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Introduccién

1. Cancer de colon.

1.1. Incidencia.

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores mas frecuentes en los paises
desarrollados y, aunque su incidencia en los paises en vias de desarrollo como India o
los paises africanos puede ser hasta 25 veces menor [1], se esta empezando a observar
un aumento del impacto de la enfermedad sobre su poblacion. la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) estima que al afio se detectan aproximadamente 945.000 nuevos
casos en todo el mundo y se producen en torno a 492.000 muertes debido a esta
enfermedad [2].

Tasa ajustada de mortalidad del céncer

colorectal por cada 100.000 habitantes

35
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Fig.1. Representacion grafica del aumento de la mortalidad del cancer
colorrectal en Espafia entre los afios 1975 y 2000.

En Espafia, los ultimos datos epidemiolégicos publicados [3] referentes al afio
2000, confirmaron que el cancer colorrectal fue la primera causa de muerte por cancer
(11.971 personas) y mostraron un aumento del nimero de nuevos casos diagnosticados
que ascendio hasta los 25.665. De acuerdo con estos datos, en el periodo de tiempo
comprendido desde 1975 hasta el afio 2000, se produjo un incremento de la tasa
ajustada de mortalidad anual por cancer colorrectal (Fig.1.) tanto en hombres como en

mujeres (2.6% y 0.8% respectivamente).

A pesar de que en la actualidad la mejora en las técnicas de deteccion precoz del
cancer y el aumento del abanico terapéutico han podido invertir esta tendencia, dando
lugar a un estancamiento o incluso una disminucién en las cifras de mortalidad del

CCR, este sigue teniendo una gran incidencia en la poblacién espafiola.
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1.2. Cancer esporadico vs. Cancer familiar.

El cancer colorrectal es una enfermedad en la que confluyen tanto causas
genéticas como ambientales. La mayoria de los tumores colorrectales (70-85%) se
encuadran dentro de los tumores de tipo esporadico y que por tanto no poseen una carga
genética heredada (Fig.2). Sin embargo, se estima que hasta un 30% del total de
tumores detectados podrian tener un componente hereditario con familiares en primer o
segundo grado afectados (Fig.2). Asimismo, entre un 5-6% de la poblacién afectada,
desarrollara tumores asociados con sindromes hereditarios autosomicos dominantes
(principalmente el sindrome de la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) y el sindrome
de Céancer Colorrectal Hereditario No Polipésico (HNPPC)) [4].

Esporadico
s
(70-85%)

Familiar
(10-25%)

HNPCC
(5%) Sindromes
raros

(<0.1%)

PAF (1%)

Fig.2. Distribucion de los subtipos de cancer colorrectal en la poblacion.

Tiempo de progresion del cdncer colorrectal
Colonocito Inicio del Progresién .
normal tumor tumoral Carcinoma
CCR — Normal — Normal —> 6% riesgo de (R
esporddico (30-50 afios de ediad) (10-20 afios) (edad media ~ 68 afios)
Temprana Normal 100% iresgo de CCR
FAP ™ G0aisdeedid) > (10-20afes) > (edad media ~40afes)
HNPCC  —> Normal — Rdpida 5 80%riesgo de CCR
(30-50 afios de edad) (1-3 afios) (edad media ~ 40 afios)

Tabla.1. Esquema de tiempo necesario para la aparicion del cancer colorrectal en funcion del tipo
de tumor desarrollado. Adaptado de [5].

Este tipo de sindromes hereditarios han sido asociados a mutaciones germinales
en genes como APC (sindrome PAF) o en los genes reparadores del DNA
(principalmente MLH1, MSH2 y MSH6 en el caso del sindrome HNPCC) produciendo,

3
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o bien una aparicién temprana del inicio del tumor, o bien una disminucion del tiempo
necesario para la progresion del mismo (Tabla.l.), provocando la aparicion de la
enfermedad en torno a los 40 afios en lugar de en torno a los 68 afios como ocurre en el

cancer colorrectal esporadico [5].

1.3. Factores de riesgo no genéticos.

Los principales factores de riesgo para la aparicién de tumores esporadicos son
de tipo ambiental (Tabla.2.) y estan particularmente asociados a comportamientos
propios del estilo de vida occidental. Los ultimos estudios de tipo prospectivo parecen
confirmar la asociacion de dietas ricas en carnes rojas, la elevada ingesta de alcohol o la
obesidad con un mayor riesgo de desarrollar este tipo de tumores, mientras que las
dietas ricas en fibra, calcio, vitamina D, acido félico o selenio podrian ser protectoras
frente al desarrollo del mismo [1,6]. Otras caracteristicas del estilo de vida occidental
como la edad tardia del primer embarazo o la vida sedentaria han sido igualmente
identificadas como factores de riesgo. Junto a estos, hay que afadir otros que ya se
conocian previamente como el tabaquismo, la edad avanzada o diversas enfermedades

asociadas al intestino grueso como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa [2].

Factores de Riesgo asociados a CCR en tumores esporadicos

» Edad avanzada » Sexo masculino

* Colecistectomia » Anastomosis ureterocdlica

* Colitis Ulcerosa » Enfermedad de Crohn

* Obesidad * Dieta rica en carnes y grasa

» Estilo de vida sedentario » Dieta baja en fibra, folato y calcio.
* Diabetes melitus » Tabaquismo

* Irradiacién previa * Elevado consumo de alcohol

* Tabajos peligrosos para la salud: exposicion a asbestos
* F. hormonales: multipara, edad tardia del primer embarazo, menopausia temprana.

Tabla.2. Principales factores de riesgo asociados al desarrollo del cancer colorrectal. Adaptada

de [2].

1.4. Clasificacion del cancer colorrectal.

Desde su establecimiento por Dukes en la primera mitad del siglo XX [7], el

sistema de clasificacion de los tumores colorrectales ha tenido siempre como referencia
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la extension anatdmica de los mismos, describiéndose en la actualidad mediante tres

parametros (Fig.3.):

s Extension (T) indica el grado de infiltracion tumoral en la pared del intestino

grueso.

% Ganglios afectados (N)ndica si el tumor se ha extendido a ganglios situados en las

proximidades del tumor.

% Metéstasis (M)indica si ha existido invasion de otros érganos por parte del tumor.

/ Se disemina a olros drganos

Normal
Ganglio Vaso
linfatico ey sanguin

" [ Serosa

Fig.3. Representacion gréafica de la evolucién de un tumor colorrectal desde el
estadio inicial hasta que produce la invasién de otros érganos.

Las modificaciones realizadas hasta nuestros dias tanto en la propia clasificacion
[8] como en los métodos de evaluacion (Ej. en la actualidad es necesario el estudio
anatomopatologico de un minimo de 12 ganglios linfaticos de la zona que rodea el
tumor para realizar la correcta clasificacion del paciente) [9], han contribuido a
establecer una clasificacion mas precisa (Tabla.3 y 4). Fruto de esto, la clasificacion que
inicialmente fue disefiada para predecir el pronéstico de los pacientes, también es
utilizada en la actualidad para la toma de decisiones sobre qué pacientes deben o no

recibir tratamiento [10].
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T-tumor primario

TX No se puede valorar la infiltracion del tumor

T0 No hay evidencias de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intrepitelial o invasion de la laming
T1 Tumor invade la capa submucosa

T2 Tunor invade la capa muscular propia

T3 Tumor invade la subserosa

T4 El tumor invade otros érganos o estructuras

N- Invasion de ganglios linfaticos

NX No se puede valorar el n° de ganglios afectados

NO No hay ganglios linfaticos regionales afectados

N1 Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales

N2 Metastasis en mas de 4 ganglios linfaticos regionales
M- Metastasis distantes

Mx No se puede valorar la existencia de métastasis en §
MO No hay metastasis distantes

M1 Metastasis Distante

Tabla.3. Descripcion de los criterios histoldgicos y subcategorias en los que esta basado el
actual sistema de clasificacion de los tumores colorrectales.

AJCC Dukes Astler-Coler | Supervivencia

TNM Etapa — — —
Tis, NO, MO 0 A A —
T1-T2, NO, MO [ A B1 80-95%
T3, NO, MO A B B2 72-75%
T4, NO, MO B B B3 65-66%
T1-T2, N1, MO A C c1 55-60%
T3-T4, N1, MO nB C c2 35-42%
Cualq T, N2, MO nc C c3 25-27%
Cualq T, Cualg N, M1 v D D 0-7%

Tabla.4. Equivalencias de los tres sistemas de clasificacion de tumores colorrectales mas utilizados.
Los datos de supervivencia proceden de.[11]

Pese a la utilidad de esta clasificacion en lo que se refiere al prondstico, este
sistema no es siempre capaz de predecir de manera clara cudl sera la evolucion de los
pacientes, especialmente en los estadios intermedios (Dukes B y C), si se beneficiaran
de un tratamiento con quimioterapia o radioterapia (Dukes B) y cual de todas las

posibilidades terapéuticas sera la mas adecuada (Dukes, B, C y D) [12].
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1.5. Marcadores pronosticos vy predictivos en CCR.

En respuesta a esta situacion, se han realizando gran namero de investigaciones
cuyo objetivo es descubrir otros marcadores clinicos, patolégicos o moleculares que
aporten una mayor precision a la clasificacion. Dependiendo de su funcion se clasifican
en [12]:

% Marcadores pronosticosportan informacion sobre la evolucion del paciente en

funcién de las caracteristicas de su tumor.

% Marcadores predictivosportan informacion sobre la respuesta del tumor ante un

determinado tratamiento.

Todo marcador, ademas de poder ser medido de manera sencilla y mediante
técnicas poco invasivas, debe aportar informacién que suponga una mejora sobre las
decisiones que se toman para el cuidado del paciente [13]. Entre los marcadores mas

estudiados en el cancer colorrectal encontramos [12,14,15]:

1.5.1. Marcadores histopatolégicos.

% |Invasidn venosa Vv linfaticd.a infiltracién de células tumorales tanto en los vasos

sanguineos como en las vias linfaticas ha sido descrita como factor de mal
prondstico independiente para la formacion de micrometastasis y para el crecimiento

de tumores macroscopicos en una segunda localizacion [16].

% Grado tumoral indica el grado de diferenciacion de la célula tumoral y su

participacion en la formacion de estructuras glandulares en comparacion con el
tejido colorrectal normal. En funcion de estos parametros, los tumores se clasifican
en [17]:

» Indiferenciados (< 25% de estructuras glandulares).

» Pobremente diferenciados (25-50% de estructuras glandulares).

» Moderadamente diferenciados (50-75% de estructuras glandulares).
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» Bien diferenciado (>75% de estructuras glandulares).
Un grado mas bajo de diferenciacion se asocia con un peor prondéstico del paciente.

% Invasion perineuralke produce cuando las células tumorales infiltran la cubierta de

los nervios (perineuro). Su presencia ha sido asociada con mal pronéstico [18].

+ Tipo histoldgico diferencia los tumores en base al tipo de célula epitelial que lo

compone. De entre todas las clases definidas por la OMS, tres han sido las
relacionadas con mal pronéstico [19]: tumores con células en anillo de sello,

tumores mucinosos y carcinomas de células pequefas.

«» Borde tumoral hace referencia a la frontera de crecimiento del tumor. Se divide en
infiltrante (asociado con mal prondstico), mixto y expansivo (asociado con buen

prondstico).

% Infiltracion linfocitaria del tumarla presencia de linfocitos en la zona de desarrollo

tumoral parece ser indicativa de una respuesta inmune del organismo frente al

cancer, siendo considerada un marcador prondstico favorable [16].

1.5.2. Marcadores moleculares.

 Inestabilidad en microsatélites (MSla aparicion de inestabilidad en secuencias

microsatélites (ganancia o pérdida de estas repeticiones), debidas a fallos en el
funcionamiento de los mecanismos reparadores del DNA (principalmente debido a
la ausencia de la proteina MLH1 como consecuencia de la hipermetilacion de su
promotor en CCR esporadico), provoca el desarrollo del tunssliante una via
diferente a la de los tumores de fenotipo estable (MSS). Se ha descrito por un lado,
como factor pronostico favorable [20] y por otro, como factor predictivo negativo

para el tratamiento con 5-Fluorouracilo (5-FU) [21].

s+ Antigeno Carcino-Embrionario (CEAES una glicoproteina expresada, entre otras

regiones, en el aparato digestivo del feto y que desaparece tras el nacimiento. En
adultos se ha observado su expresion en el 90% de los tumores colorrectales, aunque

también se han encontrado altos niveles de CEA en fumadores, en personas con
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cirrosis, con pancreatitis, con colitis ulcerosa o con ulcera peptidica. Como factor
prondstico, se ha visto que niveles elevados preoperatorios de este marcador (mas de
5 ng/ml en suero) confieren una menor probabilidad de supervivencia libre de
enfermedad a los 5 afios y que incluso niveles mayores a 15 ng/ml podrian ser
indicativos de presencia de metastasis ocultas [22]. Al ser una proteina cuya
expresion suele normalizarse tras la cirugia y que aumenta segun avanza el estadio
de la enfermedad, es un buen marcador de la evolucion del paciente tras la
operacion y su determinacion continuada durante la fase de seguimiento
postoperatoria permite una deteccidn temprana de recaidas y en concreto de la
aparicion de metastasis en higado [23]. Niveles bajos de CEA también se han
relacionado con un aumento de la supervivencia global de los pacientes a los 5 afios
[15]. También se ha descrito su posible utilidad como marcador predictivo para
monitorizar la respuesta a tratamiento de pacientes con enfermedad metastasicas
[15].

LOH 18q La pérdida de la regiébn cromosémica 18q y, en concreto, del gen DCC es
muy frecuente en el cancer colorrectal y su presencia se ha asociado con mal
pronéstico [24]. Sin embargo, la pérdida de esta regiéon también podria afectar a
otros genes importantes en el desarrollo de los tumores como los de la va TGF-

(como son el TGB-R-2, SMAD2 o0 SMAD4) y que codifican en esa mismgide.

p53: esta codificada en el brazo corto del cromosoma 17 y su actividad normal esta
relacionada con la parada del ciclo celular en respuesta a dafo en el DNA

posibilitando su reparacion y, en caso de fallo de los procesos de reparacion, con
apoptosis. Su inactivacion supone la supresiéon de su funcién y se ha correlacionado

con peor pronadstico [25].

KRAS: proteina de membrana con actividad GTPasa cuya activacion provoca una
cascada de sefializacion hacia el nacleo mediante la cual se regulan vias implicadas
en la proliferacion celular, diferenciacion, migracion, apoptosis, etc. Como factor
prondstico solo se ha podido demostrar la correlacion de la mutacion “Gly > Val” en

el codon 12 con un mal prondstico [26] y el beneficio de la quimioterapia adyuvante
en pacientes en estadio C de Dukes con mutaciones que no implicasen cambio de
Glicina por Aspartico [27]. Sin embargo, en la actualidad, se esta ya utilizando la
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deteccion de mutaciones en el gen KRAS como marcador predictivo de la respuesta
al tratamiento con Cetuximab (farmaco dirigido contra el EGFR). Diversos estudios

seflalan a este respecto, que la presencia de mutaciones que activan
constitutivamente el gen, correlaciona con falta de respuesta de los pacientes a ese

farmaco [28].

+ Timidilato Sintasa (TS)es la enzima encargada de transformar la deoxiuridina

monofosfato (dUMP) en 2-deoxi-timidina-5-monofosfato (dTMP), precursor de uno

de los cuatro nucleétidos requeridos para la sintesis de DNA. Su papel en los
procesos de sintesis y replicacion del DNA ha hecho que sea el gen diana de algunos
de los agentes citotdxicos que se utilizan en el tratamiento del cancer como el 5-FU.
Niveles elevados de la TS, asi como de otras enzimas relacionadas con la
transformacién o la degradacion de farmacos que bloquean la actividad de la TS,
como son Timidina Fosforilasa (TP) o Dihidropirimidina Deshidrogenasa (DPD)
han sido correlacionadas con mal prondstico en pacientes con cancer de colon
[29,30].

s EGFR es una glicoproteina transmembrana codificada por el proto-oncogén c-
ErbB-1 que esta implicada en la activacion de cascadas de sefalizacion
intracelulares relacionadas con adhesion celular, proliferacién, diferenciacién,
apoptosis y metastasis. Estudios realizados sobre esta proteina han demostrado la
existencia de asociacion entre altos niveles de EGFR, una mayor probabilidad de

recurrencia y una menor probabilidad de supervivencia [30].

«+ Células tumorales circulantea deteccion de células tumorales circulantes en

sangre periférica, mediante técnicas de separacion inmunomagnéticas, por encima
de un determinado umbral (3 0 mas células circulantes/7.5 ml de sangre) se ha visto
asociada con una menor supervivencia libre de progresion y una menor

supervivencia global en pacientes con cancer colorrectal metastasico [31].

La mayoria de los marcadores anteriormente desdrénogproducido resultados
prometedores. Sin embargo, la aparicion de otros estudios que contradecian los
resultados previos, la falta de consenso en cuanto a la técnica mas precisa para medir
estos marcadores y la falta de experimentos de validacion de caracter prospectivo en los

que se utilice un tamafio muestral adecuado ha frenado su inclusion en la préactica
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clinica rutinaria. La Unica excepcion se ha producido en el uso del CEA como factor
prondstico previo a la cirugia, como factor prondstico en la evolucion del paciente tras
cirugia y como factor predictivo en pacientes que reciben tratamiento paliativo con
quimioterapia, ademas de la reciente incorporacion de la deteccion de mutaciones en

KRAS para predecir la respuesta del paciente frente a tratamiento con cetuximab.

Muchos otros marcadores han sido propuestos para su uso pronostico y
predictivo con el mismo resultado (Tabla 5). La falta de resultados positivos, en la
mayoria de los casos, parece deberse a la “dificultad” de que de estos marcadores
puedan prever de forma individual y precisa la evolucion de un mecanismo tan
complejo y heterogéneo como el cancer. La aparicién de trabajos en los que se establece
mediante perfiles de expresién con microarrays un pronostico para los pacientes de
determinados tipos de cancer, ha abierto un nuevo campo de investigacion en el area de
la oncologia y parecen confirmar la necesidad de utilizar combinaciones de marcadores

para establecer el prondstico y la posible respuesta a tratamiento de los pacientes.

MARCADORES MOLECULARES CON POSIBLE POTENCIAL PRONOSTICO.
» Genes supresores de tumores y Oncogenes (c-myc, nm23).

« Apoptosis y genes relacionados con suicidio celular (bcl-2, BAX).

* Genes relacionados con la sintesis de DINAR1).

« Factores de Crecimiento y Receptores de Factores de Crecimiento (TGFa, TGFR, hr-2/NEU| EGFR).
* Genes reparadores del DNA (MSH2, MLH1, ERCC1).
« Ciclinas y Cdks (p27, p21, p16).

» Moléculas de Adhesidn y genes que codifican para glicoproteinas (cd44, E-cadherina, ICAMt1).
» Marcadores de invasion (MMPs, UTPA).

« Factores de proliferacidn (ki-67, Mib-1, antigeno de proliferacion del nicleo celular).
« Antioxidantes (Superéxido dismutasa, GST-pi).

« Deteccidn de células circulantes.

« Estudio de polimorfismos en genes implicados en cancer (UGT1AL, TS)

« Longitud de los telémeros.

Tabla.5. Marcadores moleculares estudiados por su posible potencial prondstico (modificada de [2]).

1.6. Modelos moleculares del cancer colorrectal

Como toda neoplasia, el cancer colorrectal es un proceso secuencial en el que
cada paso, representado por cambios genéticos o epigenéticos resulta normalmente en
la activacién de un oncogén o en la inactivacién de un gen supresor de tumores [32,33].
Estos cambios alteran el comportamiento normal de la célula y le proporcionan ventajas

selectivas que favorecen su expansion clonal y su evolucion hacia un fenotipo
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malignizado [33], caracterizado por una serie de manifestaciones fisiologicas entre las
gue destacan la capacidad de producir sefales propias de crecimiento de manera
independiente del entorno, la insensibilizacién ante las sefiales antiproliferativas, la
resistencia a la apoptosis, la adquisicion de un potencial replicativo infinito y la

capacidad de inducir angiogénesis y metastasis [34].

Los andlisis de los genes y rutas moleculares implicados en el CCR han llevado
al establecimiento de diferentes modelos (fenotipo Supresor o CIN, fenotipo mutador o
MSI y fenotipo metilador o CIMP) de progresion a traves de los cuales se desarrolla la

enfermedad.

1.6.1. Modelo general del desarrollo del CCR de tipo esporadico. Fenotipo CIN.

La posibilidad de estudiar tanto las propias lesdnenorales como las lesiones
previas al tumor malignizado y las lesiones metastasicas, permitieron desarrollar un
modelo molecular e histologico de la progresion del CCR [32,35] consistente en 7

etapas (Fig.4):

« Epitelio normal - Epitelio hiperproliferativose produce la mutacion del gen APC,

gue se vuelve inactivo en un 80% de los pacientes [35,36]. Ademas se ha observado
la aparicion de procesos de pérdida de heterozigosidad en la regién que codifica
para este gen (5g21) en al menos un 30% de los tumores [37]. Esta inactivacion
provoca la desregulacion de la via Wnt [38] y parece afectar también a los procesos
de migracién y adhesién celular y a la segregacion cromosémica, aunque todavia se
desconoce en qué medida estos procesos afectan al desarrollo tumoral [39,40].

+« Epitelio hiperproliferativo - Adenoma tempranse produce la aparicion de

fendmenos epigenéticos entre los que destacan los fendmenos de hipometilacion
génica y de hipermetilacion de la regidbn promotora, que contribuyen a la
sobreexpresion e inhibicibn de oncogenes y genes supresores de tumores

respectivamente [32,41].

% Adenoma temprano - Adenoma intermedie caracteriza por la aparicion, en un

namero elevado de casos (aproximadamente un 30-45%), de mutaciones activadoras
en los codones 12, 13 y 61 del oncogén KRAS (12pl2.1) [27,42] y
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consecuentemente por la activacion de su cascada de sefializacion que provoca la
transcripcion de genes diana implicados en proliferacion celular e inhibicién de la

apoptosis.

Adenoma intermedio - Adenoma tardien esta fase se produce la mutacién y

perdida de heterozigosidad de genes codificados en la region del cromosoma 18q
como DCC, Smad2 y Smad4.

Caracterizado inicialmente como un gen supresor de tumores (papel que, no
obstante, fue puesto en duda [43]), el estudio del gen DCC ha recobrado interés
debido al descubrimiento de su interaccidon con el gen Netrina-1 y su posible
implicacién en procesos de proliferacion y diferenciacion celular [44,45], de unidn

célula-célula [46], de apoptosis [47] y de metastasis [48].

La perdida de los genes Smad2 y Smad4 altera la actividad de la vig qu&--
parece jugar un papel doble durante la progresion tumoral. En las fases iniciales
actla como supresor de tumores, inhibiendo la proliferacion e induciendo la
apoptosis, mientras que en estadios mas avanzados potencia el desarrollo tumoral, la
invasion y la metastasis [49] a través de su implicacion en los procesos de
transformacion epitelio-mesénquima [50], de angiogénesis [50] y de evasion de la

respuesta inmune [51].

Adenoma tardio - Adenocarcinomse produce la inactivacion del gen p53 (gen

pro-apoptético situado en cromosoma 17p) en aproximadamente el 80% de los casos
[35]. ElI gen p53 activo juega un papel clave en el control de la integridad y
estabilidad del genoma y en la respuesta a situaciones de estrés, hipoxia, dafio en el
DNA o activacion de oncogenes, todas ellas comunes durante el desarrollo tumoral.
Ademas es capaz de provocar la parada del ciclo celular o activar mecanismos de

senescencia y apoptosis que impiden la transformacion celular [52,53].

Adenocarcinoma - Metastasise produce la mutacién tanto de oncogenes como de

genes supresores de tumores en cromosomas adicionales, lo que proporciona al
tumor la capacidad de progresar y de escapar de su localizacion original, pasando al
torrente sanguineo o al linfatico, pudiendo asi llegar a otros O6rganos donde se

desarrollaran nuevos focos tumorales.
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- Niveles de R-catenina +
Inestabilidad cromosémica

5q21 12p12.1 18q 17p
Mutacién Mutacién Mutacién Mutacién
LOH LOH LOH

® I
— — —

L - -]--CO0-E-1H-1N
Epitelio Epitelio Adenoma Adenoma Adenoma Carcinoma Carcinoma Metéstasi
Normal  Hiperproliferativo ~ Temprano Intermedio Tardio “in sity” invasivo efastasis

Fig.4. Modelo de progresion tumoral propuesto por Fearon y Volgestein, en el que cada alteracion
histolégica esta asociada con la aparicion de mutaciones que producen la ganancia de funciones
necesarias para el desarrollo del cancer colorrectal.

La adquisicion del fenotipo tumoral no es un fenomeno frecuente, debido a la
baja tasa de mutaciones y perdidas alélicas que se producen en condiciones normales. El
desarrollo de esta enfermedad implica por tanto la aparicion de fendmenos de
inestabilidad gendmica que aumenten la tasa de alteraciones genéticas [54]. Segun el
modelo descrito por Fearon y Vogelstein, en el cancer colorrectal esporadico se
producen fendmenos de inestabilidad cromosdmica que conllevan la ganancia o pérdida
total o parcial de cromosomas debidos, en su mayoria, a la existencia de fallos en los
procesos de recombinacion mitética y de segregacion de los cromosomas durante la

division celular [35].

1.6.2. Fenotipo Mutador (o MSI) v fenotipo Metilador (CIMP).

En paralelo a la aparicién del modelo molecular rdgesion tumoral propuesto
por Voslgestein et al. [32], surgieron una serie de trabajos [55-57] que proponian un
modelo diferente de desarrollo del cancer colorrectal que podia aplicarse a,
aproximadamente, un 12-15% de los tumores de tipo esporadico, ademas de explicar la
aparicion de tumores asociados a algun sindrome hereditario como el HNPCC. Este
modelo, denominado “modelo del fenotipo mutador” o fenotipo MSI, se caracteriza por

la aparicion de inserciones o0 deleciones en secuencias microsatélites (secuencias
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nucelotidicas cortas repetidas en tandem), que no pueden ser reparadas debido a fallos
en los mecanismos de reparacion del DNA. La alteracion de estas secuencias en
regiones codificantes produce un cambio de fase de lectura del gen, provocando la
aparicion de proteinas truncadas o con la funcién alterada. En el caso de tumores
HNPCC, la falta de funcion de las enzimas reparadoras del DNA (MLH1, MSH2 y
MSH6) se debe a la aparicion de mutaciones, mientras que en los tumores esporadicos
la inactivacion del mecanismo reparador es causada principalmente (en més de un 80%
de los casos) por la hipermetilacion de la region promotora del gen MLH1 [58]. Los
pacientes cuyos tumores pueden ser asociados a este modelo de progresion tumoral se
caracterizan por una baja frecuencia de mutaciones en genes como p53, APC y KRAS,
asi como por una baja frecuencia de pérdida de heterozigosidad de las regiones
cromosomicas 5q, 17p y 18q [59]. Sin embargo, no es la mutacion de los genes MMR,
si no la aparicion de mutaciones en genes de interés, lo que lleva al desarrollo tumoral
[60].

El nimero de genes afectados es elevado, conociéndose mas de 30 en la
actualidad y que comprenden numerosas funciones entre las que destacan el crecimiento
celular (TGB-R-Il, IGF2-R), la apoptosis (BAX, Caspasa-5), lparcion del DNA
(MSH3, MSH®6), la sefializacion de la via Wnt (Axfhcatenina, Tcf4), etc. [60]. Los
genes alterados en el desarrollo de tumores MSI, aunque distintos, parecen actuar
afectando las mismas vias moleculares que las que se desregulan en los tumores de tipo
CIN [61,62]. Desde un punto de vista clinico-patoldgico, los tumores desarrollados por
la modificacion de esta via se caracterizan entre otras cosas por ser mucinosos, estar

localizados en colon derecho o tener mejor prondstico (Tabla.6).

Caracteristicas de los MSI

- Poco diferenciados - Mucinosos

- Localizados en colon derecho . Peor respuesta a tratamiento
- Diploides - Mejor prondstico

- Infiltracion de células de respuesta inmune - Menor afectacién de ganglios linfaticos

Tabla.6. Caracteristica clinico-patolégicas mas frecuentes de los tumores colorrectales con inestabilidad
en microsatélites [63,64].

A raiz del descubrimiento de los fendmenos de hipermetilacion en las regiones

promotoras de genes como MLH1, se llevaron a cabo trabajos que revelaron la
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existencia de tumores que desarrollaban una hipermetilacion masiva en las regiones
promotoras de genes supresores de tumores, lo que ha llevado a proponer la existencia
de un tercer fenotipo en el CCR denominado fenotipo CIMP (CpG Island Methylator
Phenotype) o fenotipo metilador. Este fenotipo estaria asociado a diversos parametros
clinico y patologicos, como la alta tasa de adenocarcinomas serrados (no en vano se ha
propuesto que los tumores CIMP tienen su origen en este tipo de tumores [65,66]),
tumores proximales, pobremente diferenciados, alta presencia en mujeres, alta tasa de
mutaciones en b-Raf o baja tasa de mutaciones en p53 y asociacion invefsa con
catenina nuclear [67-70]. También se ha sugerido que salvo en el caso de presentarse
junto con inestabilidad en microsatélites, estarian asociados con mal prondstico [71].
Teniendo en cuenta estas observaciones y tras la publicacion de los estudios de los
grupos de Ogino y de Jass [72,73], en los que se analizaron largas series de pacientes
con tumores colorrectales, se ha propuesto una clasificacion de tumores colorrectales
gue los divide en grupos molecularmente homogéneos en funciéon de su estatus MSI,
CIMP y CIN. Aunque existe alguna diferencia entre las clasificaciones propuestas,
parece probable la existencia de al menos de 4 grupos moleculares (Tabla.7): G1. (MSI-
H, CIMP-H); G2. (MSI-H, CIMP-0); G3. (MSS, CIMP-H); G4. (MSS, CIMP-0). Cabe
destacar la asociacion de los tumores HNPCC con el grupo 2, la asociacion de los
pacientes con PAF en el grupo 4 o la metilacién del gen MLH1 en tumores del grupo 1.

Las caracteristicas mas relevantes de cada uno de estos grupos se resumen en la Tabla.7.

Pacientes con tumores colorrectales
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Fenotipo CIMP-H y MSI-H CIMP-0 y MSI-H CIMP-H y MSS CIMP-0y MSS
% de pacientes 10 5 5-10 75-80
CIN Negativo Negativo Negativo Positivo*
APC Nativo Mutado Nativo *
K-Ras Nativo Mutado Nativo Mutado*
B-Raf Mutado Nativo Mutado Nativo
%]
8 TP53 Nativo Nativo Nativo Mutado
E Localizacion Proximal Proximal Proximal Distal*
Q
‘{é Sexo Mujeres Hombres Mujeres Hombres*
S Precursor Polipos serrados Adenoma Polipos serrados Adenoma*
Mucinoso Si Si* Si No
Diferenciacion Pobremente dif. Pobremente dif.* Pobremente dif. Diferenciados*
Infilt. A ) ’ _—
Linfocitario Si Si Baja Bajo

Tabla.7. Clasificacibn molecular en base a los fenotipos CIN, MSI y CIMP. Modificada de la
clasificacion realizada por Jass y Ogino [72,73]. El asterigcmdica la existencia de indicios
gue apuntan hacia esa caracteristica aunque los datos aportados por los estudios no son
concluyentes y en algun caso pueden ser contradictorios.
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1.6.3. Via Wnt.

En condiciones normales, la via Wnt juega un papel esencial en la regulacién de
los procesos de desarrollo embrionario y de control de la homeostasis en el adulto. La
interaccion especifica de ligandos Wnt con sus receptores [74] o, posiblemente, solo el
tipo de receptor [75] van a ser los encargados de activar una de las tres rutas diferentes
de esta via: ruta Wnt/€aruta “Planar Cell Polarity” (PCP) y ruta canénica.

Aunque las tres rutas han sido implicadas en el desarrollo de cancer [76], parece
gue solo la via candnica juega un papel crucial en la aparicién y progreso del cancer
colorrectal. Esta via controla la capacidad de la protpinatenina de activar la
transcripcion de un namero importante de genes diana (Fig.5). En ausencia de la sefial
activadora de la via, g:catenina que se encuentra libre en el citoplasniasésrilada
por el complejo proteico GSKBBPC/Axina/CKIl, lo que la prepara para ser
ubiquitinada y posteriormente degradada por la via del proteosoma. Este proceso impide
la acumulacion d@-catenina en el citoplasma y su posterior transiéoaal nucleo en
donde su unién al factor de transcripcion TCF/LEF y al complejo activador de la
transcripcion iniciaria la transcripcion de sus genes diana. Otras proteinas como las
Proteinas Secretadas Relacionadas con Frizzled (SFRP) o la proteina Dickkopf van a
bloquear la transmision de la sefal de la via Wnt en otros puntos especificos de la via
[74,77].

La union de proteinas tipo Wnt a los receptores Frz/LRP produce la activacion
de la ruta, desencadenando el secuestro de Axina a la membrana y, en consecuencia, la
inhibicion de la formacion del complejp-catenina-(GSK3p/APC/Axina/CK1). B-
catenina se acumulara en el citoplasma y translocara al nicleo en donde producira la

transcripcion de sus genes diana.

Uno de los procesos clave durante el desarrollo del CCR es la activacion
constitutiva de la via Wnt debido a mutaciones en las proteinas implicadas en ellas. Asi,
tiene lugar la mutacion e inactivacion de determinadas proteinas como APC o Axina
(mutada al menos en el 25% de los tumores con inestabilidad [77]) o la mutacién y

activacion constitutiva de3-catenina, que se produce en un 10% de los tumores
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esporadicos [78] y que parece ser excluyente con la presencia de la mutaciéon de APC
[79].
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Fig.5. Representacion esquematica de la via Wnt.

La desregulacion de la via Wnt en el cancer colorrectal conduce a un incremento
en la expresion de genes implicados en proliferacién celular como c-myc, ciclina D1 o
Gastrina [80-82], en la progresion tumoral como MMPs, Nr-CAM, uPA [83-85], en la
supervivencia celular como survivina o COX-2 [86,87], en la angiogénesis como VEGF
[88], en la regulacion de factores de crecimiento como c-met [&3] procesos de

Transicion Epitelio-Mesénquima y perdida de E-Cadherina como Snaill.

Por otro lado, la via Wnt va a regular y ser regulada a través de su interaccion
con otras rutas moleculares como la de KRAS [64], Cox2 [90],BT{SE,92] o
Hedgehog [93], importantes en el desarrollo del cancer colorrectal.
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2. Microentorno. Relevancia en la progresion tumoral.

La enfermedad tumoral no se puede entender como un proceso caracterizado
exclusivamente por la acumulacidbn de alteraciones genéticas en las células
cancerigenas, ignorandose el papel clave que juega el microentorno y su interaccion con

el epitelio cancerigeno en el inicio y la progresion del mismo [34,94].

Se conoce como microentorno al conjunto de fibroblastos, células del sistema
inmune e inflamatorias (linfocitos B, linfocitos T y Natural Killers, células dendriticas,
macrofagos, mastocitos y neutrofilos), células de los vasos sanguineos (células
endoteliales, pericitos) y matriz fibrilar (matriz extracelular (MEC) y membrana basal)

que rodean a las células cancerigenas.

En condiciones normales, las interacciones epitelio-estroma regulan el correcto
funcionamiento y desarrollo del tejido. Sin embargo, el inicio del desarrollo tumoral, de
manera similar a como ocurre en los procesos de curacion de heridas [95], va a
provocar la activacion del estroma a través de la accién paracrina de factores de
crecimiento (bFGF, VEGF, PDGF, T@GF etc.), citoquinas, quimioquinas, etc.,
secretados por las células cancerigenas, que inducen la alteracién de la homeostasis del
tejido normal y favorecen, entre otros, los procesos de angiogénesis y respuesta
inflamatoria, que facilitaran a su vez, la progresion tumoral [94]. Asi, se ha observado
que el carcinoma invasivo esta asociado con la expansion del estroma tumoral y el
incremento de la deposicion de MEC, proceso conocido como desmoplasia [96]. En
algunos tumores, el estroma conforma la mayor parte de la masa tumoral [97], siendo su
composicion y volumen definido por la respuesta frente a la activacion de los

fibroblastos [98] y leucocitos.

Los componentes y procesos del estroma que van a estar implicados en el

desarrollo del tumor se describen brevemente a continuacion.
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2.1. Células del sistema inmune.

Se cree que durante las fases iniciales del desarrollo tumoral, el sistema inmune
actia detectando y eliminando las células cancerigenas [99,100] (Fig.6). Estudios
llevados a cabo en tumores colorrectales han demostrado la existencia de una elevada
respuesta adaptativa en la regiéon tumoral capaz de controlar e inhibir la progresion del
mismo, lo que se correlaciona con un buen pronéstico de los pacientes [101]. Sin
embargo, se cree que durante la fase de progresion tumoral, las células cancerigenas son
capaces de desarrollar algunos mecanismos, detallados a continuacién, que les permiten

evadir la actuacion del sistema inmune y continuar con la progresion tumoral:

% Alteraciones en los procesos de presentacion de antigepiisan la inhibicion de
la expresion de antigenos tumorales en la superficie celular [102,103], alteraciones
en la maquinaria transportadora de antigenos o en los componentes del
inmunoproteosoma [104] y la inhibicion de la expresion de las proteinas que

conforman el complejo MHC-I [105-107].

X/

% Resistencia tumoral a la apoptodes sobreexpresion de moléculas anti-apoptoticas

(FLIP, Survivina, Bax, PI9/SPI6, etc.) [108,109], la expresion en la superficie de las
células tumorales de proteinas anti-complemento como CD55 o CD59 [110] y la
secrecion de receptores solubles que bloquean los ligandos de los receptores de
muerte en la membrana [111] van a contribuir a que la célula se capaz de eludir los

mecanismos apoptoticos.

% Red de inmunosupresiotas células tumorales utilizan varios mecanismos para

destruir las células del sistema inmune;:

» La secrecion de quimioquinas (Ej.: CCL22) capaces de atraer a la zona tumoral a
linfocitos de tipo Treg, implicados en la supresion de la respuesta de los
linfocitos T [112-114].

» La capacidad de segregar moléculas inmunosupresoras como IL-1p8, TGF
Galectina-1 o FASL capaces de provocar la apoptosis de los linfocitos T [115-
118] y de modificar la respuesta inmunolégica de Thl a Th2, impidiendo el

rechazo tumoral [119].
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2.2. Fibroblastos.

Son células del estroma implicadas en diversos procesos entre los que se
encuentran la sintesis de proteinas que forman parte de la membrana basal como
colageno IV y laminina, la homeostasis de la matriz extracelular tanto a través de la
sintesis de sus componentes (colageno I, lll y V, fibronectina) como a través de la
secrecion de proteasas implicadas en su degradacion y la homeostasis de las células
epiteliales a través de la secrecion de factores de crecimiento y la interaccidon directa
entre células del epitelio y el mesénquima. Durante el desarrollo tumoral, estas células
son activadas por factores de crecimiento como PDGF g3 T@&nsformandose en
miofibroblastos, reconocibles por la expresion de proteinas eesroooth-muscle-
actin y Fibroblast Activation Protein (FAP) [120]. Esta activacion ademés va a inducir a
un cambio funcional que confiere a los miofibroblastos mayor capacidad secretora y de
proliferacion [121], que da lugar a su vez a un aumento de su numero en la zona tumoral

en comparacion con el tejido normal [97].

La gran importancia de los fibroblastos en la progresion del cancer radica en la

gran cantidad de procesos en los que intervienen [120,122-125] (Fig.6.):

% Remodelacion de la MEC: la secrecién de proteasas secretadas (MMP3, MMP1,
MMP2, MMP9) colageno, fibronectina y tesnascina C van a alterar la estructura de
la MEC, liberando numerosas moléculas implicadas en el desarrollo tumoral y
remodelandola para hacer posible la incorporacion de nuevas células (ya sean
estromales o epiteliales).

% Regulacién de los procesos de inflamacion mediante la liberacion de quimioquinas

como MCP1 e interleuquinas como IL1.
% Regulacién de la angiogénesis a través de la secrecion del factor VEGF.

« Estimulacion de la proliferacion, supervivencia y del poder invasivo de las células
cancerigenas mediante la secrecion de numerosos factores cofdGEFSDF1,
HGF, etc.
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%+ Secrecion de factores, durante los procesos metastasicos, que facilitan la adaptacion

de las células cancerigenas al nuevo microentorno.

En cuanto al origen de los fibroblastos del estroma, se cree que una gran parte
pueden ser producto de los procesos de transicion epitelio-mesénquima (TEM) que las
células cancerigenas tienen que sufrir para que puedan llevar a cabo procesos de
movilizacion, invasion y metastasis [126,127]. Factores como {,GMNF-a, FGF o
HGF van a regular este proceso a través de factores de transcripcion copn@-NF
catenina/TCF, Snail, Slug o Twist [100,127].

Entre los cambios mas importantes [100,127-129] que sufren las células
cancerigenas en este proceso, se encuentran la pérdida de polaridad celular, la pérdida
de expresion de E-Cadherina, implicada en las uniones célula epitelial-célula epitelial a
favor de la expresion de N-Cadherina, implicada en la interaccién epitelio-estroma lo
que aumenta la movilidad celular o la supresion de la expresion de citoqueratinas en
beneficio de la vimentina, componente esencial del citoesqueleto, la expresion de
fibronectina que normalmente solo es expresada por células del estroma y la expresion
de la integrinan,/p6 en la superficie celular que le permite unirs@@monentes de la
MEC como fibronectina y tenascina C.

2.3. Inflamacion.

Es un proceso fisiologico que se produce en respuesta a situaciones de dafo,
infeccidbn o invasion tisular, en el que el organismo tratara de eliminar el agente
causante del dafio y reparar el tejido, mediante la atraccion de células especializadas
como macréfagos, mastocitos, células de respuesta inmune, etc. y la liberacion de
mediadores solubles. La ineficacia de la respuesta inflamatoria en determinadas
situaciones, va a llevar a la cronificacion de la propia respuesta, favoreciendo en
determinados casos el desarrollo tumoral como ocurre en pacientes con enfermedad de
Crohn cuyo riesgo de desarrollan cancer colorrectal es mayor que el de la poblacién
general [130].

Durante el desarrollo tumoral (Fig.6.), las células cancerigenas van a secretar

una serie de factores inflamatorios entre los que se encuentran CCLZ2, TR,

22



Introduccién

COX2, LTB4 o CSF [131-133], implicados en la activacion y atraccion de monaocitos,
mastocitos, leucocitos, células del sistema inmune (linfocitos T) y fibroblastos a la zona
tumoral, activando asi la respuesta inflamatoria. Diversos estudios han observado que la
composicion celular de la respuesta inflamatoria, esta relacionada con el prondéstico
clinico de los pacientes. Asi, mientras que un alto grado de infiltracion linfocitaria
podria ser beneficiosa para el paciente y estar asociados con buen pronéstico [134,135],
un alto grado de infiltraciébn de macrofagos y mastocitos se asocia con angiogénesis y
mal prondstico [133,136,137].

En los tumores, la respuesta inflamatoria estd mediada en gran parte por la
respuesta de los macrofagos (Macréfagos o Macréfagos activados por tumor (MAT)) vy,
en menor medida, por el resto de células inflamatorias (neutrofilos y mastocitos). Las

principales funciones en las que participan todas estas células son:

«»» Favorecer el desarrollo del tumor al activar una respuesta tipo M2, asociada con
remodelacion tisular, angiogénesis, inhibicién de la respuesta inmune y crecimiento
tumoral en contraposicion a la respuesta M1 asociada con inflamacion y moléculas
microbianas. La respuesta M2, induce ademas la respuesta inmune Th2
(inmunosupresora) en perjuicio de la Thl (inhibidora de la progresién tumoral)
[138-140].

% Secrecion de factores de supervivencia como EGF, IL6, IL-8, etc., factores
angiogénicos como IL8, VEGF, PDGF, TGFAngiotensina-1 [141] y factores de
remodelacion de la MEC como MMP9, MMP2, etc. [142].

s Amplificacion de la respuesta inflamatoria a través de la secrecién de citoquinas
como IL-1, TNF, CSF, IL-8 etc.) [143,144].

s Formacién de un nicho pre-metastasico mediante la secrecion de factores de
crecimiento o quimioquinas como VEGF, TG TNF-a [145] o la movilizacidon
de células inflamatorias [146] desde el tumor primario que favorecen la migracion
de las células cancerigenas al sitio de la metastasis.
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Fig.6. Esquema representativo de las principales interacciones entre las células epiteliales y estromales
durante el desarrollo tumoral. Modificada de [140].

2.4. Matriz Extracelular (MEC) vy Membrana Basal.

Es una matriz compuesta por proteinas, proteoglicanos y glicoproteinas de
adhesion que da soporte estructural y mecanico a las células y tejidos [147]. La matriz
extracelular da soporte a las células del estroma y se encuentra principalmente
constituida por colageno |, Il y V y fibronectina. Separando el estroma de las células
epiteliales (y dando soporte a estas ultimas), se encuentra un tipo de matriz extracelular
especializada denominada membrana basal que estd compuesta principalmente por
colageno tipo IV, laminina, proteoglicanos de heparan-sulfato y otras moléculas en

menor cantidad como SPARC u osteopontina [148].

La matriz extracelular, dependiendo de su integridad estructural y de su
ensamblaje puede favorecer o inhibir el desarrollo tumoral. La degradacion de la
membrana basal va a suponer, ante todo, la eliminacién de la barrera que limita la
migracion celular. Por otro lado, el proceso de degradacién de la matriz extracelular,
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llevado a cabo por metaloproteasas (MMPs) o proteinasas como Catepsina B y D,
Enastasa o0 UPA, secretadas en su mayoria por células del estroma, liberara zonas de
union en la MEC con receptores de membrana que hasta ese momento habian
permanecido bloqueados [149]. En este proceso, también se producira la liberacion de
nuevos elementos procedentes de la degradacidon de compuestos de la MEC con
actividad biolégica implicada en el desarrollo tumoral [150,151] y se liberaran factores
de crecimiento (TGIB; b-FGF, PDGF, etc.) que se encontraban secuestpmdss
componentes de la matriz que acaban de ser degradados [152,153]. Todo esto tendra un

gran impacto en los procesos de supervivencia, proliferacion y migracion celular [154].

La degradacién de la membrana basal vascular va a ser primordial en los
procesos de angiogénesis, ya que va a promover la proliferacion y migracion de las
células endoteliales vasculares, ademas de liberar factores de crecimiento implicados en
la generacion de nuevos vasos (VEGF, PDGF, etc.). Los productos finales de la
degradacion (endostatina, arrestina, tumstatina, etc.) van a contribuir sin embargo a la

inhibicion de la angiogénesis [148].

3. Tratamientos en el cancer colorrectal esporadico.

En la actualidad el tratamiento estandar en pacientes con cancer colorrectal
continla siendo la resecciéon del mismo mediante cirugia. La aplicacion de tratamientos
de quimioterapia o de radioterapia ha sido especialmente beneficiosa para pacientes con
tumores colorrectales en estadio localmente avanzado (lll) y avanzado (IV) y en
algunos casos también para aquellos con estadios localizados (ll). El descubrimiento de
nuevos farmacos citotoxicos y de anticuerpos monoclonales dirigidos contra dianas
moleculares especificas, junto con la posibilidad de realizar tratamientos multidiana en
los que se combinan varios de estos farmacos a la vez (Ej.: Leucovorin + 5-
Fluorouracilo + Irinotecan = FOLFIRI) ha conducido a una mejora en la supervivencia
y en la calidad de vida de los enfermos. A continuacién se presenta una descripcion de

los farmacos mas utilizados en el tratamiento de dicha enfermedad:
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3.1. 5-Fluorouracilo (5-FU) [155].

Es un antagonista de pirimidinas perteneciente al grupo de los antimetabolitos,
que posee una estructura similar al uracilo, con la Unica diferencia de poseer un atomo
de fltor en la posicion 5 de la molécula. Su actividad citotéxica viene mediada por dos

mecanismos especificos de la fase S del ciclo celular (Fig.7.)

% En condiciones normales, la Timidilato Sintetasa (TS) se encarga de transformar la
deoxiuridina monofosfato (dUMP) en deoxitimidina monofosfato (dTMP) precursor
de la deoxitimidina trifosfato (dTTP), uno de los nucleétidos esenciales para la
sintesis del DNA. El 5-FU en su forma activa (F-dUMP) posee una estructura
analoga al sustrato de la TS, lo que le permite unirse a la enzima, bloqueandola e
inhibiendo por tanto su actividad. La inhibicién prolongada de la enzima conducira

a la apoptosis de la célula.

s El 5-FU en su forma activa (F-dUMP/F-UMP) es capaz de fosforilarse hasta
convertirse en un falso nucleétido trifosfato (F-dUTP o F-UTP) que se incorporara a
la cadena creciente de DNA y RNA abortando los procesos de replicacion del DNA

y los procesos de transcripcion del RNA, lo que llevara consigo la muerte celular.

3.2. Capecitabina [156].

Fluoropirimidina oral que es transformada mediante reacciones enzimaticas en
5-FU (Fig.7.). Posteriormente tras convertirse en su producto activo (F-dUMP/F-UMP)
actuard como un farmaco citotoxico bloqueando los procesos de sintesis y replicacion
del DNA y de transcripcion del RNA, disparando la apoptosis celular (Fig.7).

3.3. UFT[157]:

Fluoropirimidina oral compuesta por Tegafur y Uracilo en una proporcién de
1:4. El Tegafur es una pro-droga que es convertida a 5-FU en el higado. En dicho
organo, el uracilo se une e inhibe la accién de la enzima dihidropirimidina
dehidrogenasa (DPD), encargada de catabolizar el 5-FU. En su forma activa el 5-FU

actuard de manera citotoxica contra el tumor (Fig.7).
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Fig.7. Mecanismos de accion del leucovorin y de las drogas citotdxicas pertenecientes al grupo del
fluorouracilo (5-FU, Capecitabina y UFT). TS: Timidilato sintetasa; DPD: Dihidropirimidina
dehidrogenasa; TP: timidina fosforilasa; PRRRBforribosil pirofosfato.

3.4. Leucovorin (LV) [158].

Metabolito proveniente del acido félico que normalmente se utiliza para paliar
los efectos secundarios producidos por farmacos como el metotrexato en las células
normales. En combinaciéon con 5-FU aumenta el potencial inhibitorio de este ultimo
sobre la enzima TS. El leucovorin estabiliza la unién entre la TS y la forma activa del 5-
FU, aumentando asi el periodo de actividad de este ultimo. Otros farmacos como el

Levamisol realizan una funcién similar. (Fig.7.)

3.5. Oxaliplatino (OXL) [159].

Es un derivado del platino de tercera generacion perteneciente al grupo de
agentes alquilantes. Actia uniéndose a la cadena de DNA en la que formara aductos
Platino-DNA tanto inter- como intracatenarios, lo que impedira la sintesis y replicacion
del DNA. Una caracteristica importante de esta droga es su elevado sinergismo en

cuanto a su accion citotoxica al ser administrado junto con 5-FU.
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3.6. Irinotecan ( CPT-11) [29].

Es un derivado de la camptotecina que ha demostrado ser eficaz en un amplio
namero de tumores. Su diana molecular es la Topoisomerasa | (TOP1), una enzima
nuclear implicada en los procesos de enrollamiento y relajacion de la torsion de las
hebras del DNA, necesarios para que tengan lugar los procesos de replicacion,
recombinacion, reparacion y transcripcion del DNA. El Irinotecan, tras ser
metabolizado a su forma activa (SN-38) en el higado, actia estabilizando el complejo
“ssDNA-TOP I” e inhibiendo el paso de ligacion de las dos hebras del DNA. Esto no es
letal para la célula, sin embargo el choque que se produce entre la maquinaria de
replicacion y el complejo “ssDNA-TOP1” produce numerosas roturas en el DNA que
seran irreversibles y que llevaran a la muerte celular. Este mecanismo es, por tanto,

especifico de la fase S del ciclo celular (Fig.8).

3.7. Gefitinib [160] v Erlotinib [161]:

La unién del Factor de Crecimiento Endotelial (EGF) con su receptor (EGFR)
produce la dimerizacién del mismo (con otro monémero miembro de la familia Erb-B),
dando lugar a la activacion de los dominios tirosina quinasa intracelulares y la
consiguiente autofosforilacion, que disparara una cascada de sefializacion intracelular
implicada en procesos de crecimiento, proliferacion, angiogénesis, inhibicion de la
apoptosis, metastasis, etc. Gefitinib es un medicamento oral que actia como inhibidor
selectivo de los dominios tirosina quinasa del receptor EGFR (también denominado
ErbB-1) mediante el acoplamiento a la region de unidon a ATP, evitando que esta
molécula se pueda unir y por tanto producirse la autofosforilacion del receptor y la
activacion de la cascada de sefalizacion (Fig.9). El farmaco Erlotinib actia mediante el
mismo mecanismo que el Gefitinib (Fig.9). En la actualidad se estan desarrollando otros
farmacos cuya actividad sea efectiva en mas de un tipo de receptor Erb-B, como es el
caso de Lapatinib, capaz de afectar la activacion de los dominios tirosina quinasa de
EGFR y de Her2 a la vez [162].
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Fig.8. Mecanismos de accién de Irinotecan sobre la actividad de TOPO-I descrita.

3.8. Cetuximab [163]:

Es un anticuerpo monoclonal quimérico (ratbn/humano) cuya diana es el
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) al que se une con una afinidad
aproximadamente 5-10 veces superior a la de sus ligandos enddgenos como el EGF.
Esta unién bloquea la interaccion ligando-receptor, impidiendo la activacion del mismo
y la consecuente activacion de la cascada de sefalizacion intracelular que llevara a la
activacion de vias de proliferacion, angiogénesis, invasion y metastasis, etc. (Fig.9). En
la actualidad se han desarrollado anticuerpos totalmente humanizados, como el

Panitumumab [164], que mimetizan la accion del Cetuximab.

Espacio extraceluar Ligando
(EGF)
Ligando E] Cetuximab
(EGF) D I I
EGFR % E EGFR EGFR Q Q EGFR
Citoplasma Inactivacién ® @
| —
® \® _I_ Gef. o Erl Gef. o Erl
N Proliferacién,\/ Apoptosis, . 8
Invasivasion, .C_e'l'_uxlmcb,_ . N . isn. is N L,
A Angiogénesis y/N Metastasis Gefitinib, Erlotinib Proliferacién,V Apoptosis, Invasivasion,
g'og Y /[\ Angiogénesis y 4\ Met

Fig.9. Representacion de los mecanismo de accion de los farmacos anti-EGFR.
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3.9. Bevacizumab [165]:

Es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al Factor de Crecimiento
del Endotelio Vascular (VEGF), inhibiendo asi la unién de éste a sus receptores Flt-1
(VEGFR-1) y KDR (VEGFR-2), situados en la superficie de las células endoteliales. Al
neutralizar la actividad biologica del VEGF se reduce la vascularizacion de los tumores
y otros procesos implicados en el crecimiento del tumor (Fig.10).

Bevacizumab

Espacio extraceluar Espacio extraceluar
Ligando

vken Lt

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR1 VEGFR2

Citoplasma Citoplasma

— ~ N _
Angiogénesis, migracion, Angiogénesis, migracion,
proliferacion, supervivencia, proliferacién, supervivencia,

permeabilidad. Bevacizumzb permeabilidad.

Fig.10. Representacion grafica del mecanismo de accion del farmaco Bevacizumab.

La disponibilidad de nuevos farmacos ha supuesto un abanico de posibilidades a
la hora de tratar el CCR. Sin embargo, a la hora de administrar estos farmacos hay que

tener en cuenta que:

X/

% Un porcentaje elevado de pacientes (en Estadio Il y Ill) se curara completamente
mediante cirugia, siendo la aplicacion de tratamientos de QT o RTx innecesarios y
nocivos para el paciente debido a la elevada toxicidad que presentan algunos de

estos farmacos.

X/

% Un porcentaje importante de pacientes mostrara desde un principio resistencia a

determinados farmacos.

X/

% Un porcentaje importante de pacientes que en un comienzo eran sensibles a
determinados farmacos, acabaran haciéndose resistentes a los mismos con el paso

del tiempo.
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Asi, seria importante poder descubrir qué pacientes van a necesitar de un
tratamiento complementario a la cirugia, que farmacos seran los mas adecuados en cada
caso y cuales son los mecanismos que determinaran el estado “sensibilidad/resistencia”

al tratamiento, para poder actuar mas eficazmente en la lucha contra el cancer.

4. Microarrays.

La técnica de los microarrays surge a mediados de los afios 90 [166,167] como
un método para estudiar la expresiéon de miles de genes de manera simultdnea. La
secuenciacion del genoma humano [168,169] y la evolucion de las técnicas de analisis
molecular impulsaron enormemente el desarrollo de esta nueva metodologia, haciendo
que en la actualidad no s6lo sea posible el estudio global del RNA que codifica para
proteinas (variaciones en los niveles de mRNA mediante “Gene Expresion Profiling
Analysis” [170]), sino también del genoma (andlisis de mutaciones y polimorfismos
mediante “Genome Wide Association Studies” [171] o de alteraciones en el nUmero de
copias de regiones de DNA mediante “Comparative Genome Hibridization” [172]) e
incluso de parte del RNA no codificante (perfiles de miRNAs [173]) (Fig.11). Otras
aplicaciones que se han ido sumando a este amplio catalogo de estudios que ofrece la
técnica de los microarrays son el estudio de masivo de los procesos de metilacién de las
regiones promotoras de los genes [174] o el estudio de los factores transcripcionales

mediante técnicas de inmunoprecipitacion de cromatina [175].
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Fig.11. Aplicaciones de la técnica de los microarrays en las diferentes areas de la biologia molecular
aplicadas a cancer.

4.1. Microarrays de expresion. Introduccion.

Los microarrays de expresion (Fig.12) se definen como un conjunto de miles de
sondas (cDNAs u oligonucle6tidos de DNA de 25 a 70 pb) dispuestas de manera
ordenada sobre una superficie sdlida, ya sea cristal o plastico, que permite analizar
simultdneamente la expresion del genoma completo de un organismo. Cada una de las
sondas representa especificamente un gen determinado al poseer una secuencia
complementaria al mRNA transcrito por dicho gen posibilitando asi, la medicion de los
niveles de expresion de todos los genes que conforman el genoma al mismo tiempo y en

un Unico experimento. Los estudios de microarrays constan de 3 fases diferenciadas:

4.1.1. Fabricacion de los microarrays.

Hasta hace poco tiempo, uno de los pasos mas importante en este tipo de
estudios era la sintesis del propio microarray, ya que la mayoria de ellos eran
sintetizados por los propios laboratorios utilizando como sondas cDNAs de diferentes
tamafios. Sin embargo desde hace unos afos este tipo de chips esta siendo sustituido por
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microarrays de oligonucleotidos elaborados comercialmente por distintas empresas.
Este nuevo tipo de microarrays, utiliza oligonucleétidos de un mismo tamafo,
aumentando asi la homogeneidad de la hibridacion, disminuyendo los procesos de

hibridacion cruzada y maximizando la reproducibilidad obtenida en los resultados.

— Sonda
——  Muestra 1
Muestra 2

Microarray

Fig.12. Esquema de un microarray en el que se observa la disposicion ordenadspdéstopuntos
sobre un soporte solido. Caslaotsesta compuesto por numerosas copias de una sonda especifica
para un unico gen (Ej. Agilent microarray). El mRNA del gen A para la muestra a estudio se unira
por complementariedad a las sondas dispuestas en el array que reconozcan de manera especifica
dicho gen. En este ejemplo en el que se muestra una hibridacién doble, las dos muestras hibridadas
competirdn por la unién a las sondas. La cantidad de mRNA transcrito por cada gen es
proporcional a la cantidad que se une a las sondas en el array.

Dentro de estos microarrays de oligonucledtidos existencdasentes en

funcion de la longitud del oligonucledtido utilizado:

% Oligonucleétidos cortasde unas 25 pb aproximadamente, como los utilizados por la

plataforma de Affymetrix [176]. Este tipo de oligonucleétidos tienen el problema de
gue debido a su pequefio tamafio tienen una menor fuerza de union al mRNA. Para
solucionar el efecto que pueda tener este problema en los resultados obtenidos, la
compafia Affymetrix utiliza una técnica de “mismatch-perfect match” y varios

oligonucleotidos diferentes por cada gen.
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X/

% Oligonucleétidos largasde entre 50-70 pb. Al ser mas largos, tienen una mayor

fuerza de union y una mayor especificidad. Este tipo de sondas son las que mas se
estan extendiendo y son utilizadas por casas comerciales como Agilent, Applied

Biosystems, lllumina o recientemente Biotools.

La estrategias a la hora de sintetizar los oligonucleétidos depende de la casa
comercial, utilizando en general dos posibilidades: o bien la sintesis in situ del oligo
sobre el propio microarray como es el caso de Agilent Technologies y de Affymetrix o
bien la sintesis previa del oligo que luego sera anclada a la matriz como es el caso de
Applied Biosystems.

4.1.2. Marcaje e Hibridacion de las muestras.

El primer paso es el proceso de marcaje del RNA que consiste en “etiquetar”
todos los RNAs mensajeros del tumor, con una molécula fluorescente que luego seamos
capaces de medir, sin alterar su proporcion relativa y con una actividad especifica
suficiente para que produzcan una sefal robusta [177,178]. Este proceso se puede
realizar de manera directa, para lo que es necesario partir de concentraciones muy
elevadas de RNA (entre 10 y 40 pg). De esta manera el mensajero es marcado durante
su retrotranscripcion a cDNA, molécula la cual ser& hibridada al microarray. El marcaje
indirecto, permite sin embargo y gracias a la introduccién de un pequefio paso de
amplificacion, partir de una menor cantidad de RNA inicial (0.1-1 pug). En este caso el
mensajero suele ser transformado a cDNA y posteriormente a cRNA, paso en el cual se
produce el marcaje y la amplificacion de la muestra. Este ultimo método suele ser el
mas utilizado cuando se trabaja con muestras humana ante la usual escasez de material

disponible.

Una vez realizado el marcaje se produce la hibridacion del mensajero al
microarray. En funciébn de cdmo se quiera estudiar la expresion diferencial entre las
muestras, se utilizara o bien la hibridacion simple o bien la hibridacion doble (o

competitiva):

+ Hibridacion simplelas muestras que se van a comparar se hibridan individualmente

a un microarray, marcando todas las muestras con el mismo fluorocromo (Ej.:

34



Introduccién

Cianina 3). Esto hace que el error de incorporaciéon o la velocidad de degradacion
del fluorocromo afecten por igual a todas ellas. Este disefio permite una mayor
flexibilidad a la hora de realizar las comparaciones, aunque sin embargo dificulta los

procesos de normalizacion.

++ Hibridacion doble se marcan las dos muestras a comparar con compuestos

diferentes (generalmente Cianina-3 y Cianina-5) y se hibridan juntas a un solo
microarray. La ventaja de este tipo de hibridacion es que al usar el mismo
microarray, el ruido del fondo de cristal y de los “spots” de DNA son los mismos
para ambas muestras y que en caso de usar una muestra de referencia, los procesos
de normalizacion son mas faciles de llevar a cabo al contar con una referencia
comun para todas las muestras. Las desventajas principales son que exige corregir
los datos de expresion debido a las diferencias de incorporacion de cada
fluorocromo y que las posibilidades experimentales también se ven mas limitadas
ante la necesidad de tener que contar con muestra de referencia suficiente, para

cualquier tipo de comparacion que se quiera llevar a cabo.

4.1.3. Anélisis de datos.

La unién de cada RNA a su sonda (dispuesta en un “spot” o circulo en el
microarray) produce una intensidad de fluorescencia que es directamente proporcional
al nivel de expresion de ese gen. Una de las razones por las que el analisis de datos
presenta una gran complejidad es debido al gran niumero de variables (genes) que
convergen en cada experimento (Ej.: del orden de varios miles cuando se estudia el
genoma humano completo) y al bajo tamafio muestral, en comparacién, utilizado en los
estudios (alrededor de 15-100 muestras). Una vez escaneado el microarray hibridado y
procesada la imagen obtenida, se genera la matriz de expresién sobre la que se realizara

el analisis de datos.

En este tipo de estudios los datos se organizan en matrices en donde cada linea
representa un gen y cada columna una muestra, pudiendo ser definidos, tanto muestras
como genes, en forma de vectores (Fig.13.). En el caso de los genes, cada uno sera
descrito como un “vector de expresion génica’ con “m” dimensiones o valores, siendo

“m” el nimero de muestras que conforman la matriz (ej.: un gen “gl” cuyo valor ha
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sido calculado para tres muestras, se expresara como un vector con tres coordenadas o
dimensiones de la forma (mm,, mg)).
m m, m; my
(o} 12 4 6 O
S/ 5 3 -1 10
Gz 11 3 0 -2

Fig.13. Representacion de la matriz de datos de expresion en donde cada

[1P=i]

columna representa una muestra “m” y cada fila un gen “g”.

El analisis de los datos consta de dos fases:

«» Pre-procesado de datos:

» Filtrado de datos [177] “Limpia” la matriz de datos generada mediante la
eliminacién de sondas cuya expresion o bien es tan baja que se confunde con el
ruido de fondo o bien refleja problemas puntuales acontecidos durante el

proceso de hibridacion.

» Normalizacion [179,18Q] corrige errores o0 sesgos sistematicos introducidos
durante los procesos de marcaje e hibridacion de las muestras, originados por la
distinta incorporacion de los fluorocromos, por diferencias en la cantidad de
RNA inicial de las muestras estudiadas, por la desigual distribucion de la
fluorescencia a lo largo del chip, etc. Estos sesgos suelen ser de tipo espacial y/o
dependientes de la intensidad. Para corregirlos se calculan factores
normalizacion que asumen dos hechos: por un lado que la cantidad de muestra
hibridada es la misma y por tanto el nimero total de transcritos también y por
otro, que existe un numero elevado de genes cuya expresion va a permanecer
invariable. Dependiendo de si los sesgos encontrados varian o no en funcion de
la intensidad de fluorescencia, se utilizaran métodos de normalizaciéon no
lineales (Ej. LOWESS) o lineales (Ej. “mean normalization”, regresion lineal,

etc.) respectivamente.
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« Analisis de datas

Una vez los datos filtrados, normalizados y por tanto listos para el estudio, su
analisis dependera de cual sea el objetivo del trabajo, pudiendo usarse métodos no

supervisados 0 métodos supervisados [177,178].

» Métodos no supervisados (Ver Anexo |. Pag.180) técnicas de agrupacion
que se basan exclusivamente en los datos de expresion para generar los
resultados, sin hacer uso de ningun conocimiento previo relativo a la patologia.
Estos meétodos se utilizan en los estudios de descubrimiento de clases en donde
se intenta crear una nueva clasificacion o descubrir nuevos subtipos moleculares
con relevancia en la patologia, basandose solamente en las similitudes entre los
perfile de expresion. Entre los métodos mas frecuentes destacan la técnica de
agrupaciéon jerarquica (“clustering” jerarquico), el “k-means”, los “Self
Organizing Maps” (SOM) o el andlisis de componentes principales (“Principal

Component Andlisis” o PCA).

» Meétodos supervisados (ver Anexo |. Pa4g.188)utilizan parametros externos a
la matriz de expresion (Ej. estadiaje del tumor, estatus del receptor de estrégeno,
etc.) para generar los supuestos que se van a analizar mediante las matrices de
expresion. Cuando el objetivo final es caracterizar las diferencias entre grupos
de muestras se utilizan los procesos de comparacion de clases (t-test, ANOVA,
etc.). Sin embargo si el objetivo Gltimo es establecer un clasificador que permita
catalogar nuevas muestras en los grupos previamente definidos, se utilizaran los
procedimientos de prediccion de clases (“Support Vector Machines” (SVM), “k-
nearest neighbor” (KNN), etc.). Estas técnicas crean algoritmos de clasificacion
en base a los genes que muestran una mayor expresion diferencial entre los
diferentes grupos, de manera que al aplicarlo sobre los valores de expresion de
una nueva muestra, se obtiene el grupo al que es mas probable que la nueva

muestra pertenezca.

Los tres supuestos anteriores (descubrimiento, comparacion y prediccion de

clases) exigen, en cualquier caso, para confirmar la universalidad de sus resultados la
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verificacion de los hallazgos realizados en conjuntos de datos independientes de aquel

utilizado para obtener los resultados [181].

4.2. Fiabilidad v reproducibilidad de la técnica de los microarrays.

La euforia creada ante la posibilidad de ser capaces, mediante microarrays, de
caracterizar todas las enfermedades humanas en un corto periodo de tiempo [182], llevo
a la aparicion de articulos poco rigurosos que utilizaban esta metodologia. Consecuencia
de ello, en 2005 se publicé una comparativa de diversos estudios de microarrays en
cancer en las que se ponia en duda su reproducibilidad y se insinuaba que la mayoria de
ellos no lograban obtener una clasificacibn mas precisa que la que se podria establecer
al azar [183]. Durante este tiempo y en consonancia con este estudio, otros trabajos

habian sefialado las numerosas carencias de este tipo de estudios [183-190].

A raiz de estoa partir del afio 2005 y en paralelo con la evoludéna técnica

y la progresiva estandarizacion de los protocolos, fueron surgiendo una serie de trabajos
llevados a cabo por grupos cooperativos [191-196] dentro del proyecto Microarray
Quality Control (MAQC), que demostraron la reproducibilidad de esta técnica tanto
entre laboratorios como entre plataformas siempre y cuando se estandarizasen los
protocolos y se establecieran controles de calidad. Ademas, durante este tiempo, otros
grupos consiguieron demostrar la validez funcional de los predictores moleculares, al
probar como en el caso de cancer de mama, que distintos predictores prondstico
reconocian los mismos grupos de pacientes [197] y que existia una similitud biologica

entre los genes que conformaban los distintos predictores [198].

Como parte de los procesos de estandarizacion también se ha hecho hincapié
sobre la informacién que debia ser hecha publica en este tipo de trabajos. A partir de
2001 diversos grupos colaborativos [199] comenzaron a desarrollar las denominadas
reglas MIAME o Minimum Information About Microarray Experiments en donde se
especifican la informacion minima que se ha de proporcionar de cada analisis de
microarrays (dato bruto, dato procesado, identificacion y caracteristicas de las muestras,
anotacion de los genes, etc.) para facilitar el intercambio de informacion entre grupos de

investigacion y la interpretacion por otros grupos de los trabajos publicados.
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4.3. Aplicaciones de los microarrays de expresion en cancer.

La aparicion de esta tecnologia ha permitido un megoocimiento de las vias
moleculares que regulan el desarrollo de gran cantidad de enfermedades, facilitando en
algunos casos la toma de decisiones clinicas y el manejo de los pacientes. La oncologia
es una de las areas en las que los microarrays han despertado mayor interés, quizas
debido a la posibilidad de que esta técnica sea capaz de poner de manifiesto gran parte
de la variabilidad inherente a esta enfermedad. Hasta ahora, los trabajos realizados con

esta técnica en el campo de la oncologia han permitido [177,200,201]:

+» Establecer la individualidad del tumor (tumor-metastasis) frente a otros tumores
[202], observandose que el tumor primario es mas parecido a su metastasis que a

otro tumor primario aunque este pertenezca al mismo estadio.

++ Descubrir nuevas vias alteradas en el desarrollo de tumores, ya sean independientes
del 6rgano en el que se desarrollen (se describié la existencia de un “cluster” de
genes implicado en proliferacion que se encontraba sobreexpresado en tumores de

diferentes 6rganos) [203], o especificas del mismo [204].

«+ Descubrir nuevos subtipos tumorales basados en la composicion celular del tumor
[202,205-207] y en base a ello crear nuevos sistemas de clasificacion con valor
pronéstico [205,207,208].

%+ Desarrollar predictores prondstico para diferentes tumores como el de cerebro [209],
rifidn [210], linfomas [211], pulmon [212] o mama [170,213-216]. Algunos de
estos predictores han sido aprobados para su uso en la practica clinica, como el
MamaPrint (Agendia) [213], el OncotypeDX (Genomic Health) [214] y el H/I test
(Aviara Dx) [216] en el caso de cancer de mama. Dentro del desarrollo de perfiles
prondsticos cabe destacar la importancia que estan adquiriendo aquellos basados en
la expresion de los componentes del estroma [217,218].

s Creacion de perfiles de expresion predictivos, ya sea mediante trabajos en lineas

celulares y posterior validacion en tumores humanos [219,220], o bien directamente
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mediante estudios de comparacion entre pacientes respondedores y no

respondedores frente a tratamiento [221-226].

+ Determinar vias capaces de modular la sensibilidad o resistencia de las células ante

un determinado tratamiento [227,228].

¢ Caracterizar nuevos marcadores diagnoéstico [229] o posibles nuevas dianas

terapéuticas para el tratamiento del cancer [230].

4.4. Papel de los perfiles de expresion en el cancer de colorrectal.

A pesar de que los resultados obtenidos mediante este tipo de trabajos en cancer
colorrectal no alcanzan la importancia de los descritos en otro tumores como el de
mama para el que algunas de las firmas genéticas encontradas ya se estan utilizando en
la clinica, existe una gran cantidad de trabajos que vienen a sugerir el posible uso
clinico de los perfiles de expresion en cancer colorrectal en un futuro préximo. Hasta el
momento, los estudios realizados han conseguido establecer con mas o menos fortuna
perfiles de expresion diferentes en funcion del prondstico del paciente, de su posible
respuesta a tratamiento o de parametros tales como la localizacion tumoral, la presencia
de inestabilidad en microsatélites, etc. [231]. Los resultados mas destacados se

describen brevemente a continuacion.

441. Desarrollo de la enfermedad: “mucosa normal — adenoma -—

adenocarcinoma”.

Los primeros estudios demostraron que el uso de técnicas globales en expresion
no soélo permitia separar muestras tumorales de muestras de mucosa de colon normal
[232-237], si no que mediante el andlisis de los genes que se expresaban de manera
diferencial, se podia también conocer la composicion celular de los tejidos (estroma,
epitelio, masculo liso, etc.) [232,238] o ver qué genes se encontraban funcionalmente
correlacionados entre si [232]. Estudios posteriores, consiguieron afiadir un grado mas
de definicién al ser capaces de diferenciar a nivel molecular la evolucion tumoral:

“mucosa normal - adenoma - adenocarcinoma” [237,239,240].
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Durante el desarrollo de estos estudios se fueron describiendo una serie de genes
gue caracterizaban y diferenciaban estos tres “estadios”. Asi, se observo la
desregulacién de vias biolégicas que proporcionan ventajas selectivas a las células
tumorales (adenomas y adenocarcinomas) como la sintesis del RNA y proteinas, la
expresion de oncogenes, crecimiento y division celular, la transduccion de sefales, la
desregulaciéon del ciclo celular, los procesos de muerte celular y de inmunidad, etc.
También se encontraron genes implicados en crecimiento celular y proliferacion cuya
expresion iba aumentando a medida que aumentaba el proceso de malignizacion.
Finalmente genes diferencialmente expresados entre adenomas y carcinomas se vio que
estaban relacionados con situaciones de hipoxia y privacion de alimentos, lo que podria
indicar que las células tumorales estan cambiando sus perfiles de expresion y se estan

adaptando a un entorno con baja concentracion de oxigeno y de nutrientes.

4.4.2. ;Diferente localizacion del tumor = Diferente prondstico?

Algunos estudios insinuaron la posibilidad de que la distinta localizacién del
tumor (colon derecho-colon izquierdo) pudiese estar relacionada con diferencias en el
desarrollo del tumor y en el prondstico del paciente [241,242], lo que a su vez podria
venir reflejado por la aparicion de perfiles moleculares diferentes para tumores de
ambas localizaciones. Sin embargo y aunque se confirmo la existencia de genes capaces
de diferenciar los tumores segun su localizacion proximal o distal en el intestino grueso,

y se encontr@ asociacion entre dicha localizaciébn con pardmetros como la invasion
linfatica o la invasién vascular, no se ha podido confirmar que el prondstico de dichos

pacientes sea significativamente diferente, ni que el indice de recurrencia sea mayor o
menor 0 que vivan mas o0 menos tiempo dependiendo de donde se localice la

enfermedad.

4.4.3. Perfiles de expresion e Inestabilidad genética.

Aproximadamente un 10-15% de los tumores esporadicos de colon y los tumores
de tipo HNPCC presentan inestabilidad en secuencias microsatélite (MSI). A lo largo de
los afios diversos trabajos han relacionado el estatus “MSI” con  diferentes
caracteristicas clinico-patologicas [63] (Tabla.6) y con un patron de desarrollo diferente

al de los tumores estables [243].
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Varios estudios han demostrado mediante técnicas no supervisadas [243,244] que
existen diferencias moleculares entre los tumores MSS y los MSI. Los genes que
caracterizan los perfiles de expresion de ambos grupos parecen apoyar la hipoétesis de
que estos dos grupos desarrollan el tumor por vias diferentes y ademas ambas vias
estarian asociadas a distinto pronéstico [30,63,243-246]. Las diferencias mas relevantes

entre ambos tipos tumorales a nivel de la expresion génica son las siguientes:

% La sobreexpresion de un grupo de metalotioneinas en los MSI podrian estar detras

de la mayor resistencia de estos tumores a la quimioterapia [245].

% La sobreexpresion de genes como MUC5AC y MUC1 podrian ser los responsables
de que los tumores MSI presenten un fenotipo mucinoso en comparacion con los
tumores MSS [243,246].

% La sobreexpresion de genes que codifican proteinas de respuesta inmune como la
Granulisina, el 4-1BBL, la Granzima A, etc. [243,244,246] se correlaciona con la
caracteristica de los tumores MSI de poseer infiltracion de células del sistema
inmune, lo que podria explicar, al menos en parte, el mejor prondstico de este grupo
frente a los MSS. Otro factor que podria contribuir a esta diferencia de prondstico es
el hecho de que genes que tedricamente estarian implicados en la progresion del
tumor como VEGRB, DD5, NNOX1, PTP4A3, MMP7, etc. estarian inhibidwslos
tumores MSI frente a los MSS, mientras que otros que tedéricamente frenarian su
progresion (Caspasa2, BCL10, SMAD4, HME, etc.) estarian sobreexpresados [244-
246].

A este respecto cabe destacar el estudio de expresion realizados en
adenocarcinomas serrados [247]. En este trabajo, Laiho et al. describen perfiles de
expresion capaces de diferenciar entre tumores serrados y convencionales y apuntan
hacia una posible conexion entre adenocarcinomas serrados y adenocarcinomas con

inestabilidad en microsatélites y de fenotipo metilador
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4.4.4. Perfiles de expresion vy clasificacion de tumores.

El grupo de Friedericksen [248] intentd probar que era posible clasificar los
tumores desde un punto de vista molecular en funcion de los estadios de Dukes. Sin
embargo, solo lo consiguieron con los tumores en estadios B y C, mientras que los
estadios A y D quedaban sin agrupar. En sintonia con esto, el grupo de Kwong [249] no
fue capaz de establecer diferencias entre los estadios B, C y D. En otros trabajos como
los de Groene [250], aunque son capaces de diferenciar estadios Il vs. Ill, se no
observan vias moleculares diferencialmente alteradas entre los estadios de Dukes

analizados.

Bertucci et al. [251] fueron capaces, mediante perfiles de expresion, de
distinguir tumores con potencial metastasico (diagnosticados como tumores con
metéstasis o que durante el seguimiento la desarrollaron) de tumores sin dicho potencial
(con ganglios afectados pero que no desarrollaron metastasis durante el seguimiento).
Esta clasificacion sin embargo distinguia peor si se dividia a los pacientes en estadios C
o D de Dukes, reflejando de nuevo que la clasificacidn histolégica no parece

corresponderse con la clasificacién molecular.

Estudios posteriores como los del grupo de Eschrich [252] y del grupo de Wang
[253] apuntaban también hacia la existencia de heterogeneidad a nivel molecular dentro
de los estadios clinicos, ya que los perfiles molecularesapates de predecir buen y
mal prondsticos cuando se analizaban solo tumores en estadios B o tumores en estadios
B y C conjuntamente, cosa que no ocurria si se utilizaba parametros como la propia

clasificacion de Dukes o el nimero de capas infiltradas por el tumor.

4.45. Perfiles de expresion y metastasis.

La aparicion de metéastasis es una de las causas principales de muerte por cancer.
Cuando se habla de investigar los patrones que rigen su desarrollo es necesario

considerar dos aspectos fundamentales:

% La capacidad del tumor para producir metastasisversos estudios han puesto de

manifiesto que esta capacidad viene definida por el propio tumor primario, siendo
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los perfiles de expresion de los tumores y los de sus metastasis correspondientes
practicamente iguales, mientras que el perfil de los tumores primarios que
metastatizan difieren de aquellos otros que no lo hacen [251,254-256]. Esta teoria
parece confirmarse mediante los resultados obtenidos en los estudios que relacionan
perfiles de expresion en tumores primarios con prondstico y/o recurrencia
[252,253,257-260]. A pesar de ello, otros estudios como el de Ki [261] y el de
Yanagawa [262] han sido capaces de encontrar perfiles diferenciales (aunque con un
bajo numero de genes entre los que se encontraba MMP1, MMP2, TIMP1) entre

tumores colorrectales y sus metastasis.

«+ El tropismo hacia un determinado 6rgaren cancer colorrectal, nada se sabe a este

respecto, pero se cree que esta capacidad podria también venir marcada en los

tumores primarios, como ocurre en otros tumores como el de mama [263].

4.4.6. Perfiles de expresiéon y prondstico.

Diversos estudios ya habian demostrado en otros tipos de cancer la eficacia del
uso de microarrays en la determinacion del prondstico de los pacientes [170]. El primer
trabajo que confirmé la utilidad de las técnicas de analisis masivo para predecir
recurrencia en cancer colorrectal fue realizado por el grupo de Wang en 2004 [253]. A
partir de entonces diversos grupos han centrado sus investigaciones en éste area (Tabla
8), Los conclusiones mas importantes aportadas por estos trabajos son [252,253,257-
260]:

s Es posible establecer predictores moleculares que diferencien pacientes con un
riesgo mas elevado de recurrencia. Curvas de Kaplan-Meier realizadas en base a
estos perfiles moleculares corroboraron que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el tiempo de supervivencia entre ambos grupos (es decir, entre
aguellos clasificados como “recurrentes o de mal prondstico” y “no recurrentes o

de buen prondstico” utilizando perfiles genéticos).

% Predictores individuales que se habian tratado de utilizar con anterioridad, o bien
no eran capaces de predecir la recurrencia, como ocurria con la expresion de los

genes TP53, RAS, el tamafio del tumor, el grado de diferenciacion, la pérdidas
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alélica en el 18q o la division de la muestras segun su estadio de Dukes (B 'y C) o
bien su poder predictivo era menor del que mostraban la mayoria de las firmas
genéticas (Ej.: “invasion de ganglios linfaticos + edad”, TNM, etc.).

s A través del estudio del perfil molecular del tumor se podria establecer el
comportamiento y evolucion del paciente, lo que no es posible hacer de manera

precisa a través de la morfologia del tumor.

« La falta de concordancia entre los genes que conforman los diferentes predictores
moleculares no invalida su poder prondstico. Esta afirmacion, viene ademas
avalada por el hecho de que varias de estas firmas genéticas ya han sido validadas
por los propios grupos en matrices de muestras provenientes de otros laboratorios
o incluso de manera completamente independiente por otros grupos como sucedio
con la firma genética establecida por el grupo de Wang y que fue confirmada por
el laboratorio de Barrier. La eficacia de un predictor y, por tanto, la posibilidad de
aplicarlo a la clinica no depende tanto de su composicion sino del hecho de que
con él se pueda predecir recurrencia de manera precisa en cualquier grupo de

muestras.

% La interaccion Epitelio tumoral - Estroma podria jugar un papel muy importante
en el desarrollo de la metastasis como se deduce del hecho de que grupos como el
de Barrier hayan sido capaces de crear un predictor de recurrencia basado en

perfiles de mucosa de colon normal adyacente al tumor.

En la actualidad se esta a la espera de la aparicion en el mercado de la primera
prueba que mediante perfiles de expresion génicos sera capaz de predecir recurrencia en
pacientes con cancer de colon en estadio Il (Agendia) [264]. Este test comercial seria
capaz de diagnosticar el riesgo de recurrencia con mayor precision que los actuales
parametros clinico-patologicos, facilitando la identificacion de los pacientes que se

beneficiarian de la quimioterapia adyuvante.
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4.4.7. Perfiles de expresion y tratamiento.

Al igual que en otros tumores, los estudios reabizaeh cancer colorrectal en
relacion con el tratamiento han estado enfocados a descubrir los patrones que rigen la
sensibilidad o resistencia (ya sea innata o adquirida) de los pacientes frente a

determinados farmacos.

Tras la obtencion de resultados positivos para la determinacion de resistencia o
sensibilidad a 5-FU y Camptotecina mediante perfiles de expresion en un conjunto de
lineas celulares de carcinoma de colon [265], se llevaron a cabo los primeros estudios
en muestras humanas. Varios grupos se plantearon la posibilidad de estudiar, a través de
los perfiles de expresion de biopsias de tumor primario [266-268] o del propio tumor
primario una vez resecado [269,270], si era posible diferenciar aquellos pacientes que
iban a responder a un determinado tratamiento de aquellos otros que serian resistentes al
mismo (Tabla 9). La mayor probabilidad de respuesta al tratamiento, podria permitir
llevar a cabo intervenciones quirdrgicas en pacientes con tumores inicialmente
irresecables, incrementando la probabilidad de curacion o mejorando la supervivencia.
En los cinco estudios descritos, se obtuvieron firmas genéticas que eran capaces de
diferenciar respondedores de no respondedores. Ademas, estos resultados, junto con lo
encontrado en otros trabajos [271], han permitido obtener una vision mas global de los
mecanismos de accion de algunos de esos farmacos, que afectaban vias relacionadas
con adhesion, metabolismo de DNA, matriz extracelular y citoesqueleto, proliferacion
y division celular, apoptosis, etc.).

Esto confirma la posibilidad de utilizar este tipo de aproximaciones en el estudio
del cancer colorrectal para valorar la respuesta futura de los pacientes frente a los
farmacos, aunque siempre siendo cautos y teniendo en cuenta que deberian llevarse a

cabo nuevos ensayos con series de pacientes mas homogéneas y numerosas.
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Comparacion de los articulos publicados relacionados con pronéstico en cancer colorrectal y firmas genéticas.

TN - 5 n
EStUdIO‘. Anoy B = s el (:!e Predictor Matriz de datos Precision $ensibilidad Eslpecificidad Vias implicadas
Revista muestras muestras recurrencia
Wang Y et al. JCO ) 74 muestras ~ 23 genes o o o Ciclo celular, proliferacion, progresién tumoral
2004 Estadio Il @3sy31R) | Sanos (ej: Cadheria 17) 36 MEy 36 MV 8% 2% 83% |y respuesta inmune
Arango D et al. _ Transporte proteico (mitocondrial, nuclear, ret.
Gastroenterology Estadio 11l (2155 rgueigz;s) 5 afios é?lglige:) 25 muiig{:(l)(g/lvE) =Mv) 88% 80% 93% Endoplasmaético), procesamiento de proteinas
2005 Y ) (plegamiento y aminoacilacioén de tRNAs)
La osteopontina (SPP1) parece estar implicadal
) - en adhesién celular, invasién, angiogénesis y
Eschrich S et al. Estadio II, Il y IV 78 muestras 3 afios 43 genes (eJ'.SPP]' y 78 muestras (LOOCV) 90% 93% 84% apoptosis. Neuregulina es un ligando para el
JCO 2005 (30Sy48R) Neuregulina) MV = muestras danesas L
receptor ERBB que puede estar implicado en
crecimiento tumoral
Prot. Ribosomales: traduccién y podrian estar
Barrier A et al. JCO ) 50 muestras ~ 30 genes (ej: prot ME = 10-40 muestras o o o implicadas en progresion de ciclo celular,
2006 Estadio Il (25Sy25R) 5 afios ribosomales) MV = 40-10 muestras 76.3% 85.1% 67.5% apoptosis, respuesta a dafio en el DNA e
invasién tumoral
TNYyM 77% 34% 97%
Nueva Zelanda: — . L ”
Estadio I, II, Ill y 149 muestras 5 afios TNM + Expresion (ZBTB6,| 149 muestra (LOOCV) 73% 49% 86% Progresioén tumoral, transcripcion, traduccion y
Vo (102Sy45R) CASP1, CXCL14) MV = muestras Alemania ° ° ° mitosis
v
Lin YH et al. Clin 22 genes (ej: PKB) 7% 53% 88%
Canc Res 2007 Inv de Gangl Linf y Edad 65% 84% 45%
. 55 muestras (LOOCV)
Alemania: 55 muestras o Inv GL + Edad+ Expres _ o o o : :
Estadio I y Il (26 Sy 29 R) 5 afios (CA2, CXCL9, PKB) MV = leJetﬁ.l;rgZ Nueva 80% 74% 86% Implicados en respuesta inmune
19 genes (ej: PKB) 84% 85% 83%
Barrier A et al 24 muestras 70 genes Receptores de membrana plasmatica,
y Estadio Il colon normal 5 afios . 9 18 ME 'y 8 MV 82% 73% 87.1% crecimiento celular y/o mantenimiento y
Oncogene 2007 (ej: Anexina y CD24) :
(14Sy10R) respuesta inmune

Tabla .8. Resumen de los trabajos realizados con microarrays en relacién a pronéstico de pacientes con cancet’cttdrigttal
Nota: todos los trabajos han sido realizados con microarrays de la casa Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA) a excepcion del experimento realizado por el
grupo de Nueva Zelanda (MWG Human 30k array) y el grupo de Eschrich (TIGR array).
Abreviaturas: S = sano; R = recurrencia; T = capas infiltrada por el tumor; N = ganglios linfaticos afectados; M = metastasis; GL = ganglios linfaticos; ME =
matriz ensayo; MV = matriz de validacion; LOOCV = “leave-one-out-cross validation”.
Precision = proporcidn de prondsticos correctamente realizados; Sensibilidad = proporcién de recurrencias correctamente diagnosticadas; Especificidad =
proporcién de “no recurrencia” correctamente asignadas.
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Introduccion

Del Rio M et al. Matsuyama R et al. Ghadimi BM et al. Watanabe T et al. Kim 1J.
JCO 2007 Int J Cancer 2006 JCO 2005 Canc Res 2006 Dis Col Rect 2007
Colon Colon Recto Recto Recto
(21 pacientes) (22 pacientes) (30 pacientes) (52 pacientes) (46 pacientes)
15 Higado
Higado 4 "Higado+pulmoén” _ —_ —_
3 "Higado+peritoneo"”
FOLFIRI Terapia basada en 5-FU QT (5-FU) + RT RT QT +RT

(post-cirugia)

(post-cirugia)

(previo cirugia)

(previo cirugia)

(previo cirugia)

Disminucion de la
metastasis con la finalidad
de resecarlas

Disminucién de la
metastasis con la finalidad
de resecarlas

Disminucion del tumor
primario con la intencién de
resecarlo

Disminucion del tumor
primario con la intencién de
resecarlo

Prediccion de respuesta
completa frente a
tratamiento preoperatorio

Microarrays Affymetrix

gRT-PCR
&
microarrays

Home-made arrays

Microarrays Affymetrix

Microarrays Affymetrix

Tumor primario

Tumor primario

Biopsia del tumor primario

Biopsia del tumor primario

Biopsia del tumor primario

14 genes

3 genes

54 genes

33 genes

95 genes

74.4%

86.3%

83.0%

82.4%

84.0%

Tabla.9. Cuadro resumen de los trabajos que analizan mediante perfiles la repuesta de los pacientes a determinados tratamientos [266-270].
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El cancer colorrectal es una de las neoplasias con mayor incidencia y mayor tasa
de mortalidad en los paises desarrollados. En la actualidad los sistemas de clasificacion,
de prondstico y de tratamiento de estos pacientes estan Unica y exclusivamente basados
en criterios clinicos y anatomopatolégicos que no son capaces de reflejar toda la
heterogeneidad de una enfermedad tan compleja. Este hecho provoca que sujetos
clasificados en un mismo estadio, evolucionen en la enfermedad o respondan a un
mismo tratamiento de manera diferente.

La secuenciacion del genoma humano y la aparicion de técnicas de analisis
masivo como los microarrays han permitido abordar de manera global y efectiva la
complejidad molecular de esta enfermedad, aportando, en algunos casos, como en el de
cancer de mama, herramientas efectivas para el manejo clinico de los pacientes.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos la realizacién del
presente estudio cuyos objetivos se detallan a continuacion:

Objetivo principal:

R/

% Estudio del patrén de expresion de los tumores colorrectales con el fin de realizar
una clasificacion de los pacientes en grupos molecularmente homogéneos y de
establecer la correlacion existente con la actual clasificacion clinica y otros
parametros de posible interés para el tratamiento de los pacientes.

» Aplicacion de técnicas no supervisadas para la agrupacion de muestras
(descubrimiento de clases) en funcion de los perfiles de expresion y
establecimiento de una clasificacion molecular.

» Caracterizacion de los patrones de expresion diferencial para cada uno de los
grupos tumorales propuestos con la finalidad de identificar nuevos marcadores

moleculares capaces de predecir el comportamiento del paciente.

» Correlacion de los subtipos moleculares definidos con los parametros clinicos y
patoldgicos estudiados, en especial con la clasificacion histolégica (Dukes).

» Validacion de la clasificacibn mediante el uso de grupos de muestras
independientes.
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> Realizacion de analisis de supervivencia para el estudio de una posible
asociacion entre el prondstico de los pacientes y los subtipos de la clasificacion
molecular propuesta.

Objetivos secundarios:

% Caracterizacion del perfil de expresion diferencial que identifica el fenotipo
malignizado (tejido normal vs. tejido tumoral), con la intencion de determinar
marcadores y funciones biologicas alteradas que permitan profundizar en el
conocimiento de las reglas que regulan el cancer y que pueden ser de interés para su
futura aplicacion en la practica clinica .

+ Implantacion de la técnica de los microarrays en el Laboratorio de Oncologia
Molecular (Dpto. de Oncologia Médica) del Hospital Clinico San Carlos, con el fin

de posibilitar la realizacion de nuevos proyectos en el area de genémica:

» Extraccion de acidos nucleicos de muestras biologicas (tejido congelado) y
establecimiento de controles de calidad.

» Marcaje e hibridacion de la muestras. Establecimiento de controles de calidad.

» Implantacion y manejo de “softwares” de andlisis de datos gendmicos.
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1. Diseio experimental .

El disefio experimental en este tipo de estudio es esencial para la obtencion de
resultados fiables y consistentes. En este trabajo se establecieron cuatro pilares basicos
sobre los que desarrollar el proyecto:

K/

« Seleccion de muestragpuesto que el objetivo del proyecto era realizar una

clasificacion molecular del cancer colorrectal se intentd que el conjunto de muestras
analizadas fuese representativo de los diferentes estadios tumorales, para lo que se
seleccionaron muestras en los cuatro estadios de Dukes (A, B, C y D) en

proporciones similares.

% Analisis del tejido tumoralLa importancia de la interaccion epitelio-estroma en el

desarrollo del tumor esta cobrando cada vez mayor protagonismo en el desarrollo
del cancer, por lo que se decidié no utilizar técnicas como la microdiseccion con

captura por laser para seleccionar solamente células epiteliales, si no analizar la
expresion conjunta de las células del estroma y del epitelio, teniendo cuidado de que

la proporcion entre ambas fuese un fiel reflejo de la compaosicion del tumor.

% Seleccién de la plataforma a utilizase utilizdé la plataforma de microarrays de

Agilent Technologies. Sus matrices de expresion estan formadas por
oligonucleodtidos largos de secuencia especifica (60pb) para cada gen sintetizados
“in situ”, lo que aumenta la fuerza y especificidad de union con los transcritos
hibridados. Este sistema posee ademas un rango dindmico muy amplio y es capaz de
detectar de manera fiable y con un alta reproducibilidad, diferencias minimas de
expresion de hasta 1,3 veces y niveles bajos de mRNA (1 transcrito/ célula / millon

de células).

« Hibridacién

» Modelo de hibridacion utilizado. Se utilizé una técnicas de hibridacion doble
frente a una muestra de referencia comun, facilitandose y homogenizandose los

procesos de normalizacion de las muestras.
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» Seleccion de la muestra de referencia: se usé un “pool” de tejidos normales,
obtenidos de los propios pacientes incluidos en el estudio, como muestra de
referencia. Aunque esta muestra de referencia se uso casi exclusivamente para
los procesos de normalizacion, permiti6 desde un principio establecer el
significado biologico de los datos de expresion que son un reflejo de las

variaciones que se producen en el proceso de transformacion neoplasica.

2. Seleccién y estudio de los pacientes.

Se seleccionaron como sujetos de estudio, pacientes operados en el Hospital
Clinico San Carlos de adenocarcinomas colénicos y rectales primarios localizados
(estadios I, 1l o Ill) y avanzados (estadio IV) entre los afios 2001-2006. Pacientes
tratados con quimioterapia neoadyuvante fueron rechazados para este estudio al
considerarse que dicho tratamiento podria alterar el comportamiento natural de tumor.

Datos clinicos como la edad, el sexo, la localizagi@| estadiaje del tumor (T,
N, M y Dukes), el tipo histolégico y los niveles de Antigeno Carcinoembrionario
(CEA), asi como el seguimiento y el tratamiento del paciente fueron recogidos del
historial clinico (Tabla.1). En relacion con el tipo histoldgico, hay que sefialar que no se
tuvo en consideracion el subtipo de los adenocarcinomas serrados, debido a la dificultad
gue entrafio su identificacion.

Del analisis histologico del tumor también se recabo informacion en relacion a
una serie de parametros histopatologicos de posible relevancia en el pronéstico de la
enfermedad como el grado de diferenciacion celular, la invasioén perineural, la invasion

vascular, etc. (Tabla.l).

Las muestras incluidas en el estudio fueron obtenidas a través del Banco de
Tumores del Hospital Clinico San Carlos, el cual se rige por las normas establecidas
desde el propio hospital y aprobadas por el comité de ética, entre las que se incluye la
obtencion del correspondiente consentimiento informado firmado por los pacientes.
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Parametro Escala Parametro Escala
- Sexo . - Margen Tumoral
Varon / Mujer Infiltrante
- Edad .
— Afios Expansivo
- Extensién Mixto
T1-T4 - Diferenciacién indif ad
. N6dulos ndiferenciado
NO-N1 Poco
- Metastasis
- MO-M1 Moderadamente
- Estadio de Dukes _ Bien
Estadio A - Tipo microscopico )
Estadio B Convencional
Estadio C Mucinoso
Estadio D - Mutaciones en k-ras
. izacié Mutado (codon 12 o 13)
Localizacion C. Ascendente )
Silvestre
C. Transverso
C. Descendente - Inestabilidad
. MSS
Sigma
MSI
Recto
. CEA - Tratamiento )
Unidades Regimenes
de QR Yy RTx
- Inv. vascular . imi
—_— Si/No Sequimiento
SGyPLE
- Inv. Perineural. Si/ No . Proliferacién (Ki67)
Porcentaje
- Ganglios analiz Menos de 12 . Apoptosis (M30)
. Porcentaje
12 o mas

- Infiltrado linfocitario

Ausente (0)

- B-catenina nuclear

Ausente (< 1)

Bajo (1) Medio (1=x < 2)
Medio (2) Alto (= 2)
Alto (3) - EGFR (Polisomia)

Si/No

Tabla.1. Parametros clinicos, patoldgicos y moleculares analizados durante este estudio.

3. Obtencioén y estudio histologico de los tumores.

De cada paciente se obtuvo una muestra de tejido tumoral y otra de mucosa de
colon normal (extraida a mas de 10cm. del tumor). Todas las muestras utilizadas fueron
incluidas en un medio criosolidificable (OCT compound Tissue-Tek. Sakura. Tokio,

Japon) necesario para su procesamiento posterior y congeladas con isopentano (-160°C)
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en un plazo inferior a 30 minutos desde su extraccion en el quir6fano. Hasta su uso se
almacenaron en un congelador a una temperatura de -80°C.

Antes de llevar a cabo la extraccion de &cidos nucleicos (RNA y DNA) se
realizé un analisis histologico para valorar el porcentaje de componente tumoral
existente en los tejidos. De cada pieza tumoral congelada se obtuvieron dos cortes de
4um de grosor (Criostato Leica CM1850. Wetzlar, Germany) que se tifieron con
hematoxilina-eosina. El primer corte corresponde al tejido justamente anterior al
material seleccionado para extraer los acidos nucleicos y el segundo corte corresponde
al tejido inmediatamente posterior a dicho material seleccionado para la extraccion.

Con la finalidad de evitar una contaminacion elevada con tejido normal, solo se
seleccionaron muestras que en el andlisis histolégico contuvieron una media de al
menos un 80% de componente tumoral (células epiteliales tumorales y estroma tumoral)
en el analisis histolégico (Fig.1). Durante dicho analisis se anoté también la proporcion
aproximada de estroma y de necrosis de cada muestra tumoral.

Tejido fumoral Tejido tumoral Tejido tumoral

.. Tejido normal  Tejido tumoral

i

Muestra CT 29 Muestra CT 40 (100% Tumor)
(50% tumor y 50% normal)

\S\ | /Q/

SELECCION

{
Criterio —— @0% de comp. @

Fig.1. Estudio histolégico para la seleccion de pacientes a estudio. El criterio establecié la necesidad
de tener mas de un 80% de componente tumoral en media (incluyendo epitelio tumoral y
estroma tumoral) para que la pieza fuese incluida en el estudio.

Muestra CT 44 (100% normal)

En paralelo también se realizé un estudio histolégico complementario de cada

tumor a través de piezas independientes de tejido para confirmar que la composicion
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tisular del tejido congelado analizado era representativa del tumor en general. Como
muestra independiente de tejido en cada uno de los tumores se utilizé tejido que habia

sido parafinado y almacenado para su uso en clinica.

4. Extraccion de los acidos nucleicos.

4.1. Extraccion del RNA: Método del Trizol.

El Trizol® (Invitrogen, California.USA) es una solucion monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina que es capaz de mantener la integridad del RNA mientras lisa
las células y disuelve los compuestos celulares permitiendo asi la extraccion de dicho

acido nucleico.

El protocolo de extraccién fue el indicado por el fabricante con pequefias

modificaciones. Consta de los siguientes pasos:

% Homogenizacion de los cortes del tejido congelado (aprox. 20 cortes de 20um cada
uno) en frio usando Trizol® (1ml) y un homogenizador mecénico (“Ultra Turrax T8
(S8N-5G)”. Rose Scientific Ltd, Canada).

% Separacion del homogeneizado mediante cloroformo (200ml de Trizol®) vy
centrifugacion (13000rpm durante 10’) obteniéndose tres fases: acuosa (RNA),

organica (restos celulares y DNA) y fendlica (restos de Trizol® y cloroformo).

% Precipitacién del RNA disuelto en la fase acuosa mediante isopropanol (600u
de Trizol®) durante toda la noche y centrifugacién (13000rpm durante 30’), seguido

de lavado con etanol al 75% (para eliminar impurezas y restos de sales).

% Resuspension del RNA en@ libre de RNAsas (Quiagen. Hilden, Alemania).

Una parte del volumen de RNA obtenido de cada muestra fue sometido
posteriormente a tratamiento con DNAsa y purificacion en columnas (“RNeasy Micro

Kit”. Qiagen, Hilden, Alemania) para eliminar cualquier rastro de contaminacion con
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DNA gendmico. En este proceso se siguieron fielmente los protocolos indicados por el

fabricante que aparecen resumidos a continuacion:
% Unidén del RNA (45u9) a la matriz de la columna. Incorporacion de 45ug de RNA +
3504 Buffer RLT-(3-ME) + 250ul EtOH abs. al interiore de la columnpogterior

centrifugacion (10.000rpm durante 15”).

% Incubacion de la membrana de la columna con DNAsa (30 unidades) + Buffer RDD
(70ul) durante 15'.

% Elucion del RNA con HO libre de DNAsas, tras lavados con dos Bufferes (RW1y
RLT) y con EtOH al 80%.

4.2. Extraccion del DNA.

El material de partida para la extraccion del DNA fueron los restos del tejido
procedente de la purificacion con Trizol. EIl método de extraccion utilizado fue el

siguiente:

++ Eliminacion de los restos de la fase acuosa mediante la adicion de EtOH Absoluto
(6004 por ml de Trizol) y centrifugacion (8000rpm duraritQ’) y aspiracion del
sobrenadante.

+ Lavado del precipitado primero con citrato de sodio con etanol al 10% (1ml) para
eliminar los restos fendlicos y luego con una solucion de NaCl 0.075 Molar y EDTA

0.024 Molar para eliminar los restos de citrato de sodio con etanol al 10%.

+ Digestion de los restos celulares (membranas, proteinas, etc.) con SDS al 1.2%, y

Proteinas K (0.6 mg/ml) en solucion B e incubacion a 48°C durante 48 horas.

% Precipitacion (con NaCl 2.1 Molara,) de los restos celulares digeridos y obtencion
del DNA en disolucién mediante centrifugacion (14.000rpm durante 15’).
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+ Precipitacion del DNA con isopropanol (vol. /vol.) durante 30’ y centrifugacion
(14.000rpm durante 30’). Lavado con EtOH al 75%. y resuspension del pellet en
H,O destilada.

4.3. Cuantificacion de los acidos nucleicos:

La cantidad de DNA y RNA obtenido asi como su pureza (ratio 260/280 para
descartar la contaminacion con proteinas y ratio 260/230 para descartar la existencia de
restos de sales), se evaluaron mediante uso del espectrofotometro Nanodrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific Inc. Wilmington, USA) enlJe muestra. La concentracion
de los éacidos nucleicos se obtuvo mediante la medicion de la absorbancia y su

aplicacion a la formula:
C=(AxE)/D
Donde “C” es la concentracion (n$); “A” es la absorbanciaA@60nm); “E” es
el coeficiente de extincion molar (50 en el caso de DNA y 40 en el caso de RNA); “D”

es la dilucion de la muestra.

4.4. Control de calidad RNA:

La degradacion de la molécula de RNA afecta a los niveles de expresion del
RNA mensajero . La valoracion de la calidad (o nivel de integridad) del RNA se llevo a
cabo utilizando métodos microfluidicos (“Bioanalyzer 2100”. Agilent Technologies,
Palo Alto.USA) (Fig.2) en combinacién con el software “RNA Integrity Number
(RIN)". Este software integra, mediante algoritmos mateméticos, diversos parametros
del perfil del RNA (Fig.2) y proporciona un valor (en una escala del 0-10, en donde el O

indica degradacion completa) que refleja la calidad de la muestra [272,273].
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Laz muesiras pasan a traves de los
microcanales desde los distinioe pocillas
La musestra ex inyectada enel canal de

.
Los componenies de la nusestrase separan
medianie miindos elecirofbnitioos

Los componenies son deiectados medianie
fluorescencia ¥ transformados en Imagen

Len micracenalny
in rmilEnEn @8 un

i
fluorocromo
. A
(T3] 185. ment MO L
*| pre-region inter-region
= 285-fragment
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Fig.2. Esquema del proceso de microelectroforesis que realiza el “Bioanalyzer 2100” junto con el
electroferograma resultante para una de las muestras. En dicho electroferograma se indican las
regiones que son utilizadas para calcular el valor del RIN.
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4.5. Control de calidad del DNA:

La integridad o calidad del DNA se analizé mediante técnicas de electroforesis
convencional en geles de Agarosa al 0,8% -TAE (0.5X) con Bromuro de Etidio (0.2

mg/ml).

5. Obtencién de la muestra de referencia (“pool” de colon normal).

Al tratarse de una hibridacion doble, todas las muestras a estudio (Tumores y
tejidos normales individuales), se van a hibridar frente a una Unica muestra comudn
denominada “Referencia”. En este caso, como muestra de referencia (o0 “Pool” CN) se
utilizé un “pool” de RNA obtenido a partir de 68 muestras de colon normal situadas a
mas de 10cm del tumor, todas ellas pertenecientes a pacientes incluidos en el estudio.
En su fabricacién, se descartaron aquellos tejidos que poseian alguna anomalia que
pudiese afectar la expresion de los genes en la muestra normal (Ej.: colitis ulcerosa),
aguellos con un RIN < 7.5 o aquellos con una cantidad de muestra baja que no
permitiese destinar una parte a la creacion del “pool” y otra a la realizacion de estudios

posteriores individualizados.

6. Marcaje e hibridacion de las muestras a los microarrays de

expresion.

Se utilizaron microarrays “Human Whole Genome Oligo Microarray” (Agilent
Technologies, Palo Alto.USA) con dos formatos diferentes (1x44K o microarray tipo
G4112A y 4x44K o microarray tipo G4112F), cuyas caracteristicas se presentan en la
tabla.2.

61



Materiales y métodos

Whole Human Oligo Microarrays
4x44k 1x44k
25mm x 75mm 25mm x 75mm
45,015 43,931
65 micrones @ 115 micrones @
60 pb 60 pb
43,376 41,675
41,000 41,000
1486 1942
153 314

Tabla.2. Caracteristicas de los dos formatos de microarrays usados en el estudio.
« Puntos a estudiorepresentan el conjunto de RNA mensajero que se transcribe en las

células.

% Controles negativoson oligonucleétidos que al contacto con el liquido de hibridacién van
a formar un “hairpin” consigo mismos evitando que se pueda unir ningin transcrito
marcado. Su fluorescencia es considerada como inespecifica de la técnica.

« Controles positivasson oligonucleétidos de produccién (utilizado como control de la
sintesis del microarray por la compafiia encargada de su fabricacién) y de marcaje de los

extremos del microarray (utilizado para identificar la posicion exacta del array en el cristal).

El proceso de marcaje e hibridacion, que se describe brevemente a continuacion,

fue igual para los dos modelos de micromatrices.

6.1. Marcaje y amplificacion de la muestra.

Ambos procesos se llevaron a cabo siguiendo el protocolo del kit “Agilent low
RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit” (Agilent Technologies, Palo
Alto.USA) basado en la técnica de Eberwine [274]. De forma resumida, el proceso es el
siguiente (Fig.3):

% 500ng de RNA total fueron retro-transcritos usando como cebador un oligo poli dT
con la secuencia del promotor de la T7 RNA Polimerasa en su extremo 5 y como
enzima retro-transciptasa una MMLV-RT.

+« A partir del cDNA de doble cadena se obtuvo cRNA utilizando la enzima T7-RNA
Polimerasa. Durante este proceso se produjo la amplificacion y la incorporacion del
marcaje a la muestra. Las muestras a estudio (tumores y tejidos normales) se
marcaron utilizando CTP-Cy5 (color rojo), mientras que la muestra de referencia

(“Pool” CN) se marco utilizando CTP-Cy3 (color verde).
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% El cRNA marcado obtenido fue purificado mediante columnas (“RNeasy Mini Kit”,
Quiagen. Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante

para eliminar restos de reactivos y de cianina no incorporada a las muestras.

RNA Referencia Marcaje e hibridacion RNA_Tumor
¥ AN A 5 NN AAAAF
RT
(Oligo dT + Promotor T7)
cDNA cDNA
5 AU Asaprom. 73 5 A\ AAA-Prom. T7°
Transcripcion in vitro
(T7 RNA Polimerasa)
e N
RNA_m: dle RINA dl
cl arcado TPy CTP-Cy 5 cl marcado
Cy-3  Cy- Cy- Cy-5
5 | 3 r'd 3 5 o 5| l
N\ A uuy N\ C\_-C\_uuw
Purificacion del cRNA de Purificacion del cRNA
referencia marcado  HIBRIDACION tumoral marcado

@ Tumor > Referencia
QO  Tumor = Referencia

@ Tumor < Referencia

Oligo Microarray

Fig.3. Resumen esquematico del proceso de amplificacién, marcaje e hibridacién de un tumor
(proceso de hibridacién competitiva frente a una muestra de referencia) a un microarray.

6.2. Control del marcaje y la amplificacion de las muestras.

Para comprobar que todo el proceso se realizd correctamente se miden por
duplicado tanto las concentraciones de cRNA marcado obtenido, asi como la tasa de
incorporacion de cianina a la muestra (Fig.4). Todos estos controles se llevaron a cabo
utilizando el espectrofotometro “Nanodrop-ND1000" (Nanodrop Technologies.
Delaware, EE.UU). Posteriormente, se comprobd que los tamafios de los fragmentos
obtenidos (cCRNA marcado) eran los esperados mediante su visualizacién con el
“Bioanalyzer 2100” (Agilent Thecnologies. Palo Alto EE.UU) (Fig.4). Muestras con
una cantidad de cRNA total menor de 0i8H 0 con una incorporacién de cianina

menor de 8 pmol g fueron descartadas.
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Fig.4. Resumen del control de marcaje y la amplificacion de las muestras. A) mediciéon de la
concentracién y de la incorporacion de cianina a la muestra tras el proceso de amplificacion
y marcaje. B) Visualizacion mediante el “Bioanalyzer 2100” de la correcta sintesis de de los
fragmentos de cRNA.

6.3. Hibridacion y lavado del microarray.

Estos dos procesos constan brevemente de los siguientes pasos:

« El cRNA marcado es fragmentado en secuencias mas pequefias y es hibridado al
microarray. El proceso de hibridacion tiene lugar en un horno de hibridacién
(Agilent G2545A Hybridization Oven. Palo Alto, USA) durante un periodo de 17h
(Tabla.3).

s Posteriormente el array es lavado para eliminar todo aquello que no se ha unido a

los oligonucleétidos (Tabla 4).

Estos protocolos de hibridacion y lavado de las muestras fueron variando segun
las recomendaciones de la casa comercial a lo largo del tiempo y dependiendo del

formato del microarrays.
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750ng 825ng
750ng 825ng

50ul —_—

—_— 11pl

10pl 2.2ul

hasta 250l hasta 55l
2 x Hibridization Buffer GE x Hibridization

(55 pl) Buffer HI-RPM (250ul)
490yl 100l

60°C 65°C

17h 17h

4rpm 10rpm

Tabla.3. Diferencias principales entre los dos protocolos empleados en el proceso de hibridacion de
las muestras a los microarrays dependientes del formato de microarray usado.

6 x SSPE 0.005% 6 x SSC 0.005% GE Expression

N-Lauroylsarcosine Triton X-102 Wash Buffer 1

6 x SSPE 0.005% 6 x SSC 0.005% GE Expression

N-Lauroylsarcosine Triton X-102 Wash Buffer 1
1 minuto 10 minutos 1 minuto

Temperatura Ambiente | Temperatura Ambiente | Temperatura Ambiente

0.06 x SSPE 0.005% 0.1 x SSC 0.005% GE Expression
N-Lauroylsarcosine Triton X-102 Wash Buffer 2
1 minuto 5 minutos 1 minuto
Temperatura Ambiente 4°C 37°C

Stabilization and
dry Solution

30 segundos —_— —_—

Temperatura Ambiente e —_

e Nitrégeno comprimido e

Tabla.4. Diferencias principales entre los protocolos de lavado de los microarrays, realizados a lo largo
del estudio.
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7. Escaneado de los microarrays.

El escaneado de los microarray se realizd utilizando el escaner confocal
“Agilent Microarray Scanner” (modelo G2565BA) con autofoco y el programa “Agilent
Scan Control” (Agilent Technologies, palo Alto.USA). Este equipo es capaz de captar al
mismo tiempo la intensidad de sefial emitida por los dos fluorocromo (Cy-3 y Cy-5)
incorporados a la muestra cuando son excitados mediante laser (SHG-TAG (532nm) y
Helio-Neon (633nm) respectivamente), creando una imagen que refleja los niveles de
expresion de cada punto para esa muestra (imagen de alta definicion en formato TIFF).
Los parametros de escaneado variaron dependiendo del array y de la version del

software utilizado. Los cambios mas significativos se describen en la Tabla.5.

Variaciones en el Protocolo de Escaneado
Parametros SCv.6 SC V.1
(arrays 1-110) (arrays 111-116)

Area de escaneado 61mm x 21mm 61mm x 21mm
"Extended Dinamic Range" No Si
PMT Canal Rojo 100% 100%-10%
PMT Canal Verde 100% 100%-10%
Resolucién del escaner 10 um 5 um
Modo de escaneado 1 vez 2 veces

Tabla.5. Comparacién de las dos versiones del programa “Scan Cq@@)l utilizadas en el
estudio. El “Extended Dynamic Range” (XDR) permite definir dos medidas diferentes
para la sensibilidad del “PhotoMultiplier Tube” (PMT). La combinacion de mediciones a
alta y baja sensibilidad (PMT 100% y 10%) evita la aparicion de puntos saturados. La
version SC.6 no tenia habilitada esta opcién

8. Cuantificacion de la imagen.

Una vez obtenida la imagen escaneada de los arrays (formato TIFF) se usé el programa
“Feature Extraction’versiones 8.5 y 9.5 (Agilent Technologies. Palo Alto, EEUU) para
la extraccion de los datos contenidos en estas. Brevemente, el proceso de extraccion fue

el siguiente:

+« ldentificacion y localizacion exacta, utilizando la plantilla de localizacién de genes
(“grid”) disefiada por Agilent Technologies (Fig.5A).
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% Extraccion, mediante el algoritmo “Cookie Cutter”, de los valores de intensidad de
fluorescencia y de ruido de fondo local para cada uno de los puntos del array (ver
Fig.5B).

% ldentificacion de puntos “problematicos” (Ej. aquellos que no poseen una medida
de la intensidad uniforme, que estan saturados o cuya relacion sefial/ruido era muy
baja, etc.). Los parametros utilizados para definir estas alteraciones técnicas fueron
los  siguientes: “IsSaturated”, “FeatureNonUnifOL”, “IsFeatPopOL”,
“IsPosAndSig” y “IsWellAbove” (Fig. 5C. Para mas informacion ver Anexo |. Pag.
168).

Al mismo tiempo, se dispuso de un estudio basado en los mismos criterios de
seleccion para la intensidad de sefial producida por el ruido de fondo de cada una de
las sondas. Sin embargo este estudio no se tuvo en cuenta de manera directa ya que
por un lado se consideré que eran menos indicativos del resultado de la hibridacion
y por otro lado por que se juzgd que ya habian sido tenidos en cuenta a la hora de
calcular los parametros “IsPosAndSig”,” IsWellAbove” y “P-valueLogRatio”

% Ademas de los parametros recogidos en el punto anterior, también se tuvo en cuenta
otro parametro:

> “P-valueLogRatio” (p-valor de logRatiogs una medida de la confianza (vista

como probabilidad) de que ese punto no esté expresado de manera
diferentemente significativa en nuestro tejido a estudio con respecto a la muestra
de referencia. Este calculo esta influenciado por los posibles errores de medicion
gue se hayan detectado para los dos canales en ese punto.

% Calculo de la fluorescencia procesada del punto (Fig.5D). El célculo de esta
fluorescencia consta de tres pasos sucesivos en los que se elimina el efecto del
ruido de fondo, se lleva a cabo una normalizacion de los valores de expresion y por
ultimo y solo en el caso de sondas con sefiales muy bajas, se establece un valor de
fluorescencia minimo. Para el resto de casos el valor final de fluorescencia sera el
obtenido tras el proceso de normalizacién (més informacion en el Anexo I.
P&g.169).
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K/

« Estos datos seran utilizados posteriormente para el andlisis de los resultados
(Fig.5D).

Feature or cookie

Exclusion zone

Local background

D
1 |FeatureNum Row  Caol chr_coord  ControlType ProbeName GeneName SystematicN:Description LogRatio  PValueLogRz
2 1 1 1 1 BrightComer BrightComer BrightCorner -259E400  152E-35
3| 1 2 -1 ()3xSLv1  NegativeCont NegativeControl 0.00E400  1.00E+00
4 3 1 3 chr22:399506 0'A 23 PB0O35:L3MBTL2  NM_0010036iHomo sapien  1.34E-01  4.87E-01
5 4 1 4 chr15:271934 0 A_23_P1582:APBA2 NM_005503 Homo sapien  7.57E03  9.73E-01
16| 5 1 5 chr1:2736668 0 A 32 P2230°'MAP3KE  NM_004672 Homo sapien  7.37E-02  3.83E-01
Processed ~ rProcessed IsFeat  rlsFeat IsFeat  rlsFeat IsPos | rlsPos lsWell ~ rls\Well
j |Feturetiam 9 Signal Signal | disSaturated rsSaturated NorUnfOL | NonUniOL lgnpnOL PopOL A?\dSignif AndSignif AboeB6 | AbmeB6
2 1 1.95E+04 5.04E+01 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
3 2 JA49E+01 3.74E401 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LJ 3 1.94E+02 2B4E+02 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
5 4 1.93E+02 1.96E+02 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
16 | 5 5BBE+02  B.73E402 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

Fig.5. Resumen del proceso de cuantificacién de la imagen. A) Identificacidn y localizacidn exacta de las
sondas en el microarray. B) Obtencion de los valores de intensidad de fluorescencia de la muestra y
del ruido de fondo para los dos canales mediante el algoritmo “Cookie Cutter”. C) Identificacion de
los puntos de baja calidad. D) Esquema de los datos mas importantes generados por el programa
“Feature Extraction 8.5 y 9.5". En el archivo original el nimero de filas es aproximadamente
44.000. En la parte superior se muestra la localizaciéon de los puntos en el microarray, sus diferentes
identificaciones, su valor de expresion definitivo para cada punto y el p-valor asociado a dicho
punto. En la parte inferior se muestra la sefial procesada para los dos canales en cada punto y los
identificadores de puntos problematicos.
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9. Analisis de datos.

9.1. Control de calidad. “OC-Report”, “OC-Chart” y PCA.

En paralelo al proceso de extraccion de datos, el programa “Feature Extraction”
genera un archivo denominado “Quality Control Report” que se utiliza para el descarte
de muestras que hubiesen sufrido fallos durante el proceso de hibridacion y/o
escaneado. Este tipo de archivo recoge de manera global los parametros mas
importantes para cada microarray, permitiendo hacer una evaluacion inicial del
resultado del experimento. Para ello se realizé un analisis en conjunto de todos los
parametros y todos los arrays utilizando el programa “Quality Control Chart” (Agilent
Technology. Palo Alto. EEUU) que nos proporciond un criterio objetivo para el rechazo
o la aceptacién de cada uno de los microarrays. Estos parametros fueron seleccionados
en base a criterios que tenian en cuenta la intensidad de la fluorescencia de cada sonda y
su relacion con el ruido de fondo, la fluorescencia de los controles negativos, el nUmero
de puntos no uniformes y la relacion entre puntos estimulados e inhibidos. Los limites,
superior e inferior, aplicados a cada parametro se especifican en la Tabla.6 y en la Fig.6.
Las muestras debian encontrarse entre los limites establecidos en al menos 9 del total de
los 12 pardmetros analizados.

Las muestras se dividieron en dos grupos dependiendo del protocolo de
hibridacion y lavado. Las muestras escaneadas con el programa FE 8.5 (110 muestras)
comparten el mismo sistema de hibridacién y un sistema de lavado muy parecido para
todas ellas. Las muestras escaneadas con el programa FE 9.5 (6 muestras) comparten
entre si el mismo sistema de hibridacién y lavado, pero este es diferente al del FE8.5.
Los parametros valorados en cada uno de los dos canales de manera independiente
fueron los siguientes:
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Microarrays escaneados con el FE 8.5 Microarrays escaneados con el FE 9.5
Limite Superior Limite Inferior Limite Superior Limite Inferior
Parametro C. Rojo C. verde C. Rojo C. verde C. Rojo C. verde C. Rojo C. verde
NegCtrlAve NetSig 70 70 o  — 70 70 e e
NumFeature
NonUnifoL 150 150 _ —_— 150 150 —_— _
Mediana Mediana Mediana Mediana
NumPopnOL +2.6DS +2.6 DS _ _ +2.6DS + 2.6 DS _— _
(155.5) (147.2) (180.4) (168.15)
NonCtriMedPrcnt
CVBGSUbSig 25 25 0 0 25 25 0 0
NumFoundFeat Mediana + 2.6 DS Mediana + 2.6 DS
(39723) (36067)
Mediana Mediana Mediana Mediana
NumPopnBGOL +2.6 DS +2.6 DS _ —_ +2.6DS + 2.6 DS _ _
(2172.8) (1555.4) (1565.6) (3144.1)
IIiER_ IO 15 0.666 15 0.666
vs_up_regulated

Tabla.6. Esquema representativos de los parametros investigados en el proceso del control de calidad de
la hibridacién de las muestras. Los parametros “NegCtrlAveNetSig”, “NumFeatureNonUnifOL”,
“NumPopnOL”, “NonCtrIMedPrcntCVBGSubSig” y “NumPopnBGOltieron examinados de
manera independiente para el canal rojo y para el canal verde, contabilizando por tanto un total
de 10 de los 12 pardmetros estudiados. Los parametros “Num Found Feat” vy
“Prop_down_vs_up_regulated” fueron examinados en conjunto para los dos canales,
completando los dos parametros que faltaban para el total de 12 seleccionados.

“NegCtrlAveNetSif Media de la sefial pura para los controles negativos.

“NumFeatureNonUnifOL: NUmero de puntos no uniformes.

“NumPopnOL”: NUumero de puntos cuya expresién en relacién con sus replicados estan fuera del rango
esperado.

“NonCtriIMedPrcntCVBGSubSig Mediana del Coeficiente de Variacion del “BGSubSig” para los
puntos (no controles).

“NumFoundFedt Nimero de puntos descritos como presentes.

“NumPopnBGOL”: Niumero de puntos cuya expresion del ruido de fondo en relacion con sus replicados
estan fuera del rango esperado.

“Prop_down_vs_up_regulateéd Cociente entre el nimero de punto estadisticamente inhibidos y

estimulados.
+
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Fig.6. Visualizacion de dos de los parametros analizados durante el proceso de control de calidad de la
hibridacion de las muestras.
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Por dltimo, para confirmar la validez del resto de muestras se realizo un Analisis
de Componentes Principales o PCA (para mas informacion sobre esta técnica ver
Anexol. Pag.181jjue nos permitiese detectar un comportamiento doddeaalguna
de las muestras debido a sesgos que hubiesen pasado inadvertidos durante los controles
previos (tipo de array, dia de hibridacion, componente tumoral de las muestras
normales, etc.). Para este analisis se utilizd el programa “GeneSpring 7.3.” (Agilent
Technologies. Palo Alto, USA). Las sondas utilizadas fueron las que pasaron el filtrado

de sondas probleméticas expuesto a continuacion en el apartado “filtrado de datos”.

9.2. Filtrado de datos.

En este caso se procedio al filtrado de sondas con problemas de hibridacion o sin

interés para el estudio en funcion de los criterios siguientes (Fig.7):

+ Se excluyeron las sondas marcadas como “problematicas” en mas de un 10% de las
muestras. Los criterios usados para describir una sonda como “problematica” son
los referidos en la seccion 8. en el apartado ‘“identificacion de puntos
problematicos”. Todas las sondas marcadas como aptas superaron estos controles

de manera independiente para los dos canales de fluorescencia (Cy-5 y Cy-3).

Una vez eliminadas estas sondas, en las restantes se establecio una fluorescencia
minima de 10 cuentas en los dos canales (valor por defecto establecido por el programa
“GeneSpring 7.3.”) para evitar tanto valores negativos de fluorescencia procesada como

valores muy bajos que luego provoquen diferencias de expresion irreales.

% Se excluyeron aquellas sondas en las que en menos de 7 muestras no mostrasen un

diferencia de expresion significativa (a un “P-valueLogRat00.01) entre la

expresion de la muestra a estudio (Cy-5) y la expresion de la muestra de referencia
(Cy-3). El hecho de seleccionar 7 muestras como criterio de filtrado fue debido a
gue era el numero menor de muestras del que se podia esperar que formasen un
grupo a nivel molecular. Revisando las caracteristicas de los pacientes observamos
gue habia un total de 7 muestras de tejido normal, 9 pacientes con inestabilidad en

microsatélites, 10 pacientes con tumores de tipo histologico mucinoso y el grupo

71



Materiales y métodos

mas pequefio de estadios de Dukes estaba formado por 19 nuestras (Dukes C y
Dukes D). Por otro lado, se pensé que un grupo de menos de 7 muestras podria
carecer de la estabilidad necesaria para ser reproducible, por lo que finalmente se

tomo6 como referencia el nUmero de tejidos normales utilizados.

Para estos filtrados anteriores se utilizo el programa “GeneSpring 7.3”.

La matriz final, en formato Excel, se import6 al programa de tratamiento de
datos BRB Array Tools 3.7h{tp://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.hthkon el que

se realizo el resto del analisis.

Durante el proceso de importacion de los datos al programa “BRB Array Tools
3.7". Se transformaron los datos numéricos (ratios) a datos en s¢@gromediaron
aguellas sondas que representaban el mismo gen (el identificador usado fue el descrito
en la columna Systematic Name) y se realizaron las anotaciones de genes
correspondientes (términos GO, vias de sefalizacion, etc.). Desafortunadamente, el
objetivo de trabajar con genes Unicos no se consiguié por completo, debido a que en
este tipo de anotacion hay genes que poseen diferentes identificadores. Finalmente, La

matriz obtenida fue de 96 muestras y 14764 genes.

Para el establecimiento de los diferentes patrones de expresion se decidid
trabajar con genes que mostrasen cambios claros en los niveles de expresion a lo largo
de las muestras, de manera que fuesen facilmente identificables. En base a esto, se llevo
a cabo un ultimo filtrado, por el cual se seleccionaban aquellos genes que mostraban un
cambio de al menos 2.5 veces con respecto a la mediana de expresion de ese gen, en al

menos 7 de las muestras analizadas. Esto redujo el nimero de genes analizados a 1722.
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Microarray 1x44k Microarray 4x44k

41.675 trdnscritos 43.376 trdnscritos

\ / Promedio de sondas repetidas

41.000 trénscritos

problemas durante el proceso de hibridacién en mas de

Exclusion de transcritos con baja fluorescencia o con
un 10% de las muestras.

28715 trdnscritos
l Seleccion de transcritos significativamente estimulados o

inhibidos (p<0,01) con respecto al pool de referencia en
al menos 7 muestras.

17392 trénscritos

gen (en funcién de la notacidn descrita en la columna

Promedio de los transcritos que codifican para el mismo
Systematic Names de los arrays de Agilent).

14764 genes

Seleccion de genes con una variacion de expresion de al
menos 2.5 veces con respecto a la media de ese gen en
al menos 7 de las muestras.

[En 95 muestras (88 tumoresy 7 tejidos normales)]

Fig.7. Proceso de filtrado de genes para conseguir la matriz final con la que llevar a cabo la clasificacién
molecular. Antes de llevar a cabo este proceso de filtrado, ya se habian eliminado los transcritos
que codificaban para los controles internos del microarray.

9.3. Clasificacion de los pacientes mediante métodos no supervisados.

Para la clasificacion de las muestras en grupos homogéneos se utiliz6 la técnica
de “clustering” jerarquico o HC (para mas informacion, ver Anexol. Pag.176). Para este
propésito se seleccioné una matriz de genes mas reducida, basandonos en el filtro en

funcion de los niveles de expresion que acabamos de relatar en el apartado anterior.

En primer lugar se llevo a cabo una clasificacion del conjunto total de las
muestras (normales y tumorales). En este caso se us6 como medida de la distancia, la
correlacion centrada de Pearson y como método de agrupacion de elementos el “average

linkage”.
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En el caso de la clasificacion tumoral, se descartaron las muestras de tejido
colorrectal normal y se ejecutd el algoritmo de agrupacion usando como distancia la
correlacion centrada de Pearson, como método de agrupacion de elementos el “average
linkage”, ademas de realizar un centrado de genes (para mas informacién ver Anexol.
Pag.175).

En ambas clasificaciones, el nUmero de agrupaciones seleccionadas mediante
criterio visual del arbol, fue validado en primera instancia mediante técnicas
matematicas que tienen en cuenta dos parametros [275]: la reproducibilidad del nimero
y tamafo de los grupos encontrados (“R-Index”) y la reproducibilidad en la
composiciéon de los grupos (“D-Index”, que incluye omisiones y adiciones de muestras
en los grupos) cuando se alteran aleatoriamente los valores de expresiéon de la matriz de
genes en base a la variabilidad generada por las propias muestras (1000 perturbaciones)
(Anexol, Pag.178 yhftp://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.htl

En el caso de la clasificacion tumoral, y con el fin de confirmar la
reproducibilidad de las agrupaciones obtenidas, se realizaron variaciones sobre los

parametros iniciales seleccionados para la realizacion de la clasificacion y que afectaron

+ N° de genesse variaron los criterios de filtrado de genes en base a su expresion

para obtener matrices con distintos numeros de genes.

% Técnica de analisis utilizaddclustering” jerarquico, “k-means”, “k-medians”,

Andlisis de Componentes Principales.

% Método de agrupaciéon de elementdaverage lingake”, “complete linkage”,

“single linkage”.

< Tipo de distancia seleccionadmrrelaciéon no centrada de Pearson, correlacion de

Spearman, kendal Tau, Euclidea.

Finalmente, se compararon los nuevos grupos obtenidos con las agrupaciones

iniciales. Algunos de estas técnicas cuyos algoritmos no estaban presentes en el
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programa BRB Array Tools fueron llevadas a cabo mediante la aplicacion directa que
posee este programa al programa de analisis de microarrays de Eisen [276]

(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm)

9.4. Comparacion de clases y analisis funcional.

Con la intencidon de caracterizar las diferenciaslosnperfiles de expresiéon
obtenidos para el “clustering” jerarquico de muestras normales frente a tumorales, asi
como para la clasificacion de los distintos subtipos tumorales se llevaron a cabo técnicas
de comparacion de clase y analisis funcional mediante el estudio de las KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) Pathwaysvgenome.jp/kegg/pathway.html
[277].

Para la comparacion de clases entre tejido normal y tumoral y para la

comparacion de clases entre grupos tumorales se calcularon dos parametros:

K/

« p-valor de cada gempara cada gen se analiza, utilizando un t-test con un modelo de

varianza aleatoria y el método de correcciones multiples de Benjamini y Hochberg,
si existen diferencias estadisticamente significativas a un nivel de signifigancia
0,001.

« p-valor global Tras obtener los genes que muestran una diferencia de expresion
estadisticamente significativa y mediante el uso de 10000 permutaciones de los
identificadores de las muestras, se analiza si la clasificacion propuesta para el

analisis es significativamente diferente a los perfiles obtenidos al azar.

Estas comparaciones de clase, se llevaron a cabo partiendo de los 1722 genes
seleccionados inicialmente. Para la comparacion entre normales frente a tumorales, se
establecio ademas un “fold-change” igual o superior a dos veces. También cabe resaltar
gue en el caso de la comparacién de los grupos tumorales, las comparaciones se
realizaron dos a dos, de manera que cada uno de los grupos propuestos se comparo con

el resto de muestras tumorales analizadas.

75



Materiales y métodos

Para la realizacion del analisis funcional mediante el estudio de conjuntos de
genes agrupados en funcién de la via molecular a la que pertenecen (KEGG Pathways) e
incluidos en la base de datos del Cancer Genome Anatomic Project
(http://cgap.nci.nih.gov/Pathwayse utilizaron cuatro pruebas estadisticas difesent
denominadas “LS test”, “KS test”, “Goeman’s test” y “Gen Set Enrichment Analisis

(GSEA)” (Para mas informacidn sobre estos test ver Anexo |. Pag.184).

En los analisis funcionales la lista completa de genes fue de 14764 genes y se
estudiaron un total de 164 vias moleculares. Para los cuatro test se establecio un nivel de
significancia de p< 0.005 (establecido por defecto en el software BREBATooIS). Se
decidio seleccionar como significativo cualquier conjunto de genes con un nivel de
significancia p< 0.005 en dos de los cuatro test. Este critericeb@dal hecho de que
el analisis que lleva a cabo el test de Goeman es diferente al de los otros tres. Mientras
gue el primero analiza la hipotesis de si existen o0 no genes diferencialmente expresados
dentro del conjunto de genes (N) analizados, los otros tres métodos analizan la hipétesis
de si el grado medio de expresion diferencial de ese conjunto de genes es mayor que el

esperado si se seleccionase un conjunto de genes al azar.

10. Estudio de inestabilidad en secuencias microsatélites.

Se caracterizo el perfil de inestabilidad tumoral en todos los pacientes incluidos
finalmente en el analisis de expresion génica global mediante microarrays. Debido a
gue en la literatura no se ha descrito un patron de evolucién tumoral diferente de los
pacientes con perfil de baja estabilidad (MSI-L) con respecto al de aquellos con
estabilidad en microsatélites (MSS) [278-280], en este trabajo solo se distinguié entre
pacientes con alta inestabilidad o MSI-H (que pasaremos a denominar a lo largo del
trabajo como MSI) y pacientes con baja inestabilidad o estables (Qque denominaremos a
lo largo del trabajo como MSS).

A pesar de lo establecido durante el National Calmsgitute Workshop on MSI
for Cancer Detection and Familial Predisposition [281] en el spie&onsensud el
estudio de cinco secuencias microsatélit@at25, Bat26,D2S123, D5S346 y
D17S250) para poder definir los patrones de inestabilidad, hay estudios que afirman
gue el uso del microsatélite BAT26 por si sélo bastaria para establecer esta diferencia.
[282,283]. Teniendo en cuenta estos antecedentes y habiendo definido los MSI-H como
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aquellos con ganancias o pérdidas de estas repeticiones en al menos 2 microsatélites, se
analizaron los 5 marcadores (HNPCC microsatellite instability kit. Roche) en un grupo

de muestras iniciales. Una vez confirmado que Bat26 aparecia como un predictor fiable
de las muestras MSI-H, se decidi6 estudiar solamente tres (Bat25, Bat26 y S5S346) de
las 5 secuencias del panel de Bethesda y en el caso de encontrar inestabilidad en una
sola de las tres secuencias, someter a dicha muestra al andlisis de las otras dos
secuencias restantes del panel inicial de 5 (Tabla.7). Pacientes con inestabilidad en
menos de dos microsatélites fueron considerados como MSS.

"HNPCC microsatellite instability kit"

H -made PCR
(Roche. N° Cat:2041901)) ome-made

12 80

Bat 26-F: FAM-TGACTACTTTTGACTTCAGCC

Bat 26-R: AACCATTCAACATTTTTAACCC

"HNPCC microsatellite instability kit" Bat 25-F: HEX-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT

(Roche. N° Cat:2041901)) Bat-26-R: TCTGCATTTTAACTATGGCTC

S58346-F: TET-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG

S5S346-R: AGCAGATAAGACAAGTATTACTAGTT

94°C--30"
"HNPCC microsatellite instability kit" 95°C--3"? 56°C--30" ? 72°C--5
(Roche. N° Cat:2041901)) 720C--30"

1 paso ? 25ciclos ? 1 paso

Electroforesis capilar (ABI Prism 3.10. Electroforesis capilar (ABI Prism 3.10. Applied
Applied Biosystems) Biosystems)

Tabla.7. Esquema de los protocolos utilizados para el analisis de los perfiles de inestabilidad en los
sujetos a estudio.

El analisis se llevd a cabo comparando para cada paciente, el perfil de
microsatélites obtenido con el DNA tumoral frente al obtenido con el DNA de la
mucosa del colon normal de ese mismo paciente. El método de analisis usado se baso en
la amplificacion de las secuencias microsatélites mediante la técnica de PCR
(“Polimerase Chain Reaction”) utilizando cebadores marcados. Los fragmentos
amplificados fueron sometidos posteriormente a una electroforesis capilar mediante
polimero (POP4) a 60°C en el secuenciador ABI Prism 310 (Applied Biosystems)
utilizando el programa ABI Prism Collection. Los resultados se analizaron utilizando el
programa “Gene Scan 3.1” (Applied Biosystem, California. EEUU) (Fig.8). Esta técnica
nos permitio distinguir diferencias en el tamafio de los amplicones de hasta 1 base.
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=y - T = = T = =
150,
e Tejido Tejido Tejido
Normal Normal M Normal
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Tejido Tejido Tejido
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A ) M/crasafe// te BAT 26 B ) Microsatélite BAT 25 C ) Microsatélite 346 (APC)

Fig.8. Resultado del andlisis de inestabilidad a microsatélites en la muestra CT32.

11. Estudio de mutaciones en el gen KRAS.

El analisis de las mutaciones del codon 12 y 13 del gen KRAS se realiz6 siguiendo
la técnica descrita por Hatzaki A et al [284] con pequefias modificaciones y que de
manera general conlleva la amplificacion (PCR) del fragmento de DNA tumoral que
contiene la secuencia, una incubacion posterior del fragmento amplificado con enzimas

de restriccion y el analisis de los fragmentos mediante técnicas de electroforesis capilar.

Se utilizaron los oligonucle6tidos mutados disefiados por Hatzaki (primer “sense”
en el codon 12 y primer “antisense” en el codon 13), se disefio la pareja de primer
correspondiente para cada codon y un primer de cada pareja fue marcado con FAM-6
(Fig.10-12). Los primers mutados poseian una base alterada (missmatch) con respecto a
la secuencia original, creando asi un sitio de restriccion artificial que nos permitio
diferenciar las secuencias mutadas de las no mutadas. La electroforesis capilar se realizo
mediante polimero (POP4) usando el secuenciador ABI Prism 3.10 y el programa de
analisis “Gene Scan 3.10” (Applied Biosystems, Califormia. EEUU) (Fig.9).

Andlisis mutacional K-Ras codon 12 Andlisis mutacional K-Ras codon 13
CT115 cT107
109pb
80pb (Mutacién) > 53pb
«—  (wh) wt) ——
79pb
T . il
CT 109 CT 106
80pb
e 53pb
/ \ W) T

Fig.9. Resultados obtenidos en el andlisis mutacional de KRAS en las muestras CT115, CT106, CT107 y
CT109. Las muestras CT106 y CT 109 muestran un perfil salvaje para las mutaciones del codon 13
y 12 respectivamente mientras que las muestras CT115 y CT 107 muestran un perfil mutado para
los codones 12 y 13 de KRAS respectivamente.
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KRAS

Gendmicc.....3"..CGCGGCGCAGGCACTGAAGGCGGCGGCGGGGCCAGAGGCT
Mensajerc..... 3 CGCGGCGCAGGCACTGAAGGCGGCGGCGGGGCCAGAGGCT

=) €1 P
KRAS (13) Cebador sentido >>>>

CAGCGGCTCCCAGGTGCGGGAGAGAG.TAAG...GCCTGCTGAAAATGACTG
CAGCGGCTCCCAGGTGCGGGAGAGAG.Intron1l. GCCTGCTGAAAATGACTG

KRAS (12) Cebador sentido KRAS (13) Cebador antisentido

SSSS55355S55S5555S555555555>55555>5>

AATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGA
AATATAAACTTGTGGTAGTTGGABCTGGTIGGCGTAGGCAAGAGTGCETTGA
(SR VA Y RS VRS VA VAR ¢ Y WY MY SN V2SS c U " = Sy, S

KRAS (12) Cebador antisentido
<< <L L L L L L L L L 0L
CGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAG
CGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAG

T----- |----Q----L----- |----Q----- N----H----F----V----D----E----Y ----D----P-----T-=--|--- -
<<<<
AGGTAAATCTTGTTTTAATATGCATATTACTGGTGCAGGACCATT...5
AN [ 110 122 5
e e aar s

Fig.10. Esquema representativo de la localizacion de los cebadores usados para analizar
mutaciones del codon 12 (marcados en negro) y del codon 13 (marcados en gris). Los
aminoacidos para los que codifican estos dos codones vienen marcados en amarillo.

«+ Mutacion en el codon 12 de KRAS:

Para detectar las mutaciones en este codon, se seleccionaron los siguientes
cebadores:

G
Cebador sentido ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT (30phb)
Cebadomantisentido (FAM-6)-CCTCTATTGTTGGATCATATTCGTC (25pb)

En el cebador sentido se sustituyé una guanina ¢Gupa citosina (C) para crear
un sitio de restriccion para la enzima “BstNI” (corta en las secuencias CC/WGG
siendo “W” una Adenina (A) o una Timina (Ti)). Cuando no se encuentren

mutaciones en el codon 12 de KRAS, obtendremos dos fragmentos de diferentes
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tamanos (29pb y 80pb) aunque solo uno (80pb) permanecera marcado y podra verse
en el secuenciador. Si el gen esta mutado, veremos una secuencia en la que se habra
perdido el sitio de restricciébn obteniéndose por tanto un fragmento del tamafio
original (109pb). (Fig.11).

k-ras normal para el codon 12 k-ras mutado para el codon 12

Producto de PCR amplificado (109 pb) : Producto de PCR amplificado (109 pb) :

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACC
TGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGA
TACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGAC

CTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT*
*TGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATA
CAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGA

GAATATGATCCAACAATAGAGG:-FAM6 ATATGATCCAACAATAGAGG --FAM6

Incubacioén con la enzima
de restriccion BstN |

Fragmento 1 (29 pb) :

Fragmento 1 (109 pb) :

ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGC | CTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT*

*TGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATA
CAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGA
ATATGATCCAACAATAGAGG --FAM6

Fragmento 2 (80 pb) :

TGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACG
ATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGA
CGAATATGATCCAACAATAGAGG- -FAM6

Fig.11. Proceso de deteccién de mutaciones en el codon 12. La presencia de una mutacion viene
definida por la aparicién de un Unico amplicén (109pb) tras la digestion del fragmento de PCR
con la enzima BstNIl. La ausencia de la misma viene definida con la aparicion de dos
fragmentos mas pequefios (29pb y 80pb) debido a la digestion del fragmento de PCR con la

enzima de restriccién BstNI. El simbolo “*” representa las dos bases del codon 12 que se han
descrito que pueden sufrir mutaciones.

«» Mutacién en el codon 13 de KRAS:

Para detectar las mutaciones en este codon, se seleccionaron los siguientes
cebadores:

G
*XFAM-6) -TAACGCCTGCTGAAAATGACTG (22pb)
Cebador antisentido 2=6TATCGTCAAGGCACTCTTGCCTASG (26pb)
C

Cebador sentido
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En el cebador antisentido, se sustituyd una citosina (C) por una guanina (G) para
crear un sitio de restriccion para la enzima “Haelll” (corta en las secuencias

GG/CC). En el cebador sentido se sustituyé una guanina (G) por una citsoina (C)
para eliminar un sitio de restriccion y asi mantener el marcaje del fragmento con

FAM-6 y la posibilidad de verlo en el secuenciador.

Cuando no se encuentren mutaciones en el codon 13 de KRAS, obtendremos dos
fragmentos de diferentes tamafos (26pb y 53pb) aunque solo uno (53pb)
permanecera marcado y podra verse en el secuenciador. Si el gen estd mutado,
veremos una secuencia en la que se habra perdido el sitio de restriccion

obteniéndose por tanto un fragmento del tamafio original (79pb). (Fig.12).

k-ras normal para el codon 13 k-ras mutado para el codon 13

Producto de PCR amplificado (79 pb) :

Producto de PCR amplificado (79 pb) :

FAM6- - TAACGCCTGCTGAAAATGACTGAA
TATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGG
CCTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATAC

FAMG6-- TAACGCCTGCTGAAAATGACTGAA
TATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTF*C
CTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATAC

Incubacmn cgp la enzima
de restriccion Hae Ill

Fragmento 1 (53 pb) :

Fragmento 1 (79 pb) :

FAM6--TAACGCCTGCTGAAAATGACTG
AATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTG
GTGG

FAM6--TAACGCCTGCTGAAAATGACTGAA
TATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGT**C
CTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATAC

Eragmento 2 (26 pb) :

CCTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATAC

Fig.12. Proceso de deteccion de mutaciones en el codon 13. La presencia de una mutacion viene
definida por la aparicion de un Unico amplicén (79pb) tras la digestion del fragmento de PCR
con la enzima Haelll. La ausencia de la misma viene definida con la aparicién de dos
fragmentos mas pequefos (53pb y 26pb) debido a la digestion del fragmento de PCR con la
enzima de restriccion Haelll. El simbolo “*” representa las dos bases del codon 12 que se han
descrito que pueden sufrir mutaciones.
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12.Estudio de asociacion de las agrupaciones con los parametros

clinicos y patolégicos.

Los estudios de asociacién entre los parametros clinicos, patolégicos y las
distintas clasificaciones (Dukes y clasificacion molecular) se realizaron utilizando el
programa estadistico SPSS v13.0 (SPSS Inc. Chicago, USA).

La comparacion de variables cualitativas se realizé mediante el analisis de tablas
de contingencia utilizando el estadistico Chi-cuadrado o el test exacto de
Fisher/likelihood ratio (cuando la frecuencia esperada de un 25% o mas de las
categorias era menor de 5) para calcular la probabilidad de la distribucion. En todos los

casos se aplico el test de dos colas.

La asociacion con las variables cuantitativas (caracterizadas mediante media y
desviacion estandar) y debido al escaso numero de muestras en algunas de las categorias
fue analizada mediante métodos no paramétricos para mdultiples categorias (test de
Kruskal-Wallis). Las comparaciones por pares cuando fueron necesarias se llevaron a

cabo mediante el test de U-Mann-Whitney.
Para todos los contrastes de hipétesis, la hip6tesis nula que establece que no

existen diferencias entre los grupos fue rechazada cuando el error de tipo loofeeror-

menor de 0.05. No se llevaron a cabo correcciones para los p-valores.

13. Analisis inmunohistoquimico.

13.1. Construccion de los Tissue- Microarrays.

La técnica del “Tissue-MicroArray” permite incluir en dnico un bloque de
parafina (bloque receptor) cilindros de tejido (parafinado) de multiples pacientes
(blogues donadores), pudiendo asi realizar andlisis inmunohistoquimico de un gran

numero de muestras a la vez (Fig.13).
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Fig.13. Esquema representativo de la distribucion de los cilindros de tejido en el tissue-array. En el
diagrama de la izquierda, los puntos verdes indican los tejidos control, mientras que los puntos
rojos representan las muestras tumorales. A la derecha, resultado de uno de los TMA realizados.

Durante este trabajo se construyeron dos tissue-arrays (Fig.13) en los que se
incluyd tejido tumoral de 116 pacientes para un total de 234 muestras. Ademas de
introducir por cada paciente 2 cilindros de tejidos (Imm @), también se incorporaron al
bloque varios tejidos controles con la finalidad de comprobar el correcto
funcionamiento de la técnica (un total de 13 tejidos para 26 muestras) (Fig.13). Cada
uno de los tissue-array fue posteriormente cortado en secciones de 3um de grosor, cada
una de las cuales fue montada sobre un portaobjetos y embebida completamente en
parafina para su almacenamiento hasta su procesamiento inmunohistoquimico.
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Fig.14. Esquema representativo de los componentes de un Tissue-MicroArrayer.
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De manera resumida la construccion del TMA consta de dos pasos [285]:

% Seleccion de los tejidos (Fig.15ADe cada una de las muestras que se incluy6 en

este estudio se obtuvo un bloque de tejido parafinado. Para seleccionar la region del
bloque mas adecuada en cada uno de ellos se realizd, al microtomo, un corte de
unos 4um de grosor que se tiid con hematoxilina—eosina y fue examinado y
marcado por un patélogo (zona tumoral para los bloques a estudio y zona normal
para los bloques control). La misma region seleccionada en la tincion fue

seleccionada en el bloque de parafina.

X/
L X4

Inclusion de los tejidos en el bloque receptor (Fig.15B, C Weliante una aguja

se perfora parcialmente el bloque de parafina virgen (receptor) dejando un orificio
(Fig.15B) en el que se incluira un cilindro de tejido (Fig.15D) que previamente
habiamos extraido (Fig.15C) también mediante aguja, de uno de los bloques
donadores. Este paso se repetira para cada unos de las muestras que se tengan que
incluir. Este proceso se realizd utilizando un Tissue-Arrayer (Manual Tissue
Microarrayer. N® modelo: MTA1675. Beecher Instrument Inc, Wisconsin, USA)
(Fig.14).

Zonha
tumoral

Fig.15. Proceso de construccion de un Tissue-MicroArray. A) Seleccién de la muestra. B) Perforacion del
bloque de parafina virgen. C) Extraccion del cilindro de tejido del “bloque muestra”. D) Insercién
y ajuste del cilindro de tejido en el bloque receptor.
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13.2. Estudio inmunohistoquimico de las muestras

Tanto las técnicas inmunohistoquimicas como la técnica de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) se realizaron sobre cortes de 3um de grosor, obtenidos de los dos
TMA previamente realizados, recogidos sobre cristal de inmunohistoquimica. En ambas
técnicas el tejido se desparafind con xilol (2 x 10") y posteriormente fue rehidratado en
un gradiente de concentraciones decrecientes de etanol: etanol absoluto (2 x 5’), etanol
al 96% (2 x 5"), etanol al 70% (2 x 5’) y agua destilada.

13.2.1.Protocolo FISH para EGEFR

Consta de varios pasos que se describiran brevemente a continuacion:

s Desenmascaramiento del tejido: mediante buffer citrato a pH:6 (Dako REAL Target
Retrieval Solution 1x. Dako group. Glostrup, Denmark) en olla a presion durante 4.
Lavar 5’ con Buffer 2 x SSC.

% Rotura de membranas celulares: mediante digestion con proteinasa K (Proteinase K.
Dako group. Glostrup, Denmark) durante 10’ a 37°C. Lavar con Buffer 2 x SSC

durante 5'. Fijar con formol tamponado durante 10'.

% Deshidratacion: con pasos sucesivos de 1’ en un gradiente de alcohol (70%, 96% y
100%).

% Hibridacion de la sonda sobre el corte del TMA: se afiaden 6ul de la mezcla de
sondas para el gen EGFR (Vysis LSI EGFR SpectrumOrange. Abbot laboratories.
lllinois, EEUU) y el centrémero del cromosoma 7 (CEP 7 SpectrumGreen Probe.
Abbot laboratories. lllinois, EEUU). Se sella con un cubre-objetos y se incuba 5" a
90°C para desnaturalizar el DNA. Se deja hibridar la sonda durante toda la noche en

una camara humeda a 37°C.

+ Lavado de astringencia para eliminar las hibridaciones inespecificas: retirar el

cubre-objetos mediante inmersién en solucion de lavado (NP40 0,3% y 2 x SSC) a
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temperatura ambiente. Posterior eliminacion del exceso de sonda y de aquella sonda
unida de manera inespecifica al tejido, mediante inmersion en la solucion de lavado
a 72°C durante 5'.

+ Tincion de los nucleos celulares mediante incubacion con DAPI (Abbot

laboratories. Illinois, EEUU).

Se considerd la existencia de amplificacion cuando el ratio de copias
EGFR/Centréomero-7 era 2. Se consider6 como polisomia cuando como miniimo e
50% de los nucleos no superpuestos contenian al menos 3 copias del gen EGFR y del

Centrémero-7.

13.2.2.Protocolo para tincion inmunohistoquimica (Ki-67, M-30 y¢atenina):

Se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para la deteccion de las proteinas
Ki-67 (proliferacion), M-30 (apoptosis) f-catenina (via Wnt). A continuacion se

resumen los pasos mas importantes:

+ Desenmascaramiento de los antigenos (Tabla.8).

Buffer Método Temperatura Tiempo
. Buffer Citrato. pH:6 (Dako Re L
Ki-67 . . Presion — 8
6 Target Retrieval Solution 1x !

React. ER-1. pH:6 (Bond o ,

M-S0 Epitope Retrieval Solution) Calor 100°C 15

. React. ER-1. pH:6 (Bond o ,
RS Epitope Retrieval Solution) Calor 1o0°c 15

Tabla.8. Esquema del proceso de desenmascaramiento de antigenos.

+ Se produce el bloqueo de la peroxidasa enddgena medigdialttante 10'.

% Incubacion con el anticuerpo primario (Tabla.9).

86



Materiales y métodos

Anticuerpo Tipo Temperatura Dilucion Tiempo
. Ki-67 Antigen. Clone . ) .
Ki-67 MIB1(Dako group) Monoclonal Ambiente 1:100 30
M-30 M-30 Cytodeath | ) ional Ambiente 1:50 60'
(Roche Farma)
B-catenina %;;::;'Z?azrf:;wg? Policlonal Ambiente — 60’

Tabla.9. Esquema del proceso de incubacion con el anticuerpo primario.

% Incubacion con el Anticuerpo secundario y revelado (Tabla.10).

Metodq d N Enzima / Sustrato |Temperatura Tiempo Contraste
deteccion Enz / Sust
Ki-67 Autostainer DAKO HRP / DAB Ambiente 30'/5 Hematoxilina
M-30 Bond Polymer HRP / DAB Ambiente 30'/5 | Hematoxilina
Refine Detection
B-catenina Bqnd Polymt_er HRP / DAB Ambiente 30'/5' Hematoxilina
Refine Detection

HRP: Peroxidasa de Rabano; DAB: Diamino-Bencidina

Tabla.10. Esquema del proceso de incubacién con el anticuerpo secundario y de revelado.

Nota: entre cada uno de los pasos previos se realiza un lavado con la solucién
Dako Wash Buffer 1x (Dako group. Glostrup, Denmmark).

« Se procede de nuevo a la deshidratacion del tejido mediante gradiente de
concentraciones crecientes de etanol (Etanol 70%, 96% y 100%) y al posterior pase

en xilol necesario para el montaje permanente de la tincion.

La valoracion tanto de la proteina Ki-67 como de la proteina M-30 fueron
realizadas como porcentajes de células tefidas en relacion al total de células epiteliales
(Fig.16). En el caso d&catenina se valorod la tincion de la proteina emieleo de las

células epiteliales (Fig.16).
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Fig.16. Tinciones con los anticuerpos para la proteina Ki-67 (A g-Batenina nuclear (C y D) y M-30
(E y F). Las secciones A, C y E muestran una alta tincién para las tres proteinas analizadas,
mientras que las secciones B, D y F muestran niveles bajos o nulos de tincién para dichas proteinas
en diversas muestras analizadas durante este estudio.

14. Validaciéon externa de la clasificacion molecular.

Se realiz6 una validacion “in silico”, utilizando matrices de datos procedentes de
estudios de microarrays en pacientes con cancer colorrectal previamente publicados.
Los criterios para la seleccion de la matriz de datos externos fueron:

*

% La matriz debia incluir en su analisis al menos 60 pacientes.

R/

% Los datos de expresion génica estuviesen publicamente disponibles.

De los dos estudios que cumplian este requisito ([252,260]) se seleccion6 el
realizado por el grupo de Eschrich [252] debido a la mayor similitud técnica del estudio
con el nuestro y a que poseian de manera publica los datos de supervivencia de sus
pacientes. El proceso de validacién consto de tres fases:

R/

% Fusion de los dos conjuntos de datos en una Unica mestiz proceso consta de

dos partes.
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» Seleccion de la lista de genes comunes a los dos estlditts conlleva una

serie de transformaciones en ambas matrices de datos para poder promediar
aquellos transcritos con un mismo identificador (se usé el “Unigene Cluster ID”
como identificador Unico ) y asi poder comparar las listas de genes incluidos en

ambos experimentos:

- HCSC se eliminaron los transcritos que no poseian este tipo de identificador y

a la vez se promediaron aquellos que compartian la misma identificacion.

- Eschrich S et alla matriz estaba formada inicialmente por 78 muestras (23

estadio B, 22 estadio C, 30 estadios D y 3 adenomas) y 32208 transcritos
normalizados mediante la técnica de LOWESS. Tras deshacer la
transformacion inicial, con la que se recibieron los datos, del tipo -1/x
para los ratios de expresion (“X”) que mostraban inhibicion, los valores
de la matriz al completo fueron transformados a log2. Se eliminaron los
trAnscritos que no poseian ningun tipo de identificacion (denominados
“null” ) y aquellos que poseian mas de un 25% de valores missing (hacen
referencia a los que el autor consideraba como puntos problematicos o de
baja calidad). De los transcritos restantes, aquellos con el mismo
identificador  (“Unigen  Cluster ID”) fueron promediados vy
posteriormente aquellos con mas de un 10% de datos missing fueron

eliminados.

» Fusion de las matricesse utilizé el programa “Distance Weighted

Discrimination” (ttps://genome.unc.edu/pubsup/dwd[286] que utiliza

técnicas multivariantes para identificar y eliminar los efectos propios de las
diferentes plataformas, haciendo posible el analisis conjunto de diversas
matrices. En este caso, al ser matrices similares y segin recomendaciones del

creador del programa se ajusto la matriz Eschrich S et al. a la nuestra (HCSC).

+ Prediccién de las muestras de la matriz exteseacrearon algoritmos de prediccion

utilizando aquellos genes significativamente diferentes entre los grupos de la
clasificacion molecular propuesta (p < 0,001) (muestras HCSC) para asi poder

asignar las muestras de la matriz externas (Eschrich S et al) a los grupos
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correspondientes. Se elaboraron un total de cuatro predictores diferentes mediante

cuatro métodos distintos :

“Diagonal Linear Discriminant Analysis” (DLDA).
“1-Nearest Neighbord” (INN).

“3-Nearest Neighbords” (3NN).

“Nearest Centroid” (NC).

YV V V VY

Para cada uno de ellos se realizé una validacion cruzada utilizando la técnica de
“Leave One Out Cross Validation” (LOOCV) y obteniéndose datos sobre la
precision, la tasa de error global de cada uno de ellos, ademas de sobre los
coeficientes de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de cada uno de los grupos en funcién del predictor. El predictor
obtenido se considero fiable cuando la probabilidad de que un predictor obtenido al

azar clasificase mejor, no superaba el 0,01% (tras 100 repeticiones).

Posteriormente dichos algoritmos fueron utilizados para clasificar los tumores de la
matriz de Eschrich como pertenecientes a alguno de los cuatro grupos moleculares

propuestos.

Basado en las mismas reglas utilizadas para el otro predictor, se cre6 también un
algoritmo de prediccion que distinguia unicamente tumores “de bajo estroma” del

resto de grupos. Partiendo de los 461 genes restantes de los 1722 utilizados
originalmente para establecer la clasificacion, se seleccionaron 167 genes que
diferenciaban ambos grupos (p < 0.001) y se cre6 un predictor basado en el método

del “Nearest Centroid” que se uso6 exclusivamente en los analisis de supervivencia.

Correlaciéon entre la prediccion realizada vy el analisis no supervishdesultado

del proceso de prediccion de las muestras de Eschrich se comparo con el resultado
obtenido de un analisis no supervisado (“clustering” jerarquico con centrado de

genes, correlacion centrada de Pearson y “average linkage”) de las muestras
tumorales (muestras HCSC y Eschrich et al. excluyendo la muestras normales, los

adenomas Yy las muestras del grupo 5) estudiandose cual era su coincidencia. Para el
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analisis no supervisado (HC) se utilizaron los genes coincidentes en ambas matrices

de los 1722 genes originales (obteniéndose al final una matriz de 461 genes).

A modo de resumen de este procedimiento se muestra la Fig.17.

Matriz HCSC [ Matriz Eschrich ]
(96 muestras y 14764 genes) (78 muestras y 32208 genes)

(Eschrich) y promedio de transcritos que
representen el mismo gen (UniGen)

Matriz HCSC [ Matriz Eschrich ]

(96 muestras y 11017 genes Unicos) (78 muestras y 9229 genes Unicos)

ﬂ Eliminciébn de puntos problematicos ﬂ

Fusién de matrices
(Método Hu Z et al. BMC Genomics 2006)

[ Matriz Comun ]

(174 muestras y 5319 genes Unicos)

Exclusién de los tejidos normales,
adenomas y muestras del grupo 5

[ Matriz Comun ]

(159 tumores y 5319 genes Unicos)

Andlisis no supervisado usando los 461 Prediccion de clases (nearest
genes restantes de los 1722 utilizados centroid method). 1039 genes dif exp
origialmente para crear la clasificacion entre los grupos

. 1
. o Prediccién o0
Clustering Jerérquico de clases e)O)
(159 tumores y 461 genes Unicos) ;0 2
e @)
— O 0 O
O

B e R ) o [©JO) - 3

Tumores \ 4
\ / X

¢, Coinciden ?

Fig.17. Esquema del proceso de fusién de matrices para la validacion de la clasificacion molecular.
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15. Andlisis de los perfiles de supervivencia.

Este andlisis se llevo a cabo en dos fases:

+ Aplicacién de los predictores de supervivencia publicos a las muestras HQEC:

la imposibilidad de aplicar de manera exacta los algoritmos de prediccion
publicados, debido al uso de diferentes plataformas, se llevaron a cabo analisis no
supervisados (“clustering” jerarquico) usando lo genes de estos predictores y
comparando los resultados con los grupos establecidos en nuestra clasificacion
molecular. Los predictores utilizados fueron los pertenecientes al trabajo de Wang
[253], Eschrich [252] y Lin [260] ya que en los tres casos eran publicaciones que
usaban mas de 60 pacientes en el trabajo y habian realizado validaciones cruzadas

para confirmar su validez.

% Andlisis de supervivenciae llevd a cabo tanto para nuestra matriz de datos (datos

HCSC) como para la matriz de validacion (datos Eschrich). En el primer caso se
realizaron analisis de supervivencia global y de periodo libre de recurrencia. En el
caso de la matriz de datos externa (Eschrich), se contd exclusivamente con los datos
de supervivencia global que fueron amablemente cedidos, al igual que los datos de
expresion, por los autores del trabajo. Todos los paciente incluidos en el analisis
contaron con seguimiento minimo de 36 meses (salvo, claro esta, en el caso de

muerte previa debida al tumor).

Las funciones de supervivencia se llevaron a cabo usando el método actuarial. Para
comparar dichas funciones de supervivencia se utilizé el test de la probabilidad
exacta (likelihood exact test). Se establecié el modelo de regresion de riesgos
proporcionales de Cox con el que se calcularon los “Hazard Ratios” (HR) y los
correspondientes intervalos de confianza al 95%. En cada contraste de hipdtesis, la
tasa de proporcionalidad fue verificada. La visualizacion de las funciones de
supervivencia se llevdé a cabo mediante curvas de Kaplan-Meier. Para todos los
contrastes de hipotesis, la hipétesis nula que establece que no existen diferencias
entre los grupos fue rechazada cuando el error de tipo | oogliwiermenor de 0.05.

El programa utilizado fue el SPSS v.13 (SPSS Inc, Chicago, USA).
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Resultados.
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1. Puesta a punto de la técnica y controles de calidad.

La aplicacion de un cuidadoso disefio experimental en el que se estandaricen las
fases del trabajo que todavia dependen del criterio del investigador es, en el caso de los
microarrays, mas esencial si cabe que en el resto de técnicas de biologia molecular para
la obtencion de resultados fiables y libres de sesgos. Entre estas etapas no
estandarizadas se encontraba el analisis histoldgico de los tumores, la medicion de la
calidad del RNA purificado que se iba a hibridar y los controles de calidad de la
hibridacién. Los resultados obtenidos tras la puesta a punto de las diferentes etapas y la

aplicacion de los controles de calidad se muestran a continuacion:

El estudio comenzd con un total de 116 pacientes

% Andlisis histolégico de la composicién de las muestras tumotadeaplicacion de

este andlisis conllevé que se descartaran un total de 20 pacientes (paciente CT4, 6,
7,9, 25, 26, 43, 61, 65, 66, 67, 71, 77, 79, 80, 87, 88, 89, 111 y 117 ) de los 116 que
inicialmente habian sido incluidos en el estudio, por poseer una contaminacion con

tejido normal superior al 20%.

El estudio histolégico de las muestras finalmente incluidas en el trabajo (88
tumores), mostro (Tabla.1l) que el porcentaje medio de células epiteliales tumorales
en los tejidos analizados era aproximadamente del 80%. Por otro lado dentro de lo
gue denominamos componente tumoral (epitelio tumoral + estroma tumoral), el
estroma malignizado representaba en media aproximadamente un 16%. Para
verificar si la composicion de la pieza tumoral analizada era un reflejo de la
morfologia del tumor completo y no consecuencia del criterio establecido durante el
analisis histologico de las muestras (seleccion de al menos un 80% de componente
tumoral), se analizé para cada tumor un fragmento distinto al utilizado para la
obtencion del RNA. Estas nuevas piezas pertenecian a zonas diferentes de los
tumores que habian sido embebidas en parafina para su almacenamiento y su uso en
la practica clinica rutinaria. El porcentaje medio de estroma tumoral existente en las
muestras parafinadas analizadas se estimo en un 15.3%, resultando casi idéntico al
obtenido en el tejido congelado (16%) (Tabla.1). Ademas, el estudio de correlacion

entre el porcentaje de estroma de las dos regiones tumorales analizadas (tejido
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congelado y parafinado) para cada uno de los pacientes, indic6 que no existian
diferencias significativas entre ambas areas tumorales y que la correlacion entre
dichas regiones era elevada (ICC: 0.781; (IC95%: 0.681-0.852)), pudiendo por tanto
asumir que la asociacion entre el porcentaje de estroma tumoral y los grupos

moleculares es real y no fruto del fragmento de tejido seleccionado.

La presencia de necrosis (considerada como 5% o mas del componente tumoral) en
los tumores no fue muy frecuente, observandose solamente en 14 de las 88 muestras
estudiadas (16%) (Tabla.1). No se observaron diferencias en la calidad del RNA de
las muestras con necrosis (Media RIN: 8.84) frente a las muestras que no

presentaban necrosis (Media RIN: 8.96).

% de células dentro del componente tumoral
% cél. epiteliales Estroma. Estroma. % necrosis.
tumorales Muestra congelada Muestra parafinada Muestra congelada
Media 79.6 16.6 15.3 2.4
Mediana 80 15 15 0
Desv stnd 10.7 10.7 9.2 6.0
Max 95 65 60 30
Min 35 5 5 0

Tabla.1. Resumen del analisis histolégico realizado a las muestras incluidas en el estudio.

+«+ Control de calidad del RNA extraid86lo 5 muestras (paciente CT13, 21, 46,51y

85) de las 96 analizadas fueron eliminadas por no alcanzar el criterio minimo de
calidad exigido a los RNAs extraidos (RH\V.5). La calidad de los RNAs restantes
gue se incluyeron en el estudio fue muy elevada obteniéndose un RIN medio de 8.9

(en una escala de 0-10) con un minimo de 7.5 y un maximo de 10 (Fig.1 y Tabla.3).

MAC 185 2
AR LT | RMACT33 i

=11 RIN: 1D

Fig.1. Representacion del rango de calidad de los RNAs seleccionados para el estudio. A) Muestra
CT 10 con el limite minimo de calidad aceptado (RIN: 7.5) para el estudio. B) Muestra CT 33
con el RNA extraido intacto (RIN: 10, maxima calidad).
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Durante el estudio se llevaron a cabo un total de 116 hibridaciones mediante
doble marcaje (Cy5 y Cy3) que comprendian las 91 muestras tumorales restantes, a las
gue se sumaron 8 tejidos de mucosa normal de colon cuya calidad de RNA estaba
dentro de los rangos establecidos. La distribucion de las hibridaciones fue la siguiente:
95 hibridaciones Tumorales (Tumor-Cy5/"Pool’CN-Cy3) con un total de 91 tumores
anicos y 4 réplicas de tumores cuya hibridacion inicial no habia sido adecuada; 8 tejidos
de colon normal (Normal-Cy5/’Pool” CN-Cy3) que facilitaron el estudio de las
alteraciones entre cada uno de los distintos grupos tumorales encontrados con respecto
al tejido colorrectal normal, ya que la muestra de referencia se utilizd sélo para los
procesos de normalizacion y de control de la técnica; 13 réplicas control (“Pool” CN-
Cy5/"Pool” CN-Cy3) indicativas de la variabilidad propia de la técnica. En la Fig.2. se
muestra una representacion de los graficos obtenidos (MA plots) para las muestras de
cada uno de los 3 tipos de hibridacidn que se generaron durante este estudio y que

acabamos de describir.
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Fig.2. Representacion mediante M-A plot de los genes diferencialmente expresados en los tres tipos de
hibridaciones realizadas. A) Tejido tumoral vs. “Pool” CN; B) tejido normal vs. “Pool” CN; C)
“Pool” CN vs. “Pool” CN. El color rojo indica genes sobreexpresado en la muestra analizada en
relacién a la muestra de referencia; el color verde indica genes inhibidos; el color azul indica los
genes que se han utilizado para normalizar los valores de expresion; el color amarillo indica genes
que no estan diferencialmente expresados a un p-valor < 0.01. M, Flwwgr- Log “Pool” CN;

A = (%2) x (Log Tumor + Log “Pool” CN).

96



Resultados

La diferencia media observada en el nimero de transcritos (~5000 transcritos) en
estas representaciones entre las muestras de tejido tumoral (media £ DS: 7369 + 2015) y
las muestras de tejido normal (2212 + 857)), fueron reflejo de los numerosos cambios

gue se producen en el proceso de malignizacion tumoral.

Por otro lado, mediante el analisis de los MA-plots de la hibridaciones control
(“Pool” CN-Cy5 / “Pool” CN-Cy3) se pudo comprobar la escasa variabilidad técnica de
los microarrays (media + DS en las réplicas control (218 + 326)) observandose que la
media del nimero de genes diferencialmente expresados no superaba la que se esperaria

encontrar por azar (p-valor = 0.01) si las muestras no fuesen realmente diferentes.

%+ Control de calidad de las hibridaciones (microarra@s) total de 116 hibridaciones
realizadas sélo 5 fueron eliminadas (n°® CT19, CT32, CT33, CT47 y CT54). Para 3

de estas muestras eliminadas (n° CT19, CT32 y CT33), se volvié a realizar el

proceso de marcaje e hibridacion y al superar los controles de calidad fueron
finalmente incluidas en el andlisis. EI comportamiento de la muestra CT102 y de su
duplicado a lo largo del analisis, sirvieron para verificar que todas las réplicas,
hibridadas en microarrays de formato 4x44k (CT19, CT32 y CT102duplicado) y con
un protocolo diferente de lavado (CT19, CT32, CT33 y CT102duplicado), eran
compatibles con el resto de muestras, hibridadas en formato 1x44k y con protocolos
de lavado diferentes (entre las que se encontraba el CT102 original).

Los valores medios obtenidos para las muestras finalmente incluidas en el estudio se
ajustaron bien a los controles establecidos (Tabla.2). EI hecho de que puntualmente,
determinadas muestras superasen alguno de estos limites marcados no fue de suma
importancia ya que todas ellas cumplian con los controles establecidos en al menos
el 75% de los parametros analizados. Se puede concluir por tanto, que las
hibridaciones de los microarrays considerados para posteriores estudios fueron

buenas y que por tanto, los datos obtenidos son fiables.
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Microarrays escaneados con el FE 8.5 Microarrays escaneados con el FE 9.5
Limite Superior Limite Inferior Limite Superior Limite Inferior
Parametro C. Rojo C. verde C. Rojo C. verde C. Rojo C. verde C. Rojo . verde
. 37.8+5.7 38.7+24.1 85.9+2 28.2 £8.6
NegCtrlAveNetSig (70) (70) E— E— (70) (70) e E—
NumFeature 22.3+253 29.2+26 7+51 8.7 £5
NonUnifOL (150) (150) (150) (150)
NUMPODNOL 78.1 27 58.3+285 156.8 £ 15.6 | 128.2 £28.8
3 (155.5) (147.2) (180.4) (168.15)
NonCtrIMedPrcnt 19+3.9 18.3+7.4 FR =13 FR=0 142+14 13.7+1.4 FR=0 FR=0
CVBGSubSig (25) (25) (0) (0) (25) (25) (0) (0)
NumEoundEeat 42864 + 913 40036 + 1412
(39723) (36067)
1236 + 432 407 £ 525 977 +186.9 | 908 * 655
NUMPopRBEOLT] — >/, o) (1555.4) (1565.6) | (3144.1)
VSPL°p—rg°‘L’“f;t—e g FR = 13. Cuartiles (0.7-0.8-0.9-1.1) FR=0
—Tp— 9 (0.666-1.5) (0.666-1.5)
umores

Tabla.2. Valores medios obtenidddgdia + DS) para cada uno de los parametros analizados durante los
controles de calidad de las hibridaciones. Los datos fueron obtenidos a partir de los 110 microarrays
gue fueron considerados validos para el andlisis. En cada una de las celdas aparece entre paréntesis
el limite superior o inferior para el cual las muestras se consideran fuera de rango, segun lo
establecido en la seccion 9.1 de materiales y métodos (Pag.69). En el caso del parametro
“Prop_down_vs_up_regulated Tumores”, solo fueron incluidos datos de los tejidos tumorales. FR:
muestras fuera de rango.

Como excepcion, la muestra 113 fue eliminada por la existencia de un numero

excesivamente elevado de puntos problematicos (no uniformes) en el canal rojo

(Cyb). La media para ese canal a lo largo del resto de muestras fue de 28.22 + 56.08,
mientras que para el tumor CT113 el numero de puntos no uniformes en el canal

rojo fue de 8947. Finalmente, el estudio continu6é con 110 microarrays hibridados de

los cuales 89 correspondieron a un total de 88 tumores Unicos y una réplica

(CT102).

« Estudio de comportamientos andémalos de las muestras mediante Analisis de

Componentes Principales o PCEn las 110 muestras analizadas (89 tumores, 8

normales y 13 controles) no se observaron sesgos significativos debidos al dia en
gue se realizé la hibridacion, al tipo de chip utilizado o al método de lavado
empleado (Fig.3.). Sin embargo se elimind una muestra de tejido normal (CN61)
cuya expresion era mas parecida a la de los tejidos tumorales que a la de los propios
tejidos normales. Tras llevar a cabo el andlisis histologico de dicha muestra, se
confirmd la existencia de contaminacién con tejido tumoral (~ 30% del tejido). El
resto de muestras normales fueron también sometidas a andlisis histolégico sin que
se encontrasen ceélulas tumorales. Por tanto el numero de tejidos de colon normal

finalmente analizado fue de 7.

98



Resultados

Fig.3. Evaluacion mediante PCA de los 110 microarrays hibridados. De izquierda a derecha y de arriba
abajo las muestras aparecen coloreadas en funcién del tipo de tejido, del dia en el que se realiz6
la hibridacién, del método de lavado utilizado y del formato de array hibridado.

El control de estos cuatro pasos fue por tanto esencial para no introducir sesgos
artificiales de importancia durante la generacion de los datos de analisis y por
consiguiente para ser capaces de obtener e interpretar los resultados de manera fiable en
el curso de su andlisis posterior.

2. Caracteristicas de los pacientes.

Del total de 116 pacientes con adenocarcinomas colorrectales esporadicos en
estadios localizados o avanzados incluidos inicialmente, un total de 88 superaron los
controles de calidad para ser finalmente incluidos en el estudio (Tabla.3).

De estos 88 pacientes ninguno, a excepcion del paciente 119, recibid

guimioterapia o radioterapia neoadyuvante. Aunque este tipo de tratamiento fue
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considerado como un criterio de exclusion, este caso no fue descartado de inicio porque
no se tuvo constancia de dicho tratamiento hasta una vez finalizado el analisis de datos.
Sin embargo tras el mismo, se comprobd que este hecho no tuvo especial relevancia en
el resultado final ya que esta muestra se asocid con el “cluster” 5 o “cluster” de

muestras no clasificadas.

88 Pacientes
N° Pacientes  Porcentaje
Sexo Hombre 43 48.9%
Mujer 45 51.1%
Edad (afios) Media (min-max) 70.9 (25-93)
RIN Media (min-max) 8.9 (7.5-10)
Estadio de Dukes A 24 27.3%
B 26 29.5%
C 19 21.6%
D 19 21.6%
MSS/MSI Status MSS 79 89.8%
MSI 9 10.2%
Location C.Ascendente 33 37.5%
Sigmoide 32 36.4%
Recto 14 15.9%
C. Descendente 3 3.4%
C. Transverso 6 6.8%
Nodos analizados Menos de 12 28 31.8%
Mas de 12 60 68.2%
Mut. K-ras Codon 12 28 31.8%
Codon 13 6 6.8%
Wild Type 54 61.4%
Grado Histolégico Indiferenciado 1 1.1%
Pobremente dif. 5 5.7%
Moderadamente dif. 51 58.0%
Bien dif. 31 35.2%
Tipo Histolégico Convencional 78 88.6%
Mucinoso 10 11.4%
Margen Tumoral Expansivo 16 18.2%
Infiltrante 61 69.3%
Mixto 11 12.5%
Invasién Vascular Si 33 37.5%
No 55 62.5%
Invasién Perineural Si 8 9.1%
No 80 90.9%
Infiltrado linfocitario Ausente 53 60.2%
Bajo 15 17.0%
Medio 17 19.3%
Alto 3 3.4%

Tabla.3. Descripcién de los parametros clinicos y patolégicos mas caracteristicos de los pacientes.
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La edad media de diagnostico del tumor en los pacientes seleccionados fue de
70.9 afos, en consonancia con la edad media de diagnostico de 68 afios descrita en otros
trabajos [5]. De entre todos los pacientes, destacé el paciente n°® 27 con una edad de
diagnéstico anormalmente temprana (25 afos) para tratarse de un tumor colorrectal de

tipo esporadico.

La relacion de pacientes en funcién del sexo se acerco a la paridad (49%
hombres y 51% mujeres) no observandose una mayor frecuencia de aparicion en
hombres como esta descrito [3]. Al tratarse de un trabajo de clasificacion se intentd
seleccionar un numero igualmente representativo de tumores en cada estadio. El estadio
mas numeroso fue el B de Dukes con un 29.5% de las muestras y los menos numerosos
los estadios C y D con un 21.6% cada uno. El resultado de los analisis de inestabilidad
en microsatélites mostro que un 10.2% de los tumores colorrectales estudiados
presentaban alta inestabilidad, acercandose a los rangos (12-15%) descritos en la
literatura [64]. En cuanto a la localizacién, los tumores analizados parecieron
desarrollarse de manera algo mas frecuente en el colon distal (55.7%) que en proximal

(44.3%) en consonancia con lo propuesto en otros trabajos [287,288].

En funcion del tipo histolégico, las muestras se agruparon en adenocarcinomas
convencionales (88.6%) y mucinosos (11.4%). No existe un consenso sobre la
frecuencia de tumores colorrectales de tipo mucinoso. Tradicionalmente se ha estimado
entre un 10-20% de los tumores colorrectales [289], aunque en funcion del criterio
patoldgico estos porcentajes varian del 3-40% [136,289,290]. El analisis del gen KRAS,
detall6 una frecuencia de mutaciones en nuestra muestra del 38,6%, lo que también se

ajusta a lo descrito (30-45%) hasta el momento en la literatura [27,291].

Finalmente, los datos obtenidos para el Antigeno Carcinoembrionario (CEA) al
diagnéstico no fueron analizados, ya que pese a ser el Unico marcador molecular
aceptado para su uso en la clinica (excluyendo el recientemente aprobado KRAS) y pese
a estar incluido su andlisis en la practica rutinaria en el hospital, solo contamos con la

informacion en 37 de los 88 casos estudiados (42.05%).
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3. Analisis de microarrays.

El estudio de los perfiles de expresion génica global se llevo a cabo a partir de
88 muestras tumorales (89 hibridaciones) y 7 muestras colorrectales normales que
pasaron los diferentes controles de calidad. El nimero de genes incluidos en la matriz
final fue de 14764 genes segun los criterios de filtrado explicado en las seccion 9.2 de
materiales y métodos (Pag.71). Sin embargo, para el propoésito de la clasificacion y
caracterizacion tumoral solo fueron utilizados aquellos genes que mostraban una mayor
variacion en la expresion a lo largo de las muestras, utilizando de esta forma un grupo

mas reducido de 1722 genes (ver también seccion 9.2 de materiales y métodos. Pag.71).

3.1. Caracterizacion del patron de expresion de muestras normales y tumorales.

No siendo la comparacién entre tejido tumoral y tejido normal el objetivo central
de este trabajo, consideramos que los resultados obtenidos de su analisis podian ser
interesantes ya que nos permitirian conocer los genes y ruta bioldgicas afectadas en
nuestros tumores en el proceso de malignizacion, nos permitiria verificar la capacidad
discriminatoria de este tipo de técnicas y por ultimo nos brindaria la oportunidad de
descubrir nuevos genes cuyo estudio mas en profundidad podrian ser importantes para
el tratamiento de la enfermedad.

Por tanto, mediante técnicas no supervisadas (“clustering” o agrupamiento
jerarquico) realizamos una agrupacién de genes y muestras en las que se encontraban
los 88 tumores y las 7 muestras de colén normal y los 1722 genes previamente filtrados.
El resultado obtenido, como cabia esperar, separ6 por un lado los tejidos normales y por
otro lado los tumorales y nos permiti¢ identificar los patrones de expresion diferencial
entre ambos tipos de muestras (Fig.4). La validacién matematica mediante el “D-Index”

y el “R-Index” (ver materiales y métodos Seccion 9.3. Pag.73) de las agrupaciones
obtenidas confirmaron que molecularmente el tejido normal y el tejido tumoral son
completamente diferentes entre si, siendo capaces de asignar correctamente las muestras
a su grupo correspondiente en el 100% de los casos (Tabla.4). Este experimento
confirmd también la solidez de esta técnica para detectar alteraciones basadas en

perfiles globales de expresion y por tanto apoyando asi su utilizacion en la creacion de
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una clasificacion molecular de tumores colorrectales en base a perfiles de expresion
diferencial. La existencias de grandes diferencias entre tejido normal y tejido tumoral ya
habian sido observadas cuando se analizaron los resultados de expresion mediante los
graficos MA-plot, en donde se observaba que la diferencia global entre ambos tejidos en
cuanto al numero medio de transcritos diferencialmente expresados (p-valor < 0,01) era

de aproximadamente 5000 transcritos (Ver seccion 1. de resultados. Pa4g.97).

Cluster N° Muestras | Robustez  Dmisiones Adiciones
Tejido Tumoral 88 1 0 0
Tejido Normal 7 1 0 0

Tabla.4. Resumen del resultado de la validacion matematica (tras 1000 perturbaciones) en funcién de los
dos grupos obtenidos.

Fig.4. (En la péagina siguiente). Resultado del “clustering” jerarquico utilizando 1722 genes en las 88
muestras tumorales y los 7 tejidos normales. En la ejecucion del mismo se utilizé6 como distancia la
correlacion centrada de Pearson y como método de medida de agrupacion de elementos “average
linkage”. A) Resultado del “clustering” jerarquico de las 96 muestras (horizontal). En vertical se
muestra la matriz de expresion o “heatmap”, ordenada tras la realizacion de un “clustering”
jerarquico para los 1722 genes. El color rojo en el heatmap indica sobreexpresién del gen en la
muestra problema en relacién a la muestra de referencia; el color azul indica inhibicién; el negro
ausencia de expresion diferencial. A la derecha de la matriz de expresién se muestran un grupo de
barras rectangulares de diferentes colores que indican los clusters de genes encontrados. Los genes
de cada uno de estos clusters, muestran en general un comportamiento diferente entre tejidos
normales y tumorales y funciones similares en los procesos biologicos. Sin embargo no todos los
genes de estos clusters muestran una expresion significativamente diferente y con una diferencia de
expresion de 2 veces entre ambos grupos (criterio seleccionado en la comparacién de clases
posterior). B) Ampliacion del “clustering” jerarquico de muestras.
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B)

A)

Dendrogram for ¢lustering experiments,
using centered correlation and average linkage.

7 colon
89 muestras tumorales normales
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3.1.1. Comparacion de clases entre tejido tumoral vs. tejido normal.

Posteriormente y partiendo de los 1722 genes utilizados en el “clustering” o
agrupamiento jerarquico se llevd a cabo una comparacion de clases para identificar los
genes gque se encontraban diferencialmente expresados entre las dos clases y que, por
tanto, presumiblemente podrian participar en la aparicion y desarrollo del cancer. De los
1722 genes de inicio, un total de 559 se encontraron diferencialmente expresados (p-
valor < 0.001 B&H) y con una diferencia de expresion de al menos 2 veces entre ambos
grupos (ver Anexo IV para lista detallada. Pag.221). Estos 559 genes se encontraban en
su mayoria asociados a determinadas regiones del “heatmap” formando grupos o
clusters de genes que parecian en muchos casos compartir una misma funcion biolégica.
La interpretacion biolégica de estos resultados se completé mediante un analisis de vias
moleculares (KEGG pathways) que nos permitio comprender aun mejor las funciones
alteradas en el proceso de malignizacion. Los resultados mas importantes se muestran a

continuacion:

+« Proliferacion celular(“cluster” azul). Se observo la sobreexpresion en tumores de

genes implicados en replicaciéon del DNA como TOP2A o CDC6 [292,293], en ciclo
celular como CDC2, Ciclina B1 o CDC6 [292,294] o en procesos relacionados con
interaccion entre los cromosomas y el huso acromatico durante la divisiéon celular,
asi como en el proceso de citocinesis (Ej.. MAD2, MPS1, CENP-A, NUF2, BIRCS5,
NEK2A o CEP55) [295-299]. Todo ello en consonancia con la alteracion observada
de rutas moleculares (Tabla.5.) como ciclo celular (hsa04110), RNA polimerasa
(transcripcion) (hsa03020), asi como metabolismo de purinas y pirimidinas

(principalmente en la sintesis de estos nucledtidos) (hsa00230 y hsa00240).

% Desregulacion de la via Wftcluster” gris). Observandose tanto la alteracién de la

via (hsa04310) (Tabla.5) como y mas en concreto la sobreexpresion de moléculas
activadoras de dicha via como Wnt5a, de genes diana de dicha via como sp5, uPA,
MMP7, SPP1 o Myc [300-302], de genes que conforman parte de la via como LEF1
y ayudan a la transcripcion de los genes dianeomo de genes pertenecientes a
otras vias que interaccionan con Wnt como es el caso de la proteina Inhibina A de la
ruta del TGFB. La sobreexpresion de estos genes contrasta siargmicon la

sobreexpresion del gen SFRP4 que pueden inhibir la activacion de esta via.

105



Resultados

+«+ Activacion del proceso inflamator{tcluster” rosa) e inhibicién del sistema inmune

(“cluster” azul claro y rojo). Caracterizados por la sobreexpresién de citoquinas y
quimioquinas como CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL12 o interleuquinas como

IL11 e IL8 implicadas en angiogénesis e inflamacion, asi como por la alteracion de
la via molecular “interaccion citoquina-receptor de citoquina” (hsa04060) (Tabla.5)
y caracterizados también por la inhibicibn de genes que codifican para
inmunoglobulinas (14932.33, 22q11.22 y 2p11.2), quimioquinas implicadas en la
atraccion de linfocitos como CCL13, CCL15 o CCL8, ademas de moléculas

implicadas en la cascada del complemento como CFD, CFH o CFHRS.

% Invasividad y progresion tumoraf“cluster” gris y rosa). Mediada por la

sobreexpresion de genes implicados en procesos como la degradacion de la matriz
extracelular (Ej. uPA [303], MMP11 [304] o MMP7 [305], MMP1 o MMP3), la
inhibicion de procesos de muerte celular por anoikis y la activacion de procesos de
transicion epitelio-mesenquima (Ej. Claudina-1) [306]), la linfoangiogénesis (Ej.
Podoplanina [307]) o la potenciacion de los procesos de extravasacion (Bj. TGF
[308]). Ademas, genes como TIMP1, sobreexpresado en tumores, cuya funcion
principal se creia relacionada con la inhibicibn de MMPs y por tanto con la
supresion tumoral, parecen tener un papel importante en la progresion tumoral al
estar también implicadas en la inhibicion de la apoptosis, la activacion de la

proliferacion o la activacion de la angiogénesis [309].

% Alteracién de la matriz extracelul@éicluster’ negro). Se produce un aumento de los
componentes de la MEC como colagenos (COL10Al1l, COL12Al1, COL1A1,
COL5A2), Nidogeno-2, Spondina-2 o SPARC, asi como de genes (MMP14,
THBS2, PDGFRB, SPARC, Spondina-2 o FAP) relacionados con funciones
asociadas con el estroma, la remodelacion de la MEC, la activacion del estroma o

las interacciones célula-matriz e implicados en la alteracion de la via de adhesion

focal (hsa04510), importante en el desarrollo del tumor [310-315].

% Inhibicién de las vias de detoxificaci@ttluster” verde y azul claro). La inhibicién

de genes que podrian estar implicadas en el metabolismo xenobi6tico (hsa00980)
como ADHI1C, ADH1A, EPHX2, GSTAS5, NAT1, SULT1B1, UGT2B10/11/15/17
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asi como la inhibicion de metalotioneinas (MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H,
MT1L, MT1M, MT1X o MT2A) y posiblemente la inhibicion de las anhidrasas
carbonicas (CA1, CA2, CA4 y CA12) estarian relacionadas con la acumulacion de
metales y de especies reactivas de oxigeno que podrian estar favoreciendo la
aparicion del tumor. Alguno de estos genes, podrian estar, no obstante, implicados

también en el metabolismo de lipidos.

Finalmente estos perfiles de expresién también son capaces de reflejar las
diferencias (“cluster” azul claro) en la composicion tisular entre tumores y la mucosa de
colon normal. En este Ultimo se observa la aparicion de un componente muscular
(musculo liso) asociado a la sobreexpresion de genes como MYH11, MYLK, ATP1A2,
Desmina (DES) o Calponina-1 (CNN1) en contraposicion al primero.

Identificador Descripcion de la via molecular L$ p-valor K$§ p-valor ET's GSA Goeman's
p-valor p-valor

hsa00040 Pentose and glucuronate interconversions 0.0000 0.0009 0.020| < 0.0000001
hsa00071 Fatty acid metabolism 0.0000 0.0075 0.010| < 0.0000001
hsa00120 Bile acid biosynthesis 0.0057 0.0035 0.010| < 0.0000001
hsa00150 Androgen and estrogen metabolism 0.0003 0.0055 0.090| < 0.0000001
hsa00190 Oxidative phosphorylation 0.0000 0.0000 0.140| 0.0000002

hsa00230 Purine metabolism 0.0000 0.0000 0.010[ < 0.0000001
hsa00240 Pyrimidine metabolism 0.0048 0.0034 0.010] < 0.0000001
hsa00362 Benzoate degradation via hydroxylation 0.0000 0.0037 0.020| < 0.0000001
hsa00500 Starch and sucrose metabolism 0.0007 0.0036 0.170| < 0.0000001
hsa00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 0.0026 0.1449 0.010| < 0.0000001
hsa00670 One carbon pool by folate 0.0007 0.0292 < 0.005 | < 0.0000001
hsa00910 Nitrogen metabolism 0.0018 0.0461 < 0.005 | < 0.0000001
hsa00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 0.0084 0.0001 0.100| < 0.0000001
hsa03020 RNA polymerase 0.1971 0.0020 0.040| < 0.0000001
hsa03320 PPAR signaling pathway 0.0016 0.1983 0.120| < 0.0000001
hsa04020 Calcium signaling pathway 0.0001 0.0657 0.010[ < 0.0000001
hsa04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 0.0000 0.0000 0.180] < 0.0000001
hsa04110 Cell cycle 0.0001 0.0001 0.010| < 0.0000001
hsa04310 Whnt signaling pathway 0.0000 0.0000 0.230[ < 0.0000001
hsa04510 Focal adhesion 0.0000 0.0000 0.460| 0.0000043

hsa04740 Olfactory transduction 0.0000 0.0053 < 0.005 | < 0.0000001
hsa04810 Regulation of actin cytoskeleton 0.0000 0.0000 0.280| < 0.0000001

Tabla.5. Andlisis de vias moleculares (KEGG pathways) diferencialmente expresadas entre tejido normal
y tejido tumoral. P-valor limite = 0.005. Para ser consideradas significativa, la ruta analizada tiene que ser
significativa para al menos dos de los cuatro test realizados. En gris aparecen los p-valor no
significativos.
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3.2. Clasificacién molecular de los tumores colorrectales.

3.2.1. Clasificacidon de las muestras tumorales mediante métodos no supervisados.

Una vez establecido el contexto molecular que rige el desarrollo de los tumores
colorrectales, nos centramos en el establecimiento de una clasificacion molecular que
distribuyese los tumores en grupos molecularmente homogéneos, utilizando los 1722
genes seleccionados y los 88 tumores incluidos en el andlisis. Previamente al andlisis se
realizo el centrado de genes, de manera que el punto de referencia para determinar si un
gen esta o no alterado pasa a ser la mediana de los valores de expresion para ese gen a
lo largo de los tumores, posibilitando una mejor discriminacion de grupos simiares
proceso de clasificacion se realiz6 mediante “clustering” jerarquico, utilizando como
distancia la correlacion centrada de Pearson y como método de agrupacion de elementos

el “average linkage”.

La exploracion del dendrograma obtenido tras el andlisis (Fig.5A y 5B) permitié
diferenciar un total de 5 grupos o clusters en lo referente a la distribucion de las
muestras. El “cluster” 1 (amarillo) englobd un total de 36 muestras (incluyendo las dos
hibridaciones de la muestras CT 102), el “cluster” 2 (naranja) un total de 12 muestras, el
“cluster” 3 (rojo) un total de 22 muestras y el “cluster” 4 (azul claro) un total de 14
muestras. Las 5 muestras restantes formaron el denominado “cluster” 5 (malva), que
debido al escaso tamafio muestral fue considerado por el momento como un grupo de

muestras no clasificadas.

Del estudio de este dendrograma (Fig.5B) también se puede resefiar que no
parece existir un agrupamiento de las muestras en funcion del estadio de Dukes al que
pertenecen, si no que mas bien, estos estadios se distribuyen heterogéneamente a lo
largo de todo el arbol. Por otro lado, otras caracteristicas como el tipo histolégico
tumoral (mucinoso) o la presencia de tumores con inestabilidad en microsatélites si que
parecen asociarse a esta clasificacion molecular al agruparse mayoritariamente en el

denominado grupo 4.
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Fig.5. Pie de figura en la siguiente pagina.
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Fig.5. Resultado del “clustering” jerarquico utilizando 1722 genes en las 88 muestras tumorales. En la
ejecucidn del mismo se utilizo el centrado de genes, como distancia la correlacién centrada de Pearson y
como método de agrupaciéon de elementos el “average linkage”. A) Resultado del “clustering” jerarquico
de las 88 muestras (horizontal). En vertical se muestra la matriz de expresion o “heatmap”, ordenada tras
la realizacion de un “clustering” jerarquico para los 1722 genes. El color rojo en el heatmap indica
sobreexpresion del gen en la muestra en relacién con la mediana de expresion de los tumores; el color
azul indica inhibicion; el negro ausencia de expresion diferencial. A la derecha de la matriz de expresién
se muestran un grupo de barras rectangulares de diferentes colores que indican clusters de genes. Los
genes de cada uno de estos clusters, muestran un comportamiento diferente entre los diferentes grupos
moleculares definidos. Los genes que componen cada uno de los clusters estarian tedricamente
implicados en funciones biolégicas similares. B) Ampliacion del “clustering” jerarquico de muestras. En
este “clustering” jerarquico se describen 4 grupos (“cluster” 1 o amarillo; “cluster” 2 o naranja; “cluster”

3 o rojo; “cluster” 4 o azul claro). El “cluster” malva o “cluster” 5 engloba las muestras no clasificables.
Debajo de cada muestra se describe alguna de sus caracteristicas mas importantes como el estadio de
Dukes, el estatus MSI o el tipo histolégico al que pertenecen. El simbolo “+” indica tumor MSI. La letra
“M” indica tumor mucinoso.

Los resultados obtenidos de la validacion matemétiaa la perturbacion de la

matriz (1000 veces), reflejaron que las agrupaciones propuestas no eran debidas al azar.
Como se puede comprobar en la Tabla.6, los cuatro grupos moleculares definidos
poseen una reproducibilidad en cuanto a la forma (“R-Index”) superior al 75% (en una
escala de 0-100%), siendo ademas para los grupos 1, 3 y 4 cercana al 90%. En cuanto a
la estabilidad en las muestras (“D-Index”) que conformaron cada uno de los 4 grupos, se
observd que en ninguno de los casos, el nimero promedio de muestras que tras ser
asignadas a un determinado grupo cambié de agrupacion al alterar la matriz (omisiones)
supero las 2.5 muestras por grupo. En cuanto al nUmero promedio de muestras que tras
ser incluidas en cualquiera de los otros tres grupos fueron incluidas en el grupo de
referencia (adiciones) al alterar la matriz, fue incluso mas bajo para los grupos 1, 3y 4
ya que no superaron las 2.3 muestras por grupo (destacando una puntuaciéon de 0.58
para el grupo 4), siendo sin embargo un poco mas elevada para el grupo 2 (4.98). Este
ultimo dato reflejaria el hecho que este grupo 2 parecia tener unos criterios de seleccion

peor definidos que el resto.

El grupo 5, obtuvo unos valores de “D-Index” mas elevados (Om: 1.29 y Ad:
1.56) y de “R-Index” (65%) sensiblemente mas bajos que los demas, teniendo en cuenta
el numero de muestras que lo componian. La falta de criterio para poder decidir si estos
datos se debieron a una falta de tamafio muestral o a una falta de homogeneidad
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biologica aconsej6 como ya sefialamos anteriormente que estas muestras fueran

excluidas en los analisis posteriores.

Cluster # Muestras | Robustez ~ Pmisiones  Adiciones Reproducibilidad Global
Cluster 1 36 0.90 2.54 1.78 R-Index 0.888
Cluster 2 12 0.75 2.24 4.98 D-Index 0.838
Cluster 3 22 0.87 1.78 2.34

Cluster 4 14 0.89 0.92 0.58

Cluster 5 5 0.65 1.29 1.56

Tabla.6. Resultado de la validacion matematica (tras 1000 perturbaciones) para cada uno de los grupos
moleculares obtenidos. A la derecha se muestra la reproducibilidad global de todos los grupos analizados.

Conscientes del efecto que tiene el nimero de genes seleccionados, la eleccion
del algoritmo de clasificacion, asi como las medidas utilizadas en la obtenciéon de los
resultados de la clasificacion, se comprobo la consistencia de dichos resultados,
analizando de nuevo las mismas muestras pero utilizando diferentes combinaciones de

los pardmetros mencionados.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla.7 y Fig.6. Se llevaron a cabo
un total de 18 combinaciones diferentes de la seleccionada inicialmente, en las que se
analizo la distribucion de las muestras. Para 12 de ellas se encontrd una concordancia en
los grupos, en relacién a la clasificaciéon original, superior al 80% (alcanzando en 8 de
ellos valores en torno al 90% o superiores). Una de las combinaciones (la n° 13) obtuvo
un 71% de concordancia. Cuatro combinaciones (n® 5, 7, 8 y 17) mostraron una
reproducibilidad parcial que impedia definir de manera fiable los cuatro grupos,
coincidiendo con la eleccion de parametros poco adecuados para la realizacion de
clasificaciones (ver discusion). En cuanto a la representacion gréfica del Analisis de
Componentes Principales (Fig.6), se observd que la variabilidad representada por las
tres primeras componentes (28% de variabilidad) era suficiente para diferenciar de
manera consistente los grupos moleculares previamente propuestos. En general, la
reproducibilidad de los grupos fue buena, indicando de nuevo la consistencia de la

clasificacion propuesta.
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Centrado de Método de . . Metodo_s e .. Filtrado de L % Total de
. Distancia medir Repeticiones N° genes (Grupo 1 [Grupo 2 ¢rupo 3 Grupo 4 )
genes Agrupacion ) ) genes concordancia
distancias
Clasificador . Clustering Correlacion Average 2.5-fold en al
i Si P centrada de X - menos 8% de 17229 36/36 12/12 22/22 14/14 100%
Seleccionado Jerarquico Linkage
Pearson las muestras
Clustering Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 1 Si Jerarquico centrada de Linkage - menos 8% de 17229 35/36 12/12 22/22 14/14 99%
Eisen Pearson 9 las muestras
Clustering Average 2.5-fold en al
Clasificador 2 Si Jerarquico Spearman Linkage - menos 8% de 17229 36/36 7112 19/22 10/14 86%
Eisen g las muestras
Clustering Average 2.5-fold en al
Clasificador 3 Si Jerarquico Kendal Tau Linkage - menos 8% de 17229 36/36 7112 18/22 10/14 85%
Eisen g las muestras
Clustering Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 4 Si Jerarquico no centrada Linkage - menos 8% de 17229 34/36 6/12 19/22 11/14 83%
Eisen de Pearson 9 las muestras
Clusterin Average 2.5-fold en al
Clasificador 5 Si Jerar uic?) Euclidea Linkage - menos 8% de 17229 No se pueden distinguir los 4 grupos | No disponible
q 9 las muestras
Clustering Correlacion Centroid 2.5-fold en al
Clasificador 6 Si Jerarquico centrada de Linkage - menos 8% de 17229 32/36 6/12 18/22 11/14 80%
Eisen Pearson 9 las muestras
Clustering Correlacion Sinale 2.5-fold en al
Clasificador 7 Si Jerarquico centrada de Linkg e - menos 8% de 17229 No se pueden distinguir los 4 grupos | No disponible
Eisen Pearson g las muestras
Clustering Correlacion Complete 2.5-fold en al
Clasificador 8 Si Jerarquico centrada de Linkg o - menos 8% de 1722g Se distingue el grupo 1 del resto No disponible
Eisen Pearson 9 las muestras
K-Means Correlacion |\ e 2.5-fold en al
Clasificador 9 Si Eisen centrada de Linkage 200 menos 8% de 17229 32/36 12/12 21/22 13/14 93%
Pearson 9 las muestras
K-Medians Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 10 Si Eisen centrada de Linkage 200 menos 8% de 17229 31/36 12/12 19/22 13/14 89%
Pearson g las muestras
Clusterin Correlacion Average 2-fold en al
Clasificador 11 Si Jerar uic?) centrada de Linkage - menos 8% de 39439 36/36 11/12 21/22 6/14 88%
q Pearson 9 las muestras
Clusterin Correlacion Average 3-fold en al
Clasificador 12 si Seraranied | centrada de | | era9° - menos 8% de | 995g | 35/36 | e/12 | 2122 | 1314 89%
q Pearson 9 las muestras
Clusterin Correlacion Average 3.5-fold en al
Clasificador 13 si Soraraiad | centrada de | {eTa9° - menos 8% de | 649g | 24/36 | 512 | 1822 | 1314 71%
q Pearson 9 las muestras
Clusterin Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 14 Si Jerar uic?) centrada de Linkage - menos 5% de 27379 36/36 12/12 18/22 11/14 92%
a Pearson g las muestras
Clusterin Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 15 Si Jerar uic?) centrada de Linkage - menos 10% de | 1327g 35/36 6/12 21/22 13/14 89%
q Pearson g las muestras
Clusterin Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 16 si Soraraued | centrada de | | era9° - menos 12% de | 1049g | 35/36 | 912 | 1822 | 13714 89%
q Pearson 9 las muestras
Clusterin Correlacion Average 2.5-fold en al
Clasificador 17 No Jerar uic<g3 centrada de Linkage - menos 8% de 17229 No se pueden distinguir los 4 grupos | No disponible
q Pearson 9 las muestras
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Tabla.7.(pagina anterior) Tabla resumen de las diferentes combinaciones realizadas para comprobar la
estabilidad de nuestras agrupaciones. Cada fila muestra cada una de las combinaciones realizadas,
especificandose los parametros utilizados para su realizacién, el nimero de genes seleccionados y
la concordancia con los grupos de la clasificacion original (tanto en niumero como finalmente en
porcentaje).

Fig.6. Representacion grafica de los tumores en funcion de la variabilidad representada por las tres
primeras componentes. Muestras del “cluster” 1 en verde; muestras “cluster” 2 en blanco; muestras
del “cluster” 3 en azul marino; muestras del “cluster” 4 en rosa; muestras del “cluster” 5 en rojo.

3.2.2. Comparacion de subtipos y andlisis funcional.

La caracterizacién de los genes mas representativos y significativos de los
grupos moleculares propuestos es complicada debido a la necesidad de comparar la
expresion de dichos genes entre los cuatro grupos a la vez. En este caso, se comparé
cada uno de los grupos contra el resto de muestras, seleccionandose aquellos genes con
una diferencia estadisticamente significativa a un nivel p-valor < 0,001 utilizando
ademas el método de correccidén para comparaciones multiples de B&H. EI nimero de
genes iniciales introducidos en la comparacién fue de 1722 genes. Un total de 397 genes
se encontraban diferencialmente expresados en el grupo 1 con respecto al resto de
tumores, 101 en el caso del grupo 2, 300 genes en el caso del grupo 3 y 85 en el caso del
grupo 4. A continuacion se estudié cual era la distribucion en el “clustering” jerarquico

de estos genes (ver Anexo IV. Pag 221 para un listado detallado y Fig.5) y en funcion
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de ellos se analizaron los clusters o grupos de genes mas destacados. Las regiones
marcadas en la figura indican las zonas donde se agrupaban preferentemente los genes
diferencialmente expresados, aunque hay que resefiar que en dichas areas también se

encontraban genes cuya expresion era igual a lo largo de todos los tumores.

Esta estrategia, aunque en algun caso puede rgsottarselectiva en cuanto a
la discriminacién de genes, permite establecer un retrato aproximado de las diferencias
existentes entre los grupos moleculares propuestos. En cada “cluster” de genes se
intenté encontrar una o varias funciones que permitiesen entender porque dichos
elementos se agrupaban conjuntamente, tarea facilitada gracias a la realizacion de
andlisis de vias moleculares (KEGG pathways) que nos permitio entender mejor el
marco biolégico que caracterizaba estos subtipos. Los resultados mas significativos

fueron los que se exponen a continuacion:

« “cluster” A (o verde). Genes del 270 a la 523.

Este “cluster” engloba genes relacionados principalmente con el estroma. La
expresion de los genes que se describen a continuacion estd mas elevada en las
muestras tumorales que en las muestras normales sefialando su importancia en el
desarrollo tumoral y los niveles de expresion entre los subtipos tumorales muestras
niveles elevados en el grupo 3 e inhibidos en el grupo 1 en comparacion con el resto
de tumores. Entre los mas destacados, encontramos genes que parecen relacionados
con los procesos de angiogénesis y una mayor densidad de microvasos como son
ANTXR1, PDGFC o S100A4 [316-318], proliferacion tumoral como GREM1
[319], asociadas con activacion de fibroblastos como es el caso de FAP [120],
procesos de adhesidbn y migracion celular como fibronectina 1 [320]
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2335) o remodelacion de la matriz como MMP2,
MMP9, MMP11, MMP14 y uPA [302,321]. Se ha descrito que la activacion de
fibroblastos, provoca ademas una mayor secrecion de proteinas de MEC (matriz
extracelular) como SPARC, Fibronectina 1 o Tenascina C [120] que también se
encuentran alteradas y englobadas en este “cluster”. Finalmente, también
encontramos sobreexpresados diferentes tipos de coldgenos (COL10A1/ 12A1/ 1A1/
1A2/ 3A1/ 4A2/ 5A2/ 6A1/ 6A2/ 8Al/ 8A2) y otras proteinas de MEC como

lumican [322]. Estos datos concuerdan con la alteracion de vias implicadas en
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comunicacion celular (hsa01430), adhesion focal (hsa04510) o interaccidn con
receptores de la matriz extracelular (hsa04512) que se encontraron durante el

andlisis funcional de vias moleculares (Tabla.8).

Otra muestra de la importancia de estos genes en el desarrollo del tumor es que
muchos de ellos como S100A4, FAP, Lumican, Periostina o SPP1 estan relacionadas

con invasién, metastasis y mal pronéstico [315,322-325].

Por otra parte, se ha descrito que proteinas como Fibulina 1, DACT3, PTGIS se
encuentran inhibidas en tumores colorrectales con respecto al tejido normal y que
esta inhibicién podria estar favoreciendo la progresion tumoral. Sorprendentemente,
teniendo en cuenta lo observado hasta este momento, la expresién de estos genes en
el “cluster” 3 muestra niveles ligeramente superiores al de los tejidos normales. El
resto de los grupos muestra inhibicién con respecto al tejido normal siendo la mas

marcada la del grupo 1.

Por ultimo, cabe destacar la presencia en este “cluster” de los genes THBS2 y
TIMP1, no tanto porgque se encuentren elevados en el grupo 3 e inhibidos en el grupo
1, si no porque en todos los grupos tumorales se encuentran estimuladas con respecto
al tejido normal, a pesar de su conocida implicacion en procesos de supresion
tumoral en el caso de THBS2 [326] y debido a su mas que probable implicacion en la
progresion tumoral a pesar de su tedrico papel de inhibidor de MMP9, en el caso de
TIMP1 [327].

“cluster” B (o rojo). Genes del 524 al 664.

En este grupo de genes la situacion frente al tejido normal varia dependiendo del gen
en cuestion. Una parte importante de los genes englobados en este “cluster” estan
implicados en respuesta inmune e inflamacion. Entre los genes implicados en
respuesta inmune tenemos la granulisina (GNLY) y la granzima H (GZMH) que son
liberados por células del sistema inmune como los linfocitos; genes que codifican
para las cadenas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (HLA-DMB, -
DPB1, -DPB2, -DRB4, -DRB5); receptores de membrana que se unen a moléculas

presentadas por el complejo MHC | como LILRB3. También encontramos genes que
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codifican para receptores de inmunoglobulinas como FCGR1B o FCGR3A. En todo
este grupo de genes se mantiene siempre una constante en cuanto a los niveles de
expresion génica: aunque estadisticamente no son grupos con diferencias de
expresion muy elevadas, las muestras del grupo 1 tienen claramente los niveles més
bajos de los cuatro grupos, mientras que el grupo 2 tiene los niveles mas altos
(siendo estos iguales o superiores a los del tejido normal). Los grupos 3 y 4 tienen
niveles mas cercanos al grupo 2 que al grupo 1. Coincidiendo con esta aparente
alteracion del sistema inmune durante el desarrollo tumoral, el analisis de vias
moleculares mostraba la desregulacion de vias relacionadas como las lineas celulares
hematopoyéticas (hsa04640), el procesamiento y presentacion de antigenos
(hsa04612) o las moléculas de adhesion celular (hsa04514) (Tabla.8).

También se observan la alteracion de la via molecular “citoquinas e interaccion con
sus receptores” (hsa04050) (Tabla.8) a la vez que la alteracion de un gran namero de
genes implicados en respuesta inflamatoria entre las que destacan quimioquinas y
citoquinas como CXCL10, IL-8, IL-13CCL18, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS,
CX3CL1. En este caso el patron de expresion sigue indicando una menor expresion
de las muestras pertenecientes al “cluster” 1 en contraposicion a las muestras del
grupo 2 aunque en esta ocasion las muestras del grupo 4 muestran unos niveles
similares y en algunos casos supriores a los del grupo 2. En comparacion con el

tejido normal, la expresion de los grupos 2 y 4 es casi siempre mas elevada.

Otro grupo de genes que cabe destacar es el grupo de las metalotioneinas como
MT1B, MT1E, MT1G, MT1H, MT1L, MT1M, MT1X, MT2A todas ellas
codificadas en la region cromosOmica 1613 y que podrian estar implicadas por un
lado en la detoxificacion de elementos nocivos y en la resistencia de los tumores
inestables (MSI) a QT [245]. En este caso la expresion elevada se da sobre todo en el
grupo 4 y de nuevo el grupo 1 vuelve a mostrar el menor nivel expresion de los
grupos de tumores. Con respecto al tejido normal, todos los grupos tumorales se

encuentran inhibidos.

Finalmente aparecen genes con importancia en cancer, inhibidos en el

grupo 1, cuya expresion ha sido asociada a buen prondéstico como ICAM1 que
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impide la diseminacion de células tumorales [328] u Oncostatina (elevada sobre todo

en el grupo 4) [329].

“cluster” C (o azul oscuro). Genes del 1037 al 1102.

Este “cluster” de genes engloba, en general, genes estimulados en el grupo 4 frente al
resto de grupos. Estos niveles de grupo 4 son similares a los encontrados en tejido de
colon normal. La mayoria de los genes codifican en este caso para proteinas
relacionadas con el componente mucinoso. Ya sea mediante su funcién, como en el
caso de AGR2 que han sido relacionados con procesos de desregulacion de las
células caliciformes o goblets cells (secretoras de moco) [330,331], ya sea porque el
gen en cuestibn comparte una estructura tipica de mucinas como FCGBP [332],
asociado también con células caliciformes [333]. Genes como el TFF2 vy
principalmente el TFF1 han sido relacionados con procesos relacionados con el
componente mucinoso del colon ademas de haber sido asociados con tumores tanto
de tipo histolégico serrado [334] como mucinoso [335]. También se engloban en este
“cluster” genes relacionados con el acido sialico (ST3GAL4, ST6GALNAC1) que ha
sido asociado con progresion, metastasis y mal prondstico [336,337] y con
interaccion con el gen MUC2 para producir apoptosis de células dendriticas [338].
También descrito como gen de mal prondstico en este grupo destaca el gen REG4,

gue se asocia con metastasis [339] y en cancer gastrico con resistencia a 5-FU [340].

No asociado a este “cluster” de genes, pero si diferencialmente expresados en el
grupo 4 destacan otra serie de genes. Un claro ejemplo es el del gen MUC1,
caracteristico de tumores mucinosos [341], cuyos niveles altos se han visto asociados
con mal pronostico [342,343]. Se ha descrito que este gen puede Uhicateaina
evitando asi la union de este ultimo a E-Cadherina y favoreciendo la transcripcion de
genes [344] o correlacionandolo con una mayor velocidad de desarrollo tumoral
[345]. También destacan genes implicados en la respuesta inmune y respuesta
inflamatoria como IL1fo IL1R2 o genes implicados en la cascada del cangieo

como CD55 que parece que puede evitar precisamente la muerte de la célula en la
gue se expresa cuando es activada esta cascada del complemento, etc. Otros genes
son los relacionados con Serpina (SERPINA1, SERPINBS5), que en general parecen

correlacionar con una mayor sobreexpresion en tumores MSI [346]. Todos estos
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genes estan inhibidos en todos los tumores a excepcion de los del grupo 4 que
muestran unos niveles similares, o incluso superiores en algunos casos, a los del

tejido normal.

“cluster” D (o amatrillo). Genes del 1247 al 1352.

Engloba genes relacionados con respuesta inmune y mas en concreto con las
inmunoglobulinas. Asi, se observa un aumento en el grupo 2 frente al resto de los
grupos de la expresion de las regiones cromosomicas 14q32, 16pll, y 15911,
correspondientes a genes que codifican para las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas y de las regiones 22ql1l, 2pll, correspondientes a genes que
codifican para las cadenas ligeras (Lambda y kappa respectivamente) de las
inmunoglobulinas. Entre los genes destacan el IGHAL, IGKC, IGKV1D-8, IGHV1-

69 o IGLL1. En concordancia con esto, también se encuentran expresados genes
como POU2AF1 que parece favorecer la transcripcion de genes de las
inmunoglobulinas y la recombinacion de las regiones V (D) J de algunas
inmunoglobulinas [347], ademas de haberse relacionado su inhibicién con fallos en
la respuesta inmune [348]. También destaca la expresion de receptores del TNF

(TNFRSF17) importante en respuesta inmune.

Genes asociados con progresion tumoral como laminina (LAMC2) [310,349] estan
disminuidos en este grupo 2 frente al resto de tumores. Cabe destacar que la mayoria
de los genes resefiados en este “cluster” tienen, en el grupo 2, niveles de expresion
similares a los de los tejidos normales. Este “cluster” de genes muestra de nuevo,
como ya se viese en el “cluster” rojo, la asociacion de los tumores del grupo 2 con

vias moleculares relacionadas con el sistema inmune.

“cluster” E (o azul claro). Del 1428 al 1528.

Engloba a un grupo de genes cuyo nivel de expresion esta elevado en las muestras
del grupo 1 con respecto al conjunto de los otros tres grupos y principalmente con
respecto a las muestras de los grupos 2 y 3. En relacién con el tejido colorrectal
normal, la expresion de estos genes en los tumores se encuentra inhibida,

exceptuando en las muestras del grupo 1 que muestran niveles similares a los del
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tejido normal. En este caso destacan genes que han sido implicados en procesos del
metabolismo xenobiotico o del metabolismo de lipidos como la UDP
glucoronosiltransferasa 2 (UGT2B7 y UGT2B28) o la apolipoproteina B
(APOBEC1). Coincidiendo con esto, también se encuentran estimulados en el grupo
1, aunque no de manera diferencial, genes que codifican para el citocromo P450
(CYP3A4, CYP3A5 y CYP3AY). Por otra parte, este “cluster” engloba ademas genes
relacionados con adhesion celular e interaccion célula-célula como Cadherina 17
(CDH17) o nectina 3 (PVRL3).

Kegg SritiEy s LS permutation [KS permutation |Efron-Tibshirani's | Goeman's global

Pathway p-value p-value GSA test p-value test p-value

hsa00190 | Oxidative phosphorylation 0.00001 0.00001 0.14 < 0.0000001
hsa00230 | Purine metabolism 0.00001 0.00001 0.38 < 0.0000001
hsa01430 [Cell Communication 0.00001 0.0023208 < 0.005 < 0.0000001
hsa04060 | Cytokine-cytokine receptor interaction 0.00001 0.00001 0.15 < 0.0000001
hsa04310 |Wnt signaling pathway 0.00001 0.00001 0.51 < 0.0000001
hsa04360 |Axon guidance 0.00001 0.00001 0.01 < 0.0000001
hsa04510 |Focal adhesion 0.00001 0.00001 0.01 < 0.0000001
hsa04512 |ECM-receptor interaction 0.00001 0.00001 < 0.005 < 0.0000001
hsa04514 | Cell adhesion molecules (CAMs) 0.00001 0.00001 0.15 < 0.0000001
hsa04610 |Complement and coagulation cascades 0.00001 0.0046577 0.01 < 0.0000001
hsa04670 |Leukocyte transendothelial migration 0.00001 0.0012397 0.07 < 0.0000001
hsa04810 |Regulation of actin cytoskeleton 0.00001 0.00001 0.05 < 0.0000001
hsa00532 | Chondroitin sulfate biosynthesis 0.0001609 0.0699698 0.04 < 0.0000001
hsa04350 | TGF-beta signaling pathway 0.0001835 0.0629803 0.01 < 0.0000001
hsa04940 | Type | diabetes mellitus 0.0006505 0.0003245 0.3 0.0000033
hsa05130 |NA 0.0032635 0.1833333 0.12 < 0.0000001
hsa05131 |NA 0.0032635 0.1833333 0.12 < 0.0000001
hsa04640 |Hematopoietic cell lineage 0.0039121 0.0003785 0.26 < 0.0000001
hsa04612 | Antigen processing and presentation 0.0046006 0.0071049 0.39 0.0000083
hsa00530 |Aminosugars metabolism 0.063982 0.0031385 0.06 < 0.0000001

Tabla.8. Resultado del andlisis de vias moleculares en el que se muestran aquellas diferencialmente
expresadas entre los grupos moleculares propuestos (con el correspondiente nivel de
significacién para los test estadisticos realizados).

Por ultimo, es interesante resaltar la aparicion en el analisis de vias moleculares
de alteraciones en la via Wnt (hsa04310) y en la via dep T@da04350) dos de las

rutas mas importantes implicadas cancer y que no se agrupan de manera especifica a un

“cluster” de genes en concreto.
En el caso de la via Wnt, tumores del grupo 3 mostraban sobreexpresion con
respecto al resto de tumores de genes diana de la via como SPP1, MMP14 o S100A4,

pero también de genes inhibidores de la via como DACT3, SFRP2 y SFRP4. También
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se observaba una sobreexpresion en los tumores del grupo 3 en contraposicion con los
del grupo 1 para genes implicados en la via delfT&fmre los que se encontraban
genes como INHBA, HTRA1, THBS2, COMP o Decorina.

A la vista de los genes que caracterizaban los cuatro subtipos, el grupo 1 fue
denominado como subtipo “de bajo estroma”, el grupo 2 como subtipo “relacionado con
respuesta inmune”, el grupo 3 como subtipo “de alto estroma” y el grupo 4 como

subtipo “MSI-Mucinoso”

3.2.3. Estudio de asociacion entre la clasificacion molecular vy los parametros
clinicos y patologicos.

Se llevaron a cabo estudios de asociacion entre los grupos moleculares
propuestos y los datos clinicos y patolégicos que fueron recogidos y analizados a lo
largo de este estudio. Los primeros analisis mostraron que no existia asociacion de los
grupos moleculares con parametros tales como la edad, el sexo de los pacientes o la
calidad del RNA hibridado (RIN).

El estudio de correlaciéon entre la clasificacion propuesta en este trabajo y los
grupos histolégicos de la clasificacion de Dukes (Tabla.9.) revelaron que no habia
asociacion entre ambas variables (p-valor: 0.646), confirmando lo que ya se habia
podido observar durante la realizacién del “clustering” jerarquico, en el que los estadios
de Dukes mostraban una distribucion heterogénea a lo largo de las agrupaciones de la

clasificacion molecular propuesta (Fig.5B).

Por el contrario, parametros como el tipo histoldgico y la cantidad de estroma
tumoral si mostraron asociacién con la clasificacion propuesta (p-valor = 0.001 y p-
valor < 0.001 respectivamente). En el primer caso se observé que los tumores de tipo
mucinoso se agrupaban mayoritariamente en el denominado grupo 4 o “MSI-
Mucinoso”. En el caso del estroma tumoral, se observo que las muestras del grupo 1 o
“de bajo estroma” contenian de manera estadisticamente significativa una menor
proporcion de contenido estromal que el resto de grupos moleculares (Tabla.9). Las
muestras del grupo 3 o “de alto estroma” contenian una mayor proporcion de estroma

tumoral que las muestras de los grupos 2 (“relacionadas con el sistema inmune”) y 4
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(“MSI-Mucinoso”), aunque estas diferencias no llegaron a ser significativas. Cabe
recordar que la cantidad de estroma de las piezas tumorales analizadas era
representativa de la cantidad de estroma del tumor completo de cada paciente (ver
resultados seccion 1. Pag.94). Como cabia esperar, la cantidad de estroma de las
muestras parafinadas para cada grupo mostré unos valores similares a los observados en
el tejido congelado, siendo las muestras del grupo 1 las que menor porcentaje de
estroma contenian y las del grupo 3 las que mayor, aunque en este caso con porcentajes
muy similares a los grupos 2 y 4. En el caso del tejido parafinado también se encontrd
asociacion entre el estroma y la clasificacion molecular (p-valor: 0.047), aunque
solamente existieron diferencias significativas entre el porcentaje de estroma del grupo

3y del grupo 1 (p-valor: 0.005).

Otros dos parametros, localizaciéon tumoral e invasion vascular, aunque no
mostraron asociacion con los nuevos subgrupos, si mostraron un nivel de significancia
estadistica (p-valor: 0.103 y p-valor: 0.168 respectivamente) relativamente cercano a lo
gue podemos llamar tendencia estadistica (0.05 < p-valor < 0.1). En el caso de la
localizacion tumoral se observo una mayor tendencia de los grupos 2 y 3 a correlacionar
con tumores distales, mientras que el grupo 4 correlacionaba principalmente con
tumores proximales y el grupo 1 no mostré diferencias en cuanto a la localizacion. En el
caso de la invasion vascular se observé una asociacion del grupo 4 con una menor
invasion vascular mientras que el grupo 1 se asociaba con mayores niveles de invasion

de vasos.
El resto de variable histopatolégicas, que habian sido previamente descritas en

diferentes estudios como asociadas con progresion tumoral y con mal prondstico, no

mostraron asociacion alguna con la clasificacion molecular propuesta (Tabla.9).
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9 5 4 2
9 3 6 7 R o
3 2 5 > 0.646 No significativas
9 2 6 1
18 3 7 9
0.103* No significativas
17 9 15 5
1 2 2 1
0.462% No significativas
34 10 20 13
27 9 15 7
4 1 4 1 0.325 'R No significativas
4 2 3 6
24 6 12 7
3 3 6 2 R o
5 3 3 5 0.452 No significativas
2 0 1 0
17 5 8 2 . ....
3 1 1 1 " ....
1 0 0 0
3 5 5 5 R o
21 6 17 7 0.356 No significativas
5 1 0 2
21 8 12 11
8 2 6 3 0.458 ‘R No significativas
6 2 4 0
26 10 16 13
0.376 'R No significativas
9 2 6 1
34 12 21 8 G4 # G1 (0.001)
0.001 ‘R G2 # G4 (0.017)
1 0 1 6 G4 # G3 (0.008)
G1# G4 (0.013)
11.2 18.8 23.4 18.9
<0001 ™ Gelfeiz(ioboggi)
60 10.3 105 148 3vs4 tendencia (0.088)
12.6 17.1 18.9 16.8 0.047 KW 61 # G3 (0.005)
6.0 9.9 8.6 14.2 '
20 5 8 9
0.282% No significativas
15 7 14 5
70.5 72.3 72.6 71.0
0.865 W No significativas
13.3 10.5 9.6 11.6
9.0 8.7 8.9 9.1
0.438" %W No significativas
0.6 0.8 0.7 0.8

Tabla.9. Resumen de los estudios de asociacion entre la clasificacion molecular y los distintos parametros
clinicos y patoldgicos disponibles. El nimero de muestras totales analizadas ex dee38.
Chi-Cuadro; LR: test "Likelihood Ratio"; KW: test de Kruskal Wallis. Grupo 1: bajo estroma;
Grupo2: relacionado con respuesta inmune; Grupo 3: alto estroma; Grupo 4: MSI-Mucinoso.

En cuanto a los marcadores moleculares, dos fueron los analizados en este
trabajo: la inestabilidad en microsatélites (MSI) y la presencia de mutaciones en el gen
KRAS (Tabla.10). La presencia de inestabilidad en microsatélites, una de las vias

alternativas de desarrollo del cancer colorrectal, se correlaciond6 con la nueva
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clasificacion (p-valor: 0.039), agrupandose las muestras MSI de manera mayoritaria en

el grupo 4.

En el caso de las mutaciones en el gen KRAS no se encontrd asociacion con los

subtipos propuestos, aunque el grupo 1 mostraba mayor proporcion que el grupo 3.

Variable de clasificacion
) ) Grupo 1l | Grupo2 | Grupo3 | Grupo 4 ~ ’
Variable Independiente 35) a2) ©2) aa) p-global  |[Comparaciones por pares
" MSS 33 11 21 9 R G4 # G1 (0.015)
Inestabilidad e > 1 1 = 0.039 G4 # G3 (0.024)
., Si 17 5 5 4 I
Mutacién K-Ras 0.217* No significativas
No 18 7 17 10

Tabla.10. Resumen de los estudios de asociacion entre la clasificacion molecular y los marcadores
moleculares disponibles. EI numero de muestras totales analizadas esxde t88t Chi-
Cuadro; LR: test "Likelihood Ratio".

3.2.4. Andlisis inmunohistoquimico (Ki-67, M-30,B-catenina) y por FISH (EGFR)

y correlacion con la clasificacién molecular.

Cuatro fueron lo parametros estudiados por inmunohistoquimica o por FISH:
proliferacion, apoptosis, activacion de la via Wnt y amplificacién del receptor EGFR
(Tabla.11).

El analisis inmunohistoquimico para los procesos de proliferacion (Ki-67) y de
apoptosis (M-30) no registré asociacién con los grupos moleculares (p-valor = 0.341 y
p-valor = 0.825 respectivamente). Por el contrario, la expresidhcdésnina nuclear
(Fig.7), uno de los principales sintomas de activacion de la via candnica de Wnt y cuya
desregulacion tiene gran importancia en el desarrollo de tumores colorrectales,
correlacionaba con la clasificacion propuesta (p-valor = 0.021). Practicamente no se
encontré expresion nuclear de esta proteina en los grupos 2 y 4 (<20% de las muestras),
mientras que en los grupos 1y 3 la expresio-aatenina nuclear superaba el 40% de
las muestras. Existia, por tanto, asociacion significativa entre el parametro y la
clasificacion, siendo estadisticamente diferente entre los grupos 2 y 4 frente al grupo 3 y
el grupo 1 frente al grupo 4. Para el grupo 1 frente al grupo 2 no existian diferencias

significativas, quizas fruto del bajo tamafio muestral del grupo 2.
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El analisis del EGFR, realizado mediante FISH, no mostré amplificacién del gen
en ninguno de los tumores, si no polisomia del cromosoma 17. Sin embargo la presencia

de esta polisomia tampoco se asocié con ninguno de los grupos propuestos (p-valor =

21 9 1 12 G1 # G4 (0.020)

4 0 6 1 0.021 ® G2 # G3 (0.047)
10 > s o G3 # G4 (0.014)
54.2 64.0 53.4 55.0 W o
196 52 130 206 0.341 No significativas
8.5 7.8 8.5 6.6 oW N
56 o2 o1 79 0.825 No significativas
28 10 14 11 R o

5 > 5 2 0.785 No significativas

Tabla.11. Resumen de los estudios de asociaciéon entre la clasificacion molecular y los analisis
inmunohistoquimicos realizados. El nimero de muestras totales analizadas es de 83 en todas
las comparaciones a excepcionpd@atenina que es de 81 y de EGFR que fue de 77, debido a
que 2 y 6 muestra respectivamente fueron no informativas. LR: test "Likelihood Ratio"; KW:
test de Kruskal Wallis.

Fig.7. Inmunohistoquimica con el anticuerpo cofiti@atenina realizado en los Tissue-arrays. Aparecen
representados tumores pertenecientes a cada uno de los cuatro grupos moleculares definidos. a y b)
Grupo 1, muestra CT5; c y d) Grupo 2, muestra CT105; e y f) Grupo 3, muestra CT42; g y h)
Grupo 4, muestra CT103. Tanto en las secciones correspondientes a las muestras del grupo 1 como
en las de las muestras correspondientes al grupo 3 se puede observar la prefecaiande
nuclear en contraposicion con las de las secciones de las muestras de los grupos 2 y 4 en donde se
observa la presencia decatenina en la membrana celular. Secciones a, ¢, e y g obtenidas
mediante un objetivo de 100 aumentos. Secciones b, d, f y h obtenidas mediante un objetivo de 400
aumentos.
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3.2.5. Estudios de asociacion entre la clasificacion histolégica (Dukes), los
parametros analizados y los perfiles de expresion.

La clasificacion basada en criterios clinicos y patologicos (Dukes, TNM, etc.) es
la que se utiliza actualmente en la clinica para establecer el diagnéstico de los pacientes.
Debido a su importancia, estudiamos también su asociacion con los parametros

patolégicos y moleculares recogidos a lo largo del estudio (Tablas. 12, 13 y 14).

Los primeros analisis mostraron que no habia asociacién ni con el sexo (p-valor
= 0.614), ni con la calidad del RNA o RIN (p-valor = 0.823) (Tabla.12). Sin embargo en
el caso de la edad, aunque las diferencias no eran significativas si se acercaban a la
tendencia, mostrando una menor edad de diagnostico cuando mas avanzado era el tumor
(Tabla.12). Esto podria ser reflejo de la dificultad que conlleva el diagnostico temprano
de los tumores, siendo capaces de detectar a edades tempranas solo aquellos tumores

muy agresivos que posiblemente muestren ya claros sintomas de su presencia.

Posteriormente se pudo observar que existia una correlacion entre alguno de los
marcadores patoldgicos asociados a prondstico y la progresion tumoral (Tabla.12). La
aparicion de infiltrado linfocitario cuya presencia esta asociada con buen prondéstico, se
observd mayoritariamente en tumores en estadio tempranos (Dukes A), y fue
disminuyendo hasta alcanzar sus niveles mas bajos en tumores en estadios tardios
(Dukes D), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p-valor < 0.001) y
coincidiendo con lo observados por otros grupos [350].

Lo contrario ocurrio para el margen tumoral y la invasion vascular, ambos
asociados a mal pronéstico y que en nuestro caso también se asociaban con la
clasificacion de Dukes (p-valor = 0.001 y p-valor = 0.001 respectivamente) (Tabla.12).
En el caso del margen tumoral, se ha descrito que la presencia de un borde de tipo
infiltrante en contraposicion al borde expansivo tiene peor prondstico. En nuestras
muestras se observo que a medida que progresaba el tumor se producia una disminucion
de tumores con borde expansivo y un aumento de tumores con borde infiltrante, hasta
llegar al estadio D donde todos ellos poseian borde infiltrante. En el caso de la invasion

vascular, descrita como una de las vias para producir metastasis, se observd que el
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namero de tumores con invasion de vasos iba aumentando segun progresaba el tumor
hasta alcanzar la mayor proporciéon en tumores en estadio D.

> 2 ! S 0.876 % No significativas
13 13 11 9 ’ 9
0 L 2 3 0.116 % No significativas
22 24 16 15 ' 9
9 17 14 18 A # D (<0.001)
LR B # D (0.007)
> 3 2 0 0.001 C #D (0.049)
8 5 2 0 A vs C tendencia (0.053)
8 11 12 18 A # D (<0.001)
4 6 4 0 LR B # D (<0.001)
9 6 2 0 <0001 C#D (0.009)
1 2 ) 0 A vs C tendencia (0.085)
A# B (0.015)
2 10 ! B Avs C tendencia (0.053) A
0.001 * # D (<0.001)
B # D (0.037)
20 5 1 5 C # D (0.044)
1 1 1 3 R o
0.378 No significativas
21 24 17 15
= 2 U 10 0531 No significativas
1 4 1 2 . [¢]
13.9 16.6 15.5 22.1 oW o
0.2 No significativas
8.0 11.4 8.2 10.9
11.8 15.0 16.4 20.3 A # C (0.034)
0.019 "W A # D (0.004)
7.8 8.4 7.2 9.3 B vs D tendencia (0.078)
11 13 7 11 I
0.614* No significativas
11 12 11 7
745 72.9 71.4 65.7 W T
0.111 No significativas
8.5 11.0 10.9 14.7
9.0 9.0 8.8 9.1
0.823 "W No significativas
0.7 0.7 0.8 0.6

Tabla.12. Resumen de los estudios de asociacion entre la clasificacion clinica (Dukes) y los distintos
pardmetros clinicos y patolégicos disponibles. El nUmero de muestras totales analizadas es de
83.x : test Chi-Cuadro; LR: test “Likelihood Ratio"; KW: test de Kruskal Wallis.

Finalmente, del resto de parametros histopatoldgicos analizados, solo la cantidad
de estroma tumoral parecia correlacionar con la clasificacion de Dukes (Tabla.12). El
estudio del porcentaje de estroma de la pieza congelada no mostré diferencias
estadisticamente significativas (p-valor = 0.20) aunque si se observo un aumento de la
cantidad de estroma con la progresion tumoral. El andlisis de la proporcién de estroma
de la pieza parafinada reflejé la misma tendencia, aunque en este caso de manera mas
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clara ya que si existian diferencias estadisticamente significativas (p-valor = 0.019).
Esto es interesante, ya que la clasificacion molecular propuesta también muestra

asociacion con la cantidad de estroma, y sin embargo no hay asociacion entre la

clasificacion de Dukes y la clasificacion molecular.

19 20 18 17 R T
0.082 No significativas

3 5 0 1

8 12 5 6 5 o
0.562 ° No significativas

14 13 13 12

Tabla.13. Resumen de los estudios de asociacién entre la clasificacién clinica (Dukes) y los marcadores
moleculares disponibles. El nimero de muestras totales analizadas es d&e88Chi-Cuadro;
LR: test “Likelihood Ratio".

En el caso de los pardmetros moleculares estudiados (KRAS e inestabilidad)
(Tabla.13) no se observo asociacion con la clasificacion de Dukes (p-valor = 0.562 y p-
valor = 0.082 respectivamente). Sin embargo, en el caso de la inestabilidad en
microsatélites (MSI) se observé una tendencia (p-valor = 0.082) hacia la presencia de

este tipo de tumores en estadios tempranos (Dukes Ay B).

15 10 13
3 3 2 0.983 '} No significativas
6 4 3
57.6 49.6 46.3 A # C (0.001)
0.004 W A #D (0.002)
19.6 14.5 19.2 B vs D tendencia (0.084)
8.9 10.2 6.7
6.9 o8 73 0.398 "W No significativas
22 11 13 B o
> 2 2 0.415 No significativas

Tabla.14. Resumen de los estudios de asociacion entre la clasificacion clinica (Dukes) y las
inmunohistoquimicas realizadas. El nimero de muestras totales analizadas es de 83 en todas
las comparaciones a excepciénfdeatenina que es de 81 y de EGFR que fue de 77, debido a
que 2 y 6 muestra respectivamente fueron no informativas. LR: test “Likelihood Ratio"; KW:
test de Kruskal Wallis.

Los datos obtenidos del analisis inmunohistoquimico (Tabla.14) reflejaron que

no habia correlacion entre la clasificacion clinica y la presendiecdgenina nuclear, la
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apoptosis celular o la presencia de polisomia en el cromosoma de EGFR. Sin embargo y
contrariamente a lo descrito en la literatura [351,352] se observo una correlacion entre
estadios tempranos de la progresion tumoral (Dukes A) y un mayor indice de
proliferacion (Ki-67).

Finalmente y desde un punto de vista molecular, se confirmé lo observado
durante la realizacion del “clustering” jerarquico (Fig.5B). No existia asociacion entre
los perfiles de expresion (clasificacion molecular) y la clasificacion de Dukes
(clasificacion histologica) (p =0.646) (Tabla.9). A esto hay que afiadir que la realizacion
de un analisis de comparacion de clases reveld que no existian genes diferencialmente
expresados (utilizando un p-valor < 0.001 y B&H) entre ambas clasificaciones,

confirmando lo descrito previamente.

3.2.6. Validacion de la clasificacion molecular mediante una matriz de datos

externa.

La validacion de una nueva clasificacion mediante el uso de datos externos
independientes es un aspecto esencial a la hora de demostrar la existencia y
universalidad de dicha clasificacion. Lo ideal es llevar a cabo la validacién a través de la
realizacion de experimentos en nuevas muestras. Sin embargo, a menudo la falta de
disponibilidad de un nimero suficientemente elevado de nuevas muestras y el alto coste
gue estos experimentos suelen tener, hace que los laboratorios se planteen esta
validacion usando matrices de datos ya publicadas por otros laboratorios. La dificultad
de esta segunda opcion es como ya se ha comentado anteriormente la disparidad entre
grupos sobre los criterios de seleccion de muestras, de purificacion de las mismas, de las
plataformas utilizadas y de los procesos de pre-andlisis. Siendo conscientes de estos
problemas se utilizé la matriz de datos publicada por el grupo de Eschrich [252] para

este proposito.

Este trabajo contaba con mas de 60 pacientes, habia llevado a cabo una
validacion externa de sus resultados en otra serie de datos y poseia datos de
supervivencia que podian complementar nuestro estudio. Ademas, presentaba la ventaja
de tener un disefio experimental similar al utilizado en nuestro caso, puesto que se llevd

a cabo con pacientes en diferentes estadios clinicos (B, C y D de Dukes), mediante
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hibridacion doble (cDNA) y los datos fueron normalizados mediante la técnica de
LOWESS.

Para llevar a cabo esta validacién era necesario poder aplicar de manera precisa
los algoritmos resultantes de un estudio en el otro y viceversa. Esto implicaba eliminar
previamente sesgos sistematicos existentes en ambas matrices debido al tipo de
plataforma utilizada y contar con el mismo conjunto de genes. Asi, tras promediar los
valores de expresion de los genes repetidos bajo un identificador Gnico y eliminar
aguellos con un numero demasiado elevado de datos perdidos (esto ultimo sdlo en la

matriz de Eschrich) se obtuvieron los siguientes valores para las dos matrices:

% Matriz HCSC 96 muestras y 11017 genes Unicos analizados en este trabajo.

« Matriz Eschrich 78 muestras y 9229 genes unicos utilizados por el grupo de
Eschrich.

Tras combinar los dos conjuntos mediante el método DWD [286] se obtuvo una

matriz de expresion con 5319 genes y 174 muestras.

Se llevd a cabo un analisis no supervisado de todas las muestras tumorales (se
eliminaron los tejidos normales, los adenomas y las 5 muestras no clasificadas) con la
intencion de ver si se distribuian en los cuatro grupos esperados (159 muestras en total).
Solo los 461 genes, de los 1722 utilizados originalmente para construir el “cluster”, que

se encontraron en la matriz combinada fueron utilizados.

Lo primero que se observo tras la realizacion del “clustering” jerarquico fue la
validez del método DWD para eliminar los sesgos debido al uso de microarrays de
plataformas diferentes (Fig.8). Aunque es cierto que no consiguid eliminarlos
completamente, puesto que las muestras de ambas matrices aunque entremezcladas
siguen apareciendo en bloques perfectamente distinguibles), si permitio eliminar los

mas notables y revelar los principales patrones de expresion de las muestras.
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A) Clustering Jerdrquico. Muestras tumorales HCSC y Schrich et al. Usando el DWD.

(Centrado de genes, Correlacion Centrada de Pearson y Average linkage)

HCSC
Eschrich et al

B)
Clustering Jerdrquico. Muestras tumorales HCSC y Schrich et al. No usando el DWD.

(Centrado de genes, Correlacion Centrada de Pearson y Average linkage)

HCSC
Eschrich et al

WWHWWWWWW% HWWHW%WWW

Fig.8. Resultado del “clustering” jerarquico utilizando las muestras (un total de 159) de las dos matrices (HCSC y Eschrich) y los 461 genes comunes a ambas series de datc
de los 1722 originales que se usaron para establecer la clasificacion molecular. A) “clustering” jerarquico tras utilizar el método DWD para fusién de matrices de datos.
B) “clustering” jerarquico sin usar el programa DWD.
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Un analisis mas en profundidad del arbol jerarquico permitio identificar tres
grupos o clusters de muestras bien definidos (Fig.10). En el “cluster” o grupo de la
izquierda aparecen agrupadas 31 de las 36 muestras de la matriz HCSC definidas como
grupo 1 o “de bajo estroma”. El grupo central engloba las 22 muestras de la matriz
HCSC previamente definidas como grupo 3 o “de alto estroma”. El grupo de la derecha
engloba 8 de las 14 muestras de la matriz HCSC definidas como grupo 4 o “MSI-
Mucinoso”. Las muestras del grupo 2 no se agrupan en ningun “cluster” aparte, aunque
en su mayoria (9 de 12) se engloban en el grupo central. El hecho de que las muestras
de la matriz de validacion (Eschrich) no conformen clusters independientes si no que se
distribuyen asociandose con los grupos moleculares propuestos en este estudio debido a
la existencia de perfiles de expresion similares entre las muestras, parecié confirmar la

aplicabilidad de nuestra clasificacion molecular en su matriz de datos.

Para comprobar si las muestras de la matriz de Eschrich en este “cluster”
conjunto se agrupaban con los grupos propuestos en nuestra clasificacién debido a
perfiles comunes o s6lo debido al azar, se llevo a cabo una prediccion de clases en las
muestras de la matriz de validacion en base a nuestros 4 grupos moleculares, con la
intencion de ver cual era la coincidencia con el analisis no supervisado que se acababa

de realizar.

Para el predictor se usaron todos aquellos genes que mostraban una diferencia
significativa entre grupos (p<0.001) (Tabla.15). Los cuatro métodos de clasificacion
disponibles (DLDA, 1NN, 3NN y NC) arrojaron resultados estadisticamente
significativos (p<0.01) a la hora establecer un predictor que fuese capaz de separar las
muestras de la matriz HCSC en sus grupos correspondientes (100 repeticiones). La tasa
de error de clasificacién optimizada (mediante la técnica del “Leave One Out Cross
Validation” o LOOCYV) en cualquiera de las cuatro técnicas solo vario entre el 15-19% a
pesar de no contarse con la matriz de genes mas Optima (Tabla.15). Durante la
combinacion de ambas matrices de datos (Eschrich y HCSC), se observo que genes
cuya diferencia de expresion entre los grupos moleculares propuestos utilizando los
datos HCSC eran muy significativos y que por tanto los hacia importantes para la
clasificacion, no se encontraban incluidos en la matriz de validacién, por lo que no

pudieron ser usado para crear el predictor. De todas maneras, los cuatro predictores
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parecian funcionar correctamente, aunque los métodos del NC y el 3NN parecian los

mas adecuados al tener la menor tasa de error optimizada (Tabla.15).

DLDA NN1 NN3 NC
UGS 81 81 85 85
clasificaciones correctas
Tasa de Error Optimizado 0.19 0.19 0.15 0.16
Nivel optimo de 0.0005 0.001 0.0005 0.001
significancia
Genes utilizados 903 1039 903 1039

Tabla.15. Descripcién global de los predictores utilizados para la clasificacion de muestras externas
segun la clasificacion molecular propuesta. El céalculo de estos parametros se llevé a cabo
usando, como técnica de validacion cruzada, el LCOOV. La fiabilidad de estos predictores se
testd mediante el uso de 100 permutaciones.

Se calcularon los coeficientes de sensibilidad y especificidad obtenidos para los
predictores, asi como los coeficientes del Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo

Negativo para cada grupo mediante la técnica de LOOCV (Tabla.16).

Los resultados (Tabla.16.) reflejaron una especificidad superior al 85% para los
cuatro grupos independientemente de la técnica de prediccion utilizada, alcanzando en
la mayoria de los casos valores superiores al 90%. La sensibilidad para los grupos 1, 3y
4 fue siempre superior al 70% con cualquiera de los métodos, siendo sin embargo mas
baja para el grupo 2, lo que se corresponde con la reproducibilidad encontrada para el
“cluster” de muestras HCSC original (Tabla.16). EI VPP y el VPN fueron calculados
mediante LOOCYV para nuevas muestras. El VPP para los grupos 1, 3 y 4 fue siempre
superior al 70% independientemente del método usado, mientras que para el grupos 2
rondaba una precisién del 54-64% (Tabla.16). EI VPN de los predictores fue sumamente
elevado, superando siempre el 90% de precision (Tabla.16). Los coeficientes de VPP y
VPN iguales o superiores a los valores de sensibilidad, confirman que no parece existir

sobreajuste (“overfitting”) en los métodos utilizados.

Aunque los resultados fueron similares para los cuatro casos, el método final de
prediccién de muestras seleccionado fue el “Nearest Centroid” ya que poseia de manera
global los valores de Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN mas elevados (Tabla.16),
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ademas de poseer una de las tasas de error optimizadas mas bajas de las técnicas
utilizadas (Tabla.15).

Diagonal Linear Discriminat Analysis. 1-Nearest Neighbor.
Grupo | Sensibilidad Especificidad VPP VPN rupo nsibilidad Especificidad VIPP VIPN
1 0.92 0.94 0.92 0.94 1 0.94 0.94 0.92 0.96
2 0.67 0.90 0.53 0.94 2 0.58 0.93 0.58 0.93
3 0.77 0.94 0.81 0.92 3 0.77 0.89 0.71 0.92
4 0.71 0.97 0.83 0.94 4 0.71 0.99 0.91 0.95
3-Nearest Neighbor. Nearest Centroid.
Grupo | Sensibilidad Especificidad VPP VPN Brupo  Sensibilidad  Especificidad VIPP VPN
1 0.94 0.90 0.87 0.96 1 0.94 0.94 0.92 0.96
2 0.50 0.93 0.55 0.92 2 0.75 0.93 0.64 0.96
3 0.86 0.87 0.70 0.95 3 0.82 0.94 0.82 0.94
4 0.71 0.96 0.77 0.94 4 0.71 0.99 0.91 0.95

Tabla.16. Valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de los predictores creados para cada uno de
los grupos moleculares propuestos, en funcién de los diferentes algoritmos disponibles (DLDA,
1NN, 3NN, NC).

Cuando se aplicé este predictor a la matriz de Eschrich et al., el 55% se clasificd
como grupo 1 o “de bajo estroma”, el 16% como grupo 2 o “relacionado con respuesta
inmune”, el 8% como grupo 3 o “de alto estroma” y el 21% como grupo 4 o “MSlI-
Mucinoso” segun los perfiles moleculares propuestos anteriormente. La clasificacion de
las muestras de Eschrich segun los estadios de Dukes y los grupos moleculares se
muestra en la Tabla.17.

Dukes B Dukes C Dukes D
Grupo 1 9 12 20
Grupo 2 7 1 4
Grupo 3 3 1 2
Grupo 4 4 8 4

Fig.17. Distribucién de las muestras de Eschrich en funcién de su estadio de Dukes y del
estadio molecular estimado. Grupo 1: “de bajo estroma”; Grupo 2: “relacionado con
respuesta inmune”; Grupo 3: “de alto estroma”; Grupo 4: “MSI-Mucinoso”.

Tras comparar el resultado del “clustering” jeracquicon la prediccion
realizada, pudimos establecer en la matriz de Eschrich la existencia de 3 de los 4
subtipos moleculares identificados en HCSC (grupos 1, 3 y 4) (Fig.10). Treinta y siete
de las 41 muestras de Eschrich definidas como grupo 1 o “bajo estroma” se agrupaban
junto a las muestras HCSC del grupo 1. Cinco de las 6 muestras de la matriz de

Eschrich definidas como grupo 3 o “de alto estroma” se dispusieron a lo largo del
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“cluster” central en donde también se agrupaban las muestras HCSC definidas como
grupo 3. En el caso de las muestras de la matriz de Eschrich clasificadas como grupo 4 o
“MSI-Mucinoso”, un total de 13 de las 16 se asociaban con las muestras HCSC del
grupo 4. Solo las muestras de Eschrich definidas como grupo 2 o “relacionado con
sistema inmune” no clasificaban en ninguno de los “cluster” de manera preferencial.
Como era de prever, los genes mas significativos de los diferentes grupos moleculares
mostraban el mismo perfil de expresion para las muestras de las dos matrices de datos, a
excepcion de los diferencialmente expresados en el grupo 2, cuyo perfil era un poco

mas confuso (Fig.9).
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Fig.9. Comparacioén de los perfiles de expresion entre la matriz de datos de Eschrich (azul) y la matriz
HCSC (rojo) para alguno de los genes importantes en para el establecimiento de la clasificacion
molecular. De derecha a izquierda y de arriba-abajo se muestra un ejemplo de uno de los genes
diferencialmente expresado en el grupo 1, en el grupo 2, en el grupo 3 y el en grupo 4.

Los resultados obtenidos parecen confirmar la existencia, en conjuntos de datos
independientes (Eschrich), de perfiles similares a los de los clusters definidos en este
trabajo. Sin embargo, también hay que destacar ciertas diferencias entre ambas matrices
de datos en lo que se refiere a la plataforma utilizada o a los criterios de seleccién
histologicos utilizados, ademas, de la falta de criterios externos para confirmar la

validacion (tumores MSI, mucinosos, % estroma, etc. en la matriz de Eschrich).
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"Clustering" Jerdrquico. Muestras tumorales HCSC y Eschrich et al.

(Centrado de genes, Correlacién Centrada de Pearson y "Average linkage ")
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Fig.10. Resultado del “clustering” jerarquico conjunto de las muestras tumorales de la matriz HCSC (excluyendo las muestras no clasificadas del grupo 5) y de la matriz de
Eschrich (definidas con uh en el arbol jerarquico). Para ello se usaron los 461 genes, de los 1722 originales, que eran comunes para ambos conjuntos de datos. Se
utilizé la correlacion centrada de Pearson, el “average linkage” y el centrado de genes. El cédigo de colores en funcion de los subtipos moleculares se muestra en |
parte superior derecha de la figura. La asignacion del subtipo molecular a las muestras de Eschrich se llevo a cabo utilizando el método del “Nearest Centroid”

(predicion de clases).
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3.2.7. Analisis de supervivencia.

Con el objetivo de estudiar si existia asociacion entre la clasificacion molecular
propuesta y la evoluciéon de los pacientes (supervivencia global o periodo libre de
enfermedad) se utilizaron dos enfoques diferentes:

% Se utilizaron los predictores de supervivencia o de periodo libre de enfermedad
propuestos en otros trabajos para comprobar si estos correlacionaban con nuestros

grupos propuestos.

% Se llevaron a cabo estudios de supervivencia propiamente dichos para las dos

matrices de datos (HCSC y Eschrich) en funcién de la clasificacion molecular.

3.2.7.1. Aplicacion de predictores prondstico.

Se utilizaron los predictores publicados en el prdpabajo de Eschrich [252]
ademas de los de Wang [253] y Lin [260] (New Zeland). Ante la imposibilidad de
aplicar de manera exacta el predictor propuesto por cada uno de estos laboratorios, al no
coincidir completamente las matrices de genes (uso de diferentes plataformas, falta de
una notacion comun para los genes, criterios diferentes de filtrado por “flags”) y al
carecer del algoritmo matematico concreto con el que habian sido definidos, realizamos
una aproximacion usando los genes incluidos en estos tres predictores como matrices de
expresion para la realizacion de andlisis no supervisados. Si bien es cierto que la
construccion de predictores es mas exacta a la hora de clasificar muestras, los mismos
patrones de expresion utilizados para su construccion, pueden ser detectados mediante
analisis no supervisado (“clustering” jerarquico), logrando con esta Ultima técnica
obtener una idea aproximada de cual podria ser el comportamiento de cada muestra si

realmente hubiésemos aplicado el predictor tal y como fue publicado.

Al ser plataformas diferentes, el nimero de genes de cada uno de los predictores
utilizados disminuyd sensiblemente (Tabla.18), pudiéndose utilizar 11 de 23 genes para
el predictor de Wang, 17 de 43 en el caso del predictor de Eschrich y 17 de 22 en el
caso del predictor de Lin.
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Predictor Perdeictor Predictor
Wang Y Eschrich S Lin YH (N.Zeland)
72 78 149
78 90 77
72 93 53
83 84 88
23 43 22
8 7 2
2 0 1
2 19 2
11 17 17

Tabla.18. Resumen de los aspectos mas importantes de los clasificadores publicados por otros grupos y
usados en este trabajo. En las primeras cinco filas se hace una descripcién de los predictores
publicados. Las cuatro Ultimas resumen la adaptacién de esos predictores a nuestra matriz de
datos, indicando las causas de exclusion de los genes para los diferentes predictores y el nimero
final de genes utilizados.

Los resultados obtenidos tras la realizacion del “clustering” jerarquico en la
matriz de datos HCSC, utilizando los genes incluidos en los predictores publicados por
los diferentes laboratorios, se muestran en la Fig.11. La reproducibilidad de los

cluster™ depende del predictor usado, siendo el mas reproducible desde un punto de
vista matematico el realizado con el predictor de Eschrich y el menos reproducible el
realizado con el predictor de Lin. En los tres casos analizados, el dendrograma dividia
las muestras en dos grupos principales, que teniendo en cuenta lo expuesto en los
articulos originales, cabria esperar que un grupo englobase las muestras de buen
prondstico y otro las de mal prondstico. En los tres casos se observo la separacion de la
mayoria de las muestras del grupo 1 o “de bajo estroma” en una rama del arbol
jerarquico, mientras que la mayoria de las muestras de los grupos 2, 3 y 4 se
encuadraron en la rama opuesta. Esto coincidiria con las grandes diferencias de
expresion encontradas entre este grupo y el resto en nuestra matriz de datos. En el
predictor propuesto por Lin et al. se observé también una tendencia a clasificar un
namero elevado de tumores del grupo 4 (un total de 8 de las 14 existentes), entre los que
se encontraban la mayoria de tumores MSI (4 de 5) , pero no asi los tumores mucinosos

(solo 1 de 6 que ademas resulto ser a la vez MSI).
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Estos datos indicaban por tanto la existencia de una posible asociacion entre los

grupos moleculares inicialmente propuestos y la evolucién de los pacientes.

"Cluster” jerdrquico con los genes de supervivencia de Eschrich S et al.
(Centrado de genes , Correlacién centrada de Pearson y "Average linkage".)

= Grupol
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R-Index global: 0.86 D-Index global: 6.04

"Cluster” jerdrquico con los genes de recurrencia de Wang Y et al.
(Centrado de genes , Correlacidn centrada de Pearson y "Average linkage".)
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“Cluster" jerdrquico con los genes de recurrencia de Lin YH et al (Nueva Zelanda).
(Centrado de genes , Correlacién centrada de Pearson y “Average linkage".)
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Fig.11. Resultado del “clustering” jerarquico de las muestras de la matriz HCSC utilizando los genes
referidos en los predictores de Eschrich, Wang y Lin (de arriba hacia abajo). Las muestras del
“cluster” 1 aparecen marcadas en azul, mientras que las muestras del resto de grupos aparecen en
negro. En el “clustering” realizado con el predictor de Lin, las muestras del grupo 4 aparecen
marcadas con un “ * ”. Debajo de cada “cluster” aparece informacién sobre la reproducibilidad
global de los mismos (“D-Index” y “R-Index”). Grupo 1: “de bajo estroma”; Grupo2: “relacionado
con respuesta inmune”; Grupo 3: “de alto estroma”; Grupo 4: “MSI-Mucinoso”
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3.2.7.2. Andlisis de supervivencia en pacientes HCSC.

Para llevar a cabo este analisis, se excluyeron las muestras que contaban con
menos de 36 meses de seguimiento no habiendo fallecido debido al tumor (13
pacientes), que fallecieron durante el ingreso hospitalario en el que se realizo la cirugia
(7 pacientes) y que fueron considerados como no clasificables (grupo N°5) tras el
establecimiento de la clasificacion molecular (5 pacientes). Finalmente se elimind otro
paciente (n° 27) debido a que desarroll6 otro tumor primario de colon posterior al
analizado y para el que ademas estaba recibiendo varias lineas de quimioterapia.
Siguiendo estas reglas generales se excluyeron 26 de los 88 pacientes inicialmente
incluidos en el estudio. 23 de los 62 pacientes restantes recibieron tratamiento
adyuvante o paliativo con diferentes esquemas de QT o RTx. Todos los esquemas
tenian en comun el tratamiento con 5-FU, aunque en funcion de cada paciente se
aplicaron otros farmacos o tratamientos que incluian oxaliplatino, irinotecan, anti-
EGFR, anti-VEGF o radiofrecuencia.

Inicialmente se realizé el analisis de supervivencia (supervivencia global y
periodo libre de enfermedad, excluyendo en este ultimo caso los estadios D) en aquellos
pacientes que no habian recibido tratamiento complementario a la cirugia (39
pacientes), de manera que la poblacion estudiada fuese lo mas homogénea posible
(Tabla.19. A, B y C). La finalidad era ver si existia asociacion entre nuestra
clasificacidon molecular y la supervivencia. Debido al bajo nimero de muertes (1 de 39)
y al bajo numero de recidivas (4 de 39) el test de regresion de Cox no fue capaz ni de
encontrar diferencias significativas para el pronostico de los grupos, ni de crear un
modelo convergente que explicase el riesgo asociados a cada grupo. Esto ocurrié tanto
para el analisis de supervivencia global como para el de periodo libre de enfermedad, no

pudiéndose extraer conclusiones en ninguno de los dos casos.

Posteriormente, realizamos el estudio independientemente del tratamiento,
utilizando los 62 pacientes que habian pasado los criterios de seleccion (Tabla.19. D, E
y F). Cuando realizamos el andlisis de supervivencia global (10 muertes de 62
pacientes) el test de Cox no fue capaz, de nuevo, ni de encontrar diferencias
significativas en el pronostico de los grupos, ni de crear un modelo convergente que

explicase el riesgo asociado a cada grupo. Cuando se analizé el periodo libre de
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recurrencia (10 recidivas de un total de 50 pacientes, una vez excluidos los D) entre los
diferentes grupos tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p-
valor: 0.406).

A) Distribucién muestras sin tratamiento (39) D) Distribucion todas las muestras (62)
Grupol | Grupo2 | Grupo3 |Grupo 4 Grupol | Grupo2 |Grupo3 |Grupo 4
Dukes A 8 4 3 4 Dukes A 8 4 3 4
Dukes B 6 3 3 3 Dukes B 9 3 3 5
Dukes C 1 2 2 0 Dukes C 5 2 4 0
Dukes D 0 0 0 0 Dukes D 6 2 3 1
Total 15 9 8 7 Total 28 11 13 10
B) Distribucién muestras sin tratamiento (39) E) Distribucion todas las muestras (50)
Grupol | Grupo2 | Grupo3 |Grupo 4 Grupol | Grupo2 |Grupo3 |Grupo 4
9 Dukes A 1 0 0 0 9 Dukes A 1 0 0 0
% Dukes B 0 1 0 0 % Dukes B 2 1 0 1
'g Dukes C 1 0 1 — 'g Dukes C 4 0 1 —
o Total 2 1 1 0 x Total 7 1 1 1
C) Distribucién muestras sin tratamiento (39) F) Distribucion todas las muestras (62)
Grupol | Grupo2 |[Grupo3 |Grupo4 Grupol | Grupo2 |Grupo3 |Grupo 4
Dukes A 0 0 0 0 Dukes A 0 0 0 0
4 Dukes B 0 0 0 4 Dukes B 2 0 0
§ Dukes C 0 0 1 — § Dukes C 1 0 1 —
s Dukes D — — — — b Dukes D 4 0 1 1
Total 0 0 1 0 Total 7 0 2 1

Tabla.19. Distribucion de las muestras en funcion de la clasificacion molecular propuesta y los estadios
de Dukes. A) Distribuciéon de todas las muestras que no recibieron tratamiento complementario a
la cirugia. B) Distribuciéon de las muestras sin tratamiento complementario y que recidivaron
durante el estudio. C) Distribucién de las muestras sin tratamiento complementario y que
fallecieron durante el estudio. D) Distribucién de todas las muestras independientemente de si
recibieron 0 no tratamiento complementario a la cirugia. E) Distribucién de todas las muestras
independientemente del tratamiento complementario y que recidivaron durante el estudio. F)
Distribucién de todas las muestras independientemente del tratamiento complementario y que
fallecieron durante el estudio.

Posteriormente se comprobo si la clasificacion molecular era capaz de aportar un
mayor poder prondstico a los estadios de Dukes. Debido al escaso tamafio muestral se
tuvieron en cuenta de manera conjunta los estadios B y C (grupos mas homogéneos) y
se realizo el analisis de supervivencia de nuestros grupos moleculares. Los resultados
obtenidos se correspondieron con lo expuesto anteriormente. Asi, cuando se eliminaron
los pacientes que habian recibido QT o RTx en estadios B y C de Dukes (se analizaron
un total de 20 muestras) el analisis de Cox no encontré diferencias significativas entre
los grupos moleculares, ni fue capaz de crear un modelo que explicase el riesgo
asociado a cada grupo por lo que no se pudieron extraer conclusiones ni para la SG (1
muerte), ni para el PLE (3 recidivas). Cuando se analizaron las muestras en estadios B y
C de Dukes, independientemente de si habian recibido otro tratamiento diferente a la
cirugia (31 pacientes) el analisis de SG (4 muertes) tampoco fue capaz de encontrar

diferencias significativas, ni de encontrar un modelo convergente, por lo que no
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pudimos extraer conclusiones, mientras que el analisis del PLE (9 recidivas) dio un
resultado no significativo (p-valor: 0.570). Todos estos andlisis en los que se incluyen
muestras con tratamientos complementarios a la cirugia, deben ser vistos con cautela
debido a que no estamos teniendo en cuenta el posible efecto que este tratamiento

complementario puede tener en la supervivencia.

Ademas de estos analisis, también se estudio si en nuestro conjunto de muestras
se observaba el efecto prondstico que se asocia a la clasificacion de Dukes. Al igual que
en el caso de la clasificacion molecular, cuando se analizaba la funcién de supervivencia
para los estadios de Dukes teniendo en cuenta aquellos pacientes que no habian recibido
tratamiento complementario a la cirugia no se encontraron diferencias ni para el PLE (p-
valor = 0.155. Excluido el estadio D) ni para la SG (p-valor = 0.128) siendo imposible
crear un modelo convergente que explicase el riesgo de recurrencia o0 muerte de cada

grupo en cada una de las respectivas situaciones, debido al bajo nimero de eventos.

Cuando se incluyeron los pacientes que habian recibido tratamiento
complementario se observaron diferencias estadisticamente significativas tanto para la
SG (p-valor = 0.002) como para el PLE (p-valor = 0.039. Excluidos los estadios D). En
el primer caso el aumento en el nUmero de muertes correlacionaba con la progresion
tumoral. Aunque no pudo establecerse un modelo de asociacion de riesgo, ya que el
nuamero de eventos no fue suficientemente elevado, se observé una diferencia elevada
en el porcentaje de muertes entre el estadio A y B con respecto al D (0%, 9% y 33%).
En el caso del estudio del periodo libre de enfermedad se observo que el riesgo de
recaida también era mayor en funcion del estadio de Dukes (mayor cuanto mas
avanzado era el estadio). Esta diferencia era estadisticamente significativa (p-valor =
0.034) en el caso del estadio C en comparacion con el estadio A asociandose un riesgo

de recaida 10 veces mayor en caso del estadio C.

3.2.7.3. Andlisis de supervivencia de la matriz de validacién (Eschrich).

Al contar con los datos de expresion y el tiempo de supervivencia de los
pacientes incluidos en el trabajo publicado por Eschrich S et al. [252] (75 muestras de

las cuales 48 murieron por tumor antes de los 36 meses de seguimiento), realizamos un
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analisis de supervivencia global de estos pacientes en base a nuestros grupos

moleculares.

En primer lugar y teniendo en cuenta lo observado al aplicar los predictores de
supervivencia de Wang [253], Eschrich [252] y Lin [260] en nuestra matriz de datos
qguisimos comprobar si un predictor (“Nearest Centroid”) que diferenciase el grupo “de
bajo estroma” del resto de grupos, era capaz, en las muestras de la matriz de Eschrich,
de encontrar diferencias significativas en cuanto a supervivencia (Fig.12). El predictor
creado a partir de 167 genes (Grupo “de bajo estroma” Sensibilidad = 0.896;
Especificidad = 0.972; VPP = 0.977; VPN = 0.875) mostraba de manera
estadisticamente significativa (p-valor = 0.030) diferencias entre ambos grupos (HR =
1.86 (1.07-3.22)), indicando una menor supervivencia para el “resto de grupos” en

relacion con el grupo “de bajo estroma”.
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Fig.12. Representacion de la funcién de supervivencia para las muestras de la matriz de Eschrich
clasificadas en funcion de los grupos moleculares (grupo “de bajo estroma” y “resto de grupos”,
usando 167genes y el método del “Nearest Centroid”), mediante curvas de Kaplan-Meier. El test de
Cox da un riesgo de muerte 1,86 veces mayor para los pacientes del “resto de grupos” en
comparacion con las muestras del grupo “de bajo estroma” (p = 0.030).

Una vez comprobado que existia asociacion, quisimos comprobar por separado,
la relacion de cada uno de los 4 grupos molecularmente definidos, con la supervivencia.
Para ello se utilizaron los resultados obtenidos previamente en el proceso de prediccion

de clases realizado en la etapa de validacion de la clasificacion (Seccién 3.2.6. Pag.128).
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Los resultados mostraron que teniendo en cuenta los cuatro grupos moleculares
como entidades individuales independientes de los estadios de Dukes, no existian
diferencias globales significativas en cuanto a la supervivencia (p-valor = 0.121). A
pesar de ello, analizando los grupos por pares se observaba que el grupo 1 o “de bajo
estroma” si se asociaba con una supervivencia mayor (2.39 veces) y estadisticamente
significativa (p-valor = 0.012) cuando se le comparaba con el grupo 4 o grupo “MSI-
Mucinoso” (Fig.13).
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Fig.13. Representacién de la funcién de supervivencia para todas las muestras tumorales de la matriz de
Eschrich en funcién de la clasificacién molecular (4 grupos), mediante curvas de Kaplan-Meier.
Grupo 1: “de bajo estroma”; Grupo2: “relacionado con respuesta inmune”; Grupo 3: “de alto
estroma”; Grupo 4: “MSI-Mucinoso”.

A la vista de estos resultados, analizamos de nuevo si existia asociacion entre la
supervivencia y nuestra clasificacibn molecular, pero esta vez usando un conjunto de
muestras mas homogéneas (estadios B y C). A pesar de las diferencias, decidimos
combinar ambos subtipos (B y C), ya que los dos engloban estadios localizados, en este
caso concreto no mostraban diferencias significativas en cuanto a supervivencia y el

namero de muestras total permitiria llevar a cabo estos andlisis de supervivencia.

Cuando se uso6 de nuevo el predictor de 167 genes que diferenciaba el grupo “de
bajo estroma” del “resto de grupos”, pero solo en estadios B y C de Dukes, se observo
con mayor claridad que los pacientes del “resto de grupos” en comparacién con el grupo
“de bajo estroma” tenian peor pronéstico (p-valor = 0.001 y HR = 3.907 (1.64-9.31))
(Fig.14).
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Fig.14. Representacion de la funcion de supervivencia para las muestras de la matriz de Eschrich (s6lo
estadios B y C) clasificadas en funcién de los grupos moleculares (grupo “de bajo estroma” y “resto
de grupos”, usando 167genes y el método del “Nearest Centroid”), mediante curva de Kaplan-
Meier. El test de Cox da un riesgo de muerte 3.907 veces mayor para los pacientes del “resto de
grupos” en comparacion con las muestras del grupo “de bajo estroma” (p = 0.001).

Cuando se analizaban en los estadios B y C los 4 grupos moleculares de manera
individual, el test de regresion de Cox mostro una diferencia significativa (p-valor:
0.005) en la funcion de supervivencia global de los diferentes grupos moleculares

coincidiendo con lo reflejado por las curvas de Kaplan-Meier. Fig.15. y Tabla.20.

El grupo 1 mostré un riesgo relativo de muerte 5.17 veces menor que el grupo 3
(IC95% = 1.45-18.48, con un p-valor = 0.012) y 5.66 veces menor que con respecto al
grupo 4 (IC95% = 1.98-16.23, con un p-valor = 0.001). EI grupo 2 mostré una
diferencia en el riesgo relativo de muerte 1.93 veces superior al del grupo 1, aunque esta
diferencia no fue significativa (p-valor = 0.31). En relacidn con el grupo 2 cabe destacar
también el hecho de que parecia poseer un riesgo relativo de muerte 2.94 veces menor
gue el grupo 4 con un p-valor cercano a la significancia (p-valor = 0.077). Con respecto
al grupo 3 y a pesar de que su riesgo relativo de muerte (el de grupo 2) es 2.68 veces
menor, esta diferencia es no significativa (p-valor = 0.165), quizas debido al bajo
namero de muestras sobre todo en el grupo 3. Cuando se realizé la comparacion del
grupo 3 vs 4, se encontré que el riesgo relativo de muerte era practicamente igual (HR =
1.10), no encontrandose diferencias significativas (p-valor = 0.88).
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Fig.15. Representacion de la funcion de supervivencia para las muestras tumorales de la matriz de
Eschrich diagnosticadas como estadios de Dukes B o C, en funcién de la clasificacion molecular (4
grupos), mediante curvas de Kaplan-Meier.

17 (1.45-18.48)
2.68 (0.66-10.78)|  0.216
1.10 (0.33-358)]  0.88
5.66 (1.98-16.23)|  0.001
2.94 (0.89-9.70)]  0.077
1.93 (0.54-6.85)  0.310

Tabla.20. Comparacion del riesgo relativo de muerte entre los 4 subtipos moleculares propuestos,
utilizando las muestras de la matriz de Eschrich pertenecientes a los estadios B y C de Dukes.
IC: intervalo de confianza.

Estos resultados apuntan al hecho de que la nuasdiadcion molecular es
capaz de aportar nueva informacion en los que a prondstico y supervivencia se refiere,
al ser combinada con la clasificacién de Dukes. Sin embargo hay que recordar que este
prondstico no ha sido todavia corroborado en nuestros propios pacientes y ni en el
contexto de un andlisis multivariable. Para ello, una muestra mas grande y homogénea

de pacientes deberia ser usada.
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1. Introduccion.

El cancer en general, y el colorrectal en particular, se han revelado como una de las
enfermedades mas importantes del siglo XX y XXI, cuya incidencia ha ido aumentando en
paralelo con el desarrollo de la sociedad y el aumento de la esperanza de vida. En los
ultimos afios el manejo clinico de los pacientes ha experimentado una evolucion
importante, introduciéndose grandes avances en lo que a supervivencia y calidad de vida
del paciente se refiere. Los conocimientos clinicos, patolégicos y moleculares adquiridos
han permitido crear clasificaciones pronosticas y predictivas de gran valor para el
tratamiento del paciente que nos acercan un poco mas hacia el objetivo de una medicina
personalizada en la que el abordaje de la enfermedad y los procedimientos a seguir estaran
en funcion de las caracteristicas individuales de cada paciente y de su tumor. Pese a todo,
cuando tratamos con pacientes clasificados dentro de un mismo subtipo (Dukes, TNM,
etc.), sigue existiendo una gran heterogeneidad que impide rentabilizar al maximo las
posibilidades terapéuticas disponibles. El estudio de los tumores a nivel molecular
mediante el uso de técnicas de analisis global parece que se esta revelando como una pieza
clave para descifrar los mecanismos de desarrollo del cancer y alcanzar el objetivo de una
medicina personalizada en el &rea de la oncologia. Los frutos obtenidos mediante las
técnicas de analisis masivos como los microarrays de expresion en tumores de mama son
un buen reflejo de las posibilidades que esta técnica puede tener en tumores como el
colorrectal. El establecimiento de una clasificacion de tumores colorrectales en base a sus
perfiles de expresion génica y el conocimiento de las rutas moleculares implicadas en los
procesos de malignizacion tal y como se han planteado en nuestro trabajo podrian suponer

un avance para el futuro tratamiento de los pacientes.

2. Clasificacion de tumores colorrectales.

La clasificacibn de tumores colorrectales mediante perfiles de expresion, al
contrario que ocurre en tumores de otros tejidos, es un area poco explorada y en general,
los trabajos realizados no han sido llevados a cabo como verdaderos experimentos no
supervisados. El establecimiento de una clasificacibn molecular independiente de otros
parametros puede aportar nueva informacion util para el manejo clinico de los pacientes y

el tratamiento de los tumores colorrectales.
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Los resultados de nuestro laboratorio presentan un modelo nuevo de clasificacion
molecular mediante microarrays que agrupa los tumores en 4 subtipos asociados ademas a
parametros bioldgicos y cuyas caracteristicas moleculares estan presentes desde el inicio
del desarrollo tumoral. Los 4 grupos descritos se denominaron como subtipo “de bajo
estroma”, subtipo “relacionado con sistema inmune”, subtipo “de alto estroma” y subtipo

“MSI-mucinoso”.

La autenticidad de los 4 grupos moleculares propuestos y obtenidos a partir de 1722
genes en 88 tumores, la confirmamos por un lado mediante criterios estadisticos y por otro
lado mediante la obtencion de resultados similares tras la variacion de los paradmetros
originales de agrupacion. Cerca de un 80% de las combinaciones que analizamos (14 de las
18) mostraron una alta reproducibilidad. Variaciones del niamero de genes utilizados
durante la clasificacion (Min: 649 genes utilizados. Max: 3943 genes), el uso de algoritmos
de clasificacion diferentes como el k-means, o el uso de diferentes medidas de distancia
(Pearson, Kendal-Tau, Spearman), no alteraron los patrones de reconocimiento de los
cuatro grupos, demostrando su consistencia. Aun asi, uno de los principales problemas de
este tipo de estudios es que en muchas ocasiones solo se aportan los mejores resultados
obtenidos, obviando o no aclarando aquellos que no arrojan resultados tan buenos como
nos gustaria [185]. Durante este proceso también se encontraron combinaciones (cuatro en
total) que no mostraron reproducibilidad con los subtipos moleculares originalmente
descritos. Esto creemos que es debido al hecho de haber utilizado parametros cuyas
caracteristicas no siempre se ajustan al objetivo de obtener una clasificaciébn basada en
perfiles de expresion similares. Las cuatro combinaciones que no mostraban esta

reproducibilidad se comentan a continuacion:

« Diferencias totales frente a perfiles similares (distancia euclidea vs. Correlacién de

Pearson) la distancia euclidea al contrario que el resto de distancias utilizadas en
nuestro trabajo, hace hincapié en las diferencias absolutas existentes entre dos perfiles
de expresion y no tiene en cuenta si a pesar de que existan ciertas diferencias
cuantitativas de expresion entre ambos perfiles, en general la forma de dichos perfiles
es similar. Por ello, en la mayoria de los casos en los que se busca establecer una nueva
clasificacion, se utiliza como distancia, medidas como la correlacion de Pearson o
similares [207,218,353].
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X/

s Métodos de agrupacion de elementos (“average linkage” vs “complete and single

linkage”): Los cuatro métodos utilizados a lo largo de las combinaciones son
tedricamente validos, pero tanto el “average linkage” como el “centroid linkage” son
mucho mas representativos de las muestras que conforman las agrupaciones, ya que
ambos métodos de agrupacion, en contraposicion con los otros dos, estan influidas por
todos los miembros (muestras) que componen los clusters o grupos. El “single linkage”
y el “complete linkage” seran utiles, solo en el caso de que los miembros de cada
“cluster” tengan una gran variabilidad intergrupal, acompafada de una variabilidad
intragrupal muy pequeiia.

X/

% Centrado vs. No Centrado de genglscentrado de genes permite eliminar el efecto que

la muestra de referencia ejerce sobre los niveles de expresion, pudiendo identificar
diferencias, que cabria esperar que fuesen pequefias, entre los perfiles de los subtipos
tumorales encontrados. En nuestro caso el hecho de clasificar solo tumores, hizo
necesario eliminar el efecto que el “pool” de tejidos normales tuvo sobre estas, al ser

usado como referencia.

Este cuidadoso proceso de andlisis ha permitido establecer la primera clasificacion
de adenocarcinomas colorrectales basada exclusivamente en datos de expresion. Otros
trabajos se plantearon anteriormente retos parecidos, aunque con resultados poco
concluyentes. En 2003, Frederiksen et al. [248] presentaron un trabajo de clasificacion que
analizaba muestras que incluian todos los estadios de Dukes, ademéas de muestras de tejido
normal (sélo 5 tejidos de cada subtipo). Como resultado principal observaron que mientras
que si que eran capaces de diferenciar de manera mas o menos precisa estadios B y C, los
estadios A y D no se agrupaban cada uno en un “cluster” independiente y que ademas los
estadios D clasificaban en su mayoria con las muestras de tejido normal. Estos
sorprendentes resultados parecian, sin embargo, estar asociados con problemas en los
procedimientos utilizados durante los experimentos y en concreto con los que se refieren al

namero de muestras analizadas y a los analisis histolégicos realizados.

En los datos presentados por nuestro laboratoria lpaclasificacion de tumores
colorrectales, se paliaron en gran medida este tipo de deficiencias incluyendo por un lado

un namero cercano a los 20 pacientes para cada uno de los estadios analizados y por otro
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llevando a cabo un exhaustivo andlisis histologico. Gracias al criterio histolégico utilizado
(tejidos con al menos un 80% de componente tumoral) y realizado sobre la misma pieza
qgue se iba a hibridar se evité una elevada contaminacién con tejido normal. Sin embargo,
en el caso del trabajo deederiksen et al. el nUmero de muestras analizzdademasiado
pequefio (25 muestras en total) como para poder corroborar la existencia de diferentes
subtipos y no se habia llevado a cabo un estudio histolégico del tejido que se hibridé. Que
los tejidos tumorales en estadio D tuviesen un alto porcentaje de contaminacion con tejido
normal parece la causa mas probable de que muestras normales y los tumores en ese
estadio se agrupen conjuntamente. Trabajos como el de Birkenkamp-Demtroder [235] et al.

sufrieron inconvenientes parecidos a los observados en el trabajo del grupo de Frederiksen.

El hecho de trabajar con un tamafio muestral pequefio como ocurrié en los dos casos
anteriores, solo es aceptable, aunque no completamente aconsejable, en determinadas
situaciones. En nuestro laboratorio y previamente a la realizacion de la clasificacion
tumoral, llevamos a cabo una caracterizacion de las vias afectadas en el desarrollo de los
tumores colorrectales mediante el estudio de tejidos tumorales (88 muestras) frente a
tejidos normales (7 muestras). El bajo tamafio muestral de nuestro grupo de tejidos
normales, se vio sin duda compensado por el exhaustivo control histolégico realizado y por
las notables diferencias que existen entre estos dos fenotipos. Nosotros y otros grupos
[234,236] hemos comprobado la validez de esta aproximacion cuando se comparan tejidos

normales y tumorales.

Otros factores que han influido en los resultados de los trabajos de clasificacion
publicados hasta ahora, hacen referencia a los criterios de inclusion de muestras. Lo ideal
en un trabajo experimental es contar con una serie consecutiva de pacientes, reflejo de la
poblacion enferma en general. Desafortunadamente, esto no es posible ante determinadas
circunstancias. El trabajo propuesto en nuestro caso consistia en crear una clasificacion
molecular, ver si esta correlacionaba con la clasificacion de Dukes, caracterizarla y definir
si estos patrones se establecian desde el principio del desarrollo tumoral. Esto implicaba
analizar un porcentaje de tumores similar para cada uno de los cuatro estadios de Dukes,
incluido el estadio inicial o estadio A. Conscientes de este hecho se intentdé obtener una
poblacion de muestras libre de sesgos, obteniéndose una serie de pacientes cuyos
parametros analizados (edad, MSI, KRAS, localizacion, etc.) parecen mostrar frecuencias

en su mayoria coincidentes con las frecuencias descritas en la literatura para la poblacion
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general con cancer colorrectal. En el caso de trabajos como el de Birkenkamp-Demtroder
[235] o el de Frederiksen [248] llama la atencién, el hecho de realizar una seleccién
sesgada de muestras (s6lo tumores colorrectales del lado izquierdo) cuando el objetivo
principal es el establecimiento de una clasificacion de pacientes. En el caso de Frederiksen

su decision de no seleccionar tumores de colon derecho con la intencidon de no incluir
tumores de tipo hereditarios, no justifica el sesgo introducido al eliminar posibles subtipos
tumorales como los tumores MSI esporadicos que se desarrollan preferentemente en el

colon derecho.

Por ultimo, el hecho de utilizar técnicas no supervisadas (“clustering” jerarquico)
partiendo de criterios supervisados (teniendo en cuenta los subtipos de la clasificacion
histoldgica, trabajando con los subtipos en forma de “pool” o utilizando listas de genes
obtenidas de comparacion de clases) como sucede en los trabajos de Friederichs [354] y
sobre todo en el de Birkenkamp-Demtroder [235,354], impide la obtencion de datos

concluyentes.

De la clasificacion que proponemos en este estudio, el dato mas destacado ademas
de los cuatro subgrupos moleculares definidos, es su falta de correlaciébn con la
clasificacion de Dukes (p-valor: 0.646). La falta de asociacion entre los perfiles
moleculares y la clasificacion de Dukes, se vio confirmada al no observarse genes
diferencialmente expresados en los analisis de comparacion de clases entre los estadios de
Dukes. Esto confirmaria a nivel molecular, y por vez primera utilizando microarrays, la
heterogeneidad de los estadios de Dukes y ademas estableceria que los perfiles moleculares
de los tumores estarian presentes desde el inicio del tumor (estadio A). Aunque, parece que
somos los primeros en confirmar la ausencia de correlacion entre ambas clasificaciones
mediante esta tecnologia, otros trabajos de microarrays también aportaron datos en este
sentido.Frederiksen et al. [248] describieron que tumoresstadio A aparecian dispersos
a lo largo de los distintos grupos moleculares. También Bertucci et al. [251] observaron
qgue mediante perfiles de expresion era posible diferenciar, de manera mas precisa que a
través de la clasificacion patoldgica, los pacientes que han desarrollado o desarrollaran
metastasis en un corto espacio de tiempo de aquellos que aun con metastasis linfaticas no
llegaran a realizar metastasis en érganos distantes. Los trabajos de Kwong [249] y de de
Friederichs [354], aunque mas dirigidos a la comparacion de clases entre estadios de Dukes

que a la clasificacion, sefalaron también la dificultad de encontrar genes que diferenciasen
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los estadios de Dukes (en concreto B, C y D) y no consiguieron agrupar las muestras en
base a dichos estadios mediante analisis no supervisados, reflejando la heterogeneidad
molecular de la clasificacion de Dukes. Posteriormente el grupo de Groene publicé un
trabajo [250] de comparacion de clases entre estadios Il y Il (clasificacion UICC), que
aungue consiguio crear un predictor que diferenciaba ambos estadios, volvio a evidenciar la
falta de homogeneidad biolégica desde un punto de vista molecular como se desprendio del
hecho de que el andlisis de vias moleculares no mostrase ninguna diferencia entre estadios.
Podemos considerar por tanto, que el trabajo reiza nuestro laboratorio es el primer
estudio que clasifica y caracteriza en subtipos moleculares los tumores colorrectales a partir

de perfiles globales de expresion.

2.1. Validacion de la clasificacion molecular.

La finalidad de los trabajos de clasificacion de tumores usando perfiles de
expresion, consiste en crear grupos homogéneos de pacientes en base a la alteraciéon de sus
vias moleculares y analizar su posible valor prondstico y/o predictivo para su posterior
utilizacién en la clinica. Sin embargo, para que la universalidad de la nueva clasificacion

sea aceptada debe de ser reproducible en otras poblaciones de pacientes.

Los resultados de la validacion de nuestra claift;mm muestran la presencia, y por

tanto reproducibilidad, de perfiles similares a los grupos “de alto estroma”, “de bajo
estroma” y “MSI-Mucinoso” en la matriz de muestras independientes pertenecientes al
grupo de Eschrich. Desafortunadamente, el perfil de las muestras pertenecientes al grupo
“relacionado con sistema inmune” no parece altamente reproducible y en la nueva matriz
de datos, las muestras clasificadas como grupo 2 quedaban distribuidas heterogéneamente
entre los otros tres grupos. A pesar de ello, esta situacién es esperable cuando existen
diferencias entre las matrices de datos que se comparan y ademas el predictor de ese
determinado grupo en concreto, no es altamente robusto. Trabajos como el de Sorlie et al.
[355] para la validacion de la clasificacion molecular del cancer de mama, utilizando
métodos muy similares a los aplicados en nuestros estudio, encontraron las mismas
dificultades para diferenciar todos los grupos propuestos en su clasificacion. A pesar de
ello, ese trabajo supuso una prueba mas de la existencia y universalidad de dicha
clasificacion en tumores mamarios. En nuestro caso, y a pesar de que la reproducibilidad

no sea total, este proceso de validacion también confirma la universalidad de al menos, una
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gran parte de nuestra clasificacion. En comparacion con los métodos utilizados por Sorlie
et al., nuestro estudio tiene la ventaja de haber contado con el uso del programa DWD
[286] que elimina sesgos importantes debido al uso de diferentes plataformas. Este tipo de
herramientas son indispensables en este tipo de proyectos y comienzan a ser utilizadas por

diferentes grupos [356].

No obstante de los resultados obtenidos nos llamo la atencién la forma en la que se
distribuyeron las muestras de la matriz de validacion en los nuevos grupos moleculares. El
porcentaje de muestras clasificadas como grupo “de alto estroma” en la matriz de
validacion (Eschrich) es sensiblemente inferior al descrito en nuestra matriz de datos
(HCSC) (8% frente al 26%). Este hecho puede ser fruto exclusivamente de la composicion
muestral de ambas matrices, aunque, no debemos excluir la posibilidad de que el distinto
criterio histologico establecido por Eschrich (mayor % de células epiteliales) para la
seleccién de muestras en relacién con el establecido en nuestro trabajo, sea el causante de

las distintas proporciones encontradas.

2.2. Alteracion de los perfiles de expresion en el proceso tumoral (Tejido Normal vs

Tejido Tumoral).

Los analisis supervisados y no supervisados llevados a cabo en nuestro laboratorio
entre tejido tumoral y tejido normal mostraron un retrato bastante completo de las
alteraciones sufridas en la malignizacién del tejido, permitiendo posteriormente
contextualizar e interpretar mejor los patrones de los nuevos subtipos moleculares

definidos.

El bajo tamafio muestral del grupo de mucosa normal, no parecid ser un problema,
como ya se comentd anteriormente y como se desprende del hecho de observar un amplia
concordancia entre nuestros resultados y los mostrados en el meta-analisis publicado por el
grupo de Chan [357]. En él, se comparaban estudios que investigaban diferencias entre
tumores colorrectales y mucosa normal de colon y se publicé una lista de 3§2fnes
sobreexpresados en tumores y 16 inhibidos) presentes en al menos 5 de los 23 estudios
(tumor vs. normal) analizados. De estos 38 genes, 35 coincidian con lo observado en

nuestra matriz de datos (92%). Solo 3 genes de los 38 propuestos (8%) en el meta-analisis o
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bien no mostraban ningun tipo de diferencia o bien no aparecian representados en nuestra

matriz de datos (ver lista completa en el Anexo IlI).

Entre las alteraciones observadas en la transformacion cancerigena, describimos un
aumento de la expresion de genes implicados en proliferacion, invasion y progresion
tumoral, de genes de la MEC y de la via Wnt e inhibicibn de genes implicados en la
respuesta inmune y en el metabolismo de lipidos, coincidiendo con lo encontrado por
grupos como el de Notterman [240], Birkenkamp-Demtroder [235] o Bertucci [251].

Profundizando un poco mas fuimos capaces de precisar alguna de estas funciones.

Asi en el caso de la proliferacién, ademas de genes implicados en ciclo celular y
procesos de sintesis y replicacion de DNA, también observamos la alteracion de genes

implicados en la segregacion de cromosomas y en procesos de citocinesis.

A raiz de alguno de los genes implicados en el metabolismo de lipidos, encontramos
un grupo mas amplio de genes (implicados o no en dicho metabolismo de lipidos) como
son ADH1C, GSTA5, SULT1B1, EPHX2 o metalotioneinas, etc. que también estan
involucrados en los procesos de la rutas xenobidticas y de detoxificacidon de sustancias
nocivas. En la mayoria de los casos estas rutas han sido relacionadas con los procesos de
metabolismo de farmacos, sin embargo poco se sabe del papel que su inhibicion puede
jugar en el desarrollo del tumor. La acumulacion de sustancias nocivas y carcinogénicas
podria favorecer la aparicién de mutaciones y por tanto del desarrollo del tumor, haciendo

de esta ruta una via interesante de analisis.

Por dltimo también observamos la capacidad de esta técnica para diferenciar la
composicién celular de los distintos tejidos. En este caso encontramos sobreexpresados en
tejido normal, genes (MYH11, MYLK, ATP1A2, Desmina (DES) o Calponina-1 (CNN1))
relacionados con el musculo liso, existente en dicho tejido normal, pero ausente en

tumores, coincidiendo con lo encontrado en los trabajos de Alon [232] y Notterman [240].
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2.3. Subtipos moleculares propuestos.

Teniendo en cuenta la alteraciébn de los perfiles del tejido normal, durante el
desarrollo tumoral, los perfiles de los cuatro subgrupos moleculares obtenidos fueron

caracterizados y asociados tanto con parametros clinicos y patolégicos como moleculares:

2.3.1. Estroma vy clasificacion. Subtipos “de bajo estroma” y “de alto estroma”.

La clasificacibn molecular propuesta se asocia de manera significativa con la
cantidad de estroma que rodea al tumor como se comprueba por el hecho de que dos de los
cuatro grupos definidos se caractericen por ser grupos “de alto estroma” y “de bajo
estroma”. Segun lo observado en nuestro trabajo mediante los perfiles de expresion, el
subtipo 1 o “de bajo estroma” posee niveles mas bajos de genes asociados con estroma y
que en muchos casos se han asociado, ademas, con malignizacion y mal prondstico como
ocurre con SPP1, FAP, MMP9, lumican, etc. De manera inversa, el perfil de expresion del
grupo 3 o “de alto estroma” muestra niveles elevados de los genes anteriormente
mencionados. Confirmando la asociacion de estos grupos con el estroma se observa la
alteracion de vias implicadas en comunicacion celular (hsa01430), adhesion focal
(hsa04510) o interaccién con receptores de la matriz extracelular (hsa04512).

La importancia del componente estromal en el desarrollo tumoral parece
confirmarse tanto por los datos obtenidos en trabajos de microarrays como los de Lenz
[217] y Finak [218] llevados a cabo en linfomas difusos de células B largas y en tumores de
mama respectivamente, asi como por trabajos de analisis puramente histolégicos como los
del grupo de Mesker [358,359] en cancer colorrectal. En 2007 y 2009, Mesker et al.
[358,359] publicaron sendos trabajos en los que observaban asociacion entre la cantidad de
estroma del tumor en la zona invasiva y la supervivencia (supervivencia global, periodo
libre de enfermedad y periodo libre de metastasis), de manera que pacientes con una
cantidad de estroma superior al 50% en dicha region del tumor tienen un peor prondstico
que aquellos pacientes con una proporcion de estroma inferior al 50%. Estos resultados,
gue parecian independientes de la clasificacion de Dukes, dejan entrever que existe una
relacion entre agresividad tumoral y cantidad de estroma repercutiendo de forma directa en
la supervivencia de los pacientes. Dichos resultados parecerian coincidir con el perfil

molecular encontrado en los grupos “de alto y bajo estroma”.
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Conviene destacar sin embargo, que existe una diferencia importante entre el
estudio de Mesker y el nuestro. Asi, mientras que Mesker lleva a cabo su analisis solamente
en la region invasiva del tumor, en nuestro laboratorio examinamos los perfiles de
expresion del frente invasivo y del centro del tumor al mismo tiempo. Esta puede ser una
de las razones por la que la cantidad de estroma encontrada en sus muestras es mas elevada
gue en las nuestras. Se ha descrito que los perfiles de expresion cuando se analiza el frente
tumoral difieren de los perfiles de expresion del centro del tumor [360,361]. Sin embargo,
alguno de estos autores [360] también observa que la heterogeneidad de estas regiones
entre si en un determinado tumor, es en general menor que las diferencias en el perfil de
expresion de dicho tumor con respecto a otros. Teniendo en cuenta todo esto, pareceria
verosimil que nuestro grupo de tumores “de alto estroma”, que esta asociado con genes de
mal prondstico y los tumores de alto estroma definidos por Mesker y que estan asociados a

menor supervivencia, pudiesen estar representado un mismo tipo de tumores.

La asociacion encontrada en nuestro estudio entre los estadios de Dukes tardios y
el aumento de la cantidad de estroma, también podria estar incidiendo sobre el hecho de
qgue los tumores para llegar a producir invasién y metastasis, generan una mayor cantidad
de estroma, ya sea consecuencia de procesos de transformacion epitelio-meséquima, de la
necesidad de reclutar determinados tipos celulares como fibroblastos que parece que
facilitan los procesos de invasidn y metastasis tumoral o de otros mecanismos
desconocidos. En esta misma linea apuntaba ya un trabajo de Mesker publicado en 2007
[359] en el que ademas de observarse que la clasificacién creada en funcién del estroma
correlacionaba con supervivencia, también observaba que la cantidad de estroma tumoral
aumenta con los estadios (I-1ll. Clasificacion AJCC). En dicho trabajo, la relacion de la
supervivencia con el estroma parecia independiente de la relacién entre la supervivencia y
la clasificacion de Dukes. Esto podria hacer pensar que el aumento de la cantidad de
estroma es necesaria en todos los tumores para que se lleven a cabo los procesos de
invasion y metastasis, pero que ademas en determinados tumores se produce un aumento
extra de dicho componente estromal, quizas mediante la atraccion hacia la zona tumoral de
tipos celulares especificos como fibroblastos o macrofagos, lo que aumentaria la

agresividad de estos tumores en comparacion con el resto.

156



Discusion
Nuevos estudios, permitiran confirmar si el aumento de la cantidad de estroma
independientemente del estadio de Dukes correlaciona con algun tipo de célula estromal
concreta que aumente la agresividad. Estos permitiran ademas establecer el efecto, si lo
hay, que la presencia decatenina nuclear y la tendencia mostrada por lendasion

vascular, tienen sobre el grupo “de bajo estroma” de nuestra clasificacion molecular.

2.3.2. Subtipo “relacionado con sistema inmune”.

Desde un punto de vista molecular, su asociaciénla®mprocesos de respuesta
inmune (inmunoglobulinas (region 14932, 16pll, 15qgl11, 22qll y 2pll), genes que
favorecen la transcripcion de estas, proteinas del complejo MHC-II, receptores de
moléculas presentadas por el complejo MHC-I, moléculas liberadas por linfocitos o
receptores de inmunoglobulinas) y de respuesta inflamatoria (CXCL10, CX3CL1, CCL2,
CCL3, CCL4, CCL8), asi como con la inhibicibn de genes de mal prondéstico como

LAMC2, hacen de él un subtipo muy interesante.

Este interés viene reforzado por el hecho de que firmas genéticas de estroma
relacionadas con sistema inmune (GZMA, CD247, HLA-F, etc.) y asociadas a buen
prondstico en otros tumores [218], muestren sus niveles mas elevados en las muestras de
nuestro subtipo tipo 2 (1.5 fold change con respecto al resto de grupos). En la misma
direccion sefalan los resultados del trabajo publicados por el grupo de Lirefag0jcer
colorrectal. Genes como CXCL9, CXCL10, INDO o GZMB, asociados a respuesta inmune
y descritos en ese trabajo como parte de un predictor de buen prondstico (matriz alemana),
muestran los niveles mas elevados en las muestras de nuestro subtipo 2. Coincidiendo con
todo esto, la baja presencia gleatenina nuclear en este subgrupo también podida es

apuntando hacia un tumor de tipo menos agresivo.

El hecho de ser el grupo menos robusto (tanto en la matriz de experimentacion
como en la de validacion) desde un punto de vista estadistico y de presentar diversos
transcritos en las regiones cromosomicas de las inmunoglobulinas que podrian estar
codificando para una misma inmunoglobulina, aumentando de este modo la homogeneidad
del grupo, hace necesario ser prudentes con las conclusiones obtenidas. EI aumento del
tamafo muestral podria ayudar a definir de manera mas precisa el perfil de este subtipo,

despejando las dudas existentes sobre la robustez del mismo.
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2.3.3. Subtipo “MSI-Mucinoso”.

Este subtipo engloba tumores MSI y tumores mucinosos. Aunque ambos tipo se
encuentran relacionados entre si, ya que muchos tumores MSI son de tipo mucinoso, sin

embargo también poseen caracteristicas diferentes.

Los tumores mucinosos, en la literatura, se han asociado a personas mas jovenes,
con estadios mas avanzados, mayor diseminacion peritoneal y con una menor tasa de
supervivencia que los pacientes no mucinosos [19,362]. Este peor prondstico de los
tumores mucinosos coincidiria con los perfiles moleculares para este subtipo encontrados
en nuestro trabajo, en donde genes como MUC1, REG-IV, CD55 han sido asociados con

peor pronagstico.

Por otro lado, los tumores MSI forman la denominada via del fenotipo mutador [55]

y a lo largo de los afios, diversos trabajos los han definido como tumores con localizacion
preferentemente proximal, de fenotipo mucinoso [363,364] y con mejor supervivencia en
comparacion con tumores MSS [20,365,366]. Estas caracteristicas clinicas y patoldgicas
coinciden, en parte, con lo encontrado en nuestro trabajo, en donde este subtipo se asoci
(aunque no significativamente) con una localizacion preferentemente proximal (en concreto
todos los tumores MSI de este grupo se desarrollaron en la regién proximal) y con un
fenotipo mucinoso (dos de los 5 tumores MSI fueron descritos ademas como tumores
mucinosos). La presencia de infiltrado linfocitario descrita en este tipo de tumores
[367,368] y una de las posibles causas de la mejor supervivencia de los tumores MSI [369],
no se ha observado en el grupo 4, aunque cuando se analiza este parametro en tumores MSI
frente a MSS en nuestra serie de datos si que se observa un cierto aumento de la cantidad
de infiltrado linfocitario (aunque no significativo). Posiblemente la ausencia de asociacion
con este parametro se deba, al menos en parte, a la presencia de tumores de fenotipo

exclusivamente mucinoso asociados en la literatura a falta de infiltrado linfocitario.
Este subtipo “MSI-Mucinoso”, presenta también ausenci-datenina nuclear,

coincidiendo con datos recientemente publicados [370]. Esto podria implicar una menor

activacion de la ruta canonica de la via Wnt, conduciendo ello, a un tumor posiblemente
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menos agresivo. En esta misma direccion, apuntaria el hecho de que observasemos una

menor tendencia de este subtipo a desarrollar invasién vascular.

Este subtipo también cuenta con una frecuencia baja de mutaciones en KRAS
ajustandose a lo descrito en la literatura para tumores MSI [371]. Es dificil valorar la
implicacion que esto puede tener en la evolucion del tumor ya que en general no se ha

llegado a asociar la presencia de mutaciones con un peor pronéstico [26].

De nuevo, desde el punto de vista de los perfilesxgession, nos encontramos que
este subtipo “MSI-Mucinoso”, se caracterizaba por sobreexpresar genes relacionados tanto
con el componente mucinosos (Ej. TFF1 o MUC1), como con tumores inestables (Ej.
SERPINA1 o SERPINB5). Ademas, también se observan genes relacionados con
inflamacion como IL-8 y en general con mal prondstico [343,372], ademas de genes con
resistencia a quimioterapia (REG4 y metalotioneinas). Los resultados de los trabajos de
microarrays presentados por Kim [243] o Di Pietro [244], que diferencian tumores MSI de
tumores MSS mediante perfiles de expresion, observan la desregulacion de genes como

MUC1 o las metalotioneinas, coincidiendo con lo observado en nuestro estudio.

El hecho de que tumores MSI y tumores mucinosos se nos agrupen conjuntamente
en un mismo subtipo, podria deberse a su posible origen comun. Los grupos de Jass [73] y
Ogino [72] clasifican de manera general los tumores colorrectales en cuatro grupos,
definiendo dos de ellos como tumores con fenotipo “CIMP+ y MSI” y tumores con
fenotipo “CIMP+ y MSS” (Tabla.7. de Introduccién). Ambos grupos tendrian su origen en
los polipos serrados caracterizados por su elevado componente mucinoso. En funcion de
algunas de las caracteristicas propuestas en estos trabajos (infiltrado linfocitario,
localizacion, inestabilidad a microsatélites, caracter mucinoso) nuestro grupo de tumores
MSI podria coincidir con el grupo “CIMP+ y MSI”, mientras nuestros tumores mucinosos
parece que se asociarian con el grupo “CIMP+ y MSS”. La buena supervivencia propuesta
en los trabajos de estos dos autores para el grupo “CIMP+ y MSI” coincidiria con el buen
prondstico al que siempre han sido asociados los MSI. La mala supervivencia asociada al
grupo “CIMP+ y MSS” por Jass y Ogino, también estaria de acuerdo con la peor
supervivencia descrita para los tumores de tipo mucinoso. El trabajo presentado por
Leopoldo S et al. [290] en el que se observan diferencias tanto en supervivencia global

como en tiempo a la recurrencia entre tumores Mucinosos-MSI y tumores Mucinosos-MSS
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apoyan la teoria sostenida por los trabajos de Jass y Ogino. Por tanto los polipos serrados
como origen comun podria explicar el hecho de que tumores MSI y tumores mucinosos se

agrupen conjuntamente.

Sin embargo hay que resaltar, que en este trabajo no hemos analizado el perfil
metilador de los tumores, algo necesario para poder confirmar si nuestro grupo “MSI-
Mucinoso” se ajusta a los dos grupos propuestos en los trabajos previos y que seria
interesante incluir en proximos proyectos. Es posible ademas, que la presencia de un
tamafo muestral mayor nos permita ser capaces de diferenciar estos dos grupos a través de

los perfiles de expresion.

2.4. Supervivencia asociada a los subtipos moleculares.

Aunque el estudio del posible valor prondstico deldaificacion molecular, es uno
de los aspectos mas interesante de este tipo de estudios, en nuestro caso se ha visto limitado
por diversos factores. La necesidad de seleccionar pacientes pertenecientes a todos los
estadios de Dukes (incluido los estadios A que presentan una tasa muy baja de eventos o
los estadios D con una gran variedad en cuanto a esquemas y duracion de los tratamientos
de QT), la limitacién de tener que usar tejidos congelados, disponibles en menor namero,
asi como la pérdida en el seguimiento de algunos pacientes hizo muy dificil la obtencion de
conclusiones en este estudio. De hecho, el bajo nimero de eventos detallado (16% de
muertes y 20% de recaidas) en nuestra matriz de datos contrasta con la proporcion de los
mismos detallada en otros trabajos de cancer colorrectal y que se encuentra alrededor del
45% (min: 32% y max: 62%) [252,253,257-260].

Como era de esperar ante estos datos, los analisis llevados a cabo en nuestras
muestras no mostraron diferencias significativas en cuanto a supervivencia global ni en
cuanto a tiempo libre de recaida para ninguno de los subgrupos y en la mayoria de los casos
el método de Cox no fue capaz de crear un modelo de riesgo asociado al estudio debido al
bajo numero de eventos. Por el contrario, el analisis de supervivencia en funcion de los
estadios de Dukes y, a pesar también del bajo nimero de eventos, si mostrd diferencias en
cuanto a supervivencia (al menos entre estadios tempranos y tardios), demostrando el gran

poder discriminatorio que se le asocia a esta clasificacion. Sin embargo, si es posible (como
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discutimos a continuacién) que nuestra clasificacion molecular, combinada con la

clasificacion de Dukes aporte nueva informacién pronéstica al diagndstico de los pacientes.

El uso de predictores y matrices externas publicados por otros grupos para
aplicarlos a los estudios propios es una herramienta (til para obtener una mayor
informacion de los datos propios, aunque su aplicacion suele ser dificil [355] La aplicacion
de los predictores de Wang [253], Eschrich [252] y Lin [260], nos sirvi6 para darnos
cuenta, de que de existe un punto de coincidencia entre los perfiles de supervivencia
encontrados en estos trabajos y los subtipos tumorales propuestos en nuestro estudio. En
base a estos resultados la supervivencia para el grupo “de bajo estroma” o grupo 1 seria
diferente a la del resto de tumores. Debido a que los predictores en general incluyen
siempre un niamero muy bajo de genes, y de los que en algin caso no se conoce ni siquiera
la funcién, es a menudo dificil establecer mediante una simple comparacion, si los genes y
vias moleculares que determinan una clasificacion coinciden con aquellos que determinan
el predictor de supervivencia. De los genes de los predictores de Wang, Eschrich y Lin que
se encontraban en nuestra matriz, observamos que un pequefio grupo mostraba alteracion
de sus patrones de expresion correlacionandose tanto con el predictor de supervivencia
como con los genes implicados en el establecimiento de los subtipos moleculares. Entre
ellos cabe resefiar genes como Apolipoproteina C1, SPP1, Cadherina 17, HEYL o LILRB3,
asociados con interaccion epitelio-estroma [373] [374], procesos de inflamacion [375],
angiogénesis [376], progresion tumoral [377,378]. Estas funciones coincidirian con las

descritas durante el analisis de los subtipos de nuestra clasificacion molecular.

Los datos aportados a través de la comparacion realizada con los predictores
publicados, indicaba que si que podia existir una relacion entre la clasificacion molecular y
la supervivencia. Para analizar un poco méas a fondo esta cuestion se utilizaron las muestras
de la matriz de Eschrich con sus correspondientes datos de supervivencia. Al analizar la
funcién de supervivencia usando el predictor “de bajo estroma” y de manera independiente
de los estadios de Dukes, se vio que habia diferencias entre las muestras del grupo “de bajo
estroma” y las demas en conjunto. Esta diferencia dejaba de ser significativa cuando se
analizaban los cuatro grupos de la clasificacibn molecular por separado. La asociacion
entre nuestra clasificacion y la supervivencia, sin tener en cuenta los estadios de Dukes,
deberia revisarse en futuros estudios, ya que es posible que el bajo nimero de muestras

impida que las diferencias entre subtipos sean estadisticamente significativas.
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El andlisis de supervivencia de un grupo mas homogéneo de muestras (estadios B y
C) confirmd el mejor pronéstico de los tumores "de bajo estroma”, ademas de revelar que
los grupos “de alto estroma” y “MSI-Mucinoso” podrian tener una menor supervivencia.
De este analisis se extrae por tanto, la conclusion de que la clasificacion molecular parece
presentar poder pronostico, al menos, dentro de cada estadio. Las diferencias en
supervivencia entre los muestras que han sido pronosticadas como “de alto estroma” y de
bajo estroma” parecen coincidir tanto en lo observado de manera general en los analisis de
comparacion de clases (genes diferencialmente expresados que se asociaban a mal
prondstico), como con lo publicado por el grupo de Mesker [358]. Sin embargo, el hecho
de que el grupo “MSI-Mucinoso” se asocie con mala supervivencia es llamativo, puesto
que en la literatura ha sido descrita la asociacion entre los tumores MSI y una mejor
supervivencia [20]. La presencia de tumores mucinosos, asociados a mal prondstico,
apoyados por el perfil de genes que caracteriza este grupo “MSI-mucinoso” y que también
se asocian con mal prondstico, pueden explicar en parte este hecho. Por otro lado, quizas
las diferencias en el criterio histolégico para la seleccion de muestras observadas entre el
laboratorio de Eschrich y el nuestro tengan reflejo en el proceso de asignacion de muestras,
produciéndose una sobreestimacion del nimero de muestras del grupo 4. El predictor
creado con nuestra matriz, contaba con valores de precision, especificidad, sensibilidad,
VPP y VPN elevados pero sin embargo no recoge el hecho de que las muestras de Eschrich
contengan una menor cantidad de estroma. Esto estaria incidiendo en los analisis de
supervivencia de este grupo en concreto y podria explicar también en parte la asociacion

del grupo “MSI-Mucinoso” con mal prondstico.

Mas comprensible parece el hecho de que el grupo de bajo estroma posea un mejor
pronéstico que el resto de pacientes y que de este modo este componente tisular esté
jugando un papel importante en la clasificacion y pronéstico de los tumores colorrectales.
Importante es también el hecho, como ocurre en otro tipo de tumores (Masagué J. NEJM
2007, Fan C. NEJM 2006) de que distintos perfiles de expresion estén reconociendo una
misma caracteristica. En nuestro caso tanto los tres predictores pronostico publicados,
como nuestro predictor del grupo “de bajo estroma” y nuestro predictor de la clasificacion
molecular en general estdn reconociendo un mismo grupo de pacientes que presentan
tumores con niveles de expresion del componente estromal disminuido, lo que subraya la

relevancia de nuestros hallazgos. Esto también reafirma el hecho de que no son tanto los
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genes individuales que componen cada predictor, si no el ser capaces de reconocer
determinadas actividades y rutas biolégicas alteradas en el tumor las que serviran para

mejorar el manejo clinico de los pacientes.

Sin embargo hay que resaltar que estos hallazgos no han sido confirmados mediante
los datos de supervivencia de nuestros propios pacientes en el contexto de un analisis
multivariable. La realizacion de trabajos con un mayor tamafio muestral de muestras mas
homogéneas y a ser posible se trabaje a nivel prospectivo es, sin duda, el camino a seguir

para verificar los hallazgos, en lo que a supervivencia se refiere, realizados en este trabajo.
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1. La obtencién de resultados fiables mediante la técnica de microarrays implica la
necesidad de estandarizar todos los procesos. El establecimiento de un criterio
histoldgico de seleccion de muestras, el control de calidad de los RNAs hibridados asi
como de los procesos de hibridacion y el estudio del comportamiento anémalo de las

muestras mediante PCA son claves para la obtencion de resultados fiables.

2. Es posible caracterizar y diferenciar, en base a alteraciones en sus perfiles de expresion,
muestras tumorales colorrectales de muestras de mucosa de colon normal, identificando
incluso diferencias en la composicion celular de los tejidos. La expresién de genes
relacionados con musculo liso en el tejido normal y su ausencia en el tejido tumoral asi

lo atestiguan.

3. El andlisis, mediante perfiles de expresion, del tejido malignizado en comparacién con
el tejido de colon normal confirma la desregulacion de determinadas rutas moleculares,
destacando la sobreexpresion de aquellas relacionadas con proliferacion, invasion y
progresion tumoral, de genes de la MEC y de la via Wnt y la inhibicion de otras vias
como son la de respuesta inmune y el metabolismo de lipidos. Este analisis también
sefiala la posible implicacion que la alteracion de procesos como la segregacion de
cromosomas, los procesos de citocinesis o las rutas xenobioticas pueden tener en el

cancer colorrectal.

4. Los tumores colorrectales se clasifican, en base a sus perfiles de expresion, en cuatro
subtipos que se asocian ademas con distintas caracteristicas biologicas y clinicas. Estos
son el subtipo “de bajo estroma”, el subtipo “relacionado con sistema inmune”, el

subtipo “de alto estroma” y el subtipo “MSI-mucinoso”.

5. No existe asociacion entre la clasificacion molecular propuesta y la clasificacion
histoldgica de Dukes, observandose ademas, que los subtipos moleculares se establecen

desde el inicio del desarrollo tumoral (tumores en estadio A).

6. El estroma adyacente al tumor juega un papel importante en el establecimiento de los
subtipos que conforman la clasificacibn molecular propuesta y principalmente en los

que se refiere a los grupos “de bajo estroma” y “de alto estroma”. Ambos subtipos se
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caracterizan por la alteracion en la expresion de genes que codifican tanto para
proteinas del estroma y la matriz extracelular, como para aquellas implicadas en sus

procesos de remodelacion.

7. El subtipo “MSI-Mucinoso” engloba tumores con inestabilidad a microsatélites y
tumores con un fenotipo histol6égico mucinoso, caracterizados por la expresion de genes
relacionados con células caliciformes y con componente mucinoso como son AGR2,
TFF1 o MUC1 entre otros.

8. Existe un grupo de muestras asociado, en base a su expresién génica, con una mayor
respuesta inmune, caracterizada principalmente por genes relacionados con
inmunoglobulinas, respuesta de linfocitos o respuesta del complejo mayor de

histocompatibilidad.

9. Los perfiles que definen los subgrupos de nuestra clasificacion se encuentran presentes
al menos en una poblacion independiente de pacientes. En dicha poblacién, los subtipos
de nuestra clasificacion se asocian con distinta supervivencia, siendo los pacientes del
subtipo “de bajo estroma” los que poseen mejor prondéstico y los subtipos “de alto
estroma” y “MSI-Mucinoso” los que presentan un peor prondstico.
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Anexo |.
Analisis de microarrays.
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1. Andlisis de la imagen.

El andlisis de este tipo de experimentos comienza con la extraccion de los datos a
partir de la imagen obtenida tras los procesos de hibridacion y escaneado de los
microarrays. Durante este proceso, se obtiene informacion tanto de los niveles de
expresion de cada uno de los genes incorporados en el microarray, asi como de los

posibles errores que hayan podido ocurrir durante los procesos de hibridacion y lavado.

1.1. Puntos problematicos.

Hacen referencia a aquellos puntos del microarray que han sufrido algan problema
durante los procesos de hibridacion o lavado. Existen una serie de parametros que
identifican diversas alteraciones que pueden influir en los niveles de expresion detectados
para cada gen y que son necesarios tener en cuenta para evitar la aparicion de resultados
poco fiables. Los criterios seleccionados en este trabajo y mencionados en la seccion 8 de
Materiales y métodos (Pag.67) se detallan a continuacion:

% IsSaturatedSaturacién) se considera que un punto esta saturado cuando mas del

50% de los pixeles para ese punto superan el limite maximo de deteccion de
fluorescencia del escaner (65535 cuentas de fluorescencia).

s Feature NonUnifOL(No uniformidad) se considera que un punto no es uniforme

cuando la varianza en la intensidad de los pixeles medida para ese punto supera la
varianza esperada por el intervalo de confianza calculado a partir de una distribucién
Chi-cuadrado.

s IsFeatPopOL:sélo se aplica en aquellos puntos que poseen sondas repetidas a lo
largo del array. Identifica si la sefial de fluorescencia para un determinado punto es
diferente al intervalo de confianza creado por el rango intercuartilico (1.42 veces el
IQR) de los replicados de ese punto.

s IsPosAndSig (Positividad y significanciae considera que un punto supera este

criterio si la media de la sefial de fluorescencia en ese punto es mayor y
estadisticamente significativa con respecto al ruido de fondo ajustado (BGUsed).
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« IsWellAboveIndica que la sefial, una vez restado el ruido de fondo (BGSubSig), es
mayor que el posible error cometido en la medicion de dicho ruido (2.6x
BG_StdDesv) y que ademas cumple el criterio anterior (IsPosAndSig). En el caso de
que los puntos no cumplan estos dos ultimos criterios su valor de fluorescencia sera
sustituido por el limite minimo de deteccion (“SurrogatedUked”

1.2. Procesamiento de la fluorescencia.

Este tratamiento permite corregir el dato bruto de la fluorescencia de manera que se
elimine el efecto que distintos factores como el ruido de fondo, la incorporacion de
distintos fluorocromos, etc. pueden tener sobre la medida de la fluorescencia, evitando asi
la aparicion de sesgos en la matriz de datos. Este proceso consta de 3 pasos:

« Sefnal menos el ruido de fondBGSubSignal a la sefial media de fluorescencia se le

resta la sefal producida por el ruido de fondo una vez ha sido ajustado (“BGUsed”).
Este ajuste se realiza mediante un algoritmo que tiene en cuenta el ruido de fondo a
nivel local (para ese punto), a nivel global (en el microarray) o en forma de gradiente

espacial que pueda estar afectando la expresion del punto.

% Sefial normalizadaOyeNormSig) partiendo del “BGSubSignal” se evaltan posibles
sesgos que se hayan podido introducir en las medidas, debido a la diferente
incorporacion de los fluorocromos, la distinta cantidad de RNA de partida, etc. y los
corrige mediante el método LOWESS. Este algoritmo asume que dicho sesgo es
dependiente de intensidad y calcula diversos factores de normalizacion para diferentes
rangos de intensidades, obteniendo una normalizacion mucho mas precisa. Los puntos
usados para el célculo de los factores de normalizaciéon son aquellos marcados como

consistentes por el método “Rank Consistency Probes”.

« Seflal procesada (ProcessedSignat) el caso de que el punto cumpla los criterios de

“IsWellAbove” e “IsPosAndSig”, la sefial procesada sera la sefial normalizada. En
caso contrario la sefial procesada sera igual al limite minimo de deteccidn
(“SurrogatedUsed”).
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2. Andlisis de datos.

2.1. Analisis no supervisados.

Los métodos no supervisados se basan en técnicas que agrupan u organizan los
datos a partir de las propiedades intrinsecas de estos, sin referencias a informaciones
adicionales o externas (ej.: supervivencia, criterios patologicos, etc.), siendo los mas

utilizados el “clustering” jerarquico, el “k-means” y el PCA.

La agrupacion de las muestras o genes por perfiles de expresion similares se
expresa en funcion de la distancia existente entre ellos. Por ello, previo a la ejecucion de
estas técnicas no supervisadas es necesario conocer las diferentes distancias existentes, los
distintos métodos de agrupacién de elementos y algun otro parametro como el “centrado

de genes”.
2.1.1. Distancias.

Hay muchas formas de medir la distancia entre dos sujetos, dependiendo de lo que
el observador quiera estudiar y en funcidén del tipo de datos con los que se trabaje. Los

tipos de distancias mas comunes son [178,379]:

% Euclidea mide la distancia absoluta en el espacio existente entre dos elementos (genes
o muestras) definidos en forma de vectores. Es una medida sensible a la magnitud y a
la direccion de dichos vectores. Suele ser una medida muy atil cuando estamos

interesados en medir la dimension del cambio. Esta distancia se expresa de la forma:

n

: - .2
2= 3o )

=1

Donde “r" y “s” son los genes (o las muestrag)=xl1...n indica cada una de las
dimensiones del vector para cada gen (o cada muestra).

% Manhattanmide la distancia que deberiamos recorrer entre dos puntos si estuviésemos

en un espacio (como la ciudad de Manhattan) estructurado en forma de cuadriculas
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rectangulares regulares. Los resultados que proporciona son similares a los de la

distancia euclidea (Fig.2). Esta distancia se expresa de la forma:

(r}
d;'s — Z ‘:I"I'J - .I’SJ
j=1

Euclidean s Manhattan s
Distance 0) Distance @)
r / r
(@] O «———

Fig.2. Representacion grafica de la diferencia en la mediciéon de la distancia
entre dos genes o muestras “r’ y “s” cuando se utiliza la distancia
Euclidea o la distancia Manhattan.

% Correlacion centrada de Pears@s un tipo de correlacion paramétrica (se asume

normalidad en la distribucion de los datos) que calcula la similitud existente entre dos

vectores. Es, al contrario que la distancia Euclidea, insensible a la magnitud de los
vectores y muy sensible a la forma o perfil del vector de expresion de las muestras. Sus
valores van desde +1 (correlacion perfecta) hasta -1 (anticorrelacion perfecta) pasando

por el 0 (no hay correlaciéon) (Fig.3). Esta distancia se expresa de la forma:

(5 — )20 = )
\.-*’"Z};l(i'-r i :1?_,.)2\.,#"2_’;:1 (zy; — T,)?

da's -
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A)
/\/\ C. Pearson —» Muestras
Genr T (r-s) iguales
¢Distancia?
G D. Euclidea —, Muestras
ey\y\ (r-s) diferentes
B)

Genr ¢Distancia A-B? C. Pearson Muestras anti-
: : : (r-s) correlacionadas
D. Euclidea —» Muestras muy

Gens (r-s) similares

Fig.3. Los graficos A y B muestran las diferencias a la hora de considerar la similitud o
diferencia entre dos genes dependiendo de la medida seleccionada (Correlacién
centrada de Pearson o distancia Euclidea).

Correlacion no centrada de Pearses una variacion de la anterior medida en la que
ademas de detectar patrones parecidos en la expresion del vector, también detecta si
hay una diferencia absoluta en la expresién de los vectores de las dos muestras o

genes. Esta distancia se expresa de la forma:

> (2255)
V=t (2,5 — 2,)? V=1 (z5; — )2

drs —

Correlacion de Spearmams una medida de asociacion no paramétrica (no asume

ninguna hipotesis sobre la distribucion de los datos) que organiza la matriz en rangos y
establece la asociacion de las muestras o genes en funcion de estos rangos. Da una
medida similar a la obtenida con la correlacion de Pearson aunque menos
especificamente interpretable. Los valores siguen la escala de la correlacion de

Pearson (-1 -0 - +1). Esta distancia se expresa de la forma:

172



Anexo |

>, {Rf — R]'[b.' — b]

Fal—

2/ C 2
\/ > i(Ri—R) \/ (8 = 8)

Donde Res el rango para los valores;“xel vector de la muestra o gen “r’ y& el

rango para los valores kde la muestra o gen “s”.

2.1.2. Métodos de agrupacion de elementos.

Una vez seleccionada la distancia que se va a utilizar hay que definir el algoritmo
gue nos permita estudiar la distancia entre un nodo o grupo de muestras y una muestra

individual u otro nodo (Fig.4.). Cuatro son las formas mas comunes [178,379]:

« Enlace simple (“single linkage)a distancia entre dos grupos “r" y “s” es calculada

como la distancia minima entre un miembro del grupo “r’ y otro del grupo “s”. Suele
crear agrupaciones alargadas en forma de cadena, lo que a veces hace dificil su

interpretacion. Se expresa de la forma:

d(r.s) = min (d(x:; X))

Donde “r" y “s” son dos grupos y rX e “Xs* son miembros del grupo “r’ y “s”

respectivamente.

« Enlace completo (“complete linkage”)a distancia entre dos grupos “r’ y “s” es

calculada como la distancia maxima entre un miembro del grupo “r’ y otro del grupo
“s”. Crea agrupaciones de aspecto muy compacto y bien definido que en ocasiones

distorsionan las diferencias reales entre ellos. Se expresa de la forma:

d(r,s) = max (d(x.i, Xs;))

[{I% 1]

% Enlace promedio (“average linkage”la distancia entre dos grupos “r’ y “s” es

calculada como la media del sumatorio de las distancias de cada uno de los elementos
de la agrupacion “r” a cada unos de los miembros de la agrupacién “s”.
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R Ns

dr.s) = (/) 5 5 (s, x63)

=1 j=

Donde “n” indica el nimero de muestras en la agrupacion.

Enlace del centroide (“centroid linkagelp distancia entre dos grupos “r’ y “s” es

calculada como la distancia existente entre el centroide del grupo “r’ y el centroide del
grupo “s”. Dependiendo del tipo de medida seleccionada el uso del centroide puede no
ser muy representativo de las agrupaciones, dando a veces resultados dificiimente

interpretables. Se expresa de la forma:

d(f',.S') = d(Xr'/'/ XS’J))

Donde,

- _Nn
Xp = (J/ﬂf)_z_‘l X
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Fig.4. Representacién de los métodos de medida mas comunes [178] entre dos grupos “r" y “s”. A)
representacion grafica de los cuatro métodos mas comunes de medida de distancia. B) Ejemplo de
“clustering” jerarquico de una matriz de datos utilizando “average linkage” (a), “complete linkage”
(b) y “single linkage” (c).

2.1.3. Centrado de genes.

Es una transformacion de la matriz de datos que permite reducir la influencia del
perfil de expresion de la muestra de referencia que en muchos casos puede no ser de
interés, dandonos la posibilidad de comparar en igualdad de condiciones genes que se
diferencian mucho en relacion a la muestra de referencia con aquellos que se diferencian

poco [178].

El hecho de centrar o no los genes, tiene gran influencia sobre el resultado obtenido
cuando tratamos de medir distancias entre muestras o0 entre genes (métodos de

“clustering”), pero no asi cuando realizamos comparacion.

Para realizar este ajuste se calcula la mediamptes6n de cada gen a lo largo del

conjunto de muestras. Luego el valor de expresion de ese gen en cada muestra es dividido
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por la media anteriormente calculada, de tal forma que se consigue ajustar la media del
gen a lo largo de las muestras a una media igual a 1. Otra forma de centrar los genes es
restando a cada uno de los datos de expresion para ese gen la media de todos los valores.
En este caso la media de expresion de ese gen al lo largo de las muestras se habra ajustado

a cero.

2.1.4. Métodos de analisis no supervisados

2.1.4.1. “Clustering” jerarquico.

Es un método exploratorio de analisis de datos [276] que no evalla ninguna
hipotesis a priori, si no que se limita a agrupar los sujetos a estudio en funcion de su
similitud de manera que resulte mas facil el trabajo con dichos datos y la obtencién de
conclusiones. Esta técnica suele ser “aglomerativa’ de manera que cada sujeto a estudio
empieza formando una agrupacién de una sola muestra. En un primer paso se calcula la
distancia de cada muestra al resto y aquellas muestras mas parecidas entre si se unen para
formar una nueva agrupacion (estas agrupaciones variardn dependiendo del tipo de
distancia y del método de agrupacion de elementos seleccionados). El segundo paso
calcula las distancias entre las nuevas agrupaciones, y aquellas mas parecidas se uniran
formando nuevos grupos. Este proceso se repetira hasta que todos los sujetos formen una
Gnica agrupacion o raiz. El resultado obtenido aparece en forma de arbol o dendrograma,
de manera que cuanto mas cortas sean las ramas que unen dos sujetos mayor sera la
similitud entre ellos y cuanto mas cerca esté el nodo de la raiz, mayor sera la
heterogeneidad entre los sujetos que forman dicho nodo (ver fig.5.). Esta técnica plantea,

sin embargo, ciertos problemas:

¢ El resultado del “cluster” es afectado por el nimero de genes que se estan estudiando a
la vez, de manera que un numero excesivamente alto de estos puede enmascarar
patrones de expresion interesantes y un numero demasiado bajo puede crear perfiles

gue no se ajustan a la realidad.

% A medida que la agrupaciéon aumenta de tamafio puede que el vector que representa a

dicha agrupacion no represente de forma fiel a ninguno de los sujetos que formaban el
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grupo de forma que los patrones de expresion de esos genes se vuelven cada vez

menos relevantes (eso ocurre por ejemplo cuando se utiliza el “centroid linkage”).

% Una mala asignaciéon de grupos en etapas tempranas del proceso no podra ser corregida

dando lugar a estimaciones erréneas.

Paso 1 W w W @ W

“w: ® 0006 @ |

Correlacién

Paso 3 @ @ (?:) _IT_

Correlacién

1 T
Paso 4 @@@@

Correlacién

@ @ Correlacién

Paso 5 @ @ @

Fig.5. Esquema representativo del proceso de agrupacion jerarquica (o “clustering” jerarquico) con
la obtencién de dos grupos o patrones de expresion destacados. M = muestra.

Otro aspecto importante es la seleccion del numero de grupos dentro del “cluster” y
la validacion de dichos grupos. Aungue se han propuesto diversas técnicas no hay ninguna

gue se haya mostrado ampliamente efectiva a la hora de identificar dicho nUmero exacto
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de agrupaciones. Para establecer si la eleccion de grupos ha sido la correcta hay diversos
mecanismos que permiten validar en cierta medida la eleccién realizada. Entre ellos

destaca:

+ Validacibn matematicaaunque esta técnica tiene que ser tomada con cautela, existen

determinados algoritmos matematicos capaces de medir la homogeneidad y
reproducibilidad de las agrupaciones, lo que nos da cierta evidencia de que pueden

tener un significado biologico y que no han sido obtenidas al azar.

Una de estas técnicas es la denominada “Gausssian random noise” (aplicada durante el
desarrollo de esta tesis) que genera nuevas matrices de datos resultado de alterar la
matriz original con datos de una distribucion creada a partir del ruido de fondo
experimental y las compara con la matriz original para ver si contintan reflejando los
mismos patrones, obteniéndose asi unos indices de confianza en las agrupaciones
obtenidas. Para el célculo de la distribucion generada a partir del ruido de fondo se
calcula la varianza del ratio (lpdratio)) para cada gen a lo largo de todas las
muestras. La mediana de todos esos valores se utilizara como la varianza experimental

estimada de una distribucién normal de media cero.

Los parametros indicativos de la consistencia de las agrupaciones son:

» Reproducibilidad del “cluster” (“R-Index!) es una estimacion de la

reproducibilidad de las agrupaciones, comparando el nimero de muestras que
forma cada “cluster” en la matriz “perturbada” con respecto al nimero de muestras
que forma cada grupo en la matriz original de datos. Una R = 1 significa
reproducibilidad perfecta mientras que una R = 0 significa que no hay
reproducibilidad.

» Medida de la discrepancia (“D-Index}{ara el calculo de este factor se comparan

los miembros que conforman un “cluster” obtenido a partir de la matriz original

con aquellos que conforman el “cluster” mas parecido generado a partir de la
matriz de datos “perturbada”. Aquellas muestras que aparezcan en la matriz
original y no en la perturbada seran consideradas como “omisiones” y aquellas que

aparezcan en la matriz perturbada y no en la original seran consideradas como
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“adiciones”. Esto se realizara para cada uno de los clusters obtenidos de manera

independiente.

Es importante resefiar que una vez confirmada ladepibilidad y robustez de los
grupos es fundamental encontrar el significado biolégico o la posible aplicacion
clinica y ademas verificar la universalidad de dicha clasificacibn mediante su estudio

en conjuntos de muestras independientes.

2.1.4.2. K-means.

Se trata de una técnica de analisis no supervisada cuya principal caracteristica es
que exige la seleccidon previa del nimero de agrupaciones que se quieren obtener [380].
Esta decision marca completamente los resultados que se obtienen, por lo que si no se
tiene una certeza previa de cual puede ser el niumero final de agrupaciones, se puede llegar
a conclusiones erréneas. Una vez seleccionado el numero de grupos, el algoritmo asigna
las muestras de manera aleatoria a cada uno de los grupos. Tras estos se calcula el
centroide de cada uno de los grupos y se reasigna cada muestra a un grupo segun sea su
proximidad a dichos centroides. Como en la técnica de “clustering” jerarquico hay que
definir el tipo de distancia que se va a utilizar (euclidea, correlacién de Pearson, etc.). La
funcidn de enlace que se aplicara viene definida por defecto y es el “centroide linkage”.
Este proceso de asignaciones, céalculos y reasignaciones es iterativo y se repite (al menos
idealmente) hasta que se encuentra una distribucion de las muestras en grupos que no varia
por mas repeticiones que se realicen (Fig.6.). Sin embargo esto no suele ocurrir ya que
habitualmente hay muestras que pueden pertenecer a dos grupos a la vez con lo que nunca
se alcanza una solucion final. La forma mas correcta, en este caso, de obtener una
confirmacién del resultado obtenido es repetir la técnica un nimero determinado de veces,

variando los parametros de seleccion y viendo si los distintos resultados son similares.
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Fig.6. Esquema representativos del proceso de iteracion realizado en la técnica “k-means”. A diferencia de
otras técnicas como el “clustering” jerarquico, el primer paso del algoritmo especifica el nimero de
grupos que obtendremos al final. El resultado ideal se alcanza cuando a partir de una determinada
iteracion el resultado que se alcanza es siempre el mismo (It 4...n en el esquema). It = iteracion.
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2.1.4.3. Analisis de Componentes Principales (PCA).

Es una técnica matematica que permite reducir la dimensionalidad de los datos
mediante la convergencia de informacion redundante (variables correlacionadas). Para ello
transformara las variables iniciales en variables no correlacionadas (convergencia de la
informacion en un menor namero de variables) reduciendo la dimensionalidad sin perder
la variabilidad de los datos (Fig.7.). Este andlisis nos permite de manera aproximada ver
cual es el comportamiento de las muestras [381] y la forma en la que podrian agruparse

con lo que puede ser de gran ayuda en conjuncién con otros métodos como el “k-means”.

Genes 0 componentes de la matriz

X y z a b

1 -6 3 0 -6 -6

2 -4 3 0 -4 -4

3 -5 3 0 -5 -5

g [ 4 -1 -2 0 -1 -1
2 5 0 -2 0 0 0
2 6 1 -2 0 1 1
7 4 6 0 4 4

8 5 6 0 5 5

9 3 6 0 3 3

Reduccién a 3 Reduccién a 2
componentes componentes
A y
AY
000
e}
%0¢ © 000
4
< X
()
%e X PP

Fig.7. Ejemplo basico de la técnica de Analisis de Componentes Principales. La matriz inicial consta de 9
muestras en las que se han analizado 5 genes. En este caso, cada muestra estaria representada por un
vector de 5 componentes. Un andlisis de PCA realizado sobre las muestras nos permite reducir la
matriz original de 5 componentes a 3 o 2, al eliminar los datos redundantes (las componentes “a” y
“b” son iguales a la componente “x” y la componente “z” es igual en todas las muestras con los que
no aportan mas informacion y las tres (a, b y z) pueden ser eliminadas.
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2.2. Métodos supervisados.

Este tipo de técnicas de andlisis parten de un conocimiento previo de las muestras
gue se van a analizar (Ej.: tejido normal- tejido tumoral, enfermo-sano, respondedor- no
respondedor, etc.) y normalmente, son dos los objetivos que se persiguen con su

aplicacion:

%+ Comparacion de clases o comparacion de grupos experimentales.

+ Prediccion de clases o clasificacion de nuevas muestras de funcion de una

clasificacién ya conocida.

2.2.1. Comparacion de clases.

En el caso de estudios de microarrays, estas técnicas se utilizan para seleccionar
los perfiles de expresion génica diferencial entre grupos muestrales para los que ya se
conoce alguna caracteristica que los diferencia. Asi, en nuestro caso podria ser
interesante conocer qué genes se expresan de manera estadisticamente diferente entre el
fenotipo normal y el fenotipo malignizado o bien entre los diferentes subtipos

moleculares que se han definido. Los métodos de analisis mas utilizados son:

« T-Test analiza las diferencias entre dos grupos experimentales. Se computa mediante
el calculé del parametro “t” segun la formula:
X—%

t_

V (Sin,) +(Siny)

Donde )Q__y Xz_son la media de los dos grupos, S1 y S2 son la desviacion de cada
una de los conjuntos muestrales;yym, son el tamafio muestral de cada uno de los
grupos. Valores de t cercanos a 0 indicaran que no hay diferencias entre los grupos y
valores elevados indicaran que si hay diferencias estadisticamente significativas

entre ambos conjuntos. El valor de “t” sera considerado grande o pequefio en
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funcidn de la significancia estadistica que queramos obtener y del tamafio muestral

(grados de libertad) que estemos manejando.

s ANOVA o0 F-test son generalizaciones del t-test cuando se comparan mas de dos

grupos experimentales.

N° geres p-valor Incidencia de falsos Probabilidad de obtener
analizados <leaionado pasitivos 1 falso postivo
1 0.05 1/20 5.0%
2 0.05 1/10 10.0%
20 0.05 1 64.0%
100 0.05 5 99.4%

Tabla.1. Representacion del efecto que tiene la comparacién de varias variables en la probabilidad
de obtener falsos positivos.

2.2.1.1. Método de correccion para comparaciones multiples

El analisis de un elevado numero de variables exige ademas que se apliquen sobre
estas técnicas estadisticas métodos de correccion mdultiples que tengan en cuenta el

namero de variables analizadas (Tabla.1). Las mas comunes son:

% M¢étodo de Bonferroniesta técnica corrige el p-valor calculado para las distintas

comparaciones, multiplicAndolo por el nimero de comparaciones realizadas. Cuando
el nimero de variables analizadas es muy elevado, esta correccién es demasiado
restrictiva, imposibilitando la obtencién de diferencias significativas y obteniendo

falsos negativos.

s Método de “Benjamini and Hochbergsta técnica esta especialmente disefiada para

analisis en los que se analizan miles de variables como son los experimentos de
microarrays. De manera resumida, esta técnica ordena de menor a mayor los p-
valores obtenidos para las distintas variables. El p-valor mas elevado permanece con
su valor original y se analiza si es significativo 0 no. Para el siguiente p-valor mas
elevado se realiza la correccién de la siguiente manera: p-valor corregido = (p-valor *
n) / a, siendo “n” el nimero total de variables analizadas y “a” la posicion que ese p-
valor posee en el ranking ordenado de mas significativo (p-valor menor) a menos

significativo (p-valor mayor) (Tabla.2).
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p-valor Ne total de Posicién en el : | i
Gen . . p-valor corregido ¢, Significativo?
ordenado variables ranking
A 0.1 1000 500 (0.1*1000) /500 = 0.2 No
B 0.075 1000 100 (0.075 *1000) /100 = 0.75 No
C 0.0006 1000 10 (0.0006 *1000) /10 = 0.06 No
D 0.00003 1000 1 (0.00003 *1000) /1 = 0.03 Si

Tabla.2. Efecto de la técnica de Benjamini and Hochberg sobre el p-valor en procesos correccién para
comparaciones multiples.

2.2.1.2. Andlisis funcional.

Este tipo de andlisis, perteneciente al campo de la comparacion de clases,
examina si conjuntos de genes, normalmente pertenecientes a una misma via molecular
(Ej. Genes de la via Wnt) o a una misma localizacién celular (Ej. Genes de matriz
extracelular), se encuentran diferencialmente expresados entre dos o0 mas grupos. Tienen
como ventaja principal, en relacidon a una comparacion de clases tradicional (utilizando
genes a nivel individual), que proporciona una imagen mas global de los procesos que
han sido alterados entre los grupos que se estan estudiando. Una descripcion de los test
estadisticos que se han utilizado para llevar a cabo este tipo de comparaciones se muestra
a continuacion:

X/

s “LS y KS test? en ambos test y para cada conjunto de genes, se analiza el p-valor de

cada gen individual que forma parte de dicho conjunto. Posteriormente se calculan los

estadisticos:

N N
LS=2 (-log(p)/N KS = max (i/N-p
1=
i=1
donde “N” es el niumero de genes gque componen el conjunto de genes que se esta
analizando y “p” es el p-valor. En el caso del Test KS, @< .. < pn Y p Siempre hace

referencia al p-valor mas pequefio del test univariante.
Posteriormente se calcula la significancia estadistica de conjuntos de genes del mismo

tamafio, seleccionados al azar (100.000 repeticiones) y se calculan los correspondientes

estadisticos. El p-valor final para estos dos test indica la proporcion de conjuntos de
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genes seleccionados al azar con un estadistico (LS o KS) superior al de la lista a

analizar.

% “Goeman’s global test’comprueba para cada conjunto de genes, si su perfil de

expresion esta significativamente relacionado con el parametro que se esta analizando
(Ej. Tejido normal vs. tejido tumoral). Este test estd descrito en los trabajos de
Goeman de 2004 y 2005 [382,383].

s “Efron Tibshirani’'s Gene Set Enrichment Analisis” (GSEB)evemente esta técnica

consta de los siguientes pasos [384]: 1) se calcula cual es la correlacion del conjunto
de genes (N) que se esta analizando en relacion al parametro estudiado. 2) se ordenan
los genes de este conjunto (N) dentro de la lista completa de genes con la que se inicid
el estudio, en funcion de la correlacion con el parametro a estudio. 3) Se calcula el
nivel de enriquecimiento de nuestro conjunto de genes dentro de la lista completa de
genes. Este enriguecimiento sera mayor cuanto mas genes del conjunto (N) analizado
estén en los extremos de la lista (correlacion directa o inversa con el parametro a
estudio). 4) se compara el nivel de enriquecimiento encontrado en el conjunto de genes
a estudio con los enriquecimientos obtenidos para conjuntos de genes del mismo
tamafio elegidos al azar y se analiza si existe una diferencia estadisticamente

significativa.

2.2.2. Prediccion de clases.

Es una técnica de analisis supervisada que permite, una vez que se conocen las
diferencias entre 2 0 mas grupos muestrales, crear un algoritmo capaz de clasificar
nuevas muestras en funcion de la similitud encontrada con los grupos previamente
definidos. Los algoritmos capaces de crear este tipo de predictores son muy numerosos:
“Support Vector Machines”, “Neural Networks”, “3-Nearest Neighbor”, “Decision
Trees”, etc. No es nuestro proposito hacer una revision sobre los mismos, por lo que a
continuacion solo se detallaran brevemente aquellos que se han usado durante el presente

trabajo http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.htl

s “1-Nearest Neighbor” (1NN) / “3-Nearest Neighbor” (3NI$e basa en determinar

que perfil de expresion (INN o la muestra mas cercana) o que perfiles (3NN o las 3
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muestra mas cercanas) de las muestras que conforman la matriz de original es mas
parecido al de la nueva muestra que se esta analizando. La nueva muestra sera por
tanto clasificada con dicho perfil/es. Utiliza la distancia Euclidea para llevar a cabo
los calculos de la prediccion. Se puede utilizar cuando hay mas de dos grupos en el

clasificador.

« “Nearest Centroid” (NC)se puede usar para construir predictores cuando se trabaja

con mas de 2 grupos de muestras. Para cada uno de los grupos definidos se calcula el
centroide de expresion. Posteriormente se calcula la distancia de la nueva muestra
gue se quiere clasificar con respecto a los centroides de cada grupo. La muestra sera
clasificada en el grupo que se encuentre a menor distancia de ella. Se utilizara la

distancia euclidea.

% “Support Vector Machine” (SVM)esta técnica esta implementada para crear

clasificadores que diferencien entre dos grupos de muestras. La idea principal se
centra en encontrar un plano que separe en el espacio los dos grupos de muestras,

maximizando la distancia entre ellos.

s “Compound Covariate Predictor” (CCP¥olo es valido cuando se trata de

predicciones entre dos grupos. Establece una combinacion lineal de los Log (ratios)
de los genes incluidos en el clasificador (en la que cada gen tiene un peso especifico
dentro del predictor). El resultado que se obtiene es de signo diferente (+ o -) para
cada uno de los dos grupos. Esta combinacién lineal sera aplicada a los datos de
expresion de la nueva muestra obteniéndose un resultado que se asociara con uno de

los dos grupos.

+« “Diagonal Linear Discriminant Analysis” (DLDAs similar al CCP, aunque ignora

la correlacion existente entre los genes para evitar el sobreajuste del clasificador.

Sirve para crear predictores para mas de dos grupos de muestras.

El hecho de ser capaces de crear un predictor, no indica que este sea efectivo a la
hora de clasificar nuevas muestras. Para validarlo es necesario usar una matriz de
muestras independientes o matriz de validacién de la que ya se conoce la distribucion de

las muestras y ver cual es la tasa de error del clasificador. En situaciones en las que no se
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dispone de una matriz de validacion independiente, se pueden utilizar técnicas de
validaciéon cruzada en las que se utilizan como matriz de validacién las propias muestras

de la matriz de entrenamiento. Las dos técnicas mas comunes se exponen a continuacion.

2.2.2.1. Técnicas de validacion cruzada.

X/

« “K-fold validation™ es un método de validacion que se aplica sobre la propia matriz

de experimentacion (ME) para estimar la precision del clasificador creado. En este
caso, la ME se divide “k” veces, obteniéndose “k” grupos de tamafo similar. El
clasificador se creara un total de “k” veces, excluyendo en cada una de ellas uno de
los grupos de muestras que formaran la matriz de validacion (MV). En cada ocasion,
las muestras que permanecen en la ME crearan un predictor que sera testado sobre la
MV. La suma de los errores, dara el error global de la técnica. Este método es
efectivo cuando se utiliza un tamafio muestral grande. El nimero de genes del
predictor final serd el creado con un predictor en el que se incluyan todas las

muestras.

% “Leave One Out Cross-Validation” (LOOCWs otro método de validacién que se
aplica sobre la propia matriz de experimentacion para estimar la precision del
clasificador creado. Este método es muy Uutil cuando se trabaja con tamafos
muestrales bajos. En este caso para un conjunto muestral de “n” muestras se van a
realizar “n-1" predictores a partir de “n-1" muestras. La muestra restante en cada

caso sera usada como MV para computar la tasa de error global.

Finalmente, conviene calcular si el predictor creado a pesar de la precision
obtenida, clasifica mejor que un clasificador creado al azar. Esto se puede comprobar
mediante el calculo del parametro:

X/

« “Permutation p-value for cross-validated misclassification error:resetin indicador

de la probabilidad de obtener un clasificador al azar que tenga una tasa de error

menor a la encontrada en el clasificador que se esta analizando.

187



Anexo |l

Anexo Il.

Predictores de supervivencia publicados.
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1. Coincidencia entre los predictores de supervivencia y nuestra matriz

de datos.

Predictor Eschrich Predictor Wang Predictor Lin (N. Zeland)
ID NAME ID NAME ID NAME

NM_016133 |INSIG2 NM_003405 [YWHAH NM_012087 GTF3C5
NM_016227 |Clorf9 NM_004063 [CDH17 NM_002717 PPP2R2A
NM_016491 |MRPL37 NM_015655 |ZNF337 NM_032547 SCOC
NM_003262 |TLOC1 NM_001747 [CAPG NM_002813 PSMD9
NM_002270 |TNPO1 NM 014387 |LAT NM_014016 SACM1L
NM_015340 |LARS2 NM_001269 |RCC1 NM_016836 RBMS1
NM_012328 |DNAJB9 NM_001645 [APOC1 NM_015642 ZBTB20
NM_003569 |STX7 NM_001730 |KLF5 NM_021188 ZNF410
NM_173574 |ZNF683 NM_001271 |[CHD2 NM_012484 HMMR
NM_153607 |LOC153222 NM_012345 |NUFIP1 NM_003753 EIF3S7
NM_014571 |HEYL NM_006864 |LILRB3 NM_203505 G3BP2
NM_001645 |APOC1 NM_003101 SOAT1
NM_016651 |DACT1 NM_080425 GNAS
NM_000582 |SPP1 NM_002802 PSMC1
NM_020755 |SERINC1 NM_001001396 |ATP2B4
NM_001542 |IGSF3 NM_018492 PBK
NM_002094 |GSPT1 NM_003347 UBE2L3

Tabla.l. Listado de genes pertenecientes a los predictores publicados en los trabajos de Eschrich S [252],
Wang Y [253] y Lin YH [260] que estaban presentes en el conjunto de 1722 genes utilizado para la
construccion de nuestra clasificacion molecular.
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Anexo IlI.

Listado genes meta-analisis de Chan et al. [357].
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1. Listado de genes publicado en el estudio de Chan SK et al.

Tabla.1- Listado de genes publicado en el estudio de Chan SK [357] cuya expresion diferencial aparecia
descrita en al menos 5 de los 23 trabajos analizados. A la derecha de cada gen se muestra si dicho
gen se encontraba en la lista de 1722 genes examinados con expresion diferencial entre tejido
tumoral y tejido normal (Si), si no estaban entre los 1722 seleccionados, pero mostraban el mismo
tipo de diferencias indicadas en el articulo de Chank (Tendencia o T) o si dicho gen no se encontraba

en la matriz de datos utilizada (X).
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Tabla.l. Listado de los 1722 genes utilizados a lo largo del estudio para la realizacién del “clustering” jerarquico y las comparaciones de clases.

. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicién Heatmap Dif Exp

ALl i EL L] LrElicd Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Morm vs Tum NvsT
THC 2560976 THCJEB0976 1 5
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NIV 178537 Hs 1458074 |5AGALNTA 11p15.5 4 886
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ML 001828 Hs 2a8C ClLC 19913.2 7 421
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[ENSTO0000302057 [Hs 282085  [IRXD 5p15.33 E] [
M 002344 Hs 434451 [LTK 15g15.1 10 89 NvsT
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goizrs Hs 150793  [CHGA 14g32.12 [ 648 MysT
1 004527 Hs.400218 JABCG2 Ag22. 1 67 645 MvsT
004160 Hs 169245  [PYY 17g21.31 [ii] 647 MvsT
i 1 005478 Hs 2513580 |INSLE 1p3l.3 69 626 MNvsT
MM 017716 Hs 272753 154412 11g12.2 70 632 MvsT
A 32 P157215 A 22 PloT213 19g13.31 71 643 MysT
M 033553 Hs 778 GUCAZA 1p3d.2 [ £33 MvsT
M 012128 Hs E67422  |CLCA4 1p22.3 73 635 MvsT
AlBEIEET Hs 516105 JAIGSSR6T 2pl13.1 74 1165 MvsT
M_139250 Hs 559536  JCTAGIA Xg28 75 827
M 000570 Hs 433773  [HTR4 b33l 76 828
A 32 P171043 A 32 P171043 18g21.32 77 835 MNvsT
MM 002196 Hs. 85554 INSM1 20p11.23 78 840
JHC2686596 7 THCB86967 17g25.1 79 841
M 017578 s 272605 |HRASLS? 11g12.3 a0 843
M 020973 Hs 653107 |GEBA3 4p15.31 31 817
M _00691% Hs 2oro4l  |SERPINGS 18g21.33 82 842
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L Lfe Lo Al ks iz SR Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
A 32 P16E653 A 22 PlB6EbS 1gd1 a3 gdh MNysT
CE959193 Hs 97644 CB959193 11g12.3 234 gd4 MNysT
MM 006958 Hs 116428 [JSCGN bpl2.2 25 846 MNysT
MM 021637 Hs 45140 TMEM35 Xg22. 1 26 847 MvsT
MM 000717 Hs 89485 CAd 17g23.1 a7 634 MvsT
NM 001738 Hs 23118 CAl 8g21.2 85 630 MNvsT
NAL Q07102 Hs 22066 CLICAZR 1p34.2 39 631 NvsT
AK124400 Hs 652438 |LOCS53137 Bg21 B 796
MM 022843 Hs 291781 [PCDH20 13g21.31 91 564
MM 000112 Hs 202738  |SLCAGA2 5g33.1 92 674 MNysT
MI_000117 Hs 1650 SLCI6A 7g31.1 93 627 MNysT
MM 178855 Hs 534533  JOSTheta 15g22.31 94 673 MNvsT
MM 002010 Hs 111 FGF9 13g12.11 95 606 MvsT
MAL 014033 He Coo260  IMETTLTA 12q913.13 96 4 607 MNysT
NM 145258 Hs 352338 [JACVRIC 2q24.1 97 568 MNyvsT
AF4355856 Hs bO1566  [FAME2A 2p22.2 98 652 MNvsT
MM 173833 Hs 591833  |SCARAS 8p21.1 99 618 MNysT
MM 000667 Hs 654433  JADHTA 4g23 100 619 MNysT
MM 000665 Hs.B654537  JADHIC 4g23 101 620 MNvsT
BC033223 Hs 372492 |SLCASAL 8g24.3 102 1511
MM 002885 Hs. 148178 |RAPIGAP 1p36.12 103 1510
] 001012508 He 476398  |CCDCEs 3pld.3 104 1512
Bx 119552 Hs. 258100 [BX1149852 2p2h.2 105 1525
ALLTORGE He 587113  JAA4TOE0R 20p12.3 106 1526
MM 013347 Hs B59345  TRPA4 Xg21.33 107 1513
C\WET5560 Hs 859326 JCWETEEED 17p11.2 108 1514
MM 020857 Hs 23876 VPS18 15g15.1 109 1515
MM 182527 Hs 643608 |CABPT 22q12.2 110 1516
THC25759650 THC2579650 15g26.1 111 1517
THC2600820 IHC2600820 8p21.1 112 1518
THC2541592 THC2541992 1g32.1 113 1519
MM 005553 Hs 435730  [IRX5 16q12.2 114 1520
CB162722 Hs 667977 JCRI6272D 3p2h.2 115 1521
MM 018047 Hs 202023  |RBM22 5g33.1 116 1522
MM 014931 Hs. 515610  |SAPST 19q13.42 117 1523
MM 024512 Hs 657345 |LRRCZ2 3p21.31 113 1524
MM 014308 Hs 278901  |PIK3RS 17p13.1 119 1527
THC2672701 THC2672701 17q25.3 120 1528
[ENST00000314088 [Hs 629290  [HISTIHZAC Bpd2.1 121 425
MM 005315 Hs 7644 HISTIHIC bp22.1 122 426 NvsT
A 23 P170713 A 23 P170713 Bpd2 1 123 427 NvsT
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Unique Id UG cluster Gene symbol Location Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Morm vs Tum NvsT
M 006380 Hs 532216 [MTERF 7q21.2 124 212
CRI33606 Hs Bo3098  |C20orfa0 20g11.1 125 213
M 002252 Hs 414455 [KCNS3 2p2d .2 126 210
M 000313 Hs.B4016 PROS1 3gl1.2 127 211
CRE274TH Hs 125038  |FAMOZ2AI1 8g22.1 128 273 MNvsT
MM 018476 Hs 334370 |BEX1 Xg22.1 129 1014
M 032521 Hs J2ogoasd [BEXS Xg22.1 130 1015
NM 025176 Hs 631508  |RP4-631N24 1 20p11.21 131 1016
[ENSTO0000372602 [Hs 496530 | TMSLE Xg22.2 132 1017
M 022965 Hs 647900  [RPL35SL 3g27.3 133 1004
M 020585 Hs 47166 C3orf14 3pl1d.2 134 1006
M 014766 Hs 520740 JSCENI p15.1 135 1003
NM 001454 Hs 651204 JFOXJ1 17g25.1 136 1001
il 024532 He C02T92  |SPAGTE 2g34 137 1002
R 002166 Hs 446620 |SEDLP 19q13.43 138 1009
M 021632 Hs 407694  [ZNF350 19q13.33 139 1010
M 193542 Hs 579576  [ZNFTT3 19q13.43 140 4 1011
005773 Hs. 596242  [ZNF256 19g13.43 141 1012
M_023926 Hs 235390  [ZSCAN1S 19913.43 142 3 1013
NM 022504 Hs 564847  |SNURF 18g11.2 143 1532
MM 004052 Hs 144573  |BMIP3 10g26.3 144 1005
i 018073 Heolgond |HDGEEBPS 15g25.2 145 3 1259
THC 2644897 THC 26445897 12p12.2 146 412
1 0004384 Hs 693586  JAPP 21g21.3 147 1530
M 152718 Hs 60640 YWCE 11g12.2 148 13
M 025135 Hs 436636  [FHOD3 18q12.2 149 1605
M 016548 Hs.Boo808  [SHCS 9g22.1 150 1603
NM 014344 Hs. 35354 FJX1 11p13 151 1634 MvsT
MM 182558 Hs 437075 |CREBS Tp15.1 152 1604
W nos102 Hs g220 Sops 4p15.2 153 16561
M 007283 Hs 277035 [MGLL 3g21.3 154 594 MvsT
M 020182 Hs 517155 [TMEPAI 20g13.31 155 3 1619 MvsT
003043 Hs.5294588 |SLCGAG 3p25.1 156 3 1620 MvsT
M 000358 Hs 269397  |TGFBI 5g31.2 157 16183 MvsT
ENSTO0000282327 [Hs 156727 [AMKH bp1b.2 158 1613
NM 005978 Hs 516454  |S100A2 1g21.3 159 1593 MvsT
M 198125 Hs 436367  |LAMAS 18q11.2 160 1027
M 018891 Hs oo1484  |LAMC 1g2b.3 161 2 1028
005562 Hs 501484  [LAMCZ 1g25.3 162 2 1029
M 002423 Hs. 2256 MMET 11g22.2 163 1617 MvsT
M 014220 Hs. 251316  JTM4SF] 3g25.1 164 1592
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Llape Lo R Lomitn Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
NIM_020130 Hs 591849  |CSorfd 8pl11.21 165 1103
NI 015948 Hs 605445  |ERRFIT 1p36.23 166 1101
NI 0035697 Hs 655404 JIER3 bp21.33 167 1104
ALB32153 Hs 436426  [LOC284454 19p13.12 168 1105
MM 006186 Hs 563344  [MR4A2 2g24.1 169 1115
N 005252 Hs. 25647 FOS 14g24.3 170 1114
NI 004024 Hs 460 L 1g32.3 171 1116
NI 002135 Hs 524430 [NR4A1 12q13.13 172 1117
NI 001964 Hs 326035 |EGR1 bgil.2 173 1118
NI 005213 Hs 518198 |CSTA 3g21.1 174 1097
NI 000032 Hs 522666  [ALASZ xpl1.21 175 1107
NI 000518 Hs B544h4  [HEB 11p15.4 176 1108
N 000519 Hs 523443 |HBD 11p15.4 177 1109
A 24 P147849 A 24 P14T840 178 1110
NI 000517 Hs bo4744 |HBAZ 16p13.3 179 1111
NI 000558 Hs 449630 [HBAT 16p13.3 180 1112
NIM 006512 Hs 654493  [SAAL 11p15.1 1681 119
NI 030754 Hs 654517 [SAAZ 11p15.1 162 120
NI 00033 Hs.632144  [SAAT 11p15.1 183 121
NM 031415 Hs 319171 |NFKBLZ 3q12.3 184 1036
N 005204 Hs 432453  |MAP3KS 10p11.23 185 1037
NI 005746 Hs 489615  |PREF] Tg22.2 186 1038
A 24 PEYJETT A 24 PooZbd] 10p11.21 187 1039
NI 00458 Hs 75495 CCL2D 2g36.3 1588 3 1032
NI 00151 Hs /89 CXCL1 dg13.3 159 1033 NysT
NI_002089 Hs 590921 JCXCL2 4g13.3 190 1034 MNysT
NI 002050 Hs 29690 CXCL3 4g13.3 191 1035 NvsT
MM 032595 Hs 5897705  |MGC14376 17pl13.3 192 1152 NvsT
AY 358504 Hs 505141  JAY3628804 12p11.21 193 424
ML 002160 H= 143 THC 9g33.1 194 1 3 1252
NM 002658 aENPYE PLAL 10g22.2 195 1 1629 NvsT
NI 006474 Hs 468675 |PDPN 1p36.21 196 1 1630 NvsT
NI 003392 Hs 643055  JWNTSA 3pl1d.3 197 1046 NvsT
NM 002422 Hs 375129 [MMP3 11q22.2 198 1047 NvsT
NM 002421 Hs 83169 MMP1 11g22.2 199 1048 NvsT
NM 002994 Hs. 85714 CXCLE 4g13.3 200 1044
NM 002425 Hs 2258 MME10 11g22.2 201 1042
NI 000640 Hs 226046 L1JRAZ Kgd3 202 1043
NI 000600 Hs 654458 LG Tp15.3 203 1 1058
NI 000963 Hs 195354 PTGS2 1g31.1 204 1059
NI 006528 Hs 43523 1Pl Tg2l.3 205 1040
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DLl LEET £l LoEniey Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
M 00054 Hs 467304 [IL11 19q13.42 206 1041 MvsT
M 000554 Hs 654462  JGST12 22q11.23 207 1531
AAELA330 Hs b0006G  JAAREA330 18g21.1 208 992 MysT
MM 002200 Hs.521181 |IRFS Tg32.1 209 20
52054 Hs 561411  JU52054 1pl11.2 210 1430
MM 002436 Hs 496954  |MPP1 Xq28 211 996
M 006546 Hs 6 WASFS 13g12.13 212 3 997
M 005410 Hs 275775 |SEFPP1 bp12 213 653 MyvsT
NI 003053 Hs 210591 |SLC22AL 5g31.1 214 999
THC2668815 THC2668615 9g34.11 215 1000
NI 0034652 Hs. 406050 JONALI1 1p34.3 216 1718
THC2623335 THC2623335 16q12.1 217 1719
BC031342 Hs 446239  JBCO031342 Tp15.2 218 1133
ML 005063 He 334600  |SIH 119223 219 1 4 1030
LU10951 Hs 502266  |Clorfd] 11p13 220 1031
BC040542 Hs 650622  |KIAADBDZ 18p11.22 221 9380
M 001013642 Hs 255747  JLOC388610 1p36.11 222 931
M 053001 Hs 253247  |OSE2 8gl2. 2 223 1 977
M 0042382 Hs 55220 BAG2 bpl12.1 224 1 978
MM 005855 Hs 471783 |RAMP1 2q37.3 225 1 979
NM 002155 Hs B54614 JHSPAG 1g23.3 226 1038
M _00s548 Hs 22002 HSPA Gp21.33 227 1099
M 005527 Hs 690634 HSPAIL bp21.33 228 1100
M 001174 Hs 43529 ARHGAPS Xp22 2 229 1140
M 053277 Hs 693698  JCLICS 21g22.12 230 1141
M 021012 Hs 200629  |KCMJ12 17p11.2 231 993
M 004982 Hs 2171 GDF10 10g11.22 232 954
MM 000128 Hs 335513  JF13A1 Gp25.1 233 3 1280 MvsT
BX097150 Hs. 7413 5X097150 3g23 234 995
M 1336531 Hs 1364 : 3pl12.3 235 1 1624
M 016315 Hs 4706857 |GULP1 2g32.2 236 3 1129
I 002091 Hs 153444 |GEP 18g21.32 237 1130
A 32 P131449 A 32 P131449 5g33.1 238 1 3 1131
MM 152943 Hs 477866 [PLOD2 3g2d 239 1022
BCD44246 Hs. 591341  [KIAATSTS 6g23.1 240 10
MM 001573 Hs.75360 CPE 4g32.3 241 3 1244
MM 007025 Hs 521651  JSTMN2 8g21.13 242 605 MwsT
552024 STINZ 8g21.13 243 609 MvsT
MM 006744 Hs B0223 RBP4 10g23.33 244 1127
AKT24396 Hs b23447 [AK124396 4g31.22 245 610 MysT
BC092429 Hs BB0865  [BC092429 17p13.1 246 611 MyvsT
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Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
NI 183376 Hs 6093 ARRDCA 15g26.3 247 1238 NvsT
NI 006472 Hs 533977  [TXMNIP 1g21.1 248 1239 NysT
NI 006274 Hs B0002 CCL1S 9p13.3 249 1160
NM 004567 Hs. 17109 [TM2A Xg21.1 250 431 NvsT
MM 001928 Hs. 155597  |CFD 19p13.3 251 1241 NvsT
NM 004167 Hs 656266 |CCLI1S 17q12 252 1240 NvsT
NIl 003278 Hs 476002 |CLECSE 3p21.31 253 615 NvsT
NI_001932 Hs 296566  [MPP2 17g21.31 254 1 1639
NI_207380 Hs 22433 [SIEEREE] 15q15.1 255 3 1132
NI 003417 Hs 515634 [ZNF264 19g13.43 256 1136
NI 0175870 Hs. 118552  [TMEM132A 11g12.2 257 1631 NysT
NI 000152 Hs 1437 GAA 17g25.3 258 1 1137
NM 015326 Hs 4597575 |SRGAP2 1g32.1 259 1 1637
NI _00e585 He Go2666  |ATBF] 16022 3 260 1138
AK129956 Hs 170131 [AK128956 19p13.3 261 1 1139
NI 003507 Hs 1736859  |FZDT 2q33.1 262 1135
NIM_D32780 Hs 564188  JTMEM25 11g23.3 263 3 1214
NI 014380 Hs 448555 [NGFRAPT X2 2 264 1245
NM 016269 Hs 555947  |LEF] dg2h 265 1626 NvsT
NM 000076 Hs 106070  |CDOKNIC 11p15.4 266 1 3 1248
N 001546 Hs 519601 |ID4 Bp22.3 267 1249
N 000237 Hs 120678 ILPL 8p21.3 268 3 1246
NI 002514 Hs 235935  [NOY 8g24.12 269 1145
AT 10526 Hs 595068  JAJ710528 10g23.33 270 3 1215
NI 016606 Hs 416090 [RFFPY bgil.2 271 1158 NvsT
NI 194270 Hs 438518 |RBPIS2 15g22.31 272 1167 NvsT
NI 000702 Hs 24114 ATP1AZ 1g23.2 273 3 1168 NvsT
MM 003248 Hs 211426 |THBS4 5g14.1 274 3 1301
MM 000743 Hs. 259605 CHRMA3 15g25.1 275 1 3 1169 MNvsT
NI _DQ22A7 Hs 144700 AT 10g22.3 276 1 1166 NvsT
WM 015424 Hs 432379 |CHRDLY 11q13.4 277 422
NI 032105 Hs 444403 [|PFPP1R12B 1g32.1 278 3 1188 NvsT
AL137734 He 437437 JDKFZpsE6C0721  Jogad. | 279 1 3 1171
M 004137 Hs. 4840095  [KONRMBT 5g35.1 260 1 3 1189 MNvsT
ALB332594 Hs 655519  [SYNPO2 4026 281 3 1190 NvsT
MM 001615 Hs 516105 JACTGZ2 2p13.1 282 1 3 1191 NvsT
NIM 001299 Hs 465925  [CNN1 19p13.2 283 1 3 1192 NvsT
NI 053025 Hs 555600  [MYLK 3g21.1 284 1 3 1193 NvsT
NI 002474 Hs 460102  [MYH 16p13.11 285 1 3 1194 NvsT
NM 022544 Hs 460102  [MYH 16p13.11 286 1 3 1195 NvsT
NI 001927 Hs 594962 JDES 2q35 287 E] 1196 NysT
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Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
NI 145728 Hs 207106  [DMN 15g26.3 288 3 1197 NvsT
NI_203339 Hs 436657  JCLLU 8p21.1 289 1 3 1159 NysT
NI 022370 Hs 420627 |ROBOS 11g24.2 290 1 1465
NM 002145 Hs 514289 [HOXE2 17g21.32 291 1 1424
MM 006622 Hs 398157  |PLK2 5g11.2 292 1 1425
NM 080927 Hs 203691 |DCBLD2 3q12.1 293 1 3 1426
NI 014940 Hs 406558 ABLIMS 5g33.1 294 1427
NI 015043 Hs 503074  [TMERMTEA 11q13.3 295 1 1428
[N 031866 Hs 302634 |FZDE 10p11.21 296 3 1128
ENSTOD000367013 [Hs. 446946 [Clorfl33 1g32.2 297 E] 1258
NI O78487 Hs. 72901 CDKN2B 9p21.3 298 3 516 NysT
DB381305 Hs 629427  |DB351305 18g21.33 299 617 NvsT
NM 152552 Hs 523702  |MS4AGA 11g12.1 300 1466 NvsT
NI 001080425 He 184736  |SEXL] Xg22 1 301 3 1198 NvsT
NI 021939 Hs 463035 |FKER10 17g21.2 302 1 3 1625 NvsT
NI 002961 Hs B54444  |S100A4 1g21.3 303 1 3 1267
NI_D01423 Hs B93652  |EMPT 12p13.1 304 3 1151 NvsT
NI 000700 Hs 494173  JANXAT 9g21.13 305 1 1266
WM 001008540 Hs 593413 JCXCR4 2g21.3 306 1 1492
NM 002922 Hs. 75256 RGS1 1g31.2 307 1 1493
NM 005627 Hs. 510078  |SGK 6g23.2 308 1233 NvsT
N 006732 He pooong |FOSE 19g13.32 309 1113
NI 002928 He 413297  |RGS16 1g25.3 310 1 1309 NvsT
THC25 18687 Hs 2867 THC25 16687 1p22 3 311 1 1310
NI 000399 Hs 1395 FGR2 10g21.2 312 1 3 1311
NI 00190 Hs 591346  |CTGE 6g23.2 313 1 3 1312
NI 001554 Hs 2267 CYRE1 1pd2.3 314 1 3 1313
MM 001781 Hs 208554  |CDES 12p13.31 315 1119
MM 004417 Hs 171695  |DUSP1 5g35.1 316 1 1120
NI 0029203 Hs 78944 DG 1g31.2 317 1 1121
NM 00495 Hs 724 EBI2 13g32.3 318 1125
NI _D0526 Hs Gbdd6d  [GEM 8g22.1 319 1 3 1123
[ENS 100000339446 [Hs 530443  [LOCIB77HS 11p11.2 320 1 3 1124
NI_D06988 Hs 643367 [ADAMTST 21g21.3 321 1122 NvsT
NI 173198 Hs 279522  [NR4AS S9g31.1 322 1126
MM 006108 Hs 654637 |SPON1 11p15.2 323 1 3 1220 NvsT
NM 001080393 Hs 431092 |GLTSD4 3p13 324 1 3 1268
AEEEET Hs 6/obb3  JAVVHETSST 3p13 325 1 3 1269
JHC2b16368 THC2515365 3p13 326 3 1270
NI 021020 Hs 521432 |LZTS1 Bp21.3 327 1 3 1635 NvsT
MM 014571 Hs 472566 [HEYL 1p3d.2 328 E] 1636 NysT
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Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Morm vs Tum NvsT
AKDZ3554 Hs 526504  JOBSLT g3k 329 1 3 1302
NM 024563 Hs 13528 Chorf23 bp13.3 330 3 1303
NI 030762 Hs. 1/7841 |BHLHEZ 12p12.1 331 1 3 1253
NI 181847 Hs 121520 JAMIGO2 12g13.11 332 3 1254
MM 000593 Hs 459538  |JALDHIAS 15g26.3 333 3 1247
MM 000014 Hs 2125838  |A2M 12p13.31 334 1 3 1212 MNvsT
AL A33309 Hs Cogoas |ALS23300 3g26.2 335 3 1210 NvsT
NIM 001003793 Hs 221436  |REMS3 3p2d .1 336 1 3 1213 NvsT
NI 003277 Hs 505337 |CLDMA 22q11.21 337 1 1199 NvsT
NM 004684 Hs 62885 SPARCLI1 dg22 1 338 1 3 1200 NvsT
NI 021219 Hs 517227  [JAMZ 21g21.3 339 1 1201 NvsT
NI 021914 Hs 180141 [CFL2 14g13.2 340 1 3 1176 NvsT
MM 015687 Hs 526972 |FILIP 6g14.1 341 1 3 1177 NvsT
B 03784 Hs (35204  |RSPO3 6g22.33 342 1 3 1156
MI_D24769 Hs 591949  JASAM 11q24.1 343 1 3 1157
AKOD74473 Hs 559353  [C20orfa2 20p12.1 344 1 3 1320
WM 004791 Hs 584836 |ITGBLI 13g33.1 345 1 3 1321
NI 000095 Hs 1584 COMP 19p13.11 346 1 3 1322
NI 005940 Hs 143751 [MMP11 22q11.23 347 1 3 1628 NvsT
N 003326 Hs 181097 |TNFSF4 1g25.1 348 1 3 1385
MM 000493 Hs 520333 |COL10A1 6g22.1 349 1 3 1383 NvsT
[aarans Hs 019396 |SF337208 350 1 3 1386
NI 007021 Hs 593675 C10orf10 10q11.21 351 1 3 1314
NI 058229 Hs 403933  [FBEXO32 8g24.13 362 1 3 1172 NvsT
AKO23391 Hs 502775 JAKO23391 Bg2d 13 3h3 1 3 1173 NvsT
MM 022343 Hs 4936819 |CYorf19 Y9p13.3 364 1 1235 NvsT
A J3 P421323 A 73 Pd421323 3h5 1 3 1174 NvsT
N 052966 Hs. 518562  [FAM129A 1g25.3 356 1 3 1175 NvsT
N 005909 Hs 584777 |MAP18 5gl13.2 357 1 3 1276
AkDSS11D Hs £3701 AKDSE112 5gl13.2 358 1 3 1277
NIM 015833 Hs 474018 [ADAREBT 21g22.3 359 1 3 1272
NM 015103 Hs 301665  [PLAND1 3g21.3 360 1 1327
NM 003062 Hs 604116  |SLIT3 5g35.1 361 1 3 1295
NM 000609 Hs 52268491  |CXCL1Z 10g11.21 362 1 3 1275
NM 012261 Hs 22920 C20orf103 20p12.2 363 1 3 1278
MM 173653 Hs 302257  |SLCYAD 3924 354 1 3 1202 NvsT
NI 024692 Hs 122927  |CLIP4 2p23.2 385 1 3 1207 NvsT
NI 199072 Hs 427236  |MDFIC Tg3l.2 366 1 3 1351
NI 002113 Hs 263305  [CFHRT 1g31.3 367 1 3 1203
NI _D21023 Hs 575669  |CFHR3 1g31.3 368 1 3 1204 NvsT
NIM 0010145975 Hs 363396  JCFH 1g31.3 369 1 3 1205 NvsT
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L Lre Loy SHLES e ] Losibin Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
MM 0035881 Hs 592145  |WISP2 20g13.12 370 3 1289
NI _D00518 Hs 160562  |IGF1 12q23.2 371 3 1161
WELOTET Hs 391561  |WE0781 8g21.13 72 1 3 1163
ENSTOD000372045 [Hs 456587  [ENSTO0000372045 [Xg22.3 ETE] 1 3 1162 NvsT
A 32 P210193 A 32 P210193 12p12.3 374 1 3 1164
MM 003613 Hs 4421580 |CILP 15g22.31 375 1 3 1297
NI 000900 Hs Jeoros |MGP 12p12.3 376 1 3 1298
NI 000961 Hs 3020585 |[PTGIS 20g13.13 3T 1 3 1299
AKOD55387 Hs 21639 SPEG 2g3h 378 1 3 1178 NvsT
NM 002667 Hs 170833  [PLN 6g22.31 ETE] 1 3 1186 NvsT
Al 129544 Hs 170839 |PLN Bg22 31 380 1 3 1187 NvsT
N 145056 Hs 515490 [DACT3 19g13.32 381 1 3 1185
AlD42303 Hs 666542  |AI042308 11g23.3 382 1 3 1183
NI 213674 Hs 200772 | TP 9p13.3 383 1 3 1179
NI 003734 Hs 198241 JAOCS 17g21.31 354 1 3 1184 NvsT
NI 181526 Hs 5046587  [MYLY 20g11.23 385 1 3 1180
NI 001613 Hs 500453 |ACTAZ2 10g23.31 386 1 3 1181
NM 001001522 Hs 632099 |TAGLN 11g23.3 387 1 3 1182
NM 004787 Hs 29802 SLIT2 4p15.31 3588 1 3 1292
AWIE3502 Hs 29802 AVV2E8902 4p15.31 389 1 3 1293
MM 198148 Hs 656857  |CPXM2 10g26.13 390 1 3 12590
NI 002048 Hs o02d CAST 9g21.33 391 1 3 1282
NI 199168 Hs 522891 [CXCL12 10q11.21 392 1 3 1291 NvsT
NI 003480 Hs 512842  [MEAPS 12p13.31 393 1 3 1283
NI 000104 Hs 154654 |CYP1B1 2pl2.2 394 1 E] 1284
NI 003013 Hs 481022 |SFRPZ dg31.3 395 1 3 1285
NM 003239 Hs 592317  |TGFB3 1dg24.3 396 1 3 1287
BES35321 Hs 5892317 |BES35321 14g24.3 397 1 3 1288
MM 199511 Hs 477128 |CCDCED 3g13.2 398 1 3 1279
NI Doe207 Hs 408573 |PRGERL 8p22 399 1 3 1376
NI 003485 Hs 8882 GPEBS 14g32.12 400 1 3 1340
NI 001039580 Hs 61271 NMAPS 4532 1 401 1 3 1260
NIM_002023 Hs 519168 |[FMOD 1g32.1 402 1 1317
NI_206943 Hs 654497 | THP1 2p2d.3 403 1 3 1338
AL049443 Hs 660870  |ALO49443 2pl6.3 404 1 3 1170
N 000064 Hs 529053  |C3 19p13.3 405 1 3 1319
A 24 PE61165 A 24 PEE1165 11g12.1 406 1 3 1391
NM 005099 Hs 211604  JADANMTS4 1g23.3 407 1 3 1324
NI 2124582 Hs 203717  [FN1 2g3b 408 1 3 1325
NI 170744 Hs 585457  JUNCEE 10g22.1 409 1 3 1339
NI 001001396 He 343522  JATP2BA 1g32.1 410 1 3 1273
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AKD24680 Hs BE0SOE  |AKDZ4E80 2g33.3 411 1 3 1274
NI 0043570 Hs 101302 [COL12A1 Bgl3 412 1 3 1397 NvsT
NI 135440 Hs 372579  JWVASN 16p13.3 413 1 3 1332
NM 012445 Hs 202963  |SPONZ dp16.3 414 1 3 1335 NvsT
MM 007361 Hs 3695840 |NID2 14g22.1 415 1 3 1333 NvsT
ABOSSTE] Hs 545925 ZNFA59 16g24.2 416 1 3 1337
Ll 001840 He 420260 |COLEAD 21g22.3 417 1 3 1328
[N 001848 Hs 474053 |COLGAT 21g22.3 418 1 3 1329
274615 Hs. 172928 |COL1AT 17g21.33 419 1 3 1334 NvsT
NI _D02609 He S09067 |PDGERS 5g33.1 420 1 3 1336 NvsT
NI 001546 Hs 5058716  [COL4A2 13g34 421 1 1330
AW 138503 Hs 8546 AVV1385903 19p13.12 422 1 3 1326 NvsT
BX427588 Hs BE9724  |BX427588 7g21.3 423 1 3 1392
NI 002885 Ha parosd  |BARBESS 7g36.1 424 1 3 1318
[N 013372 Hs 40095 GREM1 15q13.3 425 1 3 13681
GC020414 Hs 655414  [GC039414 4g32.1 426 1 3 13682
M 002404 Hs. 206049 [MFAPA 17p11.2 427 1 3 1211 NvsT
NI 005269 He 632702 JGLIT 12g13.3 428 1 3 1358
NI 004349 Hs. 268431 [RUNXITI 8g21.3 429 1 3 1359
ENSTOD000377047 |Hs 4443258  |GPCE 13g32.1 430 1 3 1356
N 006486 Hs 24601 FBLN1 22g13.31 431 1 3 1357
N 001734 Haabnane  |C1S 12p13.31 432 1 3 1354
NI 004598 Hs 654695  |SPOCK] 5g3l.2 433 1 3 1281
[N 161435 Hs 171923 |CI1CITNF3 bp13.3 434 1 3 1377
BC02087d Hs.BB45877  [MGC24103 Sp22.3 435 1 3 1379
MR 002765 He bobnsd  JMEGS 14g32.2 436 1 3 1378
NM 014476 Hs.B586.2 PDLIMS 4g35.1 437 1 3 1206
N 005086 Hs 183428 |SSPN 12p12.1 438 1 3 1352
N 004105 Hs 76224 EFEMP1 2p16.1 439 1 3 1353
Nl 153006 Ha bodsds |PRICKEE] 12q12 440 1 3 1296
NI 006573 Hs 44385 STONT 2p16.3 441 1 3 1361
AKDI5791 Hs 41139 AKDI5701 11g24.1 442 1 3 1380
NI 001556 Hs 26892 COLIEAT 1p35.2 443 | 3 1348
NI 016651 Hs 48950 DACT 14g23.1 444 1 3 1349
NM_ 002192 Hs 583348 NHBA Tpld.1 445 1 3 1632 NvsT
N 014112 Hs B57018 |TRPST 8g23.3 446 1 3 1350
NI 032512 Hs B58134 |PLXDCZ 10p12.31 447 1 3 1375
MM 130386 Hs 464422 |COLECTZ 18p11.32 448 1 3 1294
M 053044 Hs 470119 |HTRAS 4p16.1 449 1 3 1395
NI 001004019 Hs 195662 [FELNZ Jp2h.1 450 1 3 1389
M 0245893 Hs 124638  [C20orfad 20p11.21 451 1 3 1413
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M 000352 Hs 644633 [TIME3 22q12.3 452 1 3 1409
M _D02615 Hs 532768 [SERPINE] 17p13.3 453 1 3 1411
M 005576 Hs 5436 LOXL 15g24.1 454 1 3 1422
M_144601 Hs 298198  JCMTM3 16g22.1 455 1 3 1423
MM 003380 Hs 642813 VI 10p12.33 456 1 3 1368
THC2574606 THC2574605 10p12.33 457 1 3 1369
M 020806 Hs 278456  |TSHAS 19g12 458 1 3 1367
[ENSTO0000375377 [Hs 533953 [KIAAT4EZ 10p11.23 454 1 3 1365
M _D12232 Hs. 437191  |PTRE 17q21.31 460 1 3 1366
M 007085 Hs 269512  |FSTL1 3913.33 461 1 3 1420
M 033138 Hs 450203  JCALD1 [ERE] 462 1 3 1362
M 000393 Hs 445827 |COLSAZ Jga2 2 463 1 3 1398 MNvsT
MM 000138 Hs 5591133  |FBNI1 15g21.1 464 1 3 1421
_00003g He 489142 |COL 1A Tg21.3 465 1 3 1399
M 000020 Hs 443625  |COL3AT 2gi2.2 466 1 3 1400
M 003118 Hs 111775 |SPARC bg3d.1 467 1 3 1401 MyvsT
M 006165 Hs 503917  [NNMT 11g23.2 458 1 3 1373
M 005110 Hs 30332 GFPT2 5g3b.3 469 1 K] 1374
M 016205 Hs 570855  JPDGFC 45321 470 1 3 1410
MM 002775 Hs 501250 JHTRAI 10g25.13 471 1 3 1414
MM 023110 Hs 264857 |FGFRI Bp12 472 1 3 1363
M 000168 Hs 21509 GLLD Tpld.1 473 1 3 1364
M 001125 Hs 439463  JAEGP1 Tpl13 474 1 3 1350
M 003014 Hs 6568169  |SFRP4 Tpl14.1 475 1 3 1394 MwsT
M _005202 Hs 353001  |COLBA2 1p34.3 476 1 3 1412
M 001550 Hs 654548  |COLBAT 3gl12.1 477 1 3 1402 MNvsT
AL3AG052 Hs 134830 JAL359052 3gl12.1 478 1 3 1403 MNvsT
MM 015170 Hs 409602  |SLLF1 8g13.3 479 1 3 1406 MwsT
L 12350 Hs 371147 |THBS2 Bg27 480 1 3 1407 MwsT
ERIR] Hs o20e20  |ENDCT 6g25.3 481 1 3 1417
M 001797 Hs. 116471 |CDH11 16g21 452 1 3 1418 MyvsT
M 032208 Hs 165808 [ANTXRT 2p14 483 1 3 1419
M 005504 Hs 428993 [BCATT 12p12.1 454 1 3 1346
M 006475 Hs.136348 |POSTHN 13q13.3 485 1 3 1345
M 006568 Hs 99528 RAB31 18p11.22 456 1 3 1415
MM 138455 Hs 405614 JCTHRCI 8g22.3 4587 1 3 1404 MwsT
M 004460 Hs 654370  |FAP 2g2d. 2 458 1 3 1405 MvsT
M 017630 Hs 435655  JASEN Y9g22 31 489 1 3 1408
M 000396 Hs 632466 JCTSK 1g21.2 490 1 3 1393
M_001920 Hs 156316  |DCN 12q21.33 491 1 3 1355
M _002345 Hs 406475  JLUN 12q21.33 492 1 3 1416
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NI 152330 Hs 434914 |[FEMDE 1dg22.1 493 1 3 1360
NI 003556 He 421194 |THST] 7g11.21 494 1 3 1372
NI_016208 Hs 435013  |ViGLL3 3pl12.1 495 1 3 1370
M 030786 Hs B655038  [SYMCT 1p35.1 496 1 3 1371
BMo99343 Hs 59525 SMI98343 18p11.22 497 1 3 1388
MM 004530 Hs 513617  |MMP2 16q12.2 498 1 3 1387
Wi R mETANEYA 55 Gg27 499 1 3 1396
NI 001030055 Hs 40479 PPAPDC 1A 10g26.12 500 1 3 1384
NI 004403 Hs 520708 [DEMA p1b.3 501 1 3 1341
M 018004 He 658056 [TMEMASA 3q12.2 h02 1 1343
NI 003254 Hs 522632  [TIME1 Apl1.23 503 1 3 1633 MNysT
NI 014553 Hs. 475353  JLMCD1 3p26.1 504 1 3 1316
NM 032549 Hs.Bd6647  |C13orf3d 13g12.3 505 1 3 1286
AYDS8E03 Hs 420341 |RGFLPT Sp11.2 506 1 3 1263
M _004995 Hs 2399 MMP14 14g11.2 507 1 3 1304 NvsT
178234 Hs 5391845  [TUSC3 Bpdd h08 1261
NI 0065632 Hs 500343  |PLEKHC 14g22.2 509 1 3 1264
N _000165 Hs. 74471 GJAT Bg22.31 510 3 1265
AF200348 Hs. 222197 [PXDN 2p25.3 511 1 1331
NM 016307 Hs.BB0115 |PRRX2 Sg34.11 512 1 3 1305
AWITE332 Hs 406475  JAW27E332 12g21.33 513 1 3 1306
N 002998 Hs 1501 SpeC2 8g22.1 514 1 3 1307
AKD22110 Hs 289044  [AKD22110 bgl1.2 515 1 3 1308
MM 031442 Hs.276 TMEMAT Xp21.1 516 1 3 1256
NI 018357 Hs 416755  |LARPG 15g23 517 3 1250
NI 005725 He 210458  [TSPANZ 1p13.2 518 3 1257
NI 001033564 Hs 591340 [LOCE19208 Bg21 519 1 3 1347
MM 005711 Hs 482730 |EDIL3 5g14.3 520 1148 NvsT
M 004348 Hs 535845 |BLNX2 Bp12.3 521 1 3 1271
Nl 013409 Hs 2914 ST 5gl1.2 522 3 1262
NI 016613 Hs 567498  [Cdorfld 4g32.1 523 3 1255
AKDZ25997 Hs 655057  [MCTP1 5g15 h24 10596
N 000565 Hs b0149)  JILER 1g21.3 h25 1237 NvsT
ABDD2384 Hs bbadbt  |CGorfil Bp22.2 h26 1054
MM 021615 Hs G556l |CHSTE 16g23.1 b2V 1 4 583
MM 015184 Hs 202010 |PLCL2 3p24.3 528 1153 MNysT
MM 001674 Hs.654387 JCPM 12q15 529 1 1234 MNysT
NI_005949 Hs 5136268  [MT1E 16q13 530 1223 NvsT
NI 176570 Hs 647370  [MT1M 16q13 h31 1 1226 NvsT
[N 005953 Hs G473/ MT2A 16q13 h32 1 1224 NvsT
ENST00000245185 [Hs 64737 MT2A 16g13 b33 1 1225 MNysT

233



Anexo IV

. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
Unique Id UG cluster Gene symbol Location Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Morm vs Tum NvsT
NI 005951 Hs 438462 |MT1H 16q13 534 1 1227 NvsT
NI 175617 Hs 5234530 [MTIE 16g13 h35 1 1228 NvsT
NI 005952 Hs 374950  [MT1X 16g13 h36 1 1229 NvsT
X761 Hs B4d7358  [MTIL 16q13 b3V 1 1230 NvsT
N 005950 Hs 433391 |MT1G 16q13 538 1 1231 NvsT
N 005947 Hs B56629  |MT1B 16q13 b39 1 1232 NvsT
N EE, Hs 20546 o] 1g24.2 540 1051
MM 000552 Hs 4406848  |WVWFE 12p13.31 541 1 1052
NI 005282 Hs. 17170 GPR4 19q13.32 hd2 1 1323 NvsT
NI 018371 Hs E55166  [ChiGn 8p21.3 543 1 1063
NI 170736 Hs 411293 [KCNJ15 21g22.13 hd4 1 1064
AAES3TT] Hs 605251  [AASD3970 Z2pld 545 4 1106 NvsT
N 001124 Hs 441047  |ADM 11p15.4 b46 1060
NI 1393514 Hs 9613 ANGETLA 19p13.2 547 1 1061
A 23 P170719 A 23 P17Ovig 19p13.2 548 1062
N 001109 Hs 501574  JADAMS 10g26.3 549 1 1066
NI 138931 Hs 478588 |BCLG 3g27.3 550 1 1067
A 23 P123234 A 23 P123234 7g22.1 551 1 1315
BCOE0 66 Hs.B55169  |SLC2A14 12p13.31 hh2 1 1069
MM 000201 Hs 543447  [ICANI 19p13.2 553 1 1456
NM 006291 Hs 525607 |TNFAIPZ 14g32.32 bb4 1 1457
N 002133 Ha 217081  |HMox] 22q12.3 bbb 1 1053
M 145699 Hs. 2458953 [APOBECIA 22q13.1 b56 1070
NI 173542 Hs.21134 ILIEN 2q13 beY 1 4 1081
N 006018 Hs 458420 |CPRI0IB 12g24.31 558 4 1083
NI 021935 Hs 528665  [PROKZ 3pl3 559 4 1084
NI 000576 Hs. 126256 L1B 2q13 560 4 1082
N 000584 Hs. 524 LA 4g13.3 561 4 1077 NvsT
MM 007115 Hs 437322 |TNFAIPG 2g23.3 b6 1 1344
N 018643 Hs 233 TREMI Gp21.1 553 1 1078 NvsT
[N _002984 Hs. 75703 CCL4 17q12 b4 1 1085
000044 Hs 514107 [CCL3 17q12 hb5 1 1086
NI 003955 Hs 527973  |SOCS3 17g25.3 bb6 1 1068
NI 020530 Hs 245156  |OSM 22q12.2 hG 7 1 4 1079
NI 015714 Hs 432132 |G0S2 1g32.2 h6a 1 1080
N 000636 Hs 487046 |SOD2 6g25.3 569 1071
NI 002965 Hs. 112405  1S100AS 1g21.3 570 1073
N 0024370 Hs 153837  [MNDA 1g23.1 571 1 1091
MK 0161584 Hs 504657  JCLECAA 12p13.31 h7d 1090
NI 014358 Hs. 226516 JCLECAE 12p13.31 573 1 1089
NI 002664 Hs 4656840 [PLEK 2p14 574 1 1092
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NI 005565 Hs 204475  |LCP2 5g35.1 575 1 1093
NI 000433 Hs 587558  [NCF2 1g25.3 576 1 1094
NI 006664 Hs 631592 JLILRE3 19g13.42 L7V 1 1095
NI 020980 Hs. 104624  JACQPY 15g22.1 578 1 1072 NvsT
NM 002727 Hs. 1905 SRGN 10g21.3 579 1 1087
N 004045 Hs 227817 |BCLZA1 15g25.1 550 1074
NI 0020200 Hs 753 FPR1 19g13.33 581 1 1075
NI_002964 Hs 416073 [S100A8 1g21.3 hE2 1076
NI 002852 Hs 591286 [PTX3 3q25.32 h53 1216
NM 001001547 Hs 120943  1CD36 7g21.11 h54 1242 NvsT
NI_D52960 Hs 422688 |[RBPV 1p36.22 h&5 1 3 1218
NM_ 005623 Hs 271387 |CCL8 17q12 hi6 1 1221 NvsT
MM 181785 Hs 195040 |HSD11B1 1g32.2 h&V 1 1342
NI 002982 He 303649 |CCL2 17g12 558 1 1217
NI 182566 Hs 122561 VMO 17p13.2 589 1 4 1065
NI_004954 Hs 297413 [MMPS 20g13.12 590 1 3 1056
NIM 006770 Hs 67726 MARCO 2qld.2 591 1 1055
NI 000582 Hs. 313 SPP1 4g22.1 L92 1 3 1057 NvsT
NM 024508 Hs. 136912  |ZBED2 3g13.13 593 1431
L 34058 Hs 387679  JHLA-DOAT 594 1433
NM 020056 Hs.591798 |HLA-DQA2 Bp21.32 595 1434
X12044 Hs 604405  [X12544 6p21.32 536 1435
NI_D02986 Hs bdlo6d  |CX3CL] 16q13 b9V 1 1454
NI 030643 Hs 115099  JAPOLA 22q12.3 h9g 1455
NI 001165 Hs 127799 |BIRC3 11g22.2 599 428
NI 003004 Hs 558009  JSECTIMI 17g25.3 500 429 MNysT
NI 016135 Hs 272398 JETVT Bp21.31 501 1444
MM 005409 Hs 532592 |CXCLT1 Ag21.1 502 1452
MM 006398 Hs 44532 UBD: Gp22.1 503 1453 MNvsT
N 001090919 He 221220 |CAM2SE 6g22.1 504 2 1445
NI 007315 Hs 642990  |STATI 2q32.2 605 1446
NIM_D02053 Hs 62661 GBP1 1p2d.2 606 1 1447
NI_002416 Hs /7367 CXCLY dg21.1 607 1443
NI 001565 Hs 632586  |CXCL10 dg21.1 508 1 1445
MM 052941 Hs 409926  |GEP4 1p22.2 609 1450
NM 002164 Hs. 840 INDO 8p11.21 610 1451
NM 173574 Hs 353208 |ZNFGE3 1p36.11 611 1 1440
NI 001768 Hs 062088 CDEA 2pl1.2 612 1443
NI 033423 Hs 2458264 |GZAMH 14q12 613 1 1441
NI_002985 Hs 514582 CCLS 17q12 614 1442
NI_002286 Hs 409523  JLAGS 12p13.31 615 1437
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NI D0&144 Hs 50705 (57 MA bgl1.2 616 1438
NI 006433 Hs 105806  JGMLY 2p11.2 517 1 1439
NI_002985 Hs 546295  [XCL1 1g24.2 518 430
NM 006399 Hs 509964  [BATE 1dg24.3 619 1436
THC2657355 THC2657355 Tg22.3 520 432 NvsT
N 002538 Hs 654514  |PTPRC 1g31.3 621 1 433
N 001778 Hs 243064 |CD48 1g23.3 622 434 NvsT
NI 002258 Hs 169824  [KLRB1 12p13.31 523 435 NvsT
NI 001503 Hs 276770 [CD52 1p36.11 524 436
NI 006564 Hs 34526 CXCRG 3p21.31 525 437
NI 000732 Hs.204048  1CD3D 11g23.3 526 438
NI 1958196 Hs. 142023  |CDS6 3q13.2 627 439
NM 198517 Hs 534648 |TBCI1D10C 11g13.1 528 2 440
20432 He 400034 |HILA-DQBT Gp21.32 529 1463
NI 002122 Hs 387679  |HLA-DOAT bp21.32 630 1464
NI 156232 Hs 78224 RNASET 14q11.2 631 1219 NvsT
NR 003491 Hs 517502 [MIAT 22q12.1 632 1 1462
NI 000417 Hs 231367 JILZRA 10p15.1 633 1461
NM 006540 Hs 655338  JLILRBES 19q13.42 634 1236 NvsT
M27126 Hs 654405  |M27125 635 1482
N 004355 Hs 436568 |CD74 bg33.1 536 1 1483
N 002118 He 04428  |HLA-DMB Gp21.32 6537 1 1484
N 002121 Hs 485130 |HLA-DPB1 bp21.32 538 1 1485
MR 001435 HLA-DPB2 bp21.32 639 1 1486
ES26212 BES26212 dp13 540 1 1487
NIV 021983 Hs 654405  JHLA-DREB4 541 1 1488
BC106057 Hs 654405 [HLA-DREB3 Bp21.32 642 1489
MM 002125 Hs 534322 |HLA-DRBS Gp21.32 643 1 1430
MM 002123 Hs 409934 |HLA-DQBT Gp21.32 544 1 1491
NI 000902 Hs 43304 PTAFR 1p35.3 645 1 1458
NI 052942 Hs 513726  |GBPS 1p22 2 646 1 2 1455
NI 001953 Hs 592212 |ECGF1 22q13.33 547 1 2 1460
NI 033050 Hs 279575  [SLICNE1T 3g25.1 548 1 3 1472
NI 002988 Hs 143961 |CCL18 17q12 649 1 2 1471
ENSTO0000365054 [Hs 610260  |CDB4 1g23.2 550 1 1476
MM 000211 Hs 375957 |ITGB2 21g22.3 651 1 1477
MM 001005340 Hs. 190495  |GPNMB Tp15.3 652 1 3 1478
NI 001645 Hs 110675  [APOCT 19q13.32 553 1 1479
[N 000041 Hs 654439  JAPOE 19q13.32 554 1 3 1480
THC 2582256 Hs 654439  |THC2582295 19q13.32 655 1 1481
MM 001017586 Hs 534956  JFCGRI1B 1pi11.2 656 1 1473 NysT
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[NI_136715 Hs 147635 [MSR1 Bp22 657 1 3 1467
BC031655 Hs 10649 Clorf3d 1p35.3 558 1 1088
NI 007268 Hs 85014 V1G4 Kgl2 [Eae] 1 1468
NI 004244 Hs 504641  |CD163 12p13.31 560 1 1469
MM 024021 Hs 325060  |MS4A44 11g12.2 551 1 1470
MM 000569 Hs 372679 |FCGR3A 1g23.3 662 1 1474
N 004172 Hs 481918 [SLC bp13.2 663 1 3 1475
BC02ab48 Hs 125293  [RASGEF1A 10g11.21 554 1495
NI 005532 Hs b22634 |IFI2Y 14g32.13 665 1497
NIM_D04335 Hs.118110 |BST2 19p13.11 566 1498
MM 017631 Hs 591710  |FLJ20035 4g32.3 667 1496 NvsT
NI 006417 Hs. B2316 Fldd 1p31.1 568 1 1499
MM 001547 Hs 437603 |IFIT2 10g23.31 559 1501
M 001548 H= 203 FIT 10g23.31 670 1502
NI 080657 Hs 17518 RSADZ 2p2h .2 671 1503
NI 006520 Hs dg9724  |IFI44L 1p31.1 672 1500
NI 002462 Hs 517307  [MX1 21g22.3 673 1504
NI 005101 Hs 458485  |ISG15 1p36.33 674 1505
NM 004796 Hs 366307  [NRXN3 14g31.1 675 1641
N 017855 Hs 1435811 |ODANM 4g13.3 676 1642
ABOOT7954 Hs 604754  [KIAAD485 1p31.3 577 1688
ML 017418 Hs ooo084 [ HLS 5g31.2 678 1608
EECETFEE, Hs 625965  [BX537/783 10p14 579 1689
NM 032679 Hs 148322  [ZNFLIT 19q13.33 550 225
AK12548) Hs. 5014965 IMEXIA 1g22 681 274 NvsT
XM Dddlf_ Hs 591495 | MEXA 1922 652 275 NvsT
MM 005723 Hs 591706 |1 SEANG 4q23 683 1610 NvsT
AKOSE655 Hs. 591706  JTSPANS 4523 684 1611 NvsT
BC010538 Hs 657197 |C1lBorfld 18p11.31 585 1644
2179139 Hs oo8e4n  [C21ofod 9g12 686 1609
NI 003970 s 443653  [MYOMZ Bp23.3 587 195
NR_ 003285 Hs 674810  [LOCT29603 6g2h.3 558 197
AK 125234 He 416925 JCEACANITY 19g13.31 689 198
BC030123 Hs 163155 JLOC441461 9g31.1 590 1 199
BCDEZ7hE Hs 571424  |BCOG2THE 8g21.11 691 200
BC034319 Hs 363526 |BCO034315 8p12 592 1722
NM 014289 Hs.496593  |CAPNG Xg22.3 593 1537
NM 005654 Hs 519445  [NR2F1 bglh 594 1721
NI 004058 He bddrdd |CAPS 19p13.3 595 201
ABOS1545 Hs b25247  |ZFHXZ 14g11.2 696 896
MM 030770 Hs 46720 THMPRSS55 11g23.2 597 1562
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp

iy ] Lo EHLES e ] SEILLL Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
M 152079 Hs 516604 |GPR155 2g31.1 598 1533
M 001033045 Hs 516604 JGPR1SE 2g31.1 EEE] 1534
M 030817 Hs 23385 APOLDT 12p13.1 700 1607
M 032566 Hs 148989  JCGHNLT 15g21.3 701 1251
MM 021065 Hs 855143 JSORBS2 45351 702 1539
AKD94503 AKD94603 4g35.1 703 1540
M 001852 Hs 126248 [ GA3 20g13.33 704 1567
[N 014454 Hs 591336  |SESNI 6g21 705 1564
THC2651501 THC2B51501 2q14.2 706 1565
M 002193 Hs. 1735 NHEB 2q14.2 707 1566
[NI_003483 Hs 505024 JHMGAZ 12q14.3 708 1555
THCZ2655811 THC265551 12q14.3 709 1556
MM 000131 Hs 35989 FT7 1334 710 1543
A g4 Papaang A 24 PRe33es 149231 711 1544
M 207381 Hs 306343 [TMFAIPSLS 15g21.2 712 1545
M 001007139 Hs bodd14 |IGE2 11p15.5 713 1546
M _D01971 Hs 348395 |ELAT 12q13.13 714 1547
THC 2647658 JTHC2647658 5g3b.3 715 1548
MM 000612 Hs 523414 JIGF2 11p15.5 716 1549
THC2644672 THC2644672 16p13.3 717 1550
AKDT4514 AKOT4614 11p15.5 718 1552
[AL117401 Hs.224980 |DKEZP4S4P2] ] 22q11.23 719 1551
THC2h32455 THC2532455 2q37.3 720 1553
[BC104421 Hs 645610 [HC 104421 11p15.5 721 1554

M 000371 Hs 407202 |TTR 18q12.1 722 415 MvsT
M 001063 Hs 518267 |TF 39221 723 803
AKDER418 Hs 552518 [AKOR5418 10g21.1 724 1568
MM 005516 Hs 473721 |SLCZA1 1p34.2 725 1638
MM 001202 Hs. 52679 BMP4 14q22.2 726 1583
004698 Hs 108219 ANTL 11g13.5 727 3590
M 002595 Hs 529571 |RBP1 3g23 728 1541
R 002196 Hs 523566  [H19 11p15.5 729 1542

M 015432 Hs 186761 |PLEKHGA 160221 730 1674 MyvsT

A 24 PY16553 A 24 PO16553 8g24.21 731 1676 MyvsT
AKDITE3G Hs. 355950  JCBWD3 Opi11.2 732 1664
MM 198553 Hs 545328 JTRIM74 Tg11.23 733 1665
A 24 P852099 A 24 P852095 734 1666
CRE27362 Hs 654660 [LOCHS5101 16p11.2 735 1667
THCZ2h51527 THC2551907 3g28 736 1668
AKD2 1738 Hs 632227  |TMCE 17q25.3 737 1670
AKDETETE Hs 675850  JAKORV576 12q24 33 738 1669
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
ALl LE R e LeFDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
THC2529512 THC2525512 19q13.11 739 1671
L 40520 Hs 654557 140520 bgl13.2 740 1672
ALG12711 Hs 2R503 HDACTO 22q13.33 741 1673
THCZ781073 THCZ2781073 16g22.1 742 1674
AF2B89610 Hs 675915 JAF289610 2p11.1 743 1702
THC2510856 THC2510656 1g21.1 744 1703
ME 003370 Hs 24807 LoCT30092 16p12.1 745 1704
R 001442 Hs 72220 FER1L4 20g11.22 746 1705
M 006587 Hs 503093  |ZFP36L2 2p21 47 1134
M 021950 Hs 227685 SABRE Xg28 748 1706
[AK 124788 (5(5TL3 20g11.22 749 1707
ENSTO0000378052 [Hs 4590512  |ZNFTES 7361 750 1694
BC041959 Hs B55573  |BCO041955 7g11.21 751 1695
5010934 Hs Go3802 |ZBTB20 3g13.31 752 1696
[ALT36621 Hs 644041  [ZMYM2 13g12.11 753 3 1697
ENSTO0000379606 [Hs 507763  |ENSTO0000379606 §13q13.3 754 1658
[ THC 2607363 THC2607363 bp13.3 755 1699
[ THC26695975 THC2665975 7g31.1 756 1700
THC2764893 THC2754893 3926.31 757 4 1701
AKD24934 Hs.532921  |KIAA1E41 2ql11.2 758 1690
AKD57596 Hs 651675  JLOC150759 2ql1.2 759 1691
CO1537] BC01earn 19q13.41 760 1692
THCZ746807 THCZ27 46807 11p15.4 761 1693
MR 002802 HsB48467 [TncRNA 11q13.1 762 1677
THC2664215 THC2664215 11p15.5 763 1 1678
AKD25142 DST Epl12.1 764 1679
AARITTIS Hs. 677704 JAAB3TT99 22q12.3 765 1 3 1680
BC051317 RBBPG 16p12.1 766 1681
BX090412 Hs 445847  |B5X090412 15g25.1 767 1682
[ALDSoaaT HsGorras |DKEZPSSEB0310 3529 763 1683
THC2611661 JHC26 11661 11g21 759 1684
DB1114b80 Hs BB0706 JDB111455 11g21 770 1685
THCZ2657 162 THC2657 162 3g13.31 771 1686
AKT129547 Hs 640005  JAK128547 Ep22.3 172 1687
MM 014226 Hs 104119  |RAGE 14g32.31 773 1506
ENSTO0000360524 |Hs 531547 |LOCT21479 17p11.2 774 1507
[ENSTO0000335425 ENSTO0000339425 §21g11.2 775 1508 MvsT
[BCI1R022 Hs 679496  |HCO16022 776 1509
M 014141 Hs 6556584 JCNTNAP2 7361 T 868
M 007069 Hs 502775  |HRASLSS 11q12.3 778 869
M 000153 Hs 513439  |GALC 14g31.3 779 870
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
Rl LR T2 ERLAE ] LoEniey Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
M 006565 Hs 159525  |CGREF] 2p233 780 250 MNvsT
M 000545 Hs 2006 GSTM3 1p13.3 751 3
M 014505 Hs bobbad  [KCMNMBA 12q15 752 4
M 013332 Hs 433213  [HIGZ Tg32.1 783 247 MvsT
MM 016354 Hs 2357582 |SLCO4A1 20g13.33 754 246 MvsT
Bx640587 Hs ADDS76  |LOC333795 20g11.23 785 66
SHSTO0000250896 1Hs 400576  |ENSTOO000SE0550 §20q11.23 786 &7 MysT
M 004450 Hs 4116861 |[GRB14 2g2d .3 787 1662
M_152559 Hs 647042  |WBSCRZT7 Tql11.23 758 1663
M 001528 Hs 521212  JAKR1BI1 [RE] 789 532 MNvsT
M 001150 Hs 1239 ANFER 15g25. 1 790 848 MNvsT
M_133637 Hs 191705  [DOX1 2pl13.1 791 540
MR 002729 Hs 349110 |MSTPS 1p36.13 792 849
M 004170 Hs 444918 S| C 9p24.2 793 855
M 001935 Hs 3658912  |[DPP4 2g24.2 794 856
M_002259 Hs 512576 [KLRCT 12p13.2 795 857
M _002260 Hs 591157  [KLRCZ 12p13.2 796 858
M 030506 Hs 497159  [Clorf21 1g25.3 797 859 NvsT
M_024420 Hs 497200 |PLAZGAA 1g31.1 798 860
MW 002355 Hs 21160 ME1 6g14.2 799 520
XM 940314 Hs 144372 |NLF2 15g22.2 500 893
[ 0042350 Hs 170019 |BUNXS 1p36.11 501 1429
AF 289562 Hs 5092000  JAF2B9562 22q13.1 502 863
AKT25361 Hs 276808  [AK125361 22ql3 803 864
M 004062 Hs 513660  |COHI1G 160221 504 865
M 001030355 Hs 514575  [AATK 17g25.3 505 866
M_001040105 Hs 271819  [IMUC1T Tg22.1 806 867
MM 006681 Hs 418367  |NMU dgl2 807 1599
AK126431 Hs 656560  |LOCES4433 2g13 508 862
M O1757T Hs 24583 CRAMDIC 3q13.31 508 853 MvsT
M_004283 Hs 494163  |GDA 9921.13 810 854
M 020526 Hs 436643 |SYT13 11p11.2 811 850
M 002847 Hs 490759  [PTPRN2 7363 812 852
M 0010035954 Hs 181107  JANXA1S 8g24.13 813 416
M 004517 Hs 133527  [TM4SF4 3925.1 814 861
MW 000531 Hs 117050 |OTC Xplld g15 819
M_17E794 Hs 421848 [MEPL43 10g24.31 816 1569
M 0045852 Hs 194725 JONECLT2 18g21.31 817 1571 MNvsT
k03200 Hs 662242  [K032200 3q29 518 1659
AKD27091 Hs 464404  JAKO27091 819 1660
[BCOT1773 Hs 626592 JHCOT1773 820 1661
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
Tl LR T EELAE ] e Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto| 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum MNvsT
NI 024786 Hs B59532 [ZDHHC11 bp1h.33 8521 S04
[ENS 100000377452 EMNSTO000037 7492 [59g12 522 805
M 001083 Hs 26630 (ABCAS 16p13.3 523 975
MM 153350 Hs. 513244  |FBXL16 16p13.3 524 975
AY030238 Hs 552649  JLOKI 1g32.3 525 396
NM 006596 Hs 660918  |HOXAT 7pl15.2 526 3958
ML 003317 Hs 04367 TITF1 14q13.3 827 399
A 23 P215382 A 23 P215352 528 2 400
MIM_152739 Hs 659300 [HOXAD Tp15.2 529 2 401
MM 000522 Hs 502172 [HOXAT3 Tp15.2 530 402
A 32 P234B53 A 32 P234553 Tp15.2 531 403
NE 002795 Hs 587427  [HOXAT1S 7pl15.2 832 404
AKO093987 Hs 6343654  JAK093987 7pl5.2 833 405
M _D0ERAT Hs 648088 GEJBP3 7pl15.3 834 1432
MIM_0326892 Hs 578544 |FRMDS 15g15.3 835 1588
MM 032676 Hs 655832 [ILUB 14q11.2 536 1 3 1627 MNvsT
MIM_D32034 Hs 105607  |SLC4A1 20p13 837 4 1640
MNI_002639 Hs 55279 |SERPINBS 18q21.33 538 4 1594
MM 012101 Hs 504115  JTRIMZS 11g23.3 839 15596
NM_032405 Hs 208600 |TMPRSS3 21g22.3 840 1597
MM 144505 Hs 104570  |KLKS 19g13.33 841 1600
bl _144947 He 57771 KUK 19g13.33 842 4 1601
MIM_D02776 Hs 275464 [KLK10 19q13.33 843 1602 MNvsT
AKD95258 Hs 16622 ZNE185 EGEE G4 63
MM 016584 Hs 598309 [L23A 12q13.2 845 64
MM 005139 Hs 480042 [ANXAS 4g21.21 846 1595 MNvsT
MM 0011597 Hs A75065  [BIK 22q13.2 847 894
MM 005555 Hs 654613 |KRTEB 12g13.13 548 1530
MM 005554 Hs 433845 JKRTGA 12g13.13 549 1591
NI 005930 Hs 2062 S1oop 4p16.1 550 4 122
[NI_003064 Hs 517070 [sLP1 20g13.12 851 123
BCU36050 Hs 371960 JLOCES0E) 16p13.3 852 9858
MO 7899 Hs 525709 HESC 12g24.22 853 1579 MvsT
M _DO7231 Hs 522109 [SLCEATS K23 554 125
MR 003038 Hs. 202457  |SNHGH bg1d.3 855 1572
THC2535634 THC2535634 6g14.3 856 1573
MM 021021 Hs.655236  |SHTE 8g24.12 857 1582 MNvsT
NI 001003845 Hs 268802  |SPS 2g31.1 858 1h84 MNvsT
MI_O12340 Hs 533336  [BAMBI 10p11.23 859 1585
MM 003726 Hs. 216931 |SKAP1 17g21.32 560 1580
MI_002546 Hs.81791 TMFRSE115 Bg24.12 861 1576
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Anexo IV

. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
DLl LEET £l LoEniey Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
ARD23547 Hs 43047 ARKDZ3647 21g22.3 862 1577
M 152773 Hs 135997 [MGC33212 3g29 863 15
THC 2657511 THC269751 Xg25 864 420
MM 003918 Hs 567381 JGYG2 Xp22.33 865 407
MM 004660 Hs. 595120 DDX3Y Yg11.21 866 408
MM 001035567 Hs 367761 RPS4Y2 Yg11.223 867 409
i 001008 Hs 282376  |BPS4Y] Ypi11.31 868 410
XR 018247 Hs 647382 JLOCAL1774 16g23.1 569 411
M 1983591 Hs 41296 FLETS 20p12.1 470 397
M 145307 Hs 58559 PLEKHK 10g21.2 871 72 MyvsT
M 001566 Hs.2109 ARHGAPA K28 872 1716
M 032865 Hs. 4358292  |THNS4 17g21.2 ar3 7T MvsT
MM 003302 Hs 534360 |TRIPS Tg22.1 474 1717
[ENST00000280456 |Hs 375142 3 19p13.2 875 1655
BCD49823 Hs.280933 |RPL22L1 3g26.2 476 985
MM 000413 Hs 654365 |HSD17B1 17g21.31 877 986
XM 096733 Hs 150840 |Cildordfr2 14q32.31 478 987
M 022908 Hs 84753 TLDCZ 3p21.1 ar9 8a7
M 006163 Hs 75643 FE2 12q13.13 850 1049
MM 005217 Hs 654448 |DEFA3 Bp23.1 881 1050
MM 001030060 Hs 567973 |SAMDS Bg24.3 882 895
M _0le5ed Hs 120895 3 12g24.21 883 1570
M 014595 Hs 445030 |RHOBTEB3 e 554 901
M 001013680 Hs 441039  |LOCA01233 bp2h.2 855 1720
M 001001188 Hs 365765 [TREM2 21g22.3 856 874
[NW_024017 Hs 463360 [HOXBY 17q21.32 857 391
THCZ783834 THC27E3534 17g21.32 588 1 392
MM 024016 Hs 514292 JHOXEBS 17g21.32 589 393
MM 015952 Hs. 52425 HOXEB6 17g21.32 590 394
00240 Hs Go4080  |HOXS3 17g21.32 891 395
M 000148 Hs 69747 FUTI 19q13.33 592 1578 MwsT
M 152073 Hs Bo77b0 [RASEFR 9g21.32 8593 413
M 024087 Hs 15404 ASBEY Xp22.2 594 180 MysT
M 001012761 Hs 526902 |RGME 5g21.1 595 1535
M 022138 Hs.487200  |SMOC bg27 596 1536
MM 004564 Hs 616962 JGDF15 19p13.11 897 189 MwsT
M 203347 Hs.413902  JUNGZ2541 9g34.3 598 1657
M 1446591 Hs 653110 |CAPN12 19q13.2 EEE] 193
M 152099 Hs 213603  |FLJ3S 73 17p13.1 900 949 MyvsT
M 000676 Hs 167046 [ADORAZB 17p12 901 182
M 017550 Hs 21816 PFP1RIA Tgll.3 902 173
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
NI 017412 Hs 40730 K] 8p21.1 903 176
NI _145164 Hs 277749 HSPC 105 16g23.3 904 172
THC 2657737 JHCIE5T73T 12p13.2 905 181
MM 152496 Hs 534562  [MANEAL 1p34.3 906 68
MM 005472 Hs 523899 |KCME3 11g13.4 907 167
BC041772 Hs 567664  |SPNS2 17p13.2 908 168 NvsT
ENSTO0000261275 |Ha 283064  |KIAADSTA 15q13.1 909 794 NvsT
[NI_153426 Hs 643558  |PITX2 425 910 165
[AFD2E246 AF026245 Bp23.1 911 166
MM 014861 Hs 6168 ATP2C2 16024, 1 912 791
NI 018667 Hs 268421 ISMPD3 160221 913 792 NysT
NM 144603 Hs. 191762  [NOXO1 16p13.3 914 188
N 004443 Hs 2513 EFHB3 3q27.1 915 190
A _J2 P177eon A2 Plirhas 5g23.3 916 191
[BET14307 Hs 162565 |BET14307 bg23.3 917 192
MM 001004331 Hs 412138 |MGCEE374 14g23.3 918 1643
AYILE366 Hs 642705  [KIAATIZS 1p13.3 915 3 G845
A 32 P224040 A 32 P724040 1432 2 920 3 8946
MM 004496 Hs 163484  JFOXA 14g21.1 921 847
NM 001049 Hs 248160 |SSTRI 14g21.1 922 948
N 000597 Hs 435102 |IGFBFZ 2g35 923 523
N 000282 Hs S0741 PCC, 13g32.3 924 924
NI 032342 Hs 655738  [CdorfiZh 9g31.1 925 Gd1 NvsT
[ENST00000374851 [Hs 388742 |C3orf125 9g31.1 926 942
NI 002250 Hs 10082 KCMNNA 19q13.31 927 194
NI 001677 Hs 291196  JATP1B1 1g24.2 928 4 5943
ENSTOD000382790 [Hs 204044  [ENSTO0000382750 [18g21.33 925 544
MM 013314 Hs 665244  |BLNK 10g23.33 930 555
AK 126354 Hs 228320  |C10orf31 10g25.3 931 3 70 NvsT
ML 0245880 Hes 228320 | C100f3 10g25.3 932 3 71 NvsT
NI 032387 Hs 105448  [WHRK4 17q21.31 933 1652
NI 015205 Hs 262807 [KIAADSET 9g21.13 934 1653
NI 021784 He 1ob6b1 |FOXAZ 20p11.21 935 204
NI 020340 Hs bo6215  [KIAATIAS 6g23.3 936 205
ENSTO0000330640 [Hs. 154408  [ENSTO0000330640 §6g23.3 937 4 206
BG216262 Hs 637431 |BG216252 3g21.2 938 207
AKOTAS36 Hs 434403  |LOC389634 12p13.31 935 208
ABOOTY53 KIAADABA gp2a.l 940 209
NI 000683 Hs /6392 [ALDHTAT 9g21.13 941 933
NI 000300 Hs 466804 |PLA2G2A 1p36.13 942 800
A J3 PE2BET A 23 PB2BLT 943 801
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
iy ] Lo EHLES e ] SEILLL Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
A 23 PA10456 A 23 P410456 1p15.4 944 876
MW 203451 Hs 422575  |LOCAD0120 13g13.3 945 877
CDE0V 15 Hs 255230 JCDEOD/T15 7g11.21 946 878
ENSTO0000225900 [Hs 374474 [ENSTO0000325500 [Xg26.3 947 820
AFL16696 Hs 656687  JCACNAZD3 3pl14.3 948 g79
AK125510 Hs 650801  |Ciorf104 1g22 949 881
Qoo193 Hsdc0618 |HSDIBT 16p11.2 950 ga2
014337 Hs 438587 |PPIL2 22q11.21 951 8a3
AKDEE520 Hs 694206  [FLJ31958 10g11.23 952 884
THCZ780599 THC2780599 17q25.1 953 885
MM 206536 Hs 15250 PECI bp2h.2 954 723 MvsT
A 23 P3083 A 23 P3083 1422 1 955 724 MNvsT
MM 002563 Hs 654526  JP2RY1 3g25.2 956 725 MwsT
BC107748 He 6231558  [THMT] 19q13.42 957 838
M 003020 Hs 156540 |SCG5 15q13.3 958 900
JHC2EB0650 Hs 496631 [THC2585655 Xg23 958 1656
M 0245829 Hs 121933  |FLJ22662 12p13.1 950 1654
M 206927 Hs 269520 ]SYTL2 11qg14.1 961 721 MyvsT
M 182495 Hs 446760 |FAMESE 11g23.2 962 a2 MysT
MM 152315 Hs 666531  JFAMSSA 11g23.2 963 783 MysT
MM 017678 Hs. 179100 JFAMSSD 11g23.2 964 1 74 MysT
ARDSA950 Hs 270762  JAKDO4G50 15g21.1 965 309 MvsT
M 032413 Hs 112242  [C150rf48 15¢21.1 966 706 MvsT
M 021155 Hz 511261  |SQURDL 15q21.1 967 TO7 MwsT
M 0185590 Hs 200333  JAPOBAER 16p11.2 968 730 MvsT
M_030926 Hs 111577  |ITMZC 2g3il 969 705 MvsT
M 015700 Hs 519514 JTRIM36 bgtl.3 970 793 MwsT
MM 017636 Hs 467101  JTRPNM4 19q13.33 971 778 MwsT
MM 013261 Hs 527078 |PPARGCIA 4p15.2 972 668 MwsT
FNST00000251847 |Hs 101774 [EMNSTO0000251847 120p12.1 973 669 MNvsT
M 002456 Hs 29603 MUCT 1g22 974 4 915
M 018406 Hs 269646 UC4 3g29 975 734 MyvsT
M 025080 Hs 535326 JASRGLI 11g12.3 976 3 919
M 000240 Hs 183109  [MADA Xpl11.3 977 651 MysT
M 0035645 Hs. 11729 SLC2TA2 15g21.2 978 3 530
MM 000901 Hs. 163924 JNR3C2 4g31.23 979 3 704 MwsT
M 015393 Hs 105460 |DKFEZPS6400823 J4g13.3 980 1 786 MvsT
W 138405 Hs 370065  |Chorfl17 Bgld 3 951 1 3 785
M 018423 Hs 24979 [STYK 12p13.2 9582 3 760 MvsT
M 017521 Hs 524626 |RHBOLY 1p34.3 983 761 MNvsT
N 138805 Hs 61260 FAM3D 3pld 2 954 787 MNvsT
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. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp

LTl AR T EELAE ] LeEin Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum MNvsT
MM 003661 Hs 567366 |PLA2GIO 16p13.12 985 730 MNvsT
MM 003196 Hs 446354  |TCEAS 1p36.12 956 FEE] MNvsT
MM 006633 Hs 251030  [IQGAFZ 5013.3 987 3 768 MNvsT
NM 153229 Hs. 224630 [TMEMSZ 17g21.33 958 3 134
NM 016357 Hs 525419  |LIMA1 12g13.13 989 750 MNvsT
N 001015880 Hs 524491 |PAPS32 10g23.2 990 758 MvsT
ML 001218 Hs 210098  1CA1l 15g22.2 991 3 752 MvsT
MM 001200 Hs 73653 BMP2 20p12.3 992 [E] MNvsT
MM 025047 Hs 287702 JARL14 3926.1 993 774 MNvsT
MM 002245 Hs 208544  [KCNK1 1g42.2 994 908
MM 0019493 Hs 62192 F3 1p21.3 995 4928
A 23 P103951 A 23 P103951 1g32 2 996 4 929
NM 000574 Hs 527663  |CDAS 1g32.2 997 4 930
M 000716 Hs 00886 CABPE 1g32.2 993 3 126
MM 0166139 Hs 546392 |PLACE 4q21.22 999 3 767 MvsT
MM 025214 Hs.120790 |CCDCGE 18q21.2 1000 ThG MNvsT
NI 153540 Hs 256897 |GPR110 bp12.3 1001 124
ENSTO0000267857 [Hs 194710 |GCNT3 15q22.2 1002 764 MNvsT
NM 004751 Hs. 194710  JGCNT3 15q22.2 1003 765 MNvsT
NM 017723 Hs 657689  |CYorfl67 Sg34.3 1004 906
ENSTO00003666874 EMSTO0000366874 J1g41 1005 S07
N 20248 Hs F2864 3q27.2 1006 769 MNvsT
BITE6581 Hs 351126 [SMrG8581 3q27.2 1007 770 MvsT
MI_020672 Hs 288998  |S100A14 1g21.3 1008 762
MM 015573 Hs 103665 JVILL pll.2 1009 763 MvsT
MM 151644 Hs 567714  JMFSD4 1g32.1 1010 775 MvsT
MM 001285 Hs 194659  |CLCAT 1p22.3 1011 7iG MvsT
THC2654007 THC2654007 2p14 1012 i MNvsT
NM 152338 Hs 632195 |7G16 1013 628 MvsT
M 017625 Hs 208 L 1g23.3 1014 736 MNvsT
NI 135938 Hs 567312 |REG3A 2p12 1015 128
NI 001008387 Hs 447064 |REGIG 2pl2 1016 129
MM D0EL07 Hs 4158 REG 1B 2pl2 1017 130
MI_D0290s Hs 49407 REG1A 2p12 1018 3 131
MM 001002236 Hs 525557  |SERPINAT 14g32.13 1019 3 4 956
MM 007325 Hs 279611 |DMBTI 10g25.13 1020 3 133
MM 000433 Hs. 78977 PCSK 5q15 1021 4 939
NI_021500 Hs 260720 |DNAJC1TZ 10q21.3 1022 49590
[NM_001085 Hs 534293 |SERPINAS 14q32.13 1023 991
[BX 104982 Hs 192124  |BX 104982 3p22.1 1024 636 MNvsT
Nh_002407 Hs 97644 SCGH2AT 11gq12.3 1025 756 MNvsT
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Unique Id UG cluster Gene symbol Lecation Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
MM 005555 Hs 270364  JLAMAT 18p11.31 1026 757 MwsT
50087840 Hs 57971 HESE 1p36.32 1027 788
AK126207 Hs 299328  [B3GNTT 2ga7.1 1028 726 MvsT
A 32 P1659353 A 32 P169353 20371 1029 27 MNvsT
MM 032717 Hs. 55196 1AG] 4g21.23 1030 751 MvsT
NM 005208 Hs.415790  JCRYEAZ 2935 1031 728 MNvsT
L 0ganss Hs 156 S 16g23.1 1032 729 MNvsT
M 151726 Hs 593753  JANKED37 4g35.1 1033 1102
M 022073 Hs 135507 |EGLN3 14q13.1 1034 911
AK123483 Hs 46388  |AK123483 11p1h.5 1035 412
1 024550 Hs 22605 ARS. 4g26 1036 g4
M 004533 Hs. 25333 IL1R2 2q11.2 1037 4 743 MvsT
MM 195565 Hs 318894 JGPR126 Bg24.1 1038 4 932
N 000436 He 78207 1OxXCT] 5p13.1 1039 918
A 23 P120644 A 23 P120644 20g11.23 1040 746 MNvsT
014058 Hs 7917 HIGD 1A dpdd.i 1041 47 MvsT
004235 Hs 276206 [KLF4 9g31.2 1042 749 MvsT
M 033542 Hs 487412 |TRIMY 50353 1043 4 a17
M 1383540 Hs. 207978  JABHD3 18q11.2 1044 748 MvsT
NM 012465 Hs. 154296 JTLL2 10g24.1 1045 ga2
THC26606836 THC2660636 17p13.1 1046 742 MNwsT
M 007512 Hs 75619 HyAL] 3p21.31 1047 831
M_004970 Hs. 235 |IGFALS 16p13.3 1045 4 953
M 138965 Hs 170673 |RDHEZ 8q12.1 1049 4 954
005423 Hs 2079 TEF 21g22.3 1050 4 955
M 002257 Hs 123107  JKLK1 19g13.33 1051 735 MvsT
M 174953 Hs 513670 JATE2AS 17p13.2 1052 132 MNwsT
MM 005476 Hs. 5520 GNE Sp13.3 1053 4 722
MM 024101 Hs 102406 JMLPH 2037.3 1054 4 J68
BCo2g21y He 122340  |Coorfgs Gp25.2 1055 733 MvsT
AKDI1508 AKD91508 S9q12 1055 4 958
M 1359240 Hs 531615 [MTEMT 15g22.31 1057 4 959
THC 2647276 THC 2647276 8g24.13 1058 4 960 MvsT
M 006278 Hs 501947 [ST3GALL 11g24.2 1059 4 822
M 174921 Hs 576320 |Cdorfid 4p14 1060 4 44 MvsT
A 24 Progds A 24 Prosd31 4p14 1061 745 MvsT
NM 003225 Hs. 162607 ITFF 21g22.3 1062 4 965
BC010526 Hs 223197  JLOCA011.27 4p14 1063 4 966
THCIT36540 THC27 36540 21g22.3 1064 967
1 0064083 Hs 530003  [AGH Tp21.1 10&5 3 4 4969
M_176513 Hs 100656  JAGHES p21.1 106 3 E 470 MysT
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Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
NI 0158414 Hs 105302 |STEGALNACT 17g25.1 1067 3 4 {39 NvsT
NI 017417 Hs 511955 JGALNIE 12p13.32 1068 857
NI_182032 Hs 663950  JTMEMET 1p32.3 1069 740 MNvsT
NM 003657 Hs 400556  [BCAST 20g13.2 1070 737 NvsT
MM 005187 Hs 513811 |CBFAJT3 16g24.3 1071 4 961 NvsT
N 003550 Hs. 111732 |FCGBP 19q13.2 1072 3 4 738 NvsT
NIl 022044 Hs Ge0885 |BEGA 1p12 1073 4 871
[ENS 100000366378 [Hs 534330  [ENSTO0000355378 [11p156.5 1074 4 872
NR 001555 C2lorb6 20p11.21 1075 4 874
NM 01447 Hs 555934 JSPIMKA4 9p13.3 1076 E] 4 873
NI 19815 Hs 443169 |LOC253012 Tg21.3 1077 3 4 741 NysT
NI 019079 Hs 562195  JL1TD1 1p31.3 1078 521
NM 024565 Hs. 14070 CCOMNJL 5g33.3 1079 962 NvsT
NI EERETE] He 207047 |BETNLE 3g13.13 1080 850
NI 080734 Hs 2719 WFDC2 20g13.12 1081 851
NI D&0736 Hs 2719 WFDC2 20g13.12 1062 852
NIM 033317 Hs 417795  |DMEMN 19q13.12 1083 897
NI_024989 Hs 229958 |PGAP1 233l 1084 896
WM 153205 Hs 439040 |RPESE 8g21.11 1085 922
NM 032229 Hs 525105  |SLITRKE 13g31.1 1086 963
N 004056 Hs B543588 |CAS 8g12.1 1087 4 564
N 006533 Hs Bdeae4  |MIA 19g13.2 1088 1026
NI 000239 Hs 24573 [LYZ 12q15 1089 525
THC2682885 THC2682585 17q23.1 1090 526
NI 1358799 Hs 467634  [MBOATZ 2p25.1 1091 S27
WM 003071 Hs 3068 HLTF 3g24 1092 892
NI 008072 Hs 131342 |CCLZE Tg11.23 1093 1529
MM 002588 Hs 131268 |RARREST 3g25.33 1094 4 934
MM 020169 Hs AT8067  |LXN 3g25.32 1095 835 MNvsT
ML 014757 Hs 226094  IMTSS 8g24.13 1096 1143
NI 002863 Hs 282417  |PYGL 14q22.1 1097 1142
NI 014747 Hs Bo4808  |RIMS3 1p34.2 1098 536
NI 002353 Hs 23552 TACSTDZ 1p32.1 1099 1598
NI 001311 Hs 70327 CRIP1 14g32.33 1100 4 837
A 23 P21852 A 23 P218582 1101 4 5938
A 24 P110601 A 24 P110601 22q11.23 1102 4 539
MM 018013 Hs 445244  |SOBP 6g21 1103 1144
NI 080685 Hs 436142 [PTPN13 4g21.3 1104 1021
NI 0005853 Hs 268573  [GSTI1 22q11.23 1105 406
[NI_144676 Hs 658619  |TMEDS 16g22.1 1106 570
[AF275804 Hs 237396  JAF2V5804 16g12.2 1107 1575 NysT
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Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
BC0AI0ET Hs 21404 LOC120376 11g23.1 1108 502
NI 030929 Hs 632075 [KAZALDH 10g24.31 1109 503
NI 0036595 Hs 415762  JLYED 8g24.3 1110 899
NI 001505 Hs 20961 GPR30 Tpd2.3 1111 569 NvsT
BET95911 Hs BE2555  |BET98511 2g31.1 1112 872
MM 030583 Hs 189445  [MATN2 8g22.2 1113 754 NvsT
[M&02662 Ha ooes12 |Shs02ee2 13g13.3 1114 1538
NIM_000683 Hs 123022 [ADRA2C 4p16.2 1115 1606
NI 173660 Hs 122110 [DOKT 4p16.2 1116 1574 NvsT
NI 004004 Hs 591234  |GJB2 13g12.11 1117 1024
XM 001131389 Hs 46725 [LOCT30999 10g22.1 1118 1025
NM 018152 Hs.374191 JLEPRELT 3q26 1119 585 NvsT
NM 000222 Hs 479764  |KIT 412 1120 586 NvsT
N 005130 Hs 1690 CGEBP1 4p15.32 1121 587 NvsT
NIM 001007097 Hs 494312 TRK2 9g21.33 1122 1023
NI _O12385 Hs 513463 UPR1 16p11.2 1123 1494
NIM 000163 Hs 125180 |[GHR bpl2 1124 806
NI 020436 Hs 517113  |SALL4 20g13.2 1125 1 1675
B4 1856 Hs 536395  |DUXAP10 14q11.1 1126 1710
BG118529 Hs 536633  |BG118525 14q11.1 1127 1711
MM 005769 Hs 2513583 |CHST4 16g22.3 1128 62
Nl 153488 He 070787 |MAGEAZD K28 1129 1712
NIM 005367 Hs 169246 [MAGEATD K28 1130 1713
NI 006546 Hs 144936 |IGEZBP1 17g21.32 1131 1714
NI 153479 Hs 423718  [CSAGT Xg2h 1132 1715
NI 015973 Hs 278959  JGAL 11g13.2 1133 11
NI 004086 Hs 21016 COCH 14g12 1134 12
MM 000363 Hs 544596 | THINII 19g13.42 1135 889
DQ249310 Hs 544234  JUCA 19p13.12 1136 1589
002704 Hs 2164 ] 4g13.3 1137 1586
NI 002619 Hs 81564 P4 4g13.3 1138 1587
NI 004131 Hs 1051 G/MB 14q12 1139 112 NvsT
NI 001278 Hs 382202 |CHISL1 1g32.1 1140 111 NvsT
NI 152737 Hs 111164 [RMNF182 bp23 1141 114
NM 012168 Hs. 132753  [FBXO2 1p36.22 1142 115
MM 198951 Hs 517033 |TGM2 20g11.23 1143 113 NvsT
NM 012254 Hs 292177  |SLC2TAS 19g13.43 1144 107
NM 147175 Hs 2285956  [HSESTZ Xg26.2 1145 108
NI 031901 Hs 405850  |MEPS21 1g21.2 1146 386
NI 004272 Hs 591767 |HOMER]T 5q14.1 1147 109 NvsT
NI 006404 Hs 647450 |PROCR 20qg11.22 1148 110
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Unique Id UG cluster Gene symbol Location Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
MI_024653 Hs 27247 [ECHDCS 10p14 1149 1
NI 022560 Hs 591249 JLRAFP bglh 1150 9
BP8 715640 Hs 515176 |BP871540 17p11.2 1151 890
ALE33005 Hs. 675925  [ALS33005 1152 891
MM 021158 Hs 516826 |TRIBS 20p13 1153 286 MvsT
MM 058179 Hs 494261 |PSATI 9g21.2 1154 73 MvsT
i 006525 Heagr2oe |PHGDH 1p12 1155 74
[ENSTO0000357303 [Hs 24951 [ENSTO0000357303 |2q37 3 1156 hd
BN129308 Hs 653792 [BMI1JH308 Bp21.2 1157 hb
M 173567 Hs 201565  JABHDY 1pdd. 1 1158 hE MvsT
MM 03218 Hs 302346 [TMEMIEG 2p12 1159 57
MIM_14505 Hs. 211274  [RNF183 9g32 1160 b
BJ{1D?2SE Hs 502418 |BX107253 11p11.2 1161 196
01147 Hs 202870 JANGETZ 8p23.1 1162 53 MvsT
ENt:-TCICICIEDSDEJ T EMSTO0000309178 [5g34 1163 183
M_002300 Hs 446143  |LDHB 12p12.1 1164 14
NW 005329 Hs 502069 ASS 16g22.1 1165 51
MM 033300 Hs 576104  |LRPS 1p32.3 1166 76 MvsT
MM 144452 Hs.660278 JCLDN14 21g22.13 1167 b2
NM 174936 Hs. 18844 PCSKS 1p32.3 1168 47 MvsT
MM 001216 Hs 53287 CAS 9p13.3 1169 48
M 015718 He (496203  |PLAZGS 22q12.2 1170 45
_BCDMI 3 Hs. 663029 [LOCIS4848 4p16.1 1171 50
M 001236 Hs. 154510 BR3 21g22.12 1172 916
M 152450 Hs.531168 JFAMETA 15g22.2 1173 152
NI 0150592 Hs. 444046 [NETO2 16g12.1 1174 3 155
NI 139160 Hs. 280990 [DEPDCT 11p13 1175 156
ABOS1443 Hs 505597  KIAATGSE 22q12.2 1176 164
M 000562 Hs 591847 |MATI 8p22 1177 572 MvsT
M _1S2hed Hs 2JJe6 cpeAg gp21.2 1178 79 MvsT
M 001017420 Hs 509450 ESCO2 8p21.1 1179 50
M 016450 Hs 10474 PEEK 8p21.1 1180 81
R 018357 Hs 646624 [LOCEAT9E 13g31.1 1181 4 82 MNvsT
BC043212 Hs 120196 JLOCA0Z21.25 3p2d.3 1182 154
MM _145060 Hs 134726 |C1B8orf24 18g21.1 1183 100
ENSTO0000375256 |Hs 494557 | ZNFI6T 9q22.32 1184 102 MvsT
MM 024094 Hs. 215167  |DCCH Bg24.12 1185 84 MvsT
NI 018685 Hs 62180 ANLN 7pl1d.2 1186 93 MvsT
M 001274 Hs 24529 CHEK1 11g24.2 1187 85 MNvsT
M 003318 Hs 169840 11K Bg14.1 1188 86 MvsT
MM 080668 Hs 434855 |CDCAL 11g13.1 1189 EL MvsT
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Unique Id UG cluster Gene symbol Location Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Morm vs Tum NvsT
NI 001254 Hs 405858  |CDCE 17g21.2 1190 94 NvsT
NI 031966 Hs 23960 CCNB bgl3.2 1191 95 NvsT
NM 022346 Hs 567567  JNCAPG 4p15.32 1192 96 NvsT
M 001014271 Hs 514527 |BIRCS 17g25.3 1193 EE] MNysT
M 001809 Hs 1594 CENPA 2p23.3 1194 97 MNysT
MM 018131 Hs. 14559 CEPSS 10g23.33 1195 91 MNysT
Ni_001786 s Jadne 2 10g21.2 1196 92 NvsT
NI_O02457 Hs 153704 EK2 1g32.3 1197 EE] NvsT
NI 145697 Hs 651950 UF2 1g23.3 1198 90 NvsT
N 032117 Hs 294088  [MMD1 dg31.3 1199 a7 MNysT
N 002358 Hs boledy  [MADILT dg27 1200 88 MNysT
NI 001067 Hs. 156346  [TOP2A 17g21.2 1201 83 MNysT
A 24 P221285 A 24 PI21285 Xpll.3 1202 3 101 NvsT
A J2 P1ogedg 152696 9p21.3 1203 103 NvsT
GC011243 Hs 642508  [ZMFEET 19g13.43 1204 105 NvsT
M 181803 Hs 93002 UBEZC 20g13.12 1205 106 NysT
[N 005573 Hs 29457 LMNEB1 5q23.2 1206 873
ENSTO0000325534 [Hs 135094 |LOC 146909 17g21.31 1207 104 MNysT
A 32 P124773 A 32 P124773 3g25.31 1208 16
BC082758 Hs 844701 |BCOS2TEE 2g35 1209 17
NM 030641 Hs 257352 |APOLE 22q12.3 1210 18
THC2a08202 THC2E58562 16p11.2 1211 19
MM 000023 Hs 463412 [SGCA 17g21.33 1212 45
MM 015668 Hs. 120021 [RGS22 8q22.2 1213 46
[N 015299 Hs 22616 KIAADBEA 17p13.3 1214 22
BC031278 Hs. 275797 [BCO31278 1p21.1 1215 23
THC 2735443 Hs B03732 [THCZ2735443 2g32.1 1216 24
MM 080621 Hs 27159 SAMD10 20g13.33 1217 25
M 006435 Hs 5845852 |MABZ1L2 4g31.3 1218 26
ARO]E59 Hsgerass |LOCEe3455 Bg27 1219 27
[N _019060 Hs 110196 |CRCTI 1g21.3 1220 28
THC 2655505 THC 2655505 3p21.31 1221 29
MM 024076 Hs 2215873  [KCTD5 19g13.11 1222 30
[AJI 760G Hs 162128 |AJI/EBbE 12g24.11 1223 31
A J4 PIEgssd A g4 PIggghd 11g22.3 1224 32
AF2EAG25 Hs 675021 |AFZEA625 10g24.32 1225 33
A 24 P934306 A 24 P934306 1g32.1 1226 a4
N 052955 Hs 15159 CMTTM1 16g21 1227 35
ALL17913 Hs 875589 ALATTH13 14g32.13 1228 36
[ENST000003310968 ENSTO0000331036 11292411 1229 a7
MV 005309 Hs 103502  |GFT ggld.3 1230 38
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L Lre Loy SHLES e ] Losibin Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
NM 014507 Hs 24911 MCAT 22q13.2 1231 39
MIM_145659 Hs 52811 L27 16p11.2 1232 40
NI 173502 Hs 256632  [PRSS36 16p11.2 1233 41
A 24 PVRI36E2 A 74 PTEZ362 2p23.1 1234 21
ENSTO0000307662 |Hs 654723 |SYNPO 5g33.1 1235 42
ENSTO0000344415 |Hs 677674 |LOCAD0551 17pl11.2 1236 43
XR 018043 Hs B46473 QC442308 pl1.2 1237 44
NI 001004313 He 462230 |LOC3853350 17p13.1 1238 512 NvsT
[NI_000.204 Hs 312455 |CFI 4g25 1239 117 NvsT
ENSTO0000301171 [Hs. 250615  |[ENSTO0000301171 |19g13.2 1240 566 NvsT
ENST00000342684 [Hs 481464  [FNST00000342584 [5p15 33 1241 4 567 NvsT
NM 152997 Hs 220147  |Cdorf/ d4g13.3 1242 442
MM 001192 Hs 2556 TNFRSF1T 16p13.13 1243 655 MNvsT
C1o74 Hs 440080 |GC10TE82 22q11.22 1244 444 NvsT
CDy09370 Hs 559365  |CD705370 22q11.22 1245 445 NvsT
ENST00000290256 [Hs 570141  [ENSTO0000390256 J2p11.2 1246 443 NvsT
A 24 P930327 A 24 P930327 19g13.2 1247 2 441
ENSTO000039055% [Hs 510635  [ENSTO0000390555 [14g32.33 1248 2 446 NvsT
ENSTO0000283694 |Hs 458446 |[ENSTO00002683694 [15g11.2 1249 448 NvsT
AKD26408 Hs 449501  JAKO26408 22q11.22 1250 2 449
ENSTOD000390625 |Hs. 6314580  |ENSTO0000390625 |14g32.33 1251 2 450 MNvsT
[ 007990 Hs 406678  [ACS] 4535.1 1252 2 453 NvsT
5880150 Hs 604453  |BLBE0155 10q11.23 1253 454 NvsT
NPENTPEEN A 23 P72330 1254 2 455 NvsT
[BC06359d Hs 449627 [IGKY2-24 2p11.2 1255 456 NysT
A J4 P384604 A 74 P3g4604 2ql1.2 1256 457 NvsT
ENSTO0000390260 [Hs 449621  |ENSTO0000390260 [2p11.2 1257 458 NvsT
BC034142 Hs 449521  NGKY1-5 2pl1.2 1258 459 NvsT
ENSTO0000390267 |Hs 449608  |ENSTO0000390267 §2p11.2 1259 2 460 MNvsT
ENSTO000D327926 [He 225804  |ENSTO000DS2T026 §22q11. 1 1260 2 461 NvsT
A 24 P203BEE A 74 P203856 2ql11.2 1261 462 NvsT
ENSTOD000212946 ENSTO0000312946 [2p11.2 1262 463 NvsT
THC2497143 Hs 449585  JTHC2457143 22q11.22 1263 467 NysT
ENSTO0000390312 [Hs 4495585 [ENSTO0000390312 [22q11.22 1264 468 NvsT
ENSTO0000390294 [Hs 655198  [ENSTO0000390294 [22q11.22 1265 h26 NvsT
BCO12876 Hs 449585  |BCO12876 22q11.22 1266 469 NvsT
BC023973 Hs 535668  |IGLVE-57 22q11.22 1267 470 NvsT
A 23 P169163 A 23 P159163 1268 2 474 NvsT
A 23 PE4791 A 23 Padidi 1269 2 475 NvsT
AYS95685 Hs 6525878  [AY998685 1270 2 476
[ENST00000390243 [He B526878  JENSTO0000390243 J2p11.2 1271 2 477 NysT
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N Lons e s SR Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
MM 021181 Hs 5172650  |SLAMFY 1g23.3 1272 2 436 MysT
AF0G3655 Hs 449555  JAFDG3655 1273 2 471
A 23 PT2252 A 23 Praahl 1274 2 472
XE7802 Hs 449585  [X57802 22q11.22 1275 2 473
MM 1958440 Hs 593679 |DERL3 22q11.23 1276 434
XE7815 Hs 449585  |X57818 22q11.22 1277 2 466
AFQ3A035 Hs 274701 VDS 2pl1.2 1278 2 438 MvsT
MM 005235 Hs 654525  [POU2AFT 11g23.1 1279 2 487 MNvsT
AFJETRTE Hs 535668 JAFZB787TH 22q11.22 1280 2 485
X01147 Hs 654512  [X01147 22q11.22 1281 2 489 MNvsT
A 23 PE10ES A 23 PE106S 1282 2 450 MNvsT
AJIDHET2 Hs 449521  |AJ399872 1283 2 491 MNvsT
ENSTO0000390595 |Hs 510635  |EMNSTO0000390595 114932.33 1284 2 479 MvsT
AJIEIOTE Hs 510635 A 252075 2g11.1 1285 2 478
A 23 P113056 A 23 P113056 14g32.33 1286 2 430
BCO70333 Hs 634941 [IGHV1-69 14g32.33 1287 2 481
ENSTO0000390610 [Hs. 644510  |[ENSTO0000390610 H14g32.33 1288 2 482
ENST00000390622 [Hs 544510 |ENSTO0000390622 [14932.33 1289 2 433
MM 002281 Hs.658118  [KRTE1 12g13.13 1290 2 530 MNvsT
A 24 P204574 A 24 P204574 22q11.22 1291 2 517 MNvsT
A 23 P112957 A 23 P112957 22q11.22 1292 2 527 MvsT
AFOTEA0 He 440574  |AFQTE200 22q11.22 1293 2 528 MvsT
EEEYE] TILL3 3p2b.3 1294 2 518 MNvsT
I 016454 Hs 409563  [MGC29508 bg3l.2 1295 2 519 MvsT
EIEEEEE] Hs 449574  [ARPC1B 22q11.22 1296 2 520 MvsT
ENS 000003284 18 ENSTO0000328419 [18p11.31 1297 2 521 MvsT
A 23 P435390 A 23 P435390 1295 2 b2 MysT
AY 172962 Hs 449585  |AY 172862 22q11.22 12599 2 523 MvsT
MM 001013615 Hs 567636  |CTA-246H3 1 22q11.23 1300 2 524 MvsT
i 020070 Hs 248058  [IGLL] 22q11.23 1301 2 525 MvsT
BCD24289 Hs 510635  |IFI6 14g32.33 1302 2 451
ENSTO000002390543 [Hs 510635 [ENSTO0000390543 [14932.33 1303 2 452
[ENST00000390630 JHs 643624 [ENSTO0000390630 |14932 33 1304 2 492
A 23 P1588685 A 23 P158658 1305 2 493
AJ2A5002 Hs 631647  |AJ245002 15q11.2 1306 2 494
AFDET420 Hs 648398  |IGHA1 14932 33 1307 2 495
AYD03763 Hs 510635  |AY003763 1308 2 496 MNvsT
[ENSTO0000390636 [Hs 547404  [ENSTO0000390636 114q32.33 1309 2 501
A 24 P323295 A 24 P323298 14g32.33 1310 2 502
AF103312 Hs547404 [AF103312 14g32.33 1311 2 503
A 24 P110457 A 24 P110487 16p11.2 1312 2 504
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Unique Id UG cluster Gene symbol Location Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Norm vs Tum NvsT
[AB06S 7S Hs 533963 |ABOG3751 14g32.33 1313 2 511
BXB405.24 Hs 645398  JIGHA1 14g32.33 1314 2 512 MNvsT
AFAT1475 AFAT147R 1493233 1315 2 505
ENSTO0000390615 |Hs 633485  |EMSTO0000390615 J14932.33 1316 2 50E
11328 Hs 650507 |¥11328 16p11.2 1317 2 507
AFAT1454 Hs 633485  JAFAT1454 14g32.33 1318 2 508
ENSTO0000260102 CHSTO0000260102 J16p11.2 1319 2 509
A 24 P384119 A 24 P384119 16p11.2 1320 2 510 MNvsT
[ENS 100000350632 [Hs 644810  |ENSTO0000390632 114932 33 1321 2 513
£.1519285 Hs 551925  [AJS19285 14g32.33 1322 2 514
EF178107 Hs 644810 JEF173107 14g32.33 1323 2 515
NP109842 MNP109642 16p11.2 1324 2 497
ENSTO00002390624 |Hs 644510  |EMSTO0000390624 114g932.33 1325 2 498
A g4 P1e180d A g4 Plelaos 16p11.2 1326 2 499 MvsT
[ENST00000390603 |Hs 510635  [ENSTOO000390609 14932 33 1327 2 500 MvsT
AK12847E Hs 645398  [IGHAT 14g32.33 1328 2 531 MvsT
M_012350 Hs 651168  [SMRIA 4g13.3 1329 2 535 MvsT
THC2655069 THC265506d 17g21.31 1330 2 536 MvsT
BCO73764 Hs 449621 |IGKC 2p11.2 1331 2 532 MvsT
BC032451 Hs 449621 |BC032451 2p11.2 1332 2 537 MvsT
AY052331 Hs 449621  JAY062331 2pl11.2 1333 2 538 MvsT
pe0osn2e Hs B67612 MGC1e025 2q37.3 1334 2 533 MNvsT
B 110985 Hs. 143004  |BX110985 3p2h.3 1335 2 534 MvsT
ENSTO0000390263 |Hs. 69360 ENSTO0000390263 §2p11.2 1336 2 539 MvsT
ENSTO0000390253 |Hs. 6459554 [ENSTO0000390253 §2p11.2 1337 2 540 MvsT
ENSTO0000390261 [Hs. 69360 EMSTO0000390261 [2p11.2 1338 2 541 MvsT
ENSTOD000310574 ENSTO00D0310579 [59g12 1339 2 542 MNvsT
ENSTO000033 1696 ENSTO0000331696 §2p11.1 1340 2 543 MNvsT
BCOET092 Hs 449621 |IGKOC 2p11.2 1341 2 ba4 MvsT
A g4 p4asn109 A 24 Pasolng 9g12 1342 2 545 MvsT
BC030813 Hs 44962 BCO305813 2p11.2 1343 2 546 MvsT
ENSTO0000390261 |Hs 44562 ENSTO0000390281 [2p11.2 1344 2 b47 MvsT
5095459 Hs 44962 IGKC 2pl11.2 1345 2 545 MNvsT
ENS 100000390275 [Hs 350427 [ENSTO0000390275 FIp11.2 1346 2 549 MNvsT
A 23 PA4053 A 23 PAADLS 2pl1.2 1347 2 550 MvsT
ENSTO0000330258 |Hs 693601  |ENSTO0000330258 §2p11.2 1348 2 551 MvsT
ENSTO0000390271 ENSTO00003290271 §2p11.2 1349 2 516 MvsT
A 24 PA132E6 A 24 PA13256 1350 2 529 MvsT
ENSTO0000360325 [Hs 649255  [EMSTO0000360329 1493233 1351 2 464 MNvsT
MM 152513 Hs. 116419 |RP5-8521011.2 22q13.2 1352 2 465 MvsT
BC0JJ2362 Hs 449621 |BCO2236S 2p11.2 1353 447 MvsT
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MM 004944 Hs. 476453 [DNASEILS 3pl1d.3 1354 1 3 657 MNvsT
MM 144646 Hs 64343 5J 4g13.3 1355 658 NvsT
AWV 136683 Hs 64343 AW 136683 4g13.3 1356 G549 MNvsT
ENSTOD000390538 [Hs 645398  |ENSTO0000390539 [14g32.33 1357 560 MvsT
AF 343666 Hs 645398  |AF343666 1g23.1 1358 661 MNvsT
NIM 153255 Hs 551446  |MCOLN2 1p22.3 1359 795 MNvsT
N 018284 Hs BE677 GBRP3 1p22.2 1360 163
[MI_D18974 Hs 567508 JUNCI3A bg2i 1361 65
THC 2620542 THC 2520542 5g23.1 1362 716 MNvsT
NI 001080535 Hs 149219  JLINCR 2gl11.2 1363 2
NI D1 7662 Hs JrdJab [TRPME 9g21.13 1364 BE63 MvsT
THC27058754 THCZ2T0S754 13g14.11 1365 378
MM 001353 Hs. 460260  JAKRIC 10p15.1 1366 372
I 003730 Hs 78183 AKBICS 10p15.1 1367 373
BC040210 Hs 460260 JAKRICI 10p15.1 1368 374
[ENSTO0000377116 [Hs, 525093  [ENSTOQ0D0377116 J13931.1 1369 376
MM 033255 Hs 546467  |EPSTI 13q14.11 1370 370
ENSTO00000313624 [Hs 546467  |EPSTI 13g14.11 1371 371
NIM_020208 Hs 413095  |SLCEAZD 3p21.31 1372 369
NM 000253 Hs. 195799 |MTTP 4g23 1373 295
NM 080560 Hs 661068 |TSGAZ2 21g22.3 1374 914
M {38500 Hs 102086  |CMBL 5pl15.2 1375 592 MNvsT
MMM 021147 Hs 2041 CCNU 5q11.2 1376 75 MvsT
MM 018670 Hs 447531  |MESP1 15g26.1 1377 143
Al 832534 Hs 684035  JALB32H34 2p22.1 1378 145
A 24 P36ae0s A 24 PabBEDE bg32 1379 146
S73202 573202 9g34.11 1380 147
THC2786072 THC2786072 7g31.1 1381 148
XR 019510 Hs.650952 |LOCE52510 Ygl1.21 1362 149
N _g022as Hs 438 19g13.42 1363 116 MNvsT
MM 001710 Hs BO771 CFB bp21.32 1364 118 MNvsT
MM 006458 Hs 531776 |LGALS2 22q13.1 1385 717 MNvsT
MM 031409 Hs 46468 CCRE 6g2i 13686 223
NI 000625 Hs. 434366  [NOSZA 17g11.1 1387 3 913
MM 002426 Hs 1695 MMP 12 11g22.2 1388 1045
NM 033292 Hs. 2490 CASP1 11g22.3 1389 3 144
NM 016434 Hs 434878  |RTEL1 20g13.33 1390 135
BCU04960 Hs. 516108  [MGC10955 2p13.1 1391 136
MM 032945 Hs 434878 |TNFRSFGE 20g13.33 1392 137 MNvsT
MIM_145252 Hs 105867 |LOC124220 16p13.3 1393 851
MM 001080494 Hs 112949  [Ciorf34 1p32.3 1394 1 3 553
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MM 148672 Hs 656904  |CCL2E 5p12 1395 1 3 670 MNvsT
[NI_002544 Hs 497585  [PIGR 1g32.1 1396 3 671 MNvsT
THCZ2051546 Hs 497585 |THC2551546 1g32.1 1397 3 672 MNvsT
NM 014080 Hs 71377 DUOX2 15¢21.1 1398 138
NM 005664 Hs 204238 |LCN2 Sg34.11 1399 3 139
BC029479 Hs 26513  |LOC2835587 14g31.3 1400 3 140
] 0247 Hs 1156838 o 16p12.3 1401 3 141
N Hs 431098  |PDAK1IP1 1p33 1402 3 142
MM 022154 Hs 288034 [SLCI9AD 4g24 1403 1 3 554
MM 032744 Hs 126409  |C6orf108 bp24.1 1404 3 633 MvsT
MM 000715 Hs 1012 CABPA 1g32.2 1405 1 3 127
MM 001719 Hs 473163  |BMPY 20g13.31 1406 389
MM 002165 Hs 504608  |ID1 20g11.21 1407 1 367
CNATS 126 Hs 204000  |CNATI126 20g11.21 1408 368
MM 000681 Hs.249158  JADRAZA 10q25.2 1409 531 MNvsT
MM 006529 Hs 642660 |C10orf116 10q23.2 1410 387
NI 000454 Hs 117938 |COL1/A1 10251 1411 3868
MM 0010033595 Hs 501347 |TPDE2L1 bg22.31 1412 170
MM 1446596 Hs 658506  |Clorfl2h 1g25.2 1413 3 573
NM 183383 Hs 654933  |CADPS 3p14.2 1414 171
Bl836406 Hs. 130203  |BIS36406 4022 1 1415 215
AKDOOR]E Hs 181297 QCHA3AES 150213 1416 418
MM 014558 Hs 499758  [KIAADET2 17p12 1417 697 MvsT
MM 001523 Hs 173724 |CKB 14g32.33 1418 539 MvsT
A 24 P533328 A 24 Poassa8 16g11.2 1419 590
NM 025163 Hs 518403 [PIGZ 3929 1420 538 MvsT
AKD23526 Hs 670477  [AKD23526 4g22.1 1421 1658
NM 015957 Hs 447794  |APIP 11p13 1422 183
A 24 P170203 A 24 P170203 9g31.2 1423 184
M _D20997 Hs o624 =Nl 1gd2.12 1424 186
MM 080518 Hs 352218  |OXGRI1 13g32.1 1425 185
[NI_001482 Hs 75335 GATM 15q21.1 1426 578
THC2687 713 THC2687713 4033 1427 579
[NI_015000 Hs 481704 |FAM134B 5p15.1 1425 1 771 MNvsT
THC26/5062 THC26/5062 2g24.3 1429 1 772 MNvsT
NM 194288 Hs 4599709  |SLC16A9 10g21.1 1430 755 MNvsT
MM 006534 Hs 287714  |RAB32 5g24.3 1431 1 532
M 207578 Hs 487325 |PRKACH 1p31.1 1432 595 MvsT
MM 001010971 Hs 591445  |SAMD13 1p31.1 1433 596 MvsT
MM 001077 Hs 575083  JUGTZBI1Y 4q13.2 1434 597 MvsT
MM 001076 Hs 651166  JUGTZB15S 4g13.2 1435 595 MvsT
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A 24 PoroJey A 24 PoToJET 4q13.2 1436 599 MNvsT
MM 001073 Hs 33961 UGT2B11 4g13.2 1437 600 MNvsT
MM 001075 Hs 201634 JUGT2B10 4g13.2 1438 601 MNvsT
MM 001074 Hs 654424  JUGTZBY 4g13.2 1439 1 602
NM 053035 Hs 653164  |UGT2B23 4g13.2 1440 1 603
NM 153655 Hs BE3662  |GSTAS Gpl12.1 1441 604 MNvsT
Coe4bas Hs 410126 OC148857 15g24.1 1442 605 MNvsT
MI_D04212 Hs 267833 |SLC28AZ 15g21.1 1443 799
M 153486 Hs 280929 |LDHD 16g23.1 1444 690 MvsT
M 170601 Hs 10056 SIAE 11g24.2 1445 875
EEEEEE Hs 206721 JLOCAQODST73 17p13.1 1446 3 711 MvsT
NM 031264 Hs 165618  [MUPCDH 11p15.5 1447 1 702 MvsT
NM 016341 Hs 655033 |PLCET 10g23.33 1448 703 MvsT
M 080485 Qs 657015  |SpCEP2 20p13 1449 627 MvsT
A 32 P21ET07 A 32 P218707 2p11.2 1450 GaG MNvsT
MM 002542 Hs 179770 |PTPREH 19q13.42 1451 639 MNvsT
MM 005629 Hs 540696  |SLCGAS Xg28 1452 910
[NM_024307 Hs 289015  |GDPD3S 16p11.2 1453 677 MNvsT
BC103675 Hs 285568  |[MOGAT. 11g13.5 1454 1 3 E7E MNvsT
NM 181755 Hs 486354 |PKIB 6g22.31 1455 1 634 MNvsT
NM 005771 Hs 179608 |DHRSY 2031.1 1456 635 MNvsT
AKDIE38 He J32604  |FLIJoETE 11q13.1 1457 1 686 MNvsT
MM 033128 Hs 655515 [SCIN p2l.3 1458 679 MvsT
MM 000560 Hs 655491 |HPGD 4g34.1 1459 620 MvsT
MI_019010 Hs 24905 KRT20 17g21.2 1460 676 MvsT
MI_DO7072 Hs 252351  |HHLAZ 3g13.13 1461 G75 MvsT
AFDSR0TE Hs 445045  [AFDE80TE 1g23.2 1462 1 3 GBS MvsT
NM 015328 Hs 600759 |KIAADE28 7g32.1 1463 3 692 MvsT
NM 020285 Hs. 116724 |AKRIB10 7q33 1464 633 MvsT
AR 018726 Hs Gder2e  |LOC340858 10g21.3 1465 694 MvsT
MM 197975 Hs 225945 [BTNL3 5q35.3 1466 1 3 666 MNvsT
NIM_024550 Hs 189103 [BTNLE 5q35.3 1467 1 667
MM 032301 Hs 289311  [MGC 13057 2q32.2 1468 637 NvsT
NM 002153 Hs 162795  |HSD17B2 160233 1469 691 NvsT
MM 001041 Hs 429596  |SI 3026.1 1470 759 MNvsT
NM 000035 Hs 530274  JALDOB Sg31.1 1471 3 160
NM 024503 Hs 163079  |TUBAL3 10p15.1 1472 681 MNvsT
NM_1596998 Hs 534650  |AQIP124 2937.3 1473 310
CR749831 Hs 282795 |CR749831 10q11.23 1474 1 349
MM 175573 Hs 13308 AMKRDAS 5g31.1 1475 1 350
MM 005588 Hs 179704  JMEP1A bp12.3 1476 1 351 MvsT
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MM 012338 Hs 16529 TSPAN1TZ 7g31.31 1477 1 375
MM 004063 Hs 501863  |CDH17 8022.1 1478 1 353
ABD18.258 Hs 109358 [ATE108 5034 1479 1 354
N 004963 Hs 524278 |GUCY2C 12p13.1 1480 1 355
NM 024751 Hs 374726 |PDZD3 11g23.3 1481 719 MNvsT
N 000341 Hs 112916 |SLC3A1 2p21 1482 1 359
ML 005579 Hs, 22394 MYO1A 12g13.3 1483 718 MvsT
MM 003569 Hs 282975 |CESZ2 16q22.1 1484 721 MNvsT
MM 145202 Hs 15951 PRAF1 10g26.3 1485 4 297
MM 022097 Hs 1765685  |LOCE3525 16p12.1 1486 720 MNvsT
AKDZ26416 Hs 280892 |FLJJI763 3g13.13 1487 1 4 564
NM 018663 Hs 430295  [PXNMP2 12q24 33 1488 1 695 NvsT
NM 000017 Hs 507076 JACADS 12q24 31 1489 696 MNvsT
M 006149 Hs 5300 LGALS4 19q13.2 1490 3 713 MNvsT
MM 003226 Hs. 82961 TFF3 21g22.3 1451 162
MM 00597 Hs. 201350 |EXYD3 19q13.12 1492 714 MNvsT
MM 016614 Hs.403010  |TTRAP bp22.2 1493 708 MNvsT
MM 02290 Hs 1268071 JLRRC19 Sp21.2 1494 1 4 703 MNvsT
A 24 P334208 A 24 P334208 2p11.2 1495 710 MNvsT
NM 019062 Hs. 124835 |RNF186 1p36.13 1496 1 3 352
MM 005514 Hs 651244 JGPA33 1g24.1 1497 1 12 MvsT
[ 001644 Hs 260 APOBECT 12p13.31 1498 1 161
MM 004616 Hs 170563 | TSPANS 12q21.1 1499 574
M 001039792 Hs 208081 JUNQ3338 Sp13.3 1500 575 MvsT
MM 003944 Hs. 632460 [SELENGPT 1g21.3 1501 6958 MvsT
M _015480 Hs. 293917 |PVEL3 3g13.13 1502 1 576
BCO17572 Hs.293917  |PVEL3 3g13.13 1503 1 577
NM 002551 Hs. 1872 PCK1 20qg13.31 1504 715 MNvsT
MM 001515 Hs. 11 CEACAM3 10g13.2 1505 316
M 004563 Hs AC60 ] CEACAMS 19g13.2 1506 317
NI _D0E550 Hs. /4466 CEACAMY 19q13.2 1507 GEE] MNvsT
M 002483 Hs 4666814 |CEACANMG 19q13.2 1505 314
BCO05008 Hs 466814 JCEACANME 19g13.2 1509 315
NM 001712 Hs 012602 JOEACAMI 19¢13.2 1510 700 MysT
EMSTO0000243933 [Hs 113094  |CORO2A 8g22 33 1511 1 3 562
MM 000156 Hs. 1376 HSD11B2 16g22.1 1512 701 MvsT
AL13TTET Hs. 8379 FANMT10C 2p25.3 1513 556
THCIE50074 THCZB50074 9q32 1514 169 MNvsT
MM 014585 Hs 643005  |SLC40A1 2q32.2 1515 1 558
NI _0007EE Hs 111944  |CYP3AT7 7q22.1 1516 559
MM 000777 Hs 1650076 JCYP3AL 7022 1 1517 560
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M_017460 Hs B54391 |CYP3A4 7q22.1 1518 561
M 00197 Hs 212088 [EPHXI 8p21.1 1519 571 MvsT
BCl38240 Hs 335413  [BC038245 22q13.2 1520 293 MvsT
CREJETT Hs 586321 [CRE24517 pdl.3 15821 292
MM _194284 Hs 183617 JCLDONZ3 Bp23.1 1522 662 MvsT
MM 005218 Hs. 32949 DEFB1 Bp23.1 1523 419 MNvsT
N 004861 Hs 17958 GALZST 22q12.2 1524 557
MW 003500 Hs 444068  [ACOX2 3pl14.3 1525 158
THCZ706212 THCZ270B212 4p16.1 1526 159
MM 000903 Hs 406515  [NOO1 16g22. 1 1527 157
AK131023 Hs bb2b41  JAK131023 17g25.1 1528 1 b3 MvsT
THC2TT0152 THC2770152 20g11.23 1529 224
NM 007157 Hs. 31664 FZD10 12g24.33 1530 1007
I 002523 Hs 2281 NETx2 7q22.1 1531 1008
M 055186 Hs 473877 |FAMSH 21g22.3 1532 291
004583 Hs /7854 RGN Xp11.3 1533 1018
M _004010 Hs 495012 |DMD Xp21.2 1534 1019
HC27 23899 THCZ72969d 4g21.22 1535 1020
NM 002986 Hs. 54460 CCL11 17q12 1536 423
NM 014575 Hs. 2465 P2RY14 3g25.1 1537 654 MNvsT
NM 014475 Hs 521458 JADAMDEC 8p21.2 1538 656 MNwsT
CREDSI08 Hs 676511 QC282004 16g24.1 1539 363
NM 024768 Hs. 124607 JCCDCAS 3g21.3 1540 364
XN 0011233802 Hs 111902 |LOCT29464 16g24.1 1541 365 MvsT
033380 Hs. 269083 JCOL4AS Xg22.3 1542 1 361
M 004101 Hs 42502 F2RL2Y 5g13.3 1543 271
M_000029 Hs 19383 AGT 1gd2.2 1544 270
MM 004587 Hs 483444 JCXCL14 5g31.1 1545 360
MM 001463 Hs 128453 |FEZB 2032.1 1546 1646
N 021229 Hs 201034  [NTM4 12q22 1547 1647
AKDI1132 Hs 120633 JAKOD1132 11g21 1548 1648
NM 005522 Hs 440168 [DSCRILT Bpl12.3 1549 1208 MwsT
[ENST00000256561 TIHS 10p14 1550 362
M 0154209 Hs 477015  JABI2BFP 3q12.2 1551 1149 MvsT
M 002736 Hs 433068 |PRKARJB Tgdd.3 1552 1150 MvsT
MM 004657 Hs 26530 SDPR 2g32.3 1553 1209 MvsT
NM 022465 Hs. 228206 GREM2 1g43 1554 614 MvsT
M D085 Hs 371243 |BTH Tg33 1555 1146 MwsT
THC2608493 THC 2605493 Tg31.1 1556 1147 MwsT
M 001017915 Hs 60191 [MEPSD 2q37.1 1557 239
M 032437 Hs 232404  [ABLILS 4p16. 1 1558 37T

258



Anexo IV

. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
Unique Id UG cluster Gene symbol Location Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto Morm vs Tum NvsT
NI 015205 Hs 29159 ATP11A 13g34 1559 1621 NvsT
NI 021101 He 430060  JCLDNT 3g26 1560 1622 NvsT
NI 033260 Hs 5591352  |FOXO Ep25.3 1561 1623 NvsT
ENSTOD0002309574 [Hs 585221  [ENSTO0000309874 §15q15.1 1562 1563
BE004514 Hs 647409 |BEOD4814 Bp22.3 1563 1615
NM 002763 Hs 585368 |PROX1 1gd1 1564 1559
L 004688 Hs 156027 [AXINZ 17g24.1 1565 280
AFOTEI6S Hs 156527  JAXINZ 17g24.1 1566 1 281
NI 1754593 s 106137 OTLIM 17g25.3 1567 1560
NI 033119 Hs B02003 KD 16g12.1 1568 1561
[N _153000 Hs 203274  |APCDDT 18p11.22 1569 1557
THC2652817 THC2652817 16g12.1 1570 1558
N 020416 Hs 479068 |PPP2RIC dp16.1 1671 1581
N 018689 Hs 420058 1159 15g25.1 1672 51 NvsT
[N _006393 Hs 5025 EGL 10p12.31 1573 50 MNysT
NR 002307 Hs. 281329  [MSX2P 17q22 1574 59
SC00505 1 Hs 663621 |BCAN 1g23.1 1575 240
BU540252 Hs 600805 |BUSA028) 2p16.1 1576 241
NM 002334 Hs.4930 LRP4 11pl11.2 1577 1645
AF132203 Hs 597496  |AF132203 10g24 .31 1578 287 NvsT
NM 002083 Hs 2704 GPX2 14g23.3 1579 89
NI 000740 Hs 7136 CHEMN3 1g43 1580 236
N 001017928 Hs 220504  |CCDCES 3g21.1 1581 78
BC020122 Hs.559426  [BCO030122 5q14.3 1562 151
(XM _D33653 Hs 181156  JLOCA407 31 1g42.2 1583 150
[NEEENE Hs. 129742 [SLLT1B 4g13.3 1584 1 583 NvsT
N 014465 Hs. 129742 |SLULTIE dg13.3 1585 1 584 NvsT
N 006418 Hs 559736 |OLFM4 13g21.1 1586 174
BXx538051 Hs 149540  |BX538051 1g25.2 1687 175
N 021010 Hs E25053 CA 8p23.1 1588 177
NI 001926 Hs.711 DEFAG gp23.1 1589 178
NI 006017 Hs 614734 |PROMT 4p15.32 15590 132
N 024677 Hs 5000923  [NSUNT dp1d 1591 1 203
THC2732721 THC2732721 Tg35 1592 379
NM 032501 Hs 529353 [ACSS 20p11.21 1593 380
ABOTEE64 Hs 370555  [KIAA1G84 9g34.3 1594 381
NM 032567 Hs 125196 [MICALCL 11p15.3 1595 593 NvsT
N 006671 Hs 104637 |SLCIAT 1p32.3 1596 300
[SCo0d287 Hs 424957  [GC004287 8g21.13 1597 1649
N 007210 Hs 505575  JGALNTG 12g13.13 1598 1612
N 152673 Hs 5o020g  [MUC20 3g29 1599 1 319
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[AKD95531 Hs 24447 [AKO95E31 bp1h.2 1600 318
BFE03042 Hs 27621 BF803542 bp1h.2 1601 320
NI_000218 Hs 95162 KCNO 1 11p15.4 1602 384
NI 001185 Hs 546239  [AZGP 7g22.1 1603 2390 NvsT
MM 000238 Hs 547099  |KCHNH2 Tg36.1 1604 382
NM 021258 Hs 110915  |IL22RA1 1p36.11 1605 383
N 004413 Hs 109 DPEE 16g24.3 1606 278 NvsT
[ALIE9000 Hs bdrib4  JAL35H0LE Tp15.3 1607 253 NvsT
THC 2512159 THC2512199 Tp15.3 1608 254 NvsT
BC033117 Hs 224679 |LOCGB4E249 Tg36.3 1609 251 NysT
AWGTG2TS Hs, 20835858  [AWSTIITS Tpl15.3 1610 252 NvsT
A 32 P2e0G5 A 32 P2h06eh 19p13.11 1611 1 4 385
NM 000245 Hs 132966 |MET Tg3l.2 1612 242 NvsT
M 032051 He 847008  |MLXIEL Tql1.23 1613 243
NI 021977 Hs 567337  |SLCZ22A3 6g2h.3 1614 244 NvsT
NI 001955 Hs 511899 |EDMI1 bp24.1 1615 1708
NI _D002655 Hs 14965 PLAG1 8gl2.1 1616 3 1709
AKO94963 Hs 657374 [FLJ37644 1724 3 1617 1 302
MM 001399 Hs 105407 DA Xql13.1 1618 301
BC032913 Hs. 57540 0C389023 2q14.1 1619 565 NvsT
MM 153270 Hs 448572  [KLHL34 Xp22.12 1620 304
NI _D0s396 He 422598  |PNLIPRPZ 10g25.3 1621 235
NM 004164 Hs 655516 |[RBP2 3923 1622 1 296
AK 130456 Hs 200573  [AK130456 Bp22.1 1623 303
NM 022144 Hs 132957  [THNMD X221 1624 305
I 001045 Hs 591192  [SLCEAL 17q11.2 1625 306
THC2669157 THC26B9157 10g22.1 1626 307
MM 006308 Hs 41707 HSPE3 5g11.2 1627 308
THC2706471 THC2706471 9q13 1628 1 309
AWAD]TEE AVWO01ToE 5q15 1629 231
NI 025152 Hs 2868951  |NUBFL 14q12 1630 233
NI 001005353 Hs 10862 AKSL1 1p31.3 1631 4 232
[N Hs 129452 JDACHI 13g21.33 1632 294
5027325 Hs 40329 SC037328 17g24.3 1633 1 552
AY3IL8465 Hs 632511 [LOCGBdREZT 1gdd 1634 731 NvsT
MM 019018 Hs. 501751  [FAM105A 5p15.2 1635 216
AK125548 Hs 155085  |AK125648 bp15.2 1636 217
NI 000880 Hsbolerd L7 8g21.12 1637 214
THC 2692456 THC2652456 1p32.1 1638 228
NM 01778 Hs 272795  JCYP2W1 Tpd2d.3 1639 265
NM 03225 Hs 98564 CCDCES 11g13.1 1640 311
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Anexo IV

. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
L Lre Loy SHLES e ] Losibin Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
[ENSTO0000305119 |Hs 4893065 [MUCTZ Tg22.1 1641 1650 NvsT
A 32 P112263 A 32 P112263 6gl13 1642 219
NI 004923 Hs 145932  [MTLS 11g13.2 1643 202
NI 018291 Hs 444301  [FLJ10986 1p32.1 1644 218
MM 1525891 Hs 280658 |PRSS33 16p13.3 1645 227
MM 030615 Hs 150013  |KIF25 Bg27 1646 179
AKD93351 Hs go7osy |Fligensa 1g21.3 1647 312
MM 152358 Hs 414175  [C1Scrfd] 19q13.33 1648 229
XR 017750 NANOSS 19p13.12 1649 226
NM 025243 Hs 221597 |SLCI9A3 2q36.3 1650 4 220
NM 003636 Hs 440497 [KCMNABZ 1p36.31 1651 230
NI 001333 Hs BEDS6E  |CTSLZ 9g22.33 1652 264
MM 152709 Hs 37635 STOX1 10g21.3 1653 1 221
THC2700133 pi=lerriiiEK] 19p12 1654 222
NI 006644 Hs 36927 HSPH1 13q12.3 1655 4 288 NvsT
[ENS 100000379426 ENS 100000379496 [6p24.1 1656 598
NI _O14467 Hs 306339  [SRPX2 Xg22. 1 1657 1616 NvsT
NI 017549 Hs 263491 |EPDRI Tpld.1 1658 257
NM 015352 Hs 472409  [POFUTH 20g11.21 1659 4 261
N 080672 Hs. 473218 |PHACTR3 20g13.32 1660 3 258
MM 015515 Hs. 5029 KRT22 17g21.2 1661 259
NI 001090853 Hs Bo2106 |ACYIL2 6g15 1662 4 260
NI 003279 Hs 182427 |THNG 20g13.12 1663 4 341
NI 002623 Hs 91161 PEDMNA 20g13.2 1664 245 NvsT
NIM_D02467 Hs 202453  JMYC 8g24.21 1665 272 NysT
NI 144583 Hs 580464 [ATPEVIC? 2p2h 1 1666 255
NM 004485 Hs 59153 GMis4 1g42 3 1667 256
N 030667 Hs 1605871 |PTPRO 12p12.3 1668 235
MM 016653 Hs 444451  |7AK 2g31.1 1669 248 MNvsT
N 004280 Hs 404 NEEZLD Tp15.2 1670 1 249 NvsT
[ENST00000211092 [Hs 130714 [LOCI84400 19p13.3 1671 299
NI 003260 Hs 232173 LE2 19p13.3 1672 321
NIM_020686 Hs 336768  JABAT 16p13.2 1673 4 322
NI 002657 Hs 154104 |PLAGLZ 20q11.21 1674 4 262
BC010544 Hs 660769  [BCO10544 19p13.3 1675 4 263 NvsT
M 000142 Hs 1420 FGFRS dp16.3 1676 366
ENST00000253250 PIWILZ 8p21.3 1677 323
NI 152321 Hs 162143 |FRP2Y 12p12.3 1678 1 339
NI 003122 He 407806  [SPINKT bg32 1679 1 340
NI 001008454 Hs BB7637  |ISX 22q12.3 1680 335 NvsT
NI 001445 Hs 519719  |FABPG 5g33.3 1681 | 289 NvsT
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Anexo IV

. . Disposicion Heatmap | Cluster Cluster Cluster Cluster | Disposicion Heatmap Dif Exp
Ll LEE T E 35l boEDiE Clasificacion tumoral | 1 vs resto | 2 vs resto | 3 vs resto | 4 vs resto MNorm vs Tum NvsT
JHC6/1670 THC2671575 1682 1 581
NI 003114 Hs 591866  JSPAGIT 8gl2.2 1683 187
NI 007052 Hs bo22o7 X K221 1664 324
NI 013955 Hs 592227 OXx K221 1685 325
MM 013954 Hs 592227  |NOX1 Kg22.1 1686 326
N 000750 Hs 359698 |DDC pl12.2 1667 1 4 358
N 0215804 Hs 178008 |ACED Ap22.2 1668 336
NI 000047 Hs 2286975  [ARSE Apd2.33 1689 1 4 337
THC2696614 THC2656614 Ap22.33 1690 1 338
NIM_D03889 Hs. 7303 NRTI2 3913.33 1691 1 356
NIM_170693 Hs 300863  |SGK2 20g13.12 1692 | 357
NIM 173216 Hs 207455  |STEGALT 3g27.3 1693 4 238
NM 033427 Hs 5922585 |CTTMBP2 Tg3l.2 1694 4 234
N _000402 Hedaorae |CFTR Tg3l.2 1695 4 237
NM 017763 Hs 656318  |RNF43 17q22 1696 1 4 282 NvsT
NI 005170 Hs 152475  JASCL2 11p15.5 1697 4 283 NvsT
NIM 014324 Hs 5068343  [JAMACR bp13.3 1698 1 4 342
NI 030949 Hs 486795 |PPP1R14C 5325.1 1699 1 4 348
NM 025113 Hs 98117 C13orf18 13g14.12 1700 4 346
NM 014298 Hs 513454 |OPRET 16p11.2 1701 1 4 343
BG114486 Hs 592544  |BG114486 16p11.2 1702 4 344
NI 003270 Hs 42233 TSPANG Kg22.1 1703 1 4 345
NI 006113 Hs 267665  [VAVI 1p13.3 1704 1 4 347
NM 144704 Hs 163543  [AIFM3 22q11.21 1705 332 NvsT
I _015265 Hs 516617 [SATHD 2g33.1 1706 333
THC 2678045 THC2678045 BgZ27 1707 1 4 331
NI 000845 Hs 449625  [GRMS 7g31.33 1708 313
MM 000933 Hs 472101 |PLCBA4 20p12.2 1709 1 327
MM 005021 Hs 486453 |ENPP3 6g23.2 1710 1 328
NI D18296 Hs 125139 36 16022 1 1711 276
NI 003212 Hs 385870 [TDGF1 3p21.31 1712 277
NI 014553 Hs 156471 [TFCP2ZL1 2q14.2 1713 1 334 NvsT
L33930 Hs 644105 [CD24 Yqll.222 1714 329
[BX4 13050 Hs bB8325  |8X413050 Ygl1.222 1715 330
MM 001657 Hs 2706833  JAREG 4g13.3 1716 266
MM 001432 Hs. 115263 |EREG 4g13.3 1717 267
MM 018407 Hs 492314  |LAPTMAB 8q22.1 1718 285
NI 003578 Hs /26149 (5H 8g12.3 1719 279
NI_O13286 Hs 584907 |GPSM2 1p13.3 1720 284 NvsT
NI 001338 Hs 693697 |CXADR 21g21.1 1721 1 268
AL834140 Hs b7r7892  JALB34140 15g11.2 1722 269
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