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Método de prediccion de prondstico y/o respuesta farma-
colégica en neuroblastoma.

La presente invencion se refiere al empleo de los niveles
de expresion de los genes CHD5, PAFAH1B1y NME1 co-
mo marcador de prondstico y/o respuesta farmacolégica
en pacientes con neuroblastoma. Asimismo, se refiere al
método de pronoéstico y/o respuesta farmacolégica de un
paciente con NB basado en la cuantificacion de la expre-
sion de dichos genes, asi como el kit para llevarlo a cabo.
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DESCRIPCION

Meétodo de prediccidn de prondstico y/o respuesta farmacoldgica en neuroblastoma.
Campo de la invencion

La presente invencion tiene su campo de aplicacién dentro del sector sanitario, principalmente en los sectores de
lIa “Oncologia Pedidtrica” y “Biologia Molecular”, en concreto de los “Marcadores de prediccion de prondstico y
respuesta farmacolégica en cancer”.

Antecedentes de la invencion

Los tumores neuroblasticos (TN) son los tumores sé6lidos extracraneales mas frecuentes de la infancia y, durante los
primeros 4 afos de vida, representan aproximadamente el 40% de todos los tumores solidos (Kaatsch P. Epidemiology
of childhood cancer. Cancer Treatment Reviews 2010; 36(4): 277-285). El neuroblastoma (NB) metastasico, la forma
clinicamente mds agresiva, es la causa del 15% de las muertes por cadncer en nifios con edad inferior a 15 afios
(Maris JM et al. Neuroblastoma. The Lancet 2007; 369: 2106-2120). El NB representa un espectro muy heterogéneo
de enfermedades donde tumores con caracteristicas clinicopatoldgicas similares evolucionan de forma radicalmente
distinta, mostrando en ocasiones una proliferacién agresiva y resistente al tratamiento, y en otras, una regresion o
maduracién espontdnea.

La variedad de comportamiento clinico del NB determina un enfoque terapéutico que puede variar entre una
actitud expectante o un abordaje terapéutico multimodal intensivo que incluyen quimioterapia, cirugia, radioterapia e
inmunoterapia (Heller G and Cheung NK. Dose-intensity analysis and randomized trials. Journal of Clinical Oncology
1991, 9(9): 1715-1716, Kushner BH, Cheing NK, LaQuaglia MP, et al. Survival from locally invasive or widespread
neuroblastoma without cytotoxic therapy. Journal of Clinical Oncology 1996, 14(2): 373-381; Kushner BH and Cohn
S. Treatment of neuroblastoma. Neuroblastoma, In NK Cheung and S Cohn (ed.), Springer-Verlag, Berlin, 2005; pp
124-138; Matthay KK. Stage 4S neuroblastoma: what makes it special? Journal of Clinical Oncology 1998, 16(6):
2003-2006; Mora J, Gerald W, Qin J and Cheung NKV. Molecular genetics of neuroblastoma and the implications
for clinical management. A review of the MSKCC experience. The Oncologist 2001, 6(3): 263-268). Por consiguiente,
una taxonomia precisa de los diferentes subtipos de NB contribuiria a evitar los efectos secundarios de la quimio- y
radio-terapia en aquellos pacientes que puedan evolucionar favorablemente con una actitud expectante o un abordaje
exclusivamente quirtrgico.

Histolégicamente, se reconocen tres categorias de TN respecto a su grado de maduracion: el NB indiferencia-
do (formado por neuroblastos inmaduros), el GNB (Ganglioneuroblastoma) (nivel intermedio de diferenciacién) y
el GN (Ganglioneuroma) (forma diferenciada) (Mejia C, Navarro S, Pellin A et al. Prognostic significance of cell
proliferation in human neuroblastoma: comparison with other prognostic factors. Oncology Reports 2003, 10(1):
243-247; Yamanaka Y, Hamazaki Y, Sato Y, et al. Mutational sequence of neuroblastoma revealed by molecular
analysis on cDNA microarrays. International Journal of Oncology 2002, 21(4): 803-807). Habitualmente, en estos
casos, el tumor se encuentra en una tnica localizacién anatémica (tumores loco-regionales), aunque puede afectar a
los ganglios linfaticos adyacentes.

La capacidad de maduracién espontdnea es una caracteristica propia del comportamiento clinico favorable a al-
gunos de los NB (Ambros PF, Ambros IM, Brodeur GM et al. International consensus for neuroblastoma molecular
diagnostics: report from the International Neuroblastoma Risk Group (INRG) Biology Committee. British Journal of
Cancer 2009, 100(9): 1471-1482). Asi por ejemplo, en ausencia de marcadores bioldgicos desfavorables, los pacientes
con enfermedad loco-regional exclusiva tienen prondstico excelente, independientemente de si reciben o no tratamien-
to citotoxico (radioterapia o quimioterapia). Por ello, en estos pacientes el objetivo debe ser reducir al maximo el riesgo
de efectos secundarios a corto y largo plazo, manteniendo altos indices de supervivencia (Kushner BH, Cheing NK,
LaQuaglia MP, et al. Survival from locally invasive or widespread neuroblastoma without cytotoxic therapy. Journal
of Clinical Oncology 1996, 14(2): 373-381).

Alrededor del 60% de los NB clinicamente detectables se presentan como tumores metastasicos (estadio 4) que
inicialmente responden a la radio- y quimioterapia, pero que frecuentemente recidivan y se tornan resistentes al trata-
miento. Es un subgrupo de NB claramente diferenciado de los anteriores y es poco comin que los NB loco-regionales
o los estadios 4S progresen hacia un estadio 4. Parece que existe una relacién causal entre la agresividad tumoral y
alteraciones genéticas especificas, como son la amplificaciéon del gen NMYC; el tipo y tamafio de las deleciones en
las regiones cromosdmicas 1p36, 11q23, 14g32 o 19q13.3; la ganancia del cromosoma 17q; y el contenido cuasi-
diploide/tetraploide de ADN. Esto sugiere que las distintas clases de TN presentan alteraciones genéticas especifi-
cas y que éstas probablemente contribuyen al comportamiento clinico diverso (Brodeur GM, Seeger RC, Schwab M,
et al. Amplification of NMYC in untreated human neuroblastomas correlates with advanced disease stages. Science
1984, 224(4653): 1121-1124; Look AT, Hayes FA, Shuster JJ, et al. Clinical relevance of tumor cell ploidy and N-
myc gene amplification in childhood neuroblastoma. Journal of Clinical Oncology 1991, 9(4): 581-591; Mora J,
Cheung NKV and Gerald WL. Evolving significance of prognostic markers associated with new treatment strategies in
neuroblastoma. Cancer Letters 2002, 197(1-2): 119-124; Sohara Y, Shimada H and DeClerck YA. Mechanisms of bone
invasion and metastasis in human neuroblastoma. Cancer Letters 2005, 228(1-2): 203-209).
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Los NB estadio 4 son los que precisan todas las estrategias terapéuticas disponibles (cirugia, quimioterapia, radio-
terapia e inmunoterapia). Un 56% de ellos desarrollan metéstasis dseas (Ross RA, Biedler JL and Spengler BA. A role
for distinct cell types in determining malignancy in human neuroblastoma cell lines and tumors. Cancer Letters 2003,
197(1-2): 35-39) lo que supone un reto especialmente dificil para el tratamiento y determina un deterioro significativo
de la calidad de vida de los pacientes.

Por el contrario, los NB estadio 4s (s por especial) constituyen un subgrupo de neuroblastoma con enfermedad
diseminada que se presenta en los primeros meses de vida (<12 meses), con un patrén metastatico caracteristico
pero con una alta probabilidad de regresion espontdnea (D’Angio GJ, Evans AE and Koop CE. Special pattern of
widespread neuroblastomas with favorable prognosis. The Lancet 1971, 1(7708): 1046-1049). Para los NB estadio 4s
con caracteristicas bioldgicas favorables, la cirugia deberia ser la Unica arma terapéutica. La dificultad inherente a la
diferenciacién tinicamente clinica del estadio 4s del estadio 4, (NB metastético clinicamente muy agresivo) junto con
las complicaciones que pueden presentar durante el periodo inicial de crecimiento de las masas, hacen que mds de un
50% de los casos reciban tratamiento citotdxico, alin a pesar de que pudiera ser innecesario (Matthay KK. Stage 4S
neuroblastoma: what makes it special? Journal of Clinical Oncology 1998, 16(6): 2003-2006).

Actualmente se utilizan principalmente cuatro grandes sistemas (INPC, International Neuroblastoma Pathology
Classification; INSS, International Neuroblastoma Staging System; COG, Children’s Oncology Group; INRG,
International Neuroblastoma Risk Group) de estratificacion de riesgo, basados en combinaciones de pardmetros cli-
nico-patoldgicos y genéticos, como son la edad al diagnéstico, el estadio tumoral, el nimero de copias de NMYC, la
clasificacién histopatoldgica, la ploidia y el estado del cromosoma 1p, 17q y 11q (Ambros PF, Ambros IM, Brodeur
GM, et al. International consensus for neuroblastoma molecular diagnostics: report from the International Neuro-
blastoma Risk Group (INRG) Biology Committee. British Journal of Cancer 2009, 100(9): 1471-1482). Brodeur GM,
Pritchard J, Berthold F, et al. Revisions of the international criteria for neuroblastoma diagnosis, staging and respon-
se to treament. Journal of Clinical Oncology 1993, 11(8): 1466-1477; Maris JM, Hogarty MD, Bagatell R and Cohn
S. Neuroblastoma. The Lancet 2007, 369(9579): 2106-2120; Shimada H, Ambros IM, Dehner LP, et al. The Interna-
tional Neuroblastoma Pathology Classification (the Shimada System). Cancer 1999, 86(2): 364-372). Sin embargo,
la clasificacion objetiva y precisa de tumores como el NB sigue representando un reto. Es evidente la necesidad de
identificar marcadores de prediccién de prondstico y de respuesta a terapia mas especificos y sensibles, que contribu-
yan a evitar los efectos secundarios de la quimioterapia y radioterapia en aquellos pacientes que puedan evolucionar
favorablemente con un abordaje exclusivamente quirdrgico.

Por otra parte, en la actualidad, la evaluacién de la respuesta al tratamiento en NB se realiza mediante la monito-
rizacion en orina de los niveles de catecolamina y de sus metabolitos (4cido vanilmandélico y 4cido homovanilico),
y a través de la medicion de las lesiones tumorales, tanto del primario como de las metdstasis, utilizando técnicas de
imagen como son la tomografia computerizada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN). La determinacién por
examen histolégico del grado de diferenciacion de la célula tumoral y la extensién de la necrosis tumoral también se
utilizan para valorar la respuesta al tratamiento. Sin embargo, las limitaciones en cuanto a sensibilidad y especificidad
de estos procedimientos, plantean en ocasiones problemas en la interpretacion de los resultados. No obstante, tam-
poco existen marcadores biolégicos para la determinacion de la respuesta al tratamiento de los pacientes con NB. La
existencia de biomarcadores para la evaluacion de la respuesta al finalizar el tratamiento, y en particular, la primera
etapa del tratamiento (terapia de induccidén), permitiria efectuar cambios oportunos para establecer una terapia mas
apropiada en el caso de tumores resistentes.

En los dltimos afios, los andlisis de expresion de alto rendimiento mediante microarrays han contribuido a refinar
la clasificacién de diversas neoplasias, identificar grupos de genes con importancia pronostica y detectar grupos de
pacientes con distinta capacidad de respuesta a la terapia (Bittner M, Meltzer P, Chen Y, et al. Molecular classification
of cutaneous malignant melanoma by gene expresion profiling. Nature 2000, 406(6795): 536-540; Golub TR, Slonim
DK, Tamayo P, et al. Molecular classification of cancer: class Discovery and class prediction by gene expression
monitoring. FEBS Letters 1999, 235(1-2): 16-24; Pomeroy SL, Tamayo P, Gaasenbeek M, et al. Prediction of central
nervous system embrional tumor outcome based on gene expression. Nature 2002, 415(6870): 436-442; Rosenwald A,
Wright G, Chan WC, et al. The use of molecular profiling to predict survival after chemotherapy for diffuse large-B-cell
lymphoma. The New England Journal of Medicine 2002, 346(25): 1937-1947). Por todo ello, parecen constituir una
herramienta qtil para investigar la existencia de perfiles de expresion que permitan distinguir al diagndstico subgrupos
de NB clinico y biolégicamente relevantes.

Puesto que se considera que las diferencias en el pronéstico y la evolucién clinica son un reflejo de las caracteristi-
cas genético-bioldgicas subyacentes del tumor que tienen su impacto en los perfiles de expresion génica, se han llevado
a cabo varios estudios de microarrays con el fin de identificar perfiles de expresion tutiles para predecir el pronéstico de
los pacientes (Asgharzadeh S, Pique-Regi R, Sposto R, et al. Prognostic significance of gene expression profiles of me-
tastatic neuroblastomas lacking MYCN gene amplification. Journal of National Cancer Institute 2006, 98(17): 1193-
1203; Berwanger B, Hartmann O, Bergmann E, et al. Loss of FYN-regulated differentiation and growth arrest pathway
in advanced stage neuroblastoma. Cancer Cell 2002, 2(5): 377-386, De Preter K, Vermuelen J, Bros B, et al. Accu-
rate outcome prediction in neuroblastoma across independent data sets using a multigene signature. Clinical Cancer
Research 2010, 16(5): 1532-1541; Hiyama E, Hiyama K, Yamaoka H, et al. Expression profiling of favorable and
unfavorable neuroblastomas. Pediatric Surgery International 2004, 20(1): 33-38; Oberthuer A, Berthold F, Warnat P,
et al. Customized oligonucleotide microarray gene expression-based classification of neuroblastoma patients outper-
forms current clinical risk stratification. Journal of Clinical Oncology 2006, 24(31): 5070-5078; Ohira M, Morohashi
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A, Inuzuka H, et al. Expression profiling and characterization of 4200 genes cloned from primary neuroblastomas:
identification of 305 genes differentially expressed between favorable and unfavorable subset Oncogene 2003, 22(38):
5525-5536; Ohira M, Oba S, Nakamura Y, et al. Expression profiling using a tumor-specific cDNA microarray pre-
dicts the prognosis of intermediate risk neuroblastomas. Clinical Cancer Research 2005, 3(7): 1221-1228; Schramm
A, Schulte JH, Klein-Hitpass L, et al. Prediction of clinical outcome and biological characterization of neuroblastoma
by expression profiling. Oncogene 2005, 24(53): 7902-7912; Takita J, Ishii M, Tsutsumi S et al. Gene expression pro-
filing and identification of novel prognostic marker genes in neuroblastoma. Genes, Chromosomes and Cancer 2004,
40(2): 120-132; Wei JS, Greer BT, Westermann F, et al. Prediction of clinical outcome using gene expression profiling
and artificial networks for patients with neuroblastoma. Cancer Research 2004, 64(19): 6883-6891; Yamanaka Y, Ha-
mazaki Y, Sato Y, et al. Maturational sequence of neuroblastoma revealed by molecular analysis on cDNA microarrays.
International Journal of Oncology 2002, 21(4): 803-807). Sin embargo, hasta la fecha las listas de genes que se han ob-
tenido mediante microarrays en NB son demasiado largas para aplicar rutinariamente en laboratorio, tanto por el coste
del proceso como por el trabajo y tiempo requeridos, ya que se trata de 305 genes (Ohira et al, 2005), 144 genes (Obert-
huer et al. 2006) o 123 genes (Hiyama et al. 2004). Los estudios en los que se propone un menor nimero de genes para
la clasificacion de estos tumores, 59 genes (Vermeulen et al 2009), 42 genes (De Preter et al 2010), 39 genes (Schramm
et al, 2005), 30 genes (Takita et al, 2004) siguen presentando un nimero elevado para el uso rutinario clinico.

Por tanto, la utilidad de los microarrays en la prictica clinica se ve limitada por el nimero elevado de genes que
constituyen los perfiles de expresion, la necesidad de cantidades elevadas de tejido tumoral adecuado, la necesidad
de métodos estadisticos y computacionales complejos, y la baja reproducibilidad de los datos obtenidos. Para traducir
estos perfiles en pruebas aplicables en clinica, es imprescindible reducir el nimero de genes y generar perfiles que
puedan ser analizados con una técnica convencional como es la PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR, del inglés
quantitative real-time polymerase chain reaction).

En respuesta a esta necesidad, los autores de la invencion, tras un intenso trabajo de investigacion, han consegui-
do reducir de forma radical estos perfiles de expresion a Unicamente tres genes (CHDS, PAFAHIBI y NMEI) con
niveles de expresion génica asociados, de forma estadisticamente significativa, con las variables de valoracién clini-
ca supervivencia global (OS, del inglés overall survival) y supervivencia libre de evento (EFS, del inglés event free
survival).

El gen humano CHDS5 (Chromodomain helicase DNA-binding protein 5) es un gen supresor de tumores localizado
en la regién cromosémica 1p36.31, regién recurrentemente perdida en los NB de alto riesgo (Bagchi A and Mills
AA. The quest for the 1p36 tumor suppressor. Cancer Research 2007, 68(8): 2551-2556; Fujita T, 1garashi J, Okawa
ER, et al. CHDS, a tumor suppressor gene deleted from 1p36.31 in neuroblastoma. Journal of the National Cancer
Institute 2008, 100(13): 940-949). La expresion génica de esta cromohelicasa dependiente de ATP, ha sido hallada
recientemente en tejido nervioso normal y en NB de bajo riesgo pero ausente en lineas celulares y NB de alto riesgo
(Okawa ER, Gotoh T, Manne J, et al. Expression and sequence analysis of candidates for the 1p36.31 tumor supresor
gene deleted in neuroblastoma. Oncogene 2008, 27(6): 803-810).

El segundo gen seleccionado, PAFAH1BI1 (Platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform 1B, alpha subunit)
(también denominado LIS1), localizado en el cromosoma 17p13.3, es un gen involucrado en la migracién neuronal y
desarrollo del cortex cerebral (Gambello MJ, Darling DL, Yingling J, et al. Multiple dose-dependent effects of Lisl on
cerebral cortical development. The Journal of Neuroscience 2003, 23(5): 1719-29). Se ha demostrado que este gen
es necesario para que distintos procesos dependientes de dineina y/o microtibulos tengan lugar. También se requiere
durante el desarrollo cerebral para la proliferacion de los precursores neuronales y para la migracion de la neuronas de
nueva formacion desde la zona ventricular/subventricular hacia la placa cortical (Coquelle FM, Caspi M, Cordelieres
FP etal LISI1, CLIP-170’s key to the dynein/dynactin pathway. Molecular and Cell Biology 2002, 22(9): 3089-3102;
Lo Nigro C, Chong SS, Smith ACM, et al. Point mutations and intragenic deletion in LIS, the lissencephaly causative
gene in isolated lissencephaly sequence and Miller-Dieker syndrome. Human Genetics 1997, 6(2): 157-164; Tanaka
T, Serneo FF, Higgins C, et al. Lisl and doublecortin function with dynein to mediate coupling of the nucleus to the
centrosome in neuronal migration. The Journal of Cell Biology 2004, 165(5): 709-721). En NB, los autores de la
invencion han encontrado expresion de PAFAH1B1 en tumores de bajo riesgo, mientras que los niveles de expresion
se ven disminuidos en los tumores de alto riesgo.

El gen NME] (Non-metastatic cells 1, expressed in) (también denominado NM23, NDPKA) se localiza en la regién
cromosOmica 17q21.3, regién frecuentemente ganada en los NB clinicamente mas agresivos (Bown N, Cotterill S,
Lastowska M, et al. Gain of chromosome arm 17q and adverse outcome in patients with neuroblastoma. The New
England Journal of Medicine 1999, 340(25): 1954-1961; Brinkschmidt C, Christiansen H, Terpe HJ, et al. Distal
chromosome 17 gains in neuroblastoma detected by comparative genomic hybridization (CGH) are associated with
a poor clinical outcome. Medical and Pediatric Oncology 2001, 36(1): 11-13). Participa en procesos de proliferacién
celular, diferenciacién y desarrollo, y ademas es necesario para el desarrollo neuronal, incluyendo la determinacién del
patrén neural y del destino celular (Chen Y, Gallois-Montbrun S, Schneider B, et al. Nucleotide binding to nucleoside
diphosphate kinases: X-ray structure of human NDPK-A in complex with ADP and comparison to protein kinases.
Journal of Molecular Biology 2003, 332(4): 915-926; Fan Z, Beresford PJ, Oh DY, et al. Tumor suppressor NM23-
HI is a granzyme A-activated DNase during CTL-mediated apoptosis, and the nucleosome assembly protein SET is
its inhibitor. Cell 2003, 112(5): 659-672; Hailat N, Keim DR, Melhem RF; et al. High levels of p19/nm23 protein in
neuroblastoma are associated with advanced stage disease and with N-myc gene amplification. The Journal of Clinical
Investigation 1991, 88(1): 341-345).
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El gen NME] es el tinico gen de los seleccionados con niveles de expresién elevados asociados a NB de prondstico
desfavorable. Contrariamente a lo que ocurre en otros tumores, una expresion elevada de NME]I ha sido asociada
a prondstico desfavorable en NB (Almgren MA, Henriksson KC, Fujimoto J, et al. Nucleoside diphosphate kinase
A/nm23-HI promotes metastasis of NB69-derived human neuroblastoma. Molecular Cancer Research 2004, 2(7):
387-394; Valentijn LI, Koppen A, van Asperen R, et al. Inhibition of a new differentiation pathway in neuroblastoma
by copy number defects of N-Myc, cdc42 and nm23 genes. Cancer Research 2005, 65(8): 3136-3145).

A partir de estos genes los autores de la invencién han desarrollado un modelo de prediccién de prondstico basado
en la cuantificacién de los niveles de expresion mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR, del inglés
quantitative real-time polymerase chain reaction), en mRNA extraido de biopsias de tejido tumoral, y la posterior
obtencién, mediante una férmula matemadtica, de una variable (sintética) que permite una medicién global del perfil
de expresion de los 3 genes en cada tumor.

El valor de este modelo de prediccién viene dado tanto por el nimero extremadamente reducido de genes que
lo componen, como por la viabilidad a nivel técnico (QRT-PCR convencional), la aplicabilidad a biopsias de tejido
tumoral pequefias, la rapidez, facil interpretacién y reproducibilidad de los resultados, y por el bajo coste econdémico.

Asimismo, han demostrado que la cuantificacién del patrén de expresion de la combinacién de los genes CHDS,
PAFAHIBI y NMEI representa un marcador util para la evaluacion de la respuesta farmacoldgica en pacientes con
NB clinicamente agresivos, tratados con quimioterapia.

Actualmente, no existen marcadores bioldgicos para la determinacion de la respuesta al tratamiento de los pacientes
con NB, por lo que la existencia de biomarcadores para la evaluacién de la respuesta farmacolégica permitiria efectuar
cambios oportunos para establecer una terapia mas apropiada en el caso de tumores resistentes.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Grdfico de sedimentacion. Representacion grafica de los valores propios (Eigenvalue) de los posibles
componentes obtenidos por PCA para los 6 genes preseleccionados (NMEI, RERE, PTPRF, GNBI, PAFAHIBI y
CHDS).

Figura 2. Grdfico de sedimentacion. Representacion grafica de los valores propios (Eigenvalue) de los posibles
componentes obtenidos por PCA para los 3 genes finalmente seleccionados (NME1, PAFAHIBI y CHDS).

Figura 3. Representacion grafica del andlisis de supervivencia mediante curvas Kaplan Meier para validacion del
modelo de prondstico utilizando un grupo independiente de 60 casos de NB, para la variable clinica OS. LR= “bajo
riesgo” (del inglés “low risk”), HR= “alto riesgo” (del inglés “high risk™).

Figura 4. Representacion grafica del andlisis de supervivencia mediante curvas Kaplan Meier para validacion del
modelo de prondstico utilizando un grupo independiente de 60 casos de NB, para la variable clinica EFS. LR= “bajo
riesgo”, HR= “alto riesgo”

Figura 5. Validacién del modelo de prondstico en una cohorte independiente de 98 casos generados por analisis
de microarray. Representacion grafica del andlisis de supervivencia mediante curvas Kaplan Meier para la variable
clinica OS. (LR)= “bajo riesgo”, (HR)= “alto riesgo”.

Figura 6. Validacién del modelo de prondstico en una cohorte independiente de 98 casos generados por analisis
de microarray. Representacion grafica del andlisis de supervivencia mediante curvas Kaplan Meier para la variable
clinica EFS. (LR)= “bajo riesgo”, (HR)= “alto riesgo”.

Figura 7: 254 genes diferencialmente expresado entre subgrupos de NB con distinto contenido de DNA.

Objeto de la invencion

Es objeto de la invencién el empleo de los niveles de expresion de los genes CHDS, PAFAHIBI1 y NMEI de forma
combinada como marcador de prondstico y/o respuesta farmacoldgica en pacientes con neuroblastoma (NB).

Es asimismo objeto de la invencién, un método de prediccion de prondstico y/o respuesta farmacolégica de un
paciente con NB basado en la cuantificacion de la expresion de los genes CHDS5, PAFAHIBI y NMEI de forma
combinada en una muestra bioldgica aislada del paciente.

Finalmente, es también objeto de la invencién un kit para llevar a cabo el método de la invencion.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn tiene como principal objetivo identificar un marcador de prediccién de prondstico en neu-
roblastoma (NB) mds especifico y sensible que los sistemas de clasificacién existentes, que contribuya a evitar los
efectos secundarios de la quimioterapia y radioterapia en aquellos pacientes que puedan evolucionar favorablemente
con un abordaje exclusivamente quirdrgico.

Como solucién a este problema, los autores de la invencién han identificado los niveles de expresion de 3 genes:
CHDS5, PAFAHIBI y NME1, en combinacién, como marcador de prediccion de prondstico eficaz en pacientes con NB.
Asimismo, han demostrado que dicho marcador mejora, en sensibilidad y especificidad, a los sistemas de prondstico
actuales de esta enfermedad.

El empleo de este marcador es ttil asimismo en la evaluacién de la respuesta farmacolédgica al finalizar el trata-
miento de un paciente con NB, de forma especialmente relevante al finalizar la primera etapa del tratamiento (terapia
de induccién) de un paciente con NB, lo que permite efectuar cambios oportunos para establecer una terapia mas
apropiada en el caso de tumores resistentes.

El protocolo de quimioterapia en NB incluye 5 ciclos de tratamiento. Al final del tercer ciclo, es decir, al final de
la primera etapa, llamada terapia de induccion, se realiza una biopsia control (second-look) para evaluar la respuesta
del tumor al tratamiento. La existencia de biomarcadores para la evaluacién de la respuesta en este punto, antes de
finalizar los 5 ciclos, permitird efectuar cambios oportunos para establecer una terapia mds apropiada en el caso de
tumores resistentes.

Asi, en un aspecto principal de la invencién se contempla el empleo conjunto de los niveles de expresion de
los genes CHDS, PAFAHIBI y NMEI como marcador de pronéstico y/o respuesta farmacoldgica en pacientes con
neuroblastoma.

Los autores de la invencion han identificado una estrecha asociacién del patrén de expresion de CHDS, PAFAHIBI
y NME] con la supervivencia de pacientes con NB. Existe una asociacioén entre niveles de expresiéon muy bajos de
CHD5 y PAFAHIBI y altos de NMEI y NB con comportamiento clinico agresivo, y por tanto con pacientes con
mayor posibilidad de presentar o bien un evento (recaida de enfermedad) o bien muerte por enfermedad (prondstico
desfavorable). Al contrario, niveles de expresién altos de CHD5 y PAFAHIBI y bajos de NME! se asocian a mejor
prondstico (prondstico favorable) del paciente con NB.

En base a este hallazgo, los autores de la presente invencion han desarrollado un método de prediccién de pro-
ndstico de un paciente con NB que comprende cuantificar la expresion de los genes CHDS5, PAFAHIBI y NMEI, de
forma combinada, en una muestra bioldgica aislada del paciente. Los datos de expresion obtenidos se introducen en la
siguiente férmula matematica:

Y = (a;NME]I) + (a,CHDS) + (a;PAFAHIB1)
siendo «, un coeficiente que representa la contribucién de cada gen a la definicién de la variable Y.

Aquellos pacientes con valores de la variable (Y) >0 se clasifican como NB de prondstico favorable, y aquellos
pacientes con valores (Y) <0 se clasifican como NB de prondstico desfavorable.

El modelo prondstico permite cuantificar niveles de expresion diferencial entre subgrupos de tumores con compor-
tamiento clinico distintos (genes de pronéstico), lo que permite clasificar los tumores segiin su agresividad y persona-
lizar el tratamiento de cada paciente.

Para la realizacién del método de prondstico de la invencion se parte de una muestra bioldgica aislada de un
paciente y se procede con la extraccion de mRNA, mediante protocolos convencionales, y la posterior cuantifi-
cacion de los niveles de expresion de cada uno de los genes de interés. Los datos obtenidos se introducen en la
férmula matematica desarrollada por los autores de la invencién, para obtener la variable sintética (Y) que permi-
te una medicion global del perfil de expresion de los 3 genes en cada tumor, para asi establecer el prondstico del
paciente.

En una realizacién preferida del método de prondstico de la invencién, la muestra biol6gica empleada es tejido
tumoral. En este caso, el método de prondstico de neuroblastoma comprende obtener una muestra de tejido tumoral
para la cuantificacion del patrén de expresion de la combinacion de los 3 genes.

La muestra tumoral del paciente representa una porcion de la pieza de tumor obtenida mediante cirugia o a una
biopsia del tejido tumoral. De forma preferida, la muestra tumoral utilizada para la realizacién del método tiene un
contenido de célula tumoral viable superior al 60%, determinado por un anatomo-patélogo.
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A los fines de la invencidn, la cuantificacién de la expresion génica de los 3 genes se puede llevar a cabo mediante
diversas técnicas de Biologia Molecular, como por ejemplo microarrays de expresién, PCR cuantitativa en tiempo real
y Northern blot.

Concretamente, el empleo de arrays de expresion permite obtener resultados de expresién de un niimero elevado
de genes en cada experimento. Sin embargo, el empleo de de los microarrays en la practica clinica se ve limitada por
el numero elevado de genes que constituyen los perfiles de expresion, la necesidad de cantidades elevadas de tejido
tumoral adecuado y de mRNA de buena calidad (no degradado), la necesidad de métodos estadisticos y computacio-
nales complejos, y la baja reproducibilidad de los datos obtenidos. Para traducir estos perfiles en pruebas aplicables
en clinica, es imprescindible reducir el niimero de genes y generar perfiles que puedan ser analizados con una técnica
convencional como es la qRT-PCR.

También, es posible cuantificar la expresién utilizando la técnica de Northern Blot. Esta es una técnica que ha sido
sustituida por la qRT-PCR porque es muy laboriosa (dias de trabajo, mientras que la qRT-PCR es maximo 2-3 horas),
poco reproducible (se utiliza RNA que se degrada con mucha facilidad, la qRT-PCR utiliza DNA complementario que
es muy estable), necesita cantidades de RNA mucho mads elevadas y de mejor calidad que la qRT-PCR y ademds para
aumentar la sensibilidad del Northern blot hay que utilizar isotopos radioactivos (sélo se pueden utilizar en labora-
torios con infraestructuras adecuadas), las sondas para qRT-PCR estdn marcadas con un fluorocromo que permiten
ser utilizadas sin ningtin problema en cualquier laboratorio. La qRT-PCR, ademas, es el método mas sensible para la
deteccién y cuantificacion del la expresion génica.

El valor de la qRT-PCR viene dado por la viabilidad a nivel técnico, la aplicabilidad a biopsias de tejido tumoral
pequeiias, la rapidez, la facil interpretacién y reproducibilidad de los resultados, y por el bajo coste econdémico.

Asi, en una realizacién preferida del método de prondstico de la invencidn, la cuantificacién de los niveles de
expresion de la combinacién de los genes CHDS5, PAFAHIBI y NME] se lleva a cabo mediante la técnica de PCR
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).

La PCR cuantitativa en tiempo real o cuantitativa (QRT-PCR) es una técnica que permite la cuantificacion de
copias de DNA complementario (¢cDNA) con un alto rendimiento y precisién. La ventaja que ofrece la qRT-PCR es
la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacién del fragmento de cDNA de interés. Para llevar a cabo esta
deteccion, uno de los métodos mas utilizados se basa en el uso de una sonda complementaria al fragmento de cDNA
de interés. Esta sonda (20-30 bases de longitud) lleva adherida una molécula fluorescente en la base 5’ y una molécula
que apantalla la emisién de fluorescencia (quencher dye) en la base 3’ de la sonda. De esta forma durante la reaccién
de amplificacidon la accion 5’-exonucleasa de la DNA polimerasa corta la sonda liberando 1la molécula fluorescente que
emite fluorescencia al ser excitada con un laser o por la luz de una ldmpara halégena. A cada ciclo de amplificacién
la fluorescencia emitida aumenta proporcionalmente a la cantidad de sonda cortada. Esta técnica determina el punto
en el tiempo durante la reacciéon de PCR en el que la amplificacién del producto se detecta significativamente por
primera vez, lo que se define como ciclo umbral o threshold cycle (CT). De manera que cuanto més elevado es el
nimero de copias del cDNA de interés en el producto inicial, antes se puede detectar un incremento significativo en la
fluorescencia. (Ct=Ciclo umbral, ciclo en el cual se detecta un nivel de fluorescencia superior al ruido de fondo cuando
la amplificacién de la PCR estd todavia en la fase exponencial).

La cuantificacién de los niveles de expresion mediante qRT-PCR puede aplicarse a muestras de tejido en fresco
o muestras congeladas y almacenadas a -80°C hasta su uso. Asimismo, puede aplicarse a muestras tisulares fijadas
en formol e incluidas en parafina, por lo que pueden evaluarse muestras obtenidas en un laboratorio de anatomia-
patoldgica estdndar.

En realizaciones particulares de la invencién, la cuantificacién de los niveles de expresion por qRT-PCR se puede
llevar a cabo mediante el método comparativo de Cr (AACy) para la obtencién de una cuantificacién relativa de la
expresion génica. El primer paso es el cédlculo de la diferencia (ACry) entre el valor de Cr del gen problema y el valor
de Cr de un gen de referencia (housekeeping gene).

AC; = Cy gen de interés - Cr gen de referencia

Posteriormente, se calcula la diferencia entre los ACy de las muestras problema y la muestra calibradora obteniendo
de esta forma el valor AACr, valor de expresion relativa. El tltimo paso es la transformacién de los valores AACr en
valores absolutos. Los niveles de expresion comparativos se calculan segin la siguiente formula: 2744¢T,

Los datos de expresion génica obtenidos por qRT-PCR son tipificados (normalizados) a una distribucién normal Z
(Normal con media 0 y desviacién estandar 1). Esta normalizacién tiene como objetivo la utilizacion de puntuaciones
de desviaciones estandar, favoreciendo asi la comparacién de los datos de expresion obtenidos de los diferentes genes,
medidos en unidades arbitrarias y con variabilidades intra-gen heterogéneas sin que esto presente relevancia bioldgico-
clinica y, por tanto, no afecte a los resultados que se puedan obtener. La tipificacién de los datos de expresion se realiza
aplicando la siguiente férmula:
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¥ = nivel de expresion, para un gen concreto

media de los valores de expresion, para un gen concreto

T—
1l

g
1l

desviacion estandar de los valores de expresion, para un gen concreto

Como se ha comentado anteriormente, la prediccion del prondstico se determina en funcién de una unica variable
(Y), siendo (Y) una variable compuesta por la combinacién lineal de los niveles de expresion de los tres genes. Para la
obtencién de variable (Y) se introducen los datos de expresion z-transformados en la férmula matemética desarrollada
por los autores de la invencion:

Y = (@,NMEI) + (,CHDS) + (a;PAFAHIB1)

Los NB con valores de la variable (Y) >0 se asocian a mayores tiempos de supervivencia y menor nimero de
eventos (recaida) en comparacién con los NB clasificados con valores (Y) <0.

La férmula matematica ha sido desarrollada por los autores de la invencion mediante el método estadistico mul-
tivariante no supervisado denominado Anélisis de Componentes Principales (PCA del inglés Principal Component
Analysis) sobre los niveles de expresion z-transformados. Tras los cdlculos propios del método estadistico, que finali-
zan con la estimacion de los @, de la férmula, es posible realizar la estimacién de Y para cada uno de los pacientes.

El Anailisis de Componentes Principales es una técnica estadistica de sintesis de la informacién, o reduccién de
la dimensién (ndmero de variables). Es decir, ante una base de datos con muchas variables (listas de genes diferen-
cialmente expresados), el objetivo serd reducirlas a un menor nimero perdiendo la menor cantidad de informacién
posible. Los nuevos componentes principales o factores serdn una combinacion lineal de las variables originales, y
ademds serdan independientes entre si.

Un aspecto clave en PCA es la interpretacion de los factores, ya que ésta no viene dada a priori, sino que serda
deducida tras observar la relacion de los factores con las variables iniciales (hay, pues, que estudiar tanto el signo
como la magnitud de las correlaciones).

Un anélisis de componentes principales tiene sentido si existen altas correlaciones entre las variables, ya que esto
es indicativo de que existe informacién redundante y, por tanto, pocos factores explicaran gran parte de la variabilidad
total.

La eleccién de los factores se realiza de tal forma que el primero recoja la mayor proporcioén posible de la va-
riabilidad original; el segundo factor debe recoger la maxima variabilidad posible no recogida por el primero, y asi
sucesivamente. Del total de factores se elegirdn aquéllos que recojan el porcentaje de variabilidad que se considere
suficiente. A éstos se les denominard componentes principales.

Una vez seleccionados los componentes principales (factores), se representan en forma de matriz. Cada elemento
de ésta representa los coeficientes factoriales de las variables (las correlaciones entre las variables y los componentes
principales). La matriz tendrd tantas columnas como componentes principales y tantas filas como variables.

Para que un factor sea facilmente interpretable debe tener las siguientes caracteristicas:

e Los coeficientes factoriales deben ser préximos a 1.
e Una variable debe tener coeficientes elevados sélo con un factor.
o No deben existir factores con coeficientes similares.

Son las puntuaciones que tienen los componentes principales para cada caso, lo que permite su representacion
gréfica.

Se calculan mediante la ecuacién:

YIJ =q; - Zij + .o+ @ ij =X = Qi * Zsk-
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Los a son los coeficientes que calcula el método PCA y los Z son los valores de expresioén estandarizados que
tienen los genes en cada uno de los sujetos, en el caso de la presente invencidn, seria en cada uno de los pacientes.

Para la determinacién de los coeficientes @ el método PCA interpreta la variabilidad de expresion génica de las
muestras. Al tratarse de un método estadistico no-supervisado el PCA no tiene en cuenta las variables clinicas.

El desarrollo de una férmula matematica de prediccién de prondstico supone la ventaja de obtener un tnico valor
objetivo (positivo o negativo) que prediga la evolucion del paciente.

La variable (Y) es una variable independiente de prediccién de riesgo que se mantiene estable y eficaz ain en
presencia de las demds variables clinico-bioldgicas (edad, estadio INSS, estado de amplificacion NMYC y estado
del cromosoma 1p). Asi, este método es ttil en la identificacién de aquellos pacientes que no requieren tratamiento
citotoxico y aquellos que necesitan una terapia multimodal intensa.

Otro aspecto principal de la invencién se refiere a un kit para llevar a cabo el método de prondstico descrito que
comprende un set de sondas adecuado para la cuantificacién del patrén de expresién de la combinacion de los genes
CHDS, PAFAHIBI y NMEI. Ademis dicho kit retine todos los reactivos necesarios para la deteccion y cuantificacién
de la expresion los genes descritos.

En realizaciones particulares del método de prondstico de la invencidn, las sondas de hibridacién empleadas para
la cuantificacién de los niveles de expresion de los 3 genes que conforman el modelo de prediccién de prondstico, son

sondas marcadas con un fluorocromo, especificas para los genes de interés (genes problema y genes de referencia)
(Tabla 1).

TABLA 1

Genes problema y genes de referencia

g

CHD5 Chromodomain helicase DNA-binding protein
PAFAH1B1 Platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform 1B, alpha subunit
NME1 N 1
TBP TATA DNA binding protein
HPRT1 Hypoxantine phosphoribosyltransferase
SDHA Succinate dehydrogenase complex subunit A

Asi, en una realizacion preferida, el kit incluye: sondas fluorescentes de tipo especificas para CHDS5, PAFAHIBI
y NME]I, sondas fluorescentes para los genes de referencia TBP, HPRT1 y SDHA, y una MasterMix que contiene una
Taq polimerasa termoestable, tampén y MgCl, a concentraciones 6ptimas, ademds de los dNTPs, optimizados para
la reaccién de qRT-PCR. El mismo kit también incluye las herramientas (un programa informatico), para permitir,
mediante la cuantificacién de los niveles de expresion, la normalizacidon de los datos mediante el método de la z-
transformacion, utilizando los valores de los pardmetros adecuados, y su introduccién en la ecuacién del modelo de
prediccion para determinar, finalmente, el valor de la variable (Y).

En otro aspecto principal de la invencién, y dada la utilidad del marcador de la invencién en la evaluacién de la
respuesta al tratamiento de un paciente con NB, se contempla un método para evaluar la respuesta a un tratamiento
farmacolégico de un paciente con NB que comprende cuantificar los niveles de expresion de CHDS, PAFAHIBI y
NME] en una muestra bioldgica aislada del paciente antes y después del tratamiento.

El aumento en los niveles de expresion de CHDS y PAFAHIBI y la disminucién de los niveles de expresion de
NME]I, valorados mediante la ecuacion descrita anteriormente, en las muestras del paciente obtenidas tras el trata-
miento, en comparacién con los niveles de expresion observados en las muestras analizadas antes del tratamiento, es
indicativo de buena respuesta al tratamiento. Estos cambios son interpretables globalmente por medio del estudio de
la variable (Y) resultante de los calculos.

Por el contrario, si los niveles de expresion de CHD5 y PAFAHIBI y NMEI no varian y permanecen similares a los
niveles de expresion observados en las muestras analizadas antes del tratamiento, es indicativo de una mala respuesta
al tratamiento (resistencia al tratamiento). Estos cambios son interpretables globalmente por medio del estudio de la
variable (Y) resultante de los célculos.
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Aquellos pacientes incluidos en la evaluacién farmacolégica presentan Y<0 (mal prondstico) al diagndstico; si
tras el andlisis de la biopsia control se produce un cambio a Y>0 se entenderd que ha habido respuesta farmacolégica
positiva. En el caso que la evaluacién permanezca con valores de Y<0 indicaria que el paciente ha sido refractario al
tratamiento.

En realizaciones preferidas del método de evaluacion de la respuesta farmacoldgica, la muestra bioldgica aislada
empleada es tejido tumoral. De forma particular, el contenido de célula tumoral viable en la muestra de tejido tumoral
es de al menos el 60%.

En realizaciones preferidas de este método, la cuantificacion de los niveles de expresion de los genes CHDS,
PAFAHIBI y NMEI, en las muestras del paciente antes y después de ser sometido al tratamiento, se lleva a cabo
mediante la técnica qRT-PCR.

Finalmente, en otra realizacién principal de la invencién se contempla un kit para llevar a cabo el método de
evaluacién de respuesta farmacoldgica descrito, que comprende un set de sondas adecuado para la cuantificacién del
patrén de expresion de la combinacién de los genes CHDS, PAFAHIBI y NME].

En una realizacién preferida, dicho set de sondas comprende sondas marcadas con un fluorocromo, especifi-
cas para los genes CHDS5, PAFAHIBI y NME]I, sondas fluorescentes especificas para los genes de referencia TBP,
HPRTI y SDHA y una MasterMix que contiene a concentraciones Optimas para la reaccién de qRT-PCR, una Taq
polimerasa termoestable, tampén y MgCl,, ademds de los dNTPs, optimizados para la cuantificacién del patrén de
expresion. Dicho kit también incluye las herramientas para permitir la cuantificacién de los niveles de expresion,
la normalizacién de los datos mediante el método de la z-transformacién, utilizando los valores de los pardmetros
adecuados, y su introduccién en la ecuacién del modelo de prediccion para determinar, finalmente, el valor de la
variable (Y).

Ejemplos
Ejemplo 1

Identificacion de perfiles de expresion génica capaces de discriminar subgrupos de NB con comportamiento clinico
distinto

El estudio parti6 de la hipétesis de que existen diferencias de expresion génica entre subgrupos de neuroblastoma
(NB) con claras diferencias de comportamiento clinico o biolégicamente distintos y que estos perfiles de expresion
son susceptibles de poder representar un marcador molecular de prondstico en pacientes con NB.

Perfiles de expresion génica

En un primer lugar se realizé un analisis de expresién mediante microarrays de un total de 106 TN (10 ganglio-
neuromas, 10 estadio 4s, 29 loco-regionales, y 57 estadio 4), 12 lineas celulares de NB y 9 tejidos no tumorales.
Las muestras fueron revisadas por un anatomo-patélogo para determinar el contenido celular tumoral (>70% de la
totalidad de las células). Se realiz6 una cuidadosa seleccién macroscépica de las dreas de cada fragmento tumoral a
analizar, con el fin de minimizar la heterogeneidad del tejido. Todos los tumores fueron estadiados conforme al INSS
(International Neuroblastoma Staging System).

Las muestras se almacenaron segin el siguiente protocolo: se introdujeron los fragmentos tisulares en crioviales
(Corning, EEUU), se congelaron en isopentano enfriado en nitrégeno liquido con el objetivo de preservar la morfologia
celular, y a continuacion se almacenaron a -80°C hasta su uso. El transporte hasta el congelador se hizo en nitrégeno
liquido.

El ARN fue extraido a partir de tejido congelado, por homogeneizacion en tampon de isotiocianato de guani-
dinium (Qiagen RNAeasy, QIAGEN, Alemania). La integridad del ARN se evalué mediante gel de agarosa des-
naturalizante. E1 ARN total se marcé por amplificacién lineal con nucleétidos biotinizados y se detect por avidi-
na marcada con fluorescencia. Se evalué el mareaje del ARN mediante hibridacién con test II arrays (Affymetrix,
EEUU).

Para el andlisis de expresidn, se utilizaron los microarrays de oligonucleétidos de Affymetrix GeneChip Human
Genome U95 SetTM Arrays (con >60.000 genes y ESTs), en la presentacion de 5 chips.

Los datos de expresion génica generados a partir del andlisis de microarray y anotaciones clinicas de los pacientes
analizados se depositaron en la base de datos caArray http://caarraydb.nci.nih.gov/caarray/.

10
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Andlisis de expresion génica diferencial

Los datos de expresion generados mediante microarray fueron analizados por el laboratorio de Biologia de los
Tumores del Desarrollo del HSJD conjuntamente con la Unidad de Soporte Estadistico y Metodoldgico perteneciente
ala UASP, (Hospital Clinic de Barcelona), con el fin de perfilar los patrones de expresion génica de distintos subgrupos
de NB. Se procedi6é mediante un andlisis comparativo diferencial tanto entre subgrupos de NB clinicamente relevantes
como entre subgrupos de NB bioldgicamente relevantes.

La identificacién de genes con variaciones de expresion estadisticamente significativa entre distintos subgrupos
de NB, se realiz6 mediante técnicas estadisticas que ajustan el ajuste por miltiples andlisis del error tipo I (como
el Step Down Permutation (SDP) (Westfall PS and Young SS. Resampling-based Multiple Testing: Examples and
Methods for p-value adjustment. John Wiley & Sons Inc, New York, 1993) o el control del llamado False Discovery
Rate (FDR) (Benjamini Y and Hochberg Y. Controlling the False Discovery Rate: a Practical and powerful approach
to Multiple Testing. Journal of the Royal Statistical Society B 1995, 57: 289-300) asi como andlisis crudos, y sin ajuste
del error de tipo I (como el método RAW). La seleccion de genes significativos se realizé fijando los mismos niveles
a bilaterales (error de tipo I) para todos los métodos: <0,1; <0,05 y <0,01. Los genes seleccionados se sometieron a
analisis de clusters jerdrquico, realizado con datos normalizados y utilizando la aproximacién de Ward y el cuadrado
de la distancia euclidiana. Se utiliz6 la prueba exacta de Fisher para evaluar la proporciéon con que los cromosomas
estan representados en los conjuntos de genes seleccionados, en comparacién con la representacion del cromosoma el
microarray (Affymetrix Human GeneChip U95Av2). Estos andlisis estadisticos se efectuaron usando SAS 9.1 y JMP
5.1 (SAS Institute Inc) para Windows y CIA 2.1.1.

El andlisis de expresion diferencial permiti6 identificar perfiles transcripcionales de grupos de genes (Figura 7) con
capacidad de discriminar entre subgrupos con claras diferencias de comportamiento clinico y bioldgicamente distintos,
como son los tumores cuasi-triploides (prondstico favorable) y los tumores cuasi-diploides/tetraploides (prondstico
desfavorable). Una porcidn significativa de genes se localizan en cromosomas alterados de manera recurrente en NB,
cromosomas 1 (p=0.01) y 17 (p<0.0001).

PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)

Con el fin de validar los niveles de expresion diferencial hallados mediante andlisis con microarray, se analiza-
ron, mediante qRT-PCR, 11 genes diferencialmente expresados localizados en los cromosomas 1y 17 (PAFAHIBI,
RUTBCI, VAMPL, POLR2A, FLOT2, NMEI, GNB, RERE, CHD5, ARHGEF11, PTPRF). Se utilizaron dos grupos
aislados de muestras de NB: 21 NB primarios (9 NB cuasi-triploides y 12 NB cuasi-diploides/tetraploides) derivados
de la cohorte de tumores incluidos en el microarray y en una segunda de 25 NB primarios (14 NB cuasi-triploides y 11
NB cuasi-diploides/tetraploides) derivados de una cohorte independiente. Se extrajo el RNA de la muestras utilizando
TRI Reagent (Sigma, EEUU) siguiendo las instrucciones del proveedor. La cuantificacién del RNA se realizé por la
lectura de la absorbancia a 260 nm de longitud de onda, en un espectrofotémetro (UV-1603, Shimazdu; Nanodrop
N-1000, Thermo Scientific, EEUU). La pureza del RNA se evalué mediante la absorbancia 260 nm y el cociente de
absorbancia a 260/280 nm, considerdndose los valores éptimos entre 1,6-1,9 unidades de densidad 6ptica (D.O.). La
integridad del RNA total se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La sintesis de DNA complementario de cadena simple (cDNA) a partir de RNA mensajero (mRNA), se realiz6
utilizando 1 ug de RNA total y la reaccién de retrotranscipcidn se realizé utilizando la enzima retrotranscriptasa
M-MLV (Moloney murine leucemia virus, Promega, EEUU) 10 U/ul, el inhibidor de ribonucleasas recombinante
RNasin (RNAse Recombinant Ribonuclease inhibitor, Promega, EEUU) 2 U/ul, desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs,
Promega, EEUU) 0,5 uM y hexdmeros de secuencias aleatorias (Random Hexamers, Promega, EEUU) 2,5 uM, en un
volumen final de 20 ul.

El método comparativo del AACT (ABI PRISM 7700 Sequence Detection System User Bulletin #2: Relative
Quantification of gene Expression P/N 4303859) se utiliz6 para la obtencidén de una cuantificacién relativa de la
expresion de cada gen en relacion a un promedio de la expresion de las 3 muestras control.

Para la cuantificacién de la expresion génica de los tumores neuroblésticos se utiliz6 como muestra calibradora el
cDNA de muestras de tejido no neopldsico obtenido y tratado de la misma forma que las muestras de NB. En concreto
se utiliz6 cerebro fetal normal o la media geométrica de los valores de expresion generados por el cDNA de muestras
tisulares normales de gldndula suprarrenal, ganglio linfatico y médula 6sea.

El primer paso fue el cdlculo de la diferencia (ACt) entre el valor de CT del gen problema y el valor de CT de un
gen de referencia (housekeeping gene).

ACt = CT gen de interés - CT gen de referencia

Posteriormente, se calculd la diferencia entre los ACT de las muestras problema y la muestra calibradora obte-
niendo de esta forma el valor AACT, valor de expresion relativa. Finalmente se llevé a cabo la transformacién de los

valores AACT en valores absolutos. Los niveles de expresion comparativos se calcularon segin la siguiente férmula
Z—AACT.
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Como genes control de referencia se utilizaron el gen TBP (TATA box binding proteina), el gen HPRT1 (Hypo-
xantine phosphoribosyltransferase 1) y el gen SDHA (Succinate dehydrogenase complex, subunit A). La seleccion de
los genes de referencia se basé en datos publicados recientemente, en los que se identifican los genes idéneos para la
normalizacién en experimentos de qRT-PCR en neuroblastoma (Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, et al. Accu-
rate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometrtc averaging of multiple internal control genes.
Genome Biology 2002, 3(7): 0034.1-0034.11).

Los niveles de expresion génica obtenidos por qRT-PCR fueron comparados con la prueba de la U de Mann-
Whitney. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS 15.0, para Windows (Chicago II, EEUU). En
todos los casos, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de P<0,05.

Los resultados de expresion génica obtenidos por qRT-PCR en ambos grupos de NB primarios utilizados para la
validacion, confirmaron los patrones de expresion diferencial hallados con el analisis con microarray. Estos resultados
confirmaron la existencia de patrones de expresion diferencial entre los subgrupos de NB con comportamiento clinico

radicalmente distinto, y consiguientemente con distinto prondstico. Ademds demostraron una buena replicabilidad
entre las dos técnicas, microarray y qRT-PCR.

Conclusion ejemplo 1
Existen perfiles transcripcionales especificos capaces de discriminar nitidamente entre subgrupos de NB con distin-
to prondstico. Estos patrones de expresion génica asociados con la supervivencia, son susceptibles de poder representar

un marcador molecular de prediccion de prondstico que contribuya a una taxonomia mas precisa de los diferentes sub-
tipos de NB.

Ejemplo 2
Elaboracion de un modelo estadistico de prediccion de prondstico en neuroblastoma

A partir de este punto el objetivo final del estudio fue desarrollar un modelo estadistico de prediccién de prondstico
en NB construido a partir de grupos de genes diferencialmente expresados, que cumpliera con los siguientes requisitos:

1) capacidad de discriminar de forma fiable NB de pronéstico favorable y de prondstico desfavorable,
2) que fuera técnicamente viable para la aplicacion clinica, por tanto que estuviera constituido por un nimero

de genes reducido y que los niveles de expresion fueran cuantificables mediante una técnica sencilla y rdpida
como la qRT-PCR.

gRT-PCR

Seleccion de muestras para el andlisis

Se analizaron un total de 96 NB primarios para el desarrollo de la férmula: 36 casos como entrenamiento del
método estadistico con el fin de comprobar la idoniedad del proceso numérico y construir la primera version de la
férmula y 60 casos para la validacion del modelo de prediccion de prondstico para pacientes afectos de NB. Los
criterios de seleccion de las muestras fueron:

i) Muestras obtenidas al diagnéstico, que no hubieran recibido tratamiento citotdxico;

ii) Muestras diagnosticadas como NB, en cualquiera de sus estadios de diferenciacion;

iii) ~ Muestras con un contenido de célula tumoral >70%, evaluado por un anatomo-patélogo;

iv) Muestras diagnosticadas como NB, en cualquiera de sus estadios de diferenciacion;

V) Muestras con un contenido de célula tumoral >70%, evaluado por un anatomo-patélogo.

Determinacion de genes candidatos para el modelo predictivo

Se utiliz6 un grupo inicial compuesto por 36 NB primarios para determinar los genes candidatos y sucesivamente
para la elaboracién de un modelo de prediccion de prondstico en NB.

La determinacién de los genes candidatos para el modelo predictivo se realizé utilizando el grupo de 11 genes
(PAFAHIBI, RUTBCI1, VAMP2, POLR2A, FLOT2, NMEI, GNBI, RERE, CHD5, ARHGEF11, PTPRF) hallados di-
ferencialmente expresados mediante microarray y confirmados por qRT-PCR. Los niveles de expresion de estos genes
fueron cuantificados en los 36 NB primarios utilizando qRT-PCR.
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El protocolo de qRT-PCR a su vez pasé por un control de la estabilidad de la expresion de los genes de referencia
seleccionados, TBP, HPRT1 y SDHA. Se analiz6 en la serie de casos estudiados, el coeficiente de variacion (CV) de
estos tres genes a lo largo del trabajo de investigacidn realizado, ya que los andlisis de qRT-PCR fueron realizados a
distintos tiempos durante los ultimos 4 afios (Tabla 2). EI CV se calcul6 para los niveles de expresion de los 3 genes
de referencia tanto para el grupo de muestras tumorales como para los calibradores 1x. En todos los casos se cumplié
que CV < 5%.

TABLA 2

Coeficientes de variacion de lo genes de referencia

e

Normalizacion de las muestras

Para poder realizar el andlisis estadistico en primer lugar se tipificaron todos los datos de expresion génica (mi-
croarray y qRT-PCR) mediante una z-transformacion. Esta normalizacién tuvo como objetivo la utilizacién de puntua-
ciones de desviaciones estdndar, favoreciendo asi la comparacion de los datos de expresion obtenidos de los diferentes
genes, medidos en unidades arbitrarias y con variabilidades intra-gen heterogéneas sin que esto presentara relevancia
biolégico-clinica y, por tanto, no afectara a los resultados que se pudieran obtener.

Regresion de Cox. Andlisis de supervivencia (Modelos univariados)

La estimacion pronostica de los genes hallados a partir del andlisis de su expresion diferencial en NB se evalu6
en un contexto estadistico de andlisis de la supervivencia. El objetivo fue evaluar una posible asociacion entre los
patrones de expresion de cada gen con las variables de valoracién clinica supervivencia global (OS, del inglés Overall
Survival) y la supervivencia libre de evento (EFS, del inglés Event Free Survival), considerando evento como recaida
o progresion de la enfermedad. Ademads, con la idea de desarrollar un modelo que pudiera constituir una prueba
facilmente aplicable, y con una buena relacion coste-efectividad en la préctica clinica para el prondstico, se procedié
utilizando tinicamente los valores de expresion cuantificados mediante la técnica analitica QRT-PCR.

Para los andlisis estadisticos se emplearon valores de expresion z-transformados como variables independientes.
Se emplearon las variables de valoracién clinica descritas como dependientes en los modelos estadisticos, conside-
rando como tiempo de seguimiento el tiempo hasta la presencia de evento o muerte, segliin corresponda, y en caso
de que el paciente no presentase ninguna de estas caracteristicas de valoracién clinica, el paciente se considerd cen-
surado con tiempo de seguimiento hasta la ltima visita de valoracién disponible. Finalmente se evalud la magnitud
de la estimacién de riesgo (valorado como estimaciones de Hazard Ratio y los Intervalos de Confianza al 95%) que,
de forma independiente, ofrecia como factor prondstico cada uno de los genes. Este andlisis se realizé en un pri-
mer grupo de 36 NB primarios consecutivos, no seleccionados. Se consideraron asociados de forma estadisticamente
significativa a OS y EFS s6lo aquellos genes con valores de p <0,05. Tanto para OS como para EFS los genes asocia-
dos a pronéstico favorable se definieron como aquellos con un valor de Hazard Ratio <1 mientras que los genes de
prediccion de prondstico desfavorable con un Hazard Ratio >1. En conjunto, seis de los genes estudiados mostraron
una buena relacién de forma independientemente con OS y EFS: NMEI, RERE, PTPRF, GNBI, PAFAHIB1 y CHD5
(Tablas 3y 4).
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TABLA 3

Andlisis de supervivencia mediante regresion de Cox, usando como variable de valoracion clinica la OS

TABLA 4

Andlisis de supervivencia mediante regresion de Cox, usando como variable de valoracion clinica la EFS

Andlisis de componentes principales (PCA)

Una vez seleccionados los genes que podian representar un marcador de prondstico en NB, se cre6 un modelo
estadistico de prediccion de prondstico construida tnicamente a partir de la combinacién lineal de los niveles de
expresion de los 6 genes seleccionados para obtener, idealmente, una tinica medicién global del perfil de expresion
de estos genes en cada tumor. Mediante la técnica multivariante no supervisada Andlisis de Componentes Principales
(PCA, del inglés Principal Components Analysis) se crearon nuevas variables sintéticas basadas en combinaciones
lineales de las variables originales: niveles de expresion de los genes previa z-transformacién.
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El objetivo, estadisticamente hablando, era representar “n” pacientes descritos por “p” expresiones génicas com-

[T L]

binadas, a partir de “r” genes, en una Unica variable nueva que mejor ejemplificaran la informacién contenida en los
niveles de expresion de los “r”” genes, de forma que “p” < “r”. El criterio seguido para ello fue la seleccién del menor
conjunto de genes que mayor proporcion de variabilidad explicara con una sola combinacién lineal de los niveles de
expresion, z-transformados, de los mismos. Como criterio secundario, esta combinacion lineal (también denominado
componente, o factor) debia de presentar un valor propio asociado superior a 1. Con esta combinacién lineal se repre-
sentd, ademads, la contribucion relativa de cada uno de los genes a la explicacién de la variabilidad. Se trat6, por lo
tanto, de construir un modelo estadistico (o férmula pronostica) basado en la contribucién relativa de cada una de las

expresiones génicas.
El proceso se dividi6 en los siguientes pasos:

o Estudiar la capacidad predictiva en el prondstico clinico, definido como evento o muerte, de los genes de
forma independiente;

e Mediante la realizacién de combinaciones lineales resultantes de andlisis de PCA con todos los genes
seleccionados, se estudio la interrelacion de los niveles de expresion, asi como el peso especifico que cada
gen aportaba;

e Reduciendo el nimero de genes implicados y sus posibles permutaciones en los andlisis, se produjeron
posibles féormulas pronosticas multivariantes;

e (Cada férmula se prob6 en modelos discriminativos mediante técnicas basadas en modelos de Cox para
evaluar su idoneidad en la prediccién del pronéstico clinico;

e Se seleccionaron, finalmente, el conjunto mds parsimonioso de genes con el criterio de que la adiccion de
otro gen mds no representara ventaja alguna en la prediccién del prondstico.

En primer lugar, se realizé el PCA para los 6 genes preseleccionados, con los datos de expresion génica obtenidos
por qRT-PCR. Se fueron creando componentes (funciones, combinaciones lineales) a partir de combinaciones de las
variables (genes) z-transformadas. El andlisis bruto genera tantas combinaciones lineales como variables originales
habia en el problema; en este caso seis (Tabla 5).

TABLA 5

Tabla que recoge los 6 componentes o funciones obtenidos por PCA

El criterio de seleccién de un componente se basa en su valor propio, en la capacidad que tiene la nueva variable
de explicar la variabilidad de los genes. Se consideré que componentes con valor propio <1 no aportaban explicacién
suficiente de la variabilidad de los datos, solo explicaban variabilidad residual. En este andlisis se obtuvo un com-
ponente con un valor propio >1 (valor propio = 3,405) que explicaba mds del 56% de la variabilidad de los datos.
En la representacion de la contribucion de cada gen al valor prondstico se indica “la pendiente” de la combinacién
lineal asociada a cada gen en este componente (Figura 1, Tabla 6). Por tanto, s6lo el primer componente presenta un
valor propio >1 y explica el 56,747% de la variabilidad de los genes. El resto de componentes (2-6) solo explican
variabilidad residual.
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TABLA 6

Representacion del componente niimero 1 con un valor propio>1. Valor de la pendiente de cada uno
de los genes que conforman el componente

LR

L

Esto explico la posibilidad de crear una nueva variable (Y) que constituye la combinacién lineal del componente
representado en la Figura 1, representada del siguiente modo:

(Y) = (-0.563*NME1) + (0.793*RERE) + (0.768*PTPRF) + (0.836*GNB1) +
(0.804*PAFAHI1B1) + (0.724*CHDS5)

Se observo que el gen NMEI estaba representado por un valor negativo, indicando que la contribucién de este gen
a la prediccidn era inversamente proporcional, mientras que la del resto de los genes era directamente proporcional. Es
decir, el nivel de expresion de NMEI es antagénico al resto de los genes estudiados. Efectivamente, a mayor expresion
de NME1, mayor posibilidad de presentar evento, progresién de enfermedad y/o muerte, mientras que mayor expresion
de los otros genes se asocian a tumores menos agresivos.

Después de observar que algunos genes tenian un mayor peso que otros en la creacién de la nueva variable (Y), el
estudio se centrd en reducir el nimero de variables (genes) para la obtencién del modelo estadistico con la mdxima
capacidad de prediccion. Tras probar todas las combinaciones de genes posibles, finalmente se descartaron aquellos
genes menos relevantes en el andlisis por PCA y/o que no eran factores de prediccion independientes de prondstico.
Se seleccionaron como participantes en el modelo de prediccion definitivo los siguientes tres genes: NME1, CHDS y
PAFAHIBI.

La idoneidad de esta combinacién de genes para la elaboracion del modelo final de prediccién de riesgo se sustentd
también en el hecho de que, ademds de no empeorar el nivel de variabilidad explicada por el primer componente en el
analisis de PCA, no se “perdié” interpretacion ni descripcion final de los datos, es decir, no disminuy6 la capacidad de
prediccion de prondstico por el hecho de haber reducido el nimero de genes, valorando esta capacidad discriminativa
mediante modelos de regresion de Cox.

Se fueron creando componentes (funciones, combinaciones lineales, factores) a partir de combinaciones de los
genes NME1, CHD5 y PAFAHIBI. El andlisis bruto gener6 tantas combinaciones lineales como variables originales
habia en el problema. En este caso se obtuvieron 3 componentes (Tabla 7). Como ocurri6 con el PCA de 6 genes,
unicamente uno de los componentes mostré un valor propio > 1 que describia més del 60% de la variabilidad: el
primer componente present6 un valor propio >1 y explicé el 62,889% de la variabilidad de los genes. El resto de
componentes (2-3) solo explicaban variabilidad residual.

TABLA 7

3 componentes o funciones obtenidos por PCA

En la representacién grafica de la contribucién de cada gen al valor prondstico, se indica la ponderacién aplicada a
cada nivel de expresion de cada gen en la combinacion lineal asociada para este componente (Figura 2, Tabla 8).
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TABLA 8

Representacion del componente niimero 1 con un valor propio>1. Valor de la pendiente de cada uno
de los genes que conforman el componente

Se construyé una férmula basada en las contribuciones relativas de los niveles de expresion de los tres genes segin
la siguiente ecuaciéon matematica:

Y = (¢;NME1) + (a,CHDS) + (o;PAFAH1B1)

a, = representa la contribucién de cada gen a la explicacion de la variable (Y);

donde a; =-0.374; a,= 0.430; ;= 0.418 (Tabla 8).

NMEI tuvo un valor negativo que indicaba que niveles de expresion altos de este gen se relacionaban con menor
supervivencia y un prondstico desfavorable, esto es, 1a pertenencia del paciente al grupo de alto riesgo. Por el contrario,
CHDS5 y PAFAHIBI1 dieron valores positivos que indicaban que niveles de expresion altos de estos genes estaban
asociados a mayor supervivencia y a prondstico favorable (grupo de bajo riesgo).

Conjuntamente los niveles de expresién de estos genes permitieron valorar a cada paciente en funcién de una
Unica variable (Y). Al evaluar la relacién de (Y) con OS y EFS se observé cdmo pacientes con una puntuacion (Y)
baja (Y<0), presentaban una mayor posibilidad de desarrollar un evento (recaida o muerte). En cambio, a medida que
aumentaba la puntuacién (Y>0) mejoraba el prondstico del paciente.

Ejemplo 3
Validacion de modelo de prediccion en una cohorte independiente de NB primarios

Con el primer grupo de muestras (n=36), se desarroll6 una férmula matemadtica basada en la expresién de 3 genes,
representada de la siguiente manera:

Y = (-0.374*NME1) + (0.430 *PAFAHI1B1) + (0.418 *CHDS)

Este modelo estd asociado de manera estadisticamente significativa con las variables de valoracién clinica OS y
EFS. Con el objetivo de evaluar la capacidad de prediccién de prondstico del modelo, se procedié con una validacién
en un grupo independiente de 60 casos de NB primarios nuevos, que cumplian con los requisitos de seleccion descritos,
y que no se habian empleado en ninglin momento en los procesos descritos. Se considerd, por tanto, que este punto
representaba la validacion externa e independiente de los resultados.

Tras realizar el andlisis de expresiéon mediante QRT-PCR, se procedié con la tipificacion (z-transformacién) del
resultado analitico, con los valores de los pardmetros que se obtuvieron en el andlisis de los 36 casos de entrenamiento,
y la posterior aplicacion de la férmula matemadtica obtenida con el grupo inicial de 36 NB.

La tipificacion de los datos a una distribucién normal Z (Normal con media O y desviacién estdndar 1) de los niveles
de expresion de los genes antes del proceso de PCA, implicé que el punto de corte para la férmula de prediccién
resultante, necesario para la clasificacion de los NB en tumores de prondstico de alto o bajo riesgo, debia de ser,
de forma univoca, el cero. De esta forma, y basados en las observaciones previas (véase ejemplo 2, ultimo parrafo),
aquellos tumores con valores de la variable (Y) >0 se clasificaron como NB de pronéstico favorable, mientras que los
pacientes con valores (Y) <0 fueron clasificados como NB de pronéstico desfavorable.

Con este punto de corte se realizé un andlisis de supervivencia mediante el método Kaplan Meier tomando como
variables dependientes la OS y la EFS, y las diferencias en la distribucién de la supervivencia entre los dos grupos
fueron analizadas por el log rank test. Para la variable OS la evolucién clinica de los NB con valores de la variable (Y)
>0 se asoci6 de forma estadisticamente significativa a mayores tiempos de supervivencia y menor nimero de eventos
(muerte) (p=0,019) en comparacioén con los NB clasificados con valores (Y) <0 (Figura 3, Tabla 9).
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TABLA 9

Validacion del modelo de prediccion de prondstico frente a la variable clinica OS. A) Resumen muestras del andlisis.
B) Follow-up de los casos analizados, resumen tiempos de supervivencia estimados para los 60 NB en estudio. C)
Test estadistico Log Rank (Mantel-Cox) que enfrenta los NB clasificados como “bajo riesgo”, y sus tiempos de
supervivencia, con los NB clasificados como “alto riesgo”, y sus tiempos de supervivencia

A

e e eeses e

e R S R
B

RIS AR U R SR
C

A s

En el grupo de (Y) “bajo riesgo”, 37 de 38 pacientes siguieron vivos, con una media de seguimiento de 222,8 meses
(I1C95%208,426-237,148). Por otro lado, en el grupo de “alto riesgo” 5 de 22 pacientes murieron por enfermedad,
siendo la estimacién de la supervivencia de 176,4 meses (IC95%