
o a la direccion de correo electronico: biobanco.hdoc@salud.madrid.org



AnexoV

Log?2 fold chang std error (log2)

CXCL10-mRNA -2.16
CD8-mRNA -1.23
JUN-B-mRNA -1.07
CD79B-mRNA  1.47
TRBC2_new-mF
CCR4-mRNA
RORC-mRNA
CXCR3-mRNA
TNFRSF25-mRM

MY C-mRNA
CXCL13-mRNA
CXCL12-mRNA
IL15-mRNA
CIT-mRNA
CD28-mRNA
CD19-mRNA 1.24
CD52-mRNA
IKZF2-mRNA

L selectina/SEL 0.86
RHOB-MmRNA
EGR2-mRNA
CD79A-mRNA 1.64
CD5-mRNA
TRBC1_new-mF
PRF1-mRNA -0.52
CCR7-mRNA
NKG2D-mRNA
CXCR4-mRNA
PIK3CA-mRNA
CD3G-mRNA
TNFRSF8-mRN/
FYN-mRNA
AKT-mRNA -0.19
PTEN-mRNA
CD4-mRNA
CCDC32-mRNA
MAPK13-mRNA
IL1O0RA-MRNA
CD26/DPP4-mR
TRGC1/2-mRNA
MAPK1-mRNA 0.6
PLS3-mRNA 0.36
BIRC3-mRNA
FJX1-mRNA
SYNE-1B-mRN/£-0.16
TRBC1-mRNA
PRKACB-mRNA
STAT4-mRNA
B7H6-mRNA
NUAK1-mRNA
ZEB1-mRNA
STAT5B-mRNA
VCAM1-mRNA
CD3D-mRNA
FOXP3-mRNA
TRBC2-mRNA
TRAC-mRNA
FGFR3-mRNA -0.22
TRAF1-mRNA
LYN-mRNA
MTOR-mRNA
CD7-mRNA -0.29
HRAS-mRNA
ITK-mRNA
TBX21-mRNA
FGFR1-mRNA
PDCD1-mRNA
PTK7-mRNA
LARG-mRNA
SYK-mRNA
CD274-mRNA
VEGFB-mRNA
GZMA-mRNA
PLCG1-mRNA
CD2-mRNA
GATA3-mRNA
CD16(FCGR3)-n
CLA/SELPLG-n
LCP1-mRNA
JAK1-mRNA
CD56-mRNA
RHOA-MRNA
LCK-mRNA
CD137L (TNFSF
PRKCQ-mRNA
NKP30-mRNA
STAT3-mRNA
CD3E-mRNA
CD38-mRNA
CARD11-mRNA
TP53-mRNA
LSP1-mRNA

6.01e-05

983
01.06
752
-688
452
-593
2.2
-597
-348
627
677

571
544 0.26

-654
-505

846
606

818
-686 0.37
-5623
185
499
584
-248

839
393
681
451
-247
403

392 0.29
365

324
333
-396
304
-271
508 0.46
126
288
304
416 0.43
-236
235

232
206
-104

112
221
257
106
259
122
978
141
212
578
212
689
997
582
124
909
62
21
743
41
619 0.25
583
75
784
204
359
-538 0.46
-362 0.31
482
0.22

496
313
278
417
333
377
297
278
186
246
927
253
151
272
306
582
268

411
318
246
809
417
308
267
434

288
109
296
348
152
119
532
252
448
299
165
276
506
414
249

275
122
256
268
342
265
242

115
265
298

255
262
263
277
248
129
381
148
321
401
166
408
193
168
258
392
123
455
168
291
172
388
286
225
764
275
159

247
328
402
118
234

822

Lower confidencUpper confidenc Linear fold char Lower confiden« Upper confidenc P-value

-3.13
-1.84
-1.61

0.32

-1.23

-1.08

-1.09

-1.28

-1.04

-1.41
-1.09

-1.07

-1.04

-1.04

-0.54

-0.67

657
331

171

882

384

-643
928
769
998
454
351
544

-988
585
285
225

-324

-273
-819
-974
-547

-203

-197
-135
-569
-138
-255
-212
-129
-176
-173
-399
-177
-192

-216
-745
-395
-991
-232
-279
-427
-735
-278
-736
-312
-279
-356

-177
-408

-219

-256
-427
-364
-556
-299

-398

-395
-883
-651
-502
-129
-613
-271
-552
-426
-569
-867
-251
422
-955
-644
-156
-432

-1.19
2.29

1.33

1.16

2.38
1.67

3.23
1.21

1.67
1.26

1.88

1.56

0.96

1.41
3

1.26

0.85

0.68
0.26
0.47

0.47

0.71
0.21

213

614
522

142
817
-111
04.02
-101
-523

1.1
01.05

-306
-221

357

39
425
398

01.08

508
435

887

01.04
757
945

849

904
796
825
857
273
824
203

807
888

264
749
296
775
692
148
457
401

529
431
01.06
501
232
647
981
183

278
636

378
171
464
353
428
543
719

494
848
572
166
432

N

4

A A aN

a

o

0

.78
.98

.68

.37

.59

.54

.36
.49
.46
.82

.52

.76

.14
.41

.79
.31

.37

.32
.67
.52
.28
.31
.29

.25
.26
.76
.23

42
.22

.23
.33

A7
.15

.96

.95

224
427
478

02.08
621
663

661
786

635
705

697

622
696

1.5
842
877

843

895

829

01.09

849

859

931
818
01.08

837
01.08

01.09
934
1.1

961
863
953
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