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RESUMEN

Background: Bacterial sepsis is associated with high morbidity and
mortality in preterm infants. However, diagnosis of sepsis and
identification of the causative agent remains challenging. Genome-
wide expression profiles have been successfully harnessed for the
diagnosis of sepsis and patient stratification based on the severity of
septic shock in the pediatric and adult population. To our knowledge,
no transcriptomic studies for the diagnosis of bacterial sepsis in

preterm infants have been previously conducted.

Objective: Our aim was to determine genome wide expression
profiles of very low birth weight (VLBW) infants (less than 1500

grams) with and without bacterial sepsis and assess differences.

Methods: Prospective observational double cohort study conducted in
VLBW infants with culture-positive bacterial sepsis and non-septic
matched controls. Venous blood (0.5 mL) was obtained from eligible
patients before starting antibiotics, and from matched controls, mixed
with RNA stabilizing solution. Patients were diagnosed with sepsis
when a microorganism was isolated from blood culture. Total RNA

was isolated from each sample and integrity and quality were assessed
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RESUMEN

prior to hybridization into Human 1.0 ST GeneChip Array
(Affymetrix®). Genome-wide expression profiles were obtained using

Partek Genomic 6.6 software (Partek Inc®) and descriptive statistical
analysis was completed using SPPS 17.0 (SPSS Inc®). A Partial Least
Squares Discriminant Analysis was performed to obtain a predictive
model was performed and the most significant genes were validated
by real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) using TagMan® probes (Applied Biosystems). Furthermore, the
signature was subsequently validated in an independent validation set

of patients.

Results: 17 septic VLBW infants and 19 matched controls were
enrolled. Microorganisms isolated were: Coagulase negative
Staphylococcus (10), E. coli (3), E. faecalis (2), S. aureus (1) y M.
morgagnii (1). A three-dimensional unsupervised principal component
analysis based on the entire genome identified three clusters of
patients based on gene expression patterns: Gram positive sepsis,
Gram negative sepsis and non-infected controls. Furthermore, these
groups were confirmed using analysis of variance (ANOVA), which
identified a transcriptional signature of 554 of differentially expressed

genes with Fold Discovery Rate <0.05 between the groups.
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RESUMEN

Predictive model using PLS-DA vyielded 9 genes with high
discriminative power: CD177, MMP8, OLFM4, HP, GSTM1, LCN2,
ANKRD22, CEACAM1 y GPR84. The most significantly
overexpressed pathways in septic neonates related with innate immune
and inflammatory responses and the top master regulators based on p-
value and numbers of genes were: tumor necrosis factor (TNF),
cytokine and nuclear factor kappa B light chain enhancer of activated
B cells (NF-kB). Differences between sepsis caused by Gram positive
and Gram negative bacteria were assessed. Unsupervised analysis
showed 2 independent groups according to gene expression and 719
significant genes derived from ANOVA. Predictive model (PLS-DA)
revealed 23 discriminant genes. Results were validated using a

multiple permutation test with double cross validation.

Conclusions: Our results suggest that Genome-wide expression
profiles early discriminate septic from non-septic VLBW infants. The
most significant genes have been identified and validated. Differences
in Genome-wide expression profiles between Gram positive and Gram

negative bacterial sepsis have been described.
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RESUMEN

Introduccion: La disponibilidad de marcadores de sepsis precoces y
fiables que permitan anticiparse al resultado del hemocultivo continla
siendo un reto. Los perfiles de expresion gendmica determinan los
cambios de expresion de todo el genoma a partir de una pequefia
cantidad de sangre usando una biochip. Aungue en pacientes adultos y
pediatricos se han obtenido resultados prometedores con genes
candidatos para marcadores de sepsis, no hay estudios equivalentes en

la sepsis neonatal.

Objetivo: Determinar si existen perfiles de expresion genémica
especificos que diferencien recién nacidos de muy bajo peso

(RNMBP) infectados de controles no infectados.

Poblacion y Metodologia: Estudio de doble cohorte, observacional y
prospectivo en RNMBP. A RNBP con sospecha clinica de sepsis se
les extrajo hemocultivo y 0,5 ml de sangre que se conservO en
solucion estabilizadora de &cido ribonucleico (ARN) previo inicio de
antibidtico. Consideramos sepsis aquéllos en los que se aisléo un
microoganismo en hemocultivo. Se seleccionaron controles apareados
por caracteristicas clinicas y demogréficas, a los que también se

extrajeron 0,5 ml sangre. Se aislo el ARN a partir de las muestras y se
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hibridaron s6lo las muestras con una integridad y pureza de ARN
adecuadas usando la plataforma de microarrays Human Gene 1.0 ST
(Affymetrix®). Los perfiles de expresion se obtuvieron con el software
Partek Genomic 6.6 (Partek Inc®) y el anlisis estadistico descriptivo
con SPPS 17.0 (SPSS Inc®). Se realizé un modelo predictivo con
regresion de minimos cuadrados parciales con andlisis discriminante
(PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis, MatLab®) y
los genes més significativos se validaron con reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real combinada con una reaccion de retro-
transcripcion  (RT-PCR) usando sondas TagMan® (Applied
Biosystems). Se utiliz6 ademas una cohorte de validacion externa con

nuevos casos y controles.

Resultados: Se analizaron 17 casos y 19 controles con caracteristicas
clinicas y demograficas similares. Se aislaron: S. coagulasa negativo
(10), E. coli (3), E. faecalis (2), S. aureus (1) y M. morgagnii (1). Se
observaron diferencias de expresion entre los dos grupos con 554
genes significativos con Fold Discovery Rate <0.05 en el ANOVA.
El andlisis no supervisado (Principal component analysis) objetivo
diferencias de expresion entre: controles, sepsis por bacterias Gram

positivas y sepsis por bacterias Gram negativas. EI modelo predictivo
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con PLS-DA mostrd6 9 genes con una muy buena capacidad de
clasificacion: CD177, MMP8, OLFM4, HP, GSTM1, LCNZ2,
ANKRD22, CEACAML1 y GPR84. Los procesos hiologicos maés
significativamente implicados fueron la respuesta inmune innata y la
respuesta inflamatoria y los reguladores cuyas redes explicaron mas
genes: el factor de necrosis tumoral (TNF), las citoquinas y el factor
de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB).

Se analizaron las diferencias entre las sepsis por bacterias Gram
positivas y por bacterias Gram negativas en la cohorte de sepsis. El
analisis no supervisado mostré 2 grupos diferentes en funcién de la
expresion a partir de 719 genes significativos y el modelo predictivo
23 genes con una gran capacidad de clasificacion. Se validaron los
resultados con un test de permutaciones multiples y doble validacién

cruzada.

Conclusiones: Los perfiless de expresion gendémica permiten
discriminar a los RNBP con sepsis de los controles no infectados. Se
han identificado y validado los genes mas significativos que podrian
ser futuros marcadores. Se han observado diferencias de expresion
genomica entre las sepsis por bacterias Gram positivas y Gram

negativas.
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I.1. DEFINICIONES. IMPORTANCIA

Se conoce por periodo neonatal por consenso internacional aquel que
comprende desde el momento del nacimiento hasta el dia 28 después
del mismo. Se define una gestacion a término aquella que tiene una
duracion entre 37 y 42 semanas postconcepcién. En el mundo
desarrollado la mortalidad de los recién nacidos a término es inferior a
3-4 casos por cada mil nacidos vivos. Ademas, la morbilidad de los
mismos es asimismo escasa. Sin embargo, en el caso de los nacidos
pretérmino, es decir, aquellos cuya gestacion tiene una duracion
inferior a 37 semanas las tasas de mortalidad y morbilidad son mucho
mas elevadas y seran tanto mayores cuanto menor sea la edad de
gestacion. La viabilidad en el momento actual se sitda en torno a las
23 semanas de gestacion. Por otra parte, la tasa de prematuridad
también esta relacionada con el nivel de desarrollo econémico y social
de los paises; siendo las cifras mas bajas en torno al 7-8% en Europa,
mientras que en paises en vias de desarrollo pueden llegar al 30%-

40%".

Nuestras aproximaciones diagndsticas y terapéuticas parecen haber
alcanzado un techo y estas cifras no han experimentado variaciones

significativas en el mundo industrializado en la Gltima década. Es mas,
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recientes publicaciones hacen hincapié en la necesidad urgente de
aplicar los nuevos avances cientificos en la mejoria de la mortalidad
pero, especialmente, de la morbilidad neonatal®. Una de las principales
causas no solo de mortalidad sino también de morbilidad neonatal son

las infecciones, especialmente en los prematuros de bajo peso®.

Se define infeccién como el sindrome o condicién clinica causada por
la presencia de un microorganismo. Ante una agresion como es la
infeccion, el huésped puede responder generando un sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS). Exige la presencia de
temperatura rectal > 38.5°C o < 36°C o leucocitosis/neutropenia/
>10% formas jOvenes, unido a otro criterio como: taquicardia o
bradicardia en ausencia dolor o drogas, taquipnea o necesidad de
ventilaciébn mecanica. Hablamos de sepsis cuando el SRIS es
secundario a una infeccién sospechada o comprobada’. Hay distintos
tipos de sepsis en el recién nacido en funcién del origen de los

gérmenes:

Sepsis vertical: sepsis causada por germenes localizados en el canal
genital materno y que contaminan al feto por via ascendente o por

contacto directo con secreciones contaminadas en el canal del parto.
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Sepsis horizontal nosocomial: sepsis adquirida en el contexto de un
ingreso hospitalario, causada por gérmenes que colonizan al recién
nacido (RN) a través del personal sanitario (habitualmente las manos)

o0 de materiales diagnosticos y/o terapéuticos contaminados.

La sepsis neonatal constituye un problema importante no sélo por su
incidencia, que oscila entre 1.5-1.9% en el caso de la sepsis vertical y
el 20% en la horizontal, sino también por sus altas tasas de mortalidad
que se sitGan en torno al 18%°, sobre todo en los recién nacidos de
muy bajo peso (RNMBP). Es mas, con la disminucion del limite de la
viabilidad a las 23 semanas, se observa una tendencia creciente en las
cifras de sepsis en recién nacidos pretérmino que precisan cuidados
intensivos durante largos periodos de tiempo, estan sometidos a una
estrecha monitorizacion y a multitud de procedimientos invasivos
(figura 1) que incrementan el riesgo de infeccion’. Segun el origen de
la sepsis: vertical o nosocomial se han descrito distintas tasas de

incidencia y mortalidad® ® (tabla 1).
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Figura 1. Recién nacido prematuro de muy bajo peso. Se trata de
un recién nacido de 24 semanas de edad gestacional, 9 dias de vida y
610 gramos de peso. Se encuentra intubado y conectado a ventilacién
mecénica. Est4d monitorizado con electrocardiograma y pulsioximetro
y es portador de una sonda nasogastrica y de una via central. La cinta
métrica marca la longitud en centimetros. (Fotografia cedida por la
familia).

Tabla 1. Incidencia y mortalidad segun el origen de la sepsis
neonatal®®.

VERTICAL NOSOCOMIAL
Incidencia 1.1/1000 3.5/ 100
global recién nacidos vivos ingresos
Incidencia 17.5/1000 28/ 100
menores 1500 g recién nacidos vivos ingresos

Mortalidad 8.7/100 )
) 11.8/ 100 infectados
global infectados
30.6/100 )
) 17.3/ 100 infectados
infectados

Mortalidad
menores 1500 g
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I.1.1. ETIOLOGIA

En cuanto a la etiologia, en las sepsis verticales los gérmenes mas
comunmente aislados son las bacterias Gram negativas, encabezadas
por Escherichia coli, alcanzando cifras cercanas al 60% (figura 2). Las
bacterias Gram positivas, en especial el Streptococcus del grupo B han
sufrido una importante reduccién desde la implantacion de la
profilaxis intraparto desde cifras de 1.7/1000 recién nacidos Vvivos

hasta 0.3 casos/ 1000 recién nacidos vivos en la actualidad®.

Sin embargo, en las sepsis nosocomiales los gérmenes Gram positivos
superan el 60% de los casos, en especial Staphylococcus coagulasa
negativo y Staphylococcus aureus, seguidos por un 25-30% de Gram
negativos y en Gltimo lugar un 10-15% de infecciones por Candida.
En las figuras 2 y 3 se representan la distribucion por etiologias de las
sepsis verticales y nosocomiales respectivamente en los ultimos 5
afios en el servicio de Neonatologia de Hospital Universitario y
Politécnico La Fe, Valencia (HUIP La Fe), que son muy similares a

las descritas en la bibliografia®.
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GERMENES SEPSIS VERTICALES (S. Neonatologia H. La Fe 2010-2014)

8%

m E COLI

W KLEBSIELLA SPP

B STREPTOCOCCUS B

ENTEROQCOCCUS

Figura 2. Gérmenes en las sepsis verticales. Distribucion de
gérmenes en las sepsis verticales diagnosticadas en el Servicio de
Neonatologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe desde el
afio 2010 al afio 2014 ambos inclusive.

GERMENES SEPSIS NOSOCOMIALES (8. Neonatologia H. La Fe 2010-2014)

BS. COAGULASA
NEGATIVO GRAM
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Figura 3. Gérmenes en las sepsis nosocomiales. Distribucion de
gérmenes en las sepsis nosocomiales diagnosticadas en el Servicio de
Neonatologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe desde el
afio 2010 al afio 2014 ambos inclusive.
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. 1.2. FACTORES DE RIESGO

Se han descrito distintos factores de riesgo que pueden favorecer el
desarrollo de sepsis. Entre las verticales destacan el antecedente de
corioamnionitis materna, la colonizacion materna por Streptococcus
del grupo B, la rotura prematura de membranas mas alla de las 18
horas, el parto pretérmino o la gestacion mdltiple. Mientras que los
factores de riesgo descritos en las sepsis nosocomiales son la
prematuridad, el bajo peso al nacimiento, el uso prolongado de
catéteres intravenosos y/o de antibidticos de amplio espectro, los

procedimientos invasivos o la conexion a ventilacion mecanica*’.

I.1.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de sepsis en los neonatos, y sobre todo en
los menores de 1500 gramos de peso al nacimiento, son muy sutiles e
inespecificas y, a menudo, indistinguibles de las propias de la
transicion a la vida extrauterina. Estos signos incluyen fiebre o
hipotermia, dificultad respiratoria, cianosis, apneas, intolerancia
digestiva, distension abdominal, vémitos, hepatomegalia, ictericia no
filiada, mala perfusion periférica letargia, irritabilidad o
convulsiones™. El impacto de la sepsis va més alla del compromiso

clinico e incluye las complicaciones derivadas de la infeccion (peor
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evolucion en el neurodesarrollo, riesgo de mortalidad), los posibles
efectos secundarios del tratamiento antibiético en cuanto a nefro y
ototoxicidad, el estrés que supone para la familia el empeoramiento
clinico pudiendo afectar a la produccién de leche materna tan
necesaria para la buena evolucion de estos nifios, el dolor que se les
inflige por las venopunciones y contantes analiticas para monitorizar
los niveles de antibidtico o la evolucién de la infeccion y el coste
econémico por el aumento de la estancia hospitalaria, del gasto

sanitario y de las complicaciones a largo plazo®™.

I. 1.4. DIAGNOSTICO

La prueba diagnédstica de eleccion (gold standard) se ha basado
clasicamente en la confirmacién microbiolégica mediante el
aislamiento de un germen en el hemocultivo®. Sin embargo, los
resultados del hemocultivo tardan un minimo de 48-72 horas y son
poco sensibles para detectar neonatos infectados cuyas madres han
recibido tratamiento antibidtico durante el parto, arrojando a menudo
resultados que son falsos negativos'**®. Por otra parte, la escasa
volemia en los RNMBP, limita en muchas ocasiones la obtencion de
la cantidad necesaria de sangre para la correcta interpretacion de los

hemocultivos, obteniendo volimenes de 0.5-1 ml en lugar de 3 ml, lo
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que disminuye la sensibilidad pudiendo condicionar asi mismo falsos
negativos™®, ya que hasta el 60-70% de los neonatos presentan un bajo
grado de bacteriemia en el momento del diagndstico®’. Es por ello, que
en la practica habitual, los neonatos con factores de riesgo infeccioso
y manifestaciones clinicas compatibles, aunque inespecificas, se
diagnostican como “sepsis clinicas” y son tratados con antibidticos
aunque el resultado del hemocultivo sea negativo. Esto conlleva, en
ocasiones, a un uso indiscriminado de antibidticos, no exentos de
efectos secundarios, y que no s6lo aumenta los costes de forma
innecesaria si no que produce cambios en la microbiota intestinal*® y
favorece el desarrollo y el aumento en el nimero de resistencias

antibacterianas (figura 4).

Frecuencia

&
SEPSIS s,

Limitacion l \ l’
hemocultivo
K > .
\ Definicion inespecifica
sin consenso

Morbilidad
Resistencias t

Figura 4. Problematica de la sepsis. ATB: Antibiotico.

49



INTRODUCCION

I. 1.5. PRONOSTICO

La evolucidn clinica depende de numerosos factores que incluyen la
edad gestacional, estado general del nifio en el momento del
diagnostico y presencia 0 no de otras condiciones perinatales que
agravan la infeccion. La mortalidad en general es del 20%, con cifras
cercanas al 40% en los casos de sepsis verticales, en las sepsis
acompafiadas de meningitis 0 en presencia de otras complicaciones
concomitantes. En relacién a la etiologia, la mortalidad en las sepsis
verticales parece ser independiente del germen; sin embargo en las
nosocomiales las infecciones por Pseudomonas spp, Candida spp o
Listeria spp, alcanzan cifras de mortalidad entre el 35 y el 100% de
los casos™. Aun cuando no conduzcan a la muerte, las infecciones y la
respuesta inflamatoria que desencadenan contribuyen al desarrollo de
complicaciones a largo plazo en el recién nacido pretérmino®:
desarrollo de displasia broncopulmonar, dafio del sistema nervioso
central sobre todo a expensas de lesion en la sustancia blanca®, y por
consiguiente una peor evolucién en el neurodesarrollo motor vy
cognitivo®?®, En los menores de 1000 gramos de peso al nacimiento,
las infecciones se relacionan no s6lo con problemas en el
neurodesarrollo, sino también con el crecimiento®. La sepsis

constituye uno de los factores que mas influyen en la evolucién a
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largo plazo del prematuro; siendo un factor de mal prondstico
neuroldgico a los 2 afios en los menores de 28 semanas, de manera
independiente de otros factores de riesgo neurolégico®. Aunque las
infecciones por bacterias Gram negativas se ha asociado con mayor
gravedad clinica y tasas de mortalidad més elevadas™, las infecciones
por bacterias Gram positivas cuadruplican el riesgo de pardlisis
cerebral y duplican el riesgo de discapacidad®. Es més, incluso las
infecciones por el germen nosocomial méas frecuente, el
Staphylococcus coagulasa negativo, que presentan escasa virulencia y
bajas tasas de mortalidad en comparacién con otras infecciones
bacterianas, parecen asociarse a una mayor probabilidad de retraso

cognitivo en los prematuros menores de 29 semanas®.

El prondstico de la sepsis neonatal depende tanto de la administracion
precoz como de la efectividad del tratamiento antibi6tico escogido,
pudiendo presentar un curso complicado con metastasis sépticas,
coagulacion intravascular  diseminada, insuficiencia cardiaca
congestiva y shock, en los casos de diagnostico tardio, por lo que es
esencial un diagnostico fiable y precoz'. En este sentido, la blsqueda
de marcadores diagnosticos fiables y precoces continda siendo un reto

para los neonat6logos.
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1.2. MARCADORES DE SEPSIS

1.2.1. FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS BACTERIANA
Reconocimiento de antigenos

La respuesta inmune comienza con el reconocimiento del patogeno,
que en el caso de la sepsis se trata de un microorganismo, por parte de
las células inmunes centinela (monocitos, macrofagos) a través de la
activacién de receptores de patrones de reconocimiento (PRRs) entre
los que destacan los receptores Toll-like (TLRs). Estos receptores se
encuentran en mdltiples tipos celulares y reconocen los productos
microbianos conocidos como patrones moleculares asociados a
patégenos (Pathogen-associated molecular patterns: PAMPS),
desencadenando la cascada inflamatoria y activando la respuesta
inmune. El paradigma de estos PAMPs son las endotoxinas de
lipopolisacaridos (LPS) que se encuentran en la superficie de los
gérmenes Gram negativos, y el &cido lipoteicoico de la pared de los
Gram positivos. Los LPS activan los TLR4 en conjuncién con las
proteinas de superficie CD14 y de diferenciacion mieloide MD2,
mientras que la sefial del &cido lipoteicoico activa los TLR2. Sin

embargo, en ocasiones, los microorganismos activan mas de un TLR
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simultaneamente con el fin de desencadenar una respuesta inmune del

huésped especifica para cada patégeno®.

Ademaés de los TLRs, existen otros PRR intracelulares, entre los que
se incluyen aquellos con un dominio de oligomerizacién unido a
nucleétido (NOD): los receptores NOD-like (NLRs), que detectan los
peptidoglicanos de las bacterias Gram positivas, y los receptores Rig-
1-like (RLRs). Una vez acoplados a los patégenos, los PRRs inician la
respuesta inmune a través de una serie de segundos mensajeros,
estimulando la produccidn de citoquinas a través de las mitogen
activated protein kinases (MAPK) y el factor de transcripcion nuclear
kappa B (NF-kB), con los que se amplifica la respuesta inmune?’

(figura 5).

Los TLRs pueden ser activados por patrones moleculares asociados a
dafio o peligro (Damage-associated molecular patterns: DAMPS)
ademéas de por PAMPs, a través de la liberacion de proteinas o
mediadores intracelulares dafiados o muertos. Estos DAMPs, al igual
que las proteinas del tipo High mobility group box-1 (HMGB-1),
estan implicados en la progresion de sepsis a shock séptico. HMGB-1

la producen macrofagos y células endoteliales estimuladas por LPS o
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factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) a través de TLR2 y TLR4. Sus
funciones incluyen la produccion de citoquinas, la activacion de la
coagulacion y el reclutamiento de neutréfilos?. Existen otros DAMPs
como proteinas del shock caliente (Hsps) o el acido Urico, que activan
la sefial proinflamatoria y contribuyen al desarrollo del shock séptico
como coadyuvantes inmunes. Estas moléculas, no han sido estudiadas

en la sepsis neonatal®.

| microoraANISMOS | P

% —/sp‘?

CELS. INMUNES
CENTINELA

Activacion celular, citoquinas,
chemoquinas, complemento y
produccion de factores de coagulacion

Figura 5. Activacién de las células inmunes centinela. PAMPs:
Patrones moleculares asociados a patogenos, PRRs: Receptores de
patrones de reconocimiento, NLRs: Receptores NOD-like, RLRs:
Receptores Rig-1-like.
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Produccion de citoquinas y activacion de la cascada inflamatoria

Tras la estimulacion de los PRR, se inicia la produccion de Oxido
Nitrico (NO), leucotrienos, prostaglandinas, factor activador de
plaquetas, complemento, citoquinas y quemoquinas proinflamatorias
como interleuquinas  (citoquinas  producidas en  células
hematopoyéticas): IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, interferon gamma
(INF-y) y TNF-a, amplificando la respuesta inmune innata contra los
microorganismos invasores® y generando una respuesta inflamatoria
caracterizada por un aumento de la permeabilidad vascular y el

reclutamiento de células inflamatorias.

Las citoquinas son proteinas cuya accion fundamental es la regulacion
de la inflamacién, actuando como mediadores de la comunicacion
intercelular, induciendo la activacion de receptores especificos de
membrana e interviniendo en funciones de proliferacion y
diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento y modulacién de la
secrecion de inmunoglobulinas. Son producidas fundamentalmente
por los linfocitos y los macréfagos activados, aunque también pueden
ser producidas por otras células como: leucocitos polimorfonucleares,
adipocitos, células endoteliales, epiteliales, y del tejido conjuntivo. Sin

embargo, en comparacion con los adultos, los neonatos producen
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menor cantidad de IL-1R, TNF-a, INF-y e IL-12, debido a una menor
produccién de mediadores de la sefial de los TLRs como el factor de
diferenciacion mieloide 88 (MyD88), el factor regulador de interferon
5 (IRF5) y el p38 en relacion inversa a la edad gestacional **.

La produccion de citoquinas proinflamatorias conduce a la activacion
de células endoteliales y la sobreexpresion de moléculas de adhesion
celular (CAM): ICAM, VCAM, L-selectina, P-selectina y E-selectina
y CD11b/CD18, que facilitan el reclutamiento de leucocitos y la
diapedesis (migracion extravascular hacia el foco de infeccién). La
quimioataxis de leucocitos se ve favorecida, ademas de por la
sobreexpresién de las CAM, por la accion de gradientes de
quemoquinas producidas por células endoteliales y macréfagos
locales. Entre las sustancias quimio-atractivas en encuentran: la
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1), la proteina
inflamatoria de macréfagos MIP-1, la proteina inducida por INF-y (IP-
10), IL-8, quemoquina regulada tras la activacién normal de las
células T expresadas y secretadas (RANTES), proteinas del
complemento como C3a y Cba y proteinas de defensa del huésped

como catelicidinas y defensinas.
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En la respuesta inflamatoria del recién nacido se ha evidenciado una
pobre quimiotaxis celular, que no perece relacionada con una baja
concentracion sérica de citoquinas32, sino con una insuficiente
regulacién al alza del receptor del complemento y una inhibicion por

los productos bacterianos entre otras causas™.

Los leucocitos polimorfonucleares de los recién nacidos en relacion
con los del adulto, presentan déficits cuantitativos y cualitativos.
Durante la infeccion, se produce una réapida deplecion de las reservas
medulares de leucocitos polimorfonucleares sobre todo en los casos de
sepsis por gérmenes Gram negativos®. Por otra parte tienen una
apoptosis retardada y una capacidad aumentada para activar funciones
citotéxicas®. La deformabilidad esta reducida lo que predispone a una
agregacion irreversible en el espacio intravascular, que se traduce en
una menor diapedesis y en el aumento de la deplecion de las reservas
medulares, liberandose formas inmaduras de neutréfilos (bandas), que
todavia presentan mayor disfuncion que las formas maduras®®. Todo
ello hace del recién nacido un individuo especialmente susceptible a la

infeccion.
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Respuesta antiinflamatoria

La respuesta inflamatoria es beneficiosa cuando las citoquinas se
producen en cantidad adecuada; pero puede ser nociva, e incluso letal,
si se producen en exceso®’. Es por ello, que ademés de citoquinas
proinflamatorias, existen citoquinas antiinflamatorias: IL-4, IL-10, IL-
11, IL-13, factor de crecimiento transformante beta (TGF-R), que se
encargan de contrarrestar esta respuesta mediante la supresién de la
activacion de macréfagos y de la produccion de TNF-y, IL-1, IL-6, IL-
8 e IFN-y*°. Estos mediadores, en especial la IL-10 liberada por
células Th2, B y macroéfagos en respuesta a la presencia de TNFa,
bloguean la activacion de las células fagociticas y la fiebre, modifican
la expresién del factor de coagulacion y disminuyen la expresion de
especies reactivas intermedias de oxigeno y nitrégeno y otros
mediadores vasoactivos®. Sin embargo, una sobreproduccion de estos
mediadores, puede conducir a la supresion de la funcién inmune. Es
por ello, que en las sepsis de recién nacidos pretérmino de muy bajo
peso, se ha observado una activacion de tanto citoquinas
proinflamatorias, como antiinflamatorias, en relacion con controles no
infectados, produciéndose una disminucion de estos valores a las 48
horas de instaurar un adecuado tratamiento antibi6tico®. Ademés de

las citoquinas antiinflamatorias, hay citoquinas solubles y receptores
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antagonistas como sIL-6R, sIL-2, IL-1ra o TNFR2, que también
modulan la accion pro-inflamatoria y cuya elevacién se ha

documentado en casos de sepsis neonatal tratados con éxito®.

Papel del complemento

El complemento es un componente fundamental de la inmunidad
innata precoz que facilita la opsonizacion (proceso por el que se marca
a un patdgeno para su ingestion y destruccion por un fagocito) y la
actividad microbicida. Posee actividad quimiotactica y anafilactica
gue incrementa la agregacion leucocitaria y la permeabilidad vascular
local. Activa de manera reciproca otros procesos como la coagulacion,
la produccion de citogquinas proinflamatorias y la activacion de
leucocitos. En los recién nacidos, la opsonizacion a través del
complemento esta limitada y es tanto mas pobre cuanto menor es la
edad gestacional. Esto, sumado a unos niveles bajos de proteinas del
complemento y una funcién deprimida, hace a los neonatos

prematuros especialmente susceptibles a la infeccion®.

Activacion linfocitaria y de la respuesta inmune
El patron de citoquinas circulantes, asi como las caracteristicas del

patégeno, determinan la diferenciacion del precursor de linfocitos T
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helper (ThO) hacia linfocitos helper 1 (Thl) o 2 (Th2). Los Thl
producen INFy, IL2 y TNFf que promueven la inmunidad celular y la
actividad fagocitica, especialmente en el caso de infecciones
intracelulares. Los Th2 producen IL4, IL5, IL6, IL9, 1L10, 1L13
desencadenando la inmunidad humoral y la produccion de

anticuerpos®’.

Reactantes de fase aguda y opsoninas

Ademés de la respuesta inflamatoria inicial, la presencia de
microorganismos aumenta la produccién de proteinas innatas con una
importante funcién inmunoldgica y que reducen la carga bacteriana.
Son reactantes de fase aguda, que se producen principalmente en el
higado, como las proteinas que aumentan la permeabilidad
bactericida, colectinas, lactoferrina, haptoglobina, fosfolipasa A2,
procalcitonina, proteina C-Reactiva (PCR) (que actia como

opsonina), amiloide A sérico (interviene en el reclutamiento celular).

Por otra parte, la sepsis genera un aumento de otras proteinas séricas
con funcion de opsonizacion como la fibronectina y anticuerpos
naturales, sobre todo IgM, que producen linfocitos B circulantes. Sin

embargo, el plasma de los recién nacidos presenta una actividad de
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opsonizacion disminuida y una deficiente produccion de proteinas que

aumentan la permeabilidad bactericida por parte de los neutréfilos, lo

que les confiere una mayor susceptibilidad a la infeccion.

En la figura 6 se muestra de manera esquematica la fisiopatologia de

la respuesta inmune neonatal.
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Figura 6. Fisiopatologia de la respuesta inmune neonatal.

La respuesta inmune y la cascada inflamatoria que genera tienen un

impacto en una serie de drganos como cerebro, rifion, pulman, sistema

cardiovascular, higado, intestino y en la microcirculacion, generando
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la sintomatologia propia de la sepsis. Si finalmente se consigue un
control efectivo de la causa, se normalizaran los biomarcadores, se
resolvera la disfuncion organica y el sujeto se recuperara. Por el
contrario, si la respuesta no es efectiva, persistira la anormalidad en

los marcadores, que conduciran al fallo multiorganico y la muerte

(figura 7).
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Figura 7. Integracion de la cascada inflamatoria y su impacto en
la funcidn de los distintos érganos y el prondéstico. Reproducida con
permiso de: https://rjjaramillo.wordpress.com/2012/11/09/sepsis.
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1.2.2. UTILIDAD CLINICA DE LOS MARCADORES DE
SEPSIS
Aunque la prueba diagnostica de eleccion continua siendo el
aislamiento de un germen, el hemocultivo presenta importantes
limitaciones por lo tardio de sus resultados® y la posibilidad de falsos
negativos****, haciendo necesarios marcadores diagnésticos fiables y
precoces. La mayor parte de estudios se han dirigido a investigar
diversos mediadores de la cascada inflamatoria, ya que la sepsis no
esta confinada a ninguin 6rgano en concreto. Asumiendo que todos los
marcadores van a presentar un porcentaje de falsos negativos y falsos
positivos, dada la importante mortalidad de la sepsis y la morbilidad
asociada, el marcador ideal deberia ser precoz, tener una gran
sensibilidad (proporcion de nifios con infeccion que presentan un test
diagndstico positivo) y un valor predictivo negativo (proporcién de
nifios no infectados sobre el total de test diagnodsticos negativos) lo
mas cercanos posible al 100%. Esto no deberia ser a expensas de
perder especificidad (proporcién de test negativos entre los controles)
ni valor predictivo positivo (proporcion de casos de infeccion entre los
test diagnosticos positivos), que deberfan sobrepasar el 85%*.
Pese a que se han investigado maltiples marcadores analiticos para el

diagndstico de sepsis neonatal, no hay consenso sobre la superioridad
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de un marcador sobre otro y ninguno ofrece una sensibilidad y una
especificidad adecuadas. Tradicionalmente se han utilizado el
recuento de leucocitos totales y la ratio inmaduros/totales, pese a su
baja especificidad y la posibilidad de verse afectado por diversas
patologias asociadas en el recién nacido®. Posteriormente, diferentes
estudios han evaluado otros marcadores que se pensd eran mMas
especificos e igualmente implicados en la respuesta inmune, entre los
que se encuentran por su accesibilidad y su utilidad clinica: la PCR, la

IL-6 y la Procalcitonina (PCT).

Proteina C Reactiva (PCR)

Es una proteina producida en el higado tras la activacion de la cascada
inflamatoria y en respuesta a la presencia de la IL6 en plasma, entre
otras citoquinas. Actlla como opsonina. Su sintesis comienza a las 8
horas de producirse la exposicion a un agente infeccioso; sin embargo
su vida media es de 12-24 horas. Ha demostrado mayor sensibilidad y
especificidad que el recuento de neutréfilos® y la normalizacion de
sus valores de utilidad en la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento antibi6tico®®, sin embargo como por su lenta elevacion en

la fase inicial, la sensibilidad en el momento de la sospecha de sepsis
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puede llegar a descender hasta el 60% por lo que se puede considerar

un marcador especifico pero tardio de sepsis®’.

Procalcitonina (PCT)

La procalcitonina es un péptido precursor de la calcitonina sin
actividad hormonal y cuyos niveles son independientes de ésta. Actla
como reactante de fase aguda, y aungue no se ha identificado su lugar
de produccidn con exactitud, se postulan los monocitos y hepatocitos
como las principales fuentes. Sus concentraciones séricas se elevan

R*%0 comenzando a las 4 horas de

mas precozmente que las de la PC
la exposicidn al agente infeccioso y permaneciendo elevadas al menos
24 horas con una vida media de 25-30 horas™. Parece tener valores de
sensibilidad y especificidad superiores a los de la PCR, y ha
demostrado ser Gtil a la hora de diagnosticar precozmente la
infeccion®®, determinar su severidad y prondstico®, asi como para
monitorizar la respuesta al tratamiento antibi6tico®®. No obstante, la
elevacion fisiologica de los niveles PCT en las primeras 48 horas de

%5 podria limitar su valor

vida descrita en algunos estudios
diagndstico en los casos de sepsis vertical. Esta elevacion parece
deberse no tanto a un paso transplacentario como a una produccion

enddgena, dado que los valores de PCT son mayores en la sangre del
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recién nacido que en sangre materna y las diferencias aumentan a las

24y 48 h tras el parto®.

Interleuquina 6 (IL-6)

En los Gltimos afios se ha estudiado el papel de la determinacion de
citoquinas, especialmente la interleuquina-6 (IL-6), como marcadores
precoces de sepsis neonatal®®. La IL6 es una citoquina
proinflamatoria pleiotropica, producida fundamentalmente por el
sistema monocito/macrofago en respuesta a la produccién de IL1 y
TNF tras el reconocimiento de los PAMPs por parte de los PRRs.
Entre sus mdaltiples funciones se encuentra la regulacion de la
respuesta del huésped a la infeccidn, actuando como una sefial para la
activacion de las células T, promoviendo la secrecion de anticuerpos
por parte de las células B, la diferenciacion de las células T citotoxicas
y activando la liberacién de otras citoquinas. Estimula los hepatocitos
para iniciar la produccién de PCR, siendo su elevacion por tanto
mucho maés precoz que la de ésta. Sus valores aumentan de manera
inmediata en las primeras 2 horas tras el estimulo infeccioso con un
pico mé&ximo entre las 4 y 6 horas; sin embargo su vida media es muy

corta siendo practicamente indetectable tras 24 horas®.
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La IL-6, por su cinética, parece ser un marcador mas precoz y fiable
gue la PCR en el diagndstico de la sepsis vertical. En un estudio de
cohortes prospectivo realizado por nuestro grupo, determinamos IL-6
y PCR en sangre de cordon umbilical de todos los recién nacidos con
factores de riesgo infeccioso prenatal. De 128 neonatos reclutados, 10
de ellos desarrollaron sepsis, siendo los valores predictivos (VP) de la
IL-6 (VP positivo: 7.14, VP negativo: -0.11) superiores a los de la

PCR (VP positivo: 2.86, VP negativo: -0.51)** (figura 8).

IL-6 AUC: 0.88
(IC 95%= 0.70-1.08)

P.corte = 255.87 pg/ ml.
0,6 P=0.003.

Sensibilidad

%47 PCRAUC: 0.70
(IC 95% = 0.44- 0.96)

0,2 P. corte = 1.02 mg/ L.
P=0.014.

0.0 | | | |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 8. Area bajo la curva (AUC) de IL-6 y PCR con intervalo
de confianza (1C) 95%°".
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Sin embargo, otros estudios encuentran valores de especificidad
menos éptimos e incluso elevaciones significativas en recién nacidos

con patologia grave no infecciosa*® ®*%,

En esta linea, se han seguido buscando marcadores focalizados en una
respuesta inmune mas concreta y precoz, como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-0)®*%, otras citoquinas como IL8, IL-18°% o IL-
10%%7°, RANTES®, IP10™, P y E-Selectina™"® que parecen no variar
en neonatos con sepsis en otro trabajo donde destaca como marcador
més sensible y especifico SICAM1™, los antigenos de superficie de los
neutréfilos CD 64”77, CD 14"%", los TLR® o la sustancia Amiloide
A®! que siguen sin demostrar, por si mismos, superioridad a los

tradicionalmente usados PCR, PCT e IL6.

Los distintos estudios difieren no sélo en su disefio y en los criterios
diagndsticos de sepsis, sino también en los valores que toman como

puntos de corte, arrojando en ocasiones resultados contradictorios*®*

64,8286 (tablas 2 y 3). De manera aislada ninguno ha demostrado ser
suficientemente sensible y especifico, recomendandose el uso

combinado de varios de ellos*.
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Tabla 2. Resumen de estudios que evallan marcadores de sepsis
neonatal vertical. (S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor
predictivo positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo. PCR: Proteina
C-Reactiva, PCT: Procalcitonina, IL-6: Interleuquina-6). La sepsis fue
considerada con cultivo positivo y/o clinica compatible. N hace
referencia al nimero de pacientes incluidos en el estudio.

PUNTO VPP | VPN
o s | 22| & [ 0

Joram® PCR > 5 mg/L
(N=197) CUIVO b S0 5 ng/mL e | & | e
gélr,e%; Culivo PCR>55mg/L 63 36 54 96
(=133 Clinica PCT>33ng/mL 68 82 50 91
Culivo PCR>8mg/L 49 100 100 58
Resch® PCT>2ng/mL 83 61 76 70

N=76) ClMC@ 6 Si0pgml 71 65 76 60
PCR>4mglL 74 8 42 95
PCT>1ngmL 79 95 71 9
IL-6>200pgmL 74 89 52 95

Chiesa®® Cultivo
(N=134)  Clinica
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Tabla 3. Resumen de estudios que evalian marcadores de sepsis
neonatal nosocomial. (S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor
predictivo positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo. PCR: Proteina
C-Reactiva, PCT: Procalcitonina, IL-6: Interleuquina-6). La sepsis fue
considerada con cultivo positivo y/o clinica compatible. N hace
referencia al nimero de pacientes incluidos en el estudio.

PUNTO VPP VPN
AUTOR  |SEPSIS|  ~qp1E

Caldas®™ Cultivo PCR>5.1 mg/L
(N=82) Clinica 1L6 > 3.1 pg/mL 77 87 91 69
Khassawneh® Cultivo PCR>5mg/L 96 89 79 98
(N=77) Clinica I1L6>20pg/mL 83 50 41 87
Galetto- PCR>40mg/L 79 79 61 90
Lacour® Cultivo PCT>05ng/mL 93 74 60 96
(N=99) IL6>0.1pg/mL 36 80 38 77
Blommendahl® Cultivo PCR>30mg/L 58 84 24 94
(N=169) PCT>1ng/mL 77 62 16 97

Importancia de la cinética

Estas diferencias en cuanto a los estudios con mediadores de la
cascada inflamatoria estan en intima relacion con su cinética. El
momento de la recogida de la muestra es fundamental para la correcta

interpretacion de los resultados®® ®

tal y como se muestra en la figura
9. En las fases mas iniciales de la infeccion el uso de IL6 sola o en
combinacion con PCT puede ser mas Util; sin embargo, pasadas 24

horas la IL6 pierde poder diagndstico y la PCR empieza a ser mas

rentable.

70



INTRODUCCION

Endotoxina
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Pro-inflamatorios

Tiempo (horas)

Figura 9. Concentraciones de los marcadores TNF-a, IL-6, PCT y
PCR tras el estimulo de una endotoxina infecciosa y su evolucién a
lo largo del tiempo®.

No obstante, a la hora de disefiar estudios cinicos, la dificultad se
acentla ya que la muestra se suele extraer cuando se objetiva clinica

de sepsis y el umbral de sospecha presenta variabilidad entre los

médicos.

Hibridacion del genoma bacteriano

Los estudios de microbiologia molecular estdn basados en la
hibridacion y amplificacion del genoma bacteriano. La deteccion del
patdgeno se basa fundamentalmente en métodos de amplificacion a

partir de reacciones en cadena de la polimerasa que amplifican
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regiones especificas del genoma microbiano, ya que los métodos de
hibridacion no se han estudiado en la poblacién neonatal. Aunque no
proporcionan informacion sobre susceptibilidad antibidtica. Parecen
ser capaces de diagnosticar la sepsis hasta en 12 horas con
sensibilidades iguales o superiores al hemocultivo tradicional segln

algunos autores® ¢,

Sin embargo, un reciente meta-analisis que
incluye estos estudios entre otros, no encuentra una sensibilidad
superior de estas técnicas como para reemplazar al hemocultivo

tradicional como diagnéstico de eleccién en la sepsis neonatal®.

1.3. PERFILES DE EXPRESION GENOMICA

Ante la falta de especificidad de un marcador por si mismo, la
combinacion de varios marcadores se postula como la herramienta
més eficaz para el diagnostico precoz de sepsis neonatal®®. Una forma
de valorar una respuesta global y visualizar todos los marcadores
posibles a la vez son los estudios transcriptdmicos a gran escala
basados en el dogma central de la biologia molecular. Segun este
dogma, descrito por Crick en 1970%, la informacion genética
procedente del &cido desoxirribonucleico (ADN) se encuentra

contenida en el &cido ribonucleico mensajero (ARNm). Para la
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formacion de una proteina, los genes del ADN son expresados y la
informacién es transferida por medio de la transcripcion a ARNm.
Asi, todo el ARNm transcrito bajo unas circunstancias especificas
forma el transcriptoma. Estas moléculas seran més tarde usadas para

sintetizar proteinas a partir de un proceso de traduccion (figura 10).

Replicacion Replicacion

Transcripcion Traduccion
— i
ADN ——— | ARN—> Proteina

Transcripcion
inversa

Figura 10. Dogma central de la Biologia Molecular modificado de
la propuesta inicial de Crick. Adaptado de:
http://pendientedemigracion.ucm)

Mediante mecanismos de corte y ayuste (splicing) alternativos vy
modificaciones post-traduccionales, cada gen puede producir
diferentes proteinas. Ademas, se conoce de la existencia de genes que
en vez de codificar proteinas, producen moléculas de ARN
funcionales®, denominados genes no codificantes. De esta forma, se
han identificado hasta la fecha mas de 10.000 transcriptos no
codificantes, aunque s6lo una pequefia parte de estos ARN tiene
anotacién funcional hasta la fecha. Sin embargo, avances recientes han
evidenciado la asociacion de estos ARN no codificantes con un
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amplio rango de funciones celulares (regulacion de la transcripcion,
regulacion de modificaciones transcripcionales, activacién vy
transporte de factores transcripcionales...). De este modo,
actualmente, un analisis transcripcional no sélo se centra en el estudio
del nivel de expresién de genes codificantes de proteinas, sino
también en la distincion entre variantes de splicing y el estudio de la

expresion de genes no codificantes.

1.3.1. BIOCHIPS DE EXPRESION (MICROARRAYS)

Para analizar la expresion diferencial de todos los genes que
componen el genoma, los estudios transcripcionales o de perfiles
gendmicos utilizan una herramienta llamada biochips que los
monitorizan simultaneamente en un solo ensayo. Un biochip, 0 mas
conocido como microarray en inglés, es una superficie sélida sobre la
que se encuentran insertadas y ordenadas un gran numero de
moléculas de material genético. Basicamente hay dos tipos de
biochips de expresidon: los biochips de ADN complementario (ADNCc)

y los biochips de oligonucledtidos.

Los biochips de ADNc estdn formados por una coleccion de

secuencias de genes, normalmente productos de PCR (100-2000 pares
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de bases), procedentes de secuencias de ADNc y de secuencias de
expresion (Expression Sequence Tags), que se encuentran colocados
individualmente sobre una matriz sélida. Con este tipo de biochips, se
pueden comparar dos tipos de muestra en un mismo ensayo. Para ello,
tras la preparacion de ambas muestras, se lleva a cabo el marcaje con
diferentes fluordéforos y la hibridacién en un Unico array. Existen
varios inconvenientes de estos chips. Por una parte, el estado del ADN
de doble cadena en el biochip estd mal definido, de forma que podria
haber restriccion de contactos con la matriz y podrian producirse
enlaces cruzados que afectarian a la hibridacién. Por otra parte, la
fabricacion del biochip depende de los conjuntos de clones, con lo
cual incluso utilizando sets muy bien mantenidos, estos son propensos

a la contaminacion, condicionando los resultados del analisis.

Los biochips de oligonucle6tidos, se fabrican mediante la sintesis in
situ de sondas formadas por cadenas de oligonucle6tidos sobre una
matriz solida, en base a la informacion de secuencias anotadas en
bases de datos. A diferencia de los biochips de ADNCc, s6lo se puede
hibridar una muestra en un array, por lo que las muestras se analizan
en ensayos individuales (figura 11). Aunque la fabricacion de estos

biochips necesita el uso de un equipamiento especializado, no siendo
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posible la fabricacion por parte del investigador, presentan un gran
numero de ventajas respecto a los biochips de ADNCc. En los biochips
de oligonuclettidos las sondas estdn basadas enteramente en
informacién de secuencias de bases de datos, por lo que no conlleva
problemas a la hora de la preparacién de set de clones, y por tanto
tampoco problemas de contaminacion. Ademas, el uso de secuencias
cortas minimiza la hibridacion cruzada, aumentado asi la
especificidad. Por otro lado, para cada transcrito se usan multiples
secuencias cortas (25 pares de bases) que representan partes
significativamente Unicas dentro del genoma, lo que permite distinguir
variantes de splicing y genes estrechamente relacionados, asi como
aumentar la sensibilidad. Por tanto, aunque las secuencias de corta
longitud podrian producir una disminuciéon de la sensibilidad en
comparacion con los biochips de ADNCc, el uso de maltiples sondas
para cada transcrito permite conseguir finalmente wuna alta

sensibilidad.
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Figura 11. Biochips disefiados por la empresa Affymetrix. Imagen
modificada de Sanchez & Ruiz de Villa, A Tutorial Review of
Microarray Data Analysis, 2008.

p

I. 3.2. PROCESO DE HIBRIDACION

Los acidos nucleicos extraidos a partir de las muestras a analizar, se
marcan por diversos métodos y se incuban sobre el panel de sondas,
permitiendo la hibridacién  (reconocimiento 'y unién por
complementariedad entre bases nitrogenadas) si ese gen esta
representado, o tiene una cantidad de numero de copias de ARNm
suficiente para ser detectado. Dicha hibridacion entre la sonda y la
muestra, se basa en el modelo de pares de bases de Watson and Crick

y proporciona una medida cuantitativa de la abundancia de cada una
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de las secuencias (figura 12). Cuando se produce la hibridacién entre
la sonda especifica y la molécula diana en la muestra bioldgica se
genera una sefial fluorescente. EI nimero de genes representado
depende del biochip usado. A mayor nimero de copias, y por tanto
mayor representacion de un gen determinado, mas intensa es esa sefial

de fluorescencia.

Tras la hibridacion, se realizan una serie de lavados del chip para
eliminar hibridaciones no especificas de ningin gen, asi como para
eliminar todo el ARN/ADNSs no unido a ninguna sonda. Durante estos
lavados también se lleva a cabo el paso de tincion mediante el cual se
producira la uniéon de las moléculas fluorescentes a las cadenas de

ADN/ARN unidas en el chip (figura 13).

N /

Figura 12. Complementariedad entre cadenas de nucleétidos
(Affymetrix® 2005).
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TINCION

—)

Figura 13. Proceso de tincion de las moléculas unidas al chip tras
la hibridacién (Affymetrix, 2005).

El dltimo paso del procedimiento es el escaneo y lectura del chip. El
escéner contiene un laser que incide sobre el array causando la
fluorescencia de la molécula fluorescente afiadida durante la tincion,
permitiéndonos cuantificar el nivel de expresion de cada transcrito.
Esta informacion es capturada digitalmente y sometida a varios
analisis para extraer informacion biol6gica. La comparacion de
patrones de hibridacion mediante herramientas informaticas permite la
identificacion de los ARNm que difieren en abundancia entre
diferentes muestras. El resumen de todo el proceso de hibridacion se
encuentra representado en la figura 14. Tras la lectura del chip se
obtienen los datos en crudo de la expresion de todos los genes que hay

representados en el chip.
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Figura 14. Resumen del proceso de hibridacion con los biochips de
oligonucleétidos de Affymetrix®

Posteriormente, se realiza un analisis estadistico a partir de multiples
comparaciones para obtener los genes con diferencias estadisticamente
significativas en la intensidad de la expresion (informacion mas
ampliada en material y métodos) y se representan graficamente. Las
formas mas habituales de representacion son las agrupaciones
jerarquicas no supervisadas (hierarchical clustering) en forma de
mapas de calor (heatmap) o &rboles de genes (gene-tree) que se
obtienen a partir de los genes que presentan una expresion diferencial
significativamente distinta en la poblacion a estudio. Los genes se

agrupan de manera no supervisada en funcion de su nivel de
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expresion, y quedan representados por una gradacion de color en

funcidén de si se encuentran sobre o infraexpresados en relacion a los

controles.

Hierarchical Clustening

Figura 15. AgrupaCIon jerarquica no supervisada de genes en
funcion de su expresion. Cada columna representa un paciente y cada
linea un gen. Los genes sobreexpresados respecto a los controles estan
representados en rojo y los infraexpresados en azul. La intensidad del
color esté directamente relacionada con la intensidad de la expresion.

I.3.3. UTILIDAD EN EL DIAGNOSTICO DE LA SEPSIS

El estudio global de la expresion genémica a partir de ARN total
aislado de sangre periférica proporciona una excelente visién
exhaustiva de la respuesta inmune del huésped frente a la infeccion, ya

que la sangre es una fuente rica en células involucradas en la respuesta
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inmune como leucocitos, monocitos o macrdéfagos. Sin embargo, no
hay publicados estudios transcriptomicos en prematuros de muy bajo

peso al nacimiento con sepsis.

Nuestro objetivo global es caracterizar los perfiles de expresion
gendémica de los recién nacidos con sepsis como marcadores
diagnosticos precoces. Proponemos la hipétesis que estos patrones de
expresion genémica nos permitiran diferenciar los neonatos con sepsis

de los que no la presentan.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I. 1. HIPOTESIS

Los recién nacidos menores de 1500 gramos de peso al nacimiento
con sepsis documentada microbiolégicamente tienen un patrén de
expresion genomica significativamente distinto a la de neonatos
menores de 1500 gramos de peso al nacimiento con caracteristicas

clinicas y demograficas similares, pero no infectados.

El desarrollo de esta técnica podria constituir una futura herramienta
diagnostica que nos permitiera discriminar a los neonatos con sepsis
verdadera de aquellos con manifestaciones clinicas compatibles, pero

gue no presentan sepsis confirmada microbiol6gicamente.

1. 2. OBJETIVOS

1. 2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar si existen perfiles de expresién genémica especificos que
diferencien recién nacidos menores de 1500 gramos de peso al
nacimiento con sepsis documentada microbiol6gicamente de controles

no infectados con caracteristicas clinicas y demograficas similares.
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11. 2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS
- Seleccion de genes candidatos a marcadores de infeccion y

validacién por RT-PCR.

- Creacion de un modelo predictivo de sepsis y validacion del mismo

con una cohorte externa.

- Clasificar los perfiles de expresion genomica de los neonatos
diagnosticados de “sepsis clinica” segun su semejanza con aquellos
diagnosticados de sepsis con confirmacién microbiolégica o con los

controles no infectados.
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POBLACION Y METODOLOGIA

I11. 1. DISENO Y POBLACION

El estudio fue integramente realizado en el Servicio de Neonatologia
(HUIP La Fe). Se trata de un estudio prospectivo, observacional, de
doble cohorte, realizado en pacientes prematuros que presentaron un
peso al nacer menor de 1500 gramos (RNMBP) ingresados entre abril
de 2011 y septiembre de 2012 en nuestro centro. EIl proyecto de
investigacion fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del HUIP La Fe (anexo I). La dindmica de reclutamiento se
explica en el diagrama de flujo de la figura 16. Todos los padres de los
recién nacidos firmaron el consentimiento informado y cumplieron los

criterios de seleccion que se indican a continuacion.

Neonato con sospecha
5P Neonato control
de sepsis

No Cumple criterios de

Cumple criterios de No Excluido del estI{diO. — e
inclusién Se recoge el motivo. I LSION

Otorg,a.n consentimiento No Excluido del estudio. No Dlorgﬂp ansenh‘mienlo
informado Se recoge el motivo. informado

Incluido. Recogida de

3 SEPSIS CLINICA Incluido. Recogida de

Cultivo

Cultivo negativo
positivo

SEPSIS
MICROBIOLOGICA €0 o

Figura 16. Dinamica de reclutamiento. Diagrama de flujo.

datos y muestras.

datos y muestras.
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I11. 1.1. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

a)
b)

c)

Peso al nacimiento menor de 1500 g.

Edad postnatal menor de 30 dias de vida tras alcanzar las 40
semanas de edad de gestacion corregida, que se corresponde
con el periodo neonatal si el paciente hubiera nacido a
término.

Sospecha de sepsis segln los criterios que se definen a
continuacion. La cohorte de pacientes no infectados fue
homogénea respecto a la infectada excepto por los criterios de

infeccion que no estaban presentes.

Criterios de exclusion

90

a)
b)

c)

d)

Cromosomopatias.

Malformaciones congénitas mayores.

Depresion neonatal severa con ausencia de signos vitales
detectables (Apgar al minuto con puntuacion de 0).

Historia materna o hijos previos de inmunodeficiencia.
Patologia crénica en la madre sujeta a tratamientos que
pudieran alterar la respuesta inmune tanto materna como fetal:

asma, diabetes gestacional, patologias autoinmunes, etc.
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f) Infeccion congénita (STORCH: Sifilis, Toxoplasma, Rubeola,
Citomegalovirus, Herpes, Parvovirus B19).

g) Rechazo de los padres/tutores a participar.

I11. 1.1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE SEPSIS

Se considerd sospecha de sepsis en aquellos pacientes gue tuvieran

689 y manifestaciones clinicas de sepsis™.

factores de riesgo de sepsis
La cohorte de RNMBP no infectados se reclutaron entre los neonatos
ingresados sin clinica de sepsis emparejandolos segun los siguientes
parametros: edad gestacional, peso nacimiento, sexo, raza, tipo de
parto, administracién previa de corticoides prenatales, dias de vida a la

recogida de la muestra y estado clinico (portador de via central,

soporte respiratorio).

A todos los pacientes con sospecha clinica y factores de riesgo de
sepsis se les extrajeron 0’5 ml de sangre por puncion venosa periférica
tras desinfeccion de la piel con clorhexidina acuosa al 2% para
hemocultivo (BacT/Alert® PF; Biomérieux®, Durham, NC; USA)%. Se
envio el hemocultivo, segun el protocolo clinico de la unidad, para su

analisis al servicio de Microbiologia del Hospital Universitario y
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Politécnico La Fe. Segun el resultado del hemocultivo, se
distinguieron 2 grupos: aquellos sin documentacién microbioldgica
(Sepsis clinica) y los pacientes con documentacion microbiolégica
(Sepsis  microbioldgica).  Para  considerar  documentacion
microbioldgica se requirié un hemocultivo positivo, excepto cuando la
bacteria aislada fue S. coagulasa negativo que se requirieron dos
hemocultivos positivos segun los criterios actualmente aceptados”.
Factores de riesgo de sepsis® ® %:
Vertical
Sospecha de corioamnionitis: Definida por fiebre materna
(temperatura axilar igual 0 mayor de 38°C) y 2 6 mas de los siguientes
criterios:

- Taquicardia materna (frecuencia cardiaca (FC) mayor de 100

latidos por minuto (Ipm)).

- Taquicardia fetal (FC mayor de 160 Ipm).

- Hipersensibilidad y/o dolor uterino.

- Leucocitosis materna (méas de 15000 leucocitos/ mmc).

- Olor fétido del liquido amnidtico.
e Streptococcus grupo B (SGB) no testado en cultivos maternos

rectales-vaginales, y factores de riesgo (Edad gestacional menor
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de 37 semanas, méas de 18 horas de bolsa rota o fiebre materna
entendida como temperatura axilar igual o superior a 38°C
intraparto), si la madre no ha recibido profilaxis correcta (al
menos una dosis de antibidtico 4 horas previas al parto).

e SGB aislado en cultivos maternos vaginales-rectales, bacteriuria
por SGB o hijo previo con SGB, si la madre no ha recibido
profilaxis correcta (al menos una dosis de antibi6tico 4 horas
previas al parto).

e Rotura prematura de membranas mas de 18 horas.

o Presencia de gérmenes Gram negativos en frotis o cultivos

vaginales maternos.

Nosocomial

Paciente que en el momento de la sospecha de sepsis, 0 en las 72
horas previas, cumpla alguno de los siguientes requisitos:

e Portador de via periférica o central.

e Portador de valvula de derivacion ventriculo-peritoneal.

e Portador de tubo endotraqueal.

e Portador de sonda uretral.

e Portador de drenaje toracico.

e Intervencion quirdrgica.
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Criterios clinicos®

e Temperatura: T2 rectal > 38°C o0 < 36°C.

e Respiratorios: polipnea (frecuencia respiratoria igual o
superior a 70 respiraciones por minuto), tiraje, quejido,
cianosis, apneas.

e Cardiocirculatorios: hipotension (tension arterial inferior al
percentil 5 para su edad), taquicardia (FC mayor o igual a 180
Iom) o bradicardia (FC menor o igual a 100 Ipm),
hipoperfusion o piel reticulada.

e Neuroldgicos: convulsiones clinicas o eléctricas, hipotonia,
letargia.

e Gastrointestinales: rechazo de tomas, mala tolerancia (restos
gastricos  superiores al 50% de la ingesta), vomitos o

distension abdominal marcada.

I1. 1.3. VARIABLES A ESTUDIO. RECOGIDA DE
DATOS

En todos los neonatos se recogieron datos demograficos y clinicos en

el momento del reclutamiento (Tabla 4).
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Tabla 4. Datos clinicos y demogréficos.

DATOS DEMOGRAFICOS DATOS CLINICOS

- Edad gestacional (semanas)

- Peso nacimiento (gramos) )
- Factores de riesgo

- Sexo 5
- Patologia de base
- Raza . o
- Tratamiento recibido
- Apgar; y Apgars

. ) » - Soporte respiratorio
- Edad (dias) a la inclusion o
_ » - Soporte hemodinamico
- Peso (gramos) a la inclusion

- Corticoides prenatales

I11. 2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

I111. 2.1. EXTRACCION DE ARN TOTAL DE SANGRE
PERIFERICA

Se extrajo una muestra de sangre de 0’5 ml por venopuncion en el
momento de la sospecha de sepsis, previo al inicio de antibi6ticos en
la cohorte de casos. En la cohorte de controles, se obtuvo la muestra
cuando se reunieron las caracteristicas para ser emparejados con un
caso en cuanto a datos demogréaficos y clinicos, aprovechando una
extraccion de sangre por otro motivo. Esta muestra se introdujo en una
solucion estabilizadora (TempusTM Blood RNA tubes, Applied

Biosystems®, Foster City, CA, EE.UU.) para que no se degradase el
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ARN total, se agitd la muestra hasta mezclarla homogéneamente y se
guardé a menos 80°C hasta la posterior extraccion conjunta del ARN

total.

Optimizacion del protocolo extraccion del ARN total

El fabricante de los tubos Tempus® que contienen 6 ml de solucion
estabilizadora de ARN recomienda introducir 3 ml de sangre total.
Extraer este volumen es inviable en un RNMBP, teniendo en cuenta
gue su volemia es de 80-90 mI/Kg, lo que supone un volumen total de
sangre que en muchas ocasiones no llega a los 100 mlI*. Por este
motivo, realizamos una optimizacion del método para poder extraer
ARN con una cantidad de sangre total de 0.5 ml y 1 ml de solucién
estabilizadora del tubo Tempus®, manteniendo la proporcion
sangre:solucion estabilizadora 1:2. Para ello alicuotamos, en
condiciones de esterilidad bajo campana de flujo laminar, cada tubo
Tempus® de 6 ml en 6 tubos Eppendorf Blenos® de 2 ml de capacidad

con 1 ml de solucién estabilizadora.

Se empled el protocolo de extraccion del ARN total de cada muestra
usando el kit de aislamiento MagMAX™ (Ambion/Applied

Biosystems®, Foster City, CA, EE.UU.), que se encuentra
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esquematizado en la figura 17. Utilizamos la centrifuga Thermo
Scientific Heraeus® Multifuge 3SR Plus®. Dado que el volumen de
partida eran 1.5 ml (0.5 ml sangre y 1 ml solucién estabilizadora
ARN) en lugar de los 9 ml que marca la casa comercial, optimizamos
el protocolo del kit de aislamiento MagMAX™ para extraccion de
ARN con el fin de obtener mas concentracién y calidad de la muestra

de ARN total (tabla 5).

El protocolo original contemplaba afiadir 3 ml de solucién de fosfato
salino tamponada (PBS) a los 9 ml se sangre y solucién estabilizadora,
centrifugar en un primer paso durante 15 minutos a 4 °C y 5000 g y
afiadir 4 ml de solucion de lavado Pre-Digestion Wash para
centrifugar de nuevo en un segundo paso durante 10 minutos a la
misma velocidad y temperatura. Se probaron distintas cantidades de
PBS y de solucién de lavado Pre-Digestion Wash. Se redujo la
velocidad y se aument6 el tiempo de centrifugado para obtener una
mayor concentracion de ARN, dada la escasa cantidad de sangre
utilizada. Para ello utilizamos 7 muestras de sangre de cordon de
recién nacidos sanos (edad gestacional media 39 + 2 semanas, con un
peso al nacimiento de 3298 + 192 gramos y Apgar al minuto 10 (9-10)

y a los 5 minutos de 10 (10-10).
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Introducir las muestras de sangre en los Tubos Tempus®
i - i
Wy
Preparar las muestras de sangre estabilizada en los Tubos Tempus®

Diluir las muestras con PBS 1 x i =
' ~

Centrifugar las muestras y lavar con pellet de ARN

' e

Resuspender el pellet de ARN lavado y digerirlo con & .
proteasa y DNAsa Turbo™ & -

1

Purificar el ARN

Unir el ARN con bolas magnéticas RNA Binding Beads®
1 2

Lavar 2 veces con Wash solution 1

Lavar 2 veces con Wash solution 2

!

Secar las bolas magnéticas
l “_.:_.’_.'_:_.‘;;;:_‘._‘.;‘._

Eluir el ARN

Wash Zx

Figura 17. Protocolo de extraccion del ARN con el kit de
aislamiento MagMAX™ (Ambion/Applied Biosystems®, Foster
City, CA, EE.UU.).

Tal y como se describe en el punto 111.2.2., se utilizé un sistema de

electroforesis capilar, el Bioanalizador 2100 (Agilent, Palo Alto, CA,

USA) para comprobar la integridad del ARN total de cada muestra
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(RIN: RNA Integrity Number), y se midi6 la concentracion de ARN
total por espectrofotometria. Los resultados obtenidos estan descritos

en la tabla 5.

Tabla 5. Valores de concentracién de ARN total expresados en
ng/pl y de integridad expresados por el valor de integridad RIN
(RNA Integrity Number) en funcion de las distintas
concentraciones de sangre y solucién estabilizadora de ARN
contenida en los Tubos Tempus®. PD Wash: Solution Pre-Digestion
Wash

PBS | PDWASH | cno1cUGADO ARN
(ml) (ml) ng/pl)
0: 5000 g 4°C 20 min

2°:5000 g 4°C 10 min

1°: 5000 g 4°C 20 min
2 05 1 . 365 31
2°: 5000 g 4°C 10 min

1°: 5000 g 4°C 20 min
3 1 1 . 252 3,6
2°: 5000 g 4°C 10 min

1°: 5000 g 4°C 20 min
2°: 5000 g 4°C 10 min
1°: 3000 g 4°C 40 min
5 05 4 ) 273 6,5
2°: 3000 g 4°C 30 min
1°: 3000 g 4°C 60 min
6 05 4 ) 563 57
2°: 3000 g 4°C 40 min
1°: 3000 g 4°C 60 min

7 05 4 . 450 7,8
2°: 3000 g 4°C 40 min
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Tras los resultados obtenidos decidimos utilizar las cantidades,
velocidades y tiempos de las muestras 6 y 7, quedando el protocolo

final tal y como se describe a continuacién de manera detallada.

PROTOCOLO FINAL

1°. Diluir las muestras con solucion de fosfato salino tamponada
(PBS: Phosphate Buffered Saline)

- Estabilizar en hielo 10-30 minutos.

- Introducir en tubo cénico y afiadir 0,5 ml PBS. Mezclar en agitador
de tubos 30 s a alta velocidad.

2°, Centrifugar las muestras

- Centrifugar a 3000 g y 4°C durante 60 min. Verter el sobrenadante
dejando al final el supuesto precipitado que es transparente).

- Afiadir al precipitado 4 ml de Solucién Tempus Pre-digestion Wash®
y mezclar en agitador de tubos 5 s a velocidad moderada.

- Centrifugar a 3000 g y 4°C durante 40 min. Verter el sobrenadante y
dejar los tubos sobre papel absorbente 2 minutos para eliminar el
liquido residual.

- Introducir los tubos en hielo.

3°. Re-suspension del precipitado ARN
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- Preparar re-suspension: 117,5 uL de Resuspension Solution® y 2,5 pul
de Proteinasa.

- Introducir en un tubo Eppendorf® de 1.5 ml y mezclar en agitador de
tubos 2-3 s a velocidad moderada.

- Centrifugar 2-3 s para recoger mezcla de resuspension en la parte
inferior del tubo y guardar la mezcla en hielo hasta su uso.

- Afadir a cada tubo (con el precipitado) 120uL de la mezcla de
resuspension.

- Mezclar en agitador de tubos a velocidad ligera 5-10 s.

- Afiadir a cada Eppendorf 10 ul de DNAsa y mezclar con agitador de
tubos al 7 durante 10 min.

4°, Purificacion del ARN

- Agitar vigorosamente las bolas magnéticas (RNA Binding Beads®)
para resuspenderlas.

- Mezclar con 50 pl Binding solution® y 20 pl de RNA Binding
Beads®.

- Anadir 70 uL de la mezcla a cada muestra y agitar con agitador de
tubos al 5 un minuto.

- Afiadir a cada muestra 200 pL de Isopropanol 100% y mezclar con
agitador de tubos al 5 durante 3 min.

- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.
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Lavar 2 veces con Wash Solution® 1

- Afiadir a cada muestra 150 pL de Wash Solution® 1

- Mezclar con agitador de tubos al 5 durante 1 min.

- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.

- Sacar los tubos de la placa y eliminar el sobrenadante.

Lavar 2 veces con Wash Solution® 2

- Afiadir a cada muestra 150 pL de Wash Solution®2

- Mezclar con agitador de tubos al 6 durante 1 min.

- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.

- Sacar los tubos de la placa y eliminar el sobrenadante.

Secar

- Sacar los tubos de la placa y eliminar el sobrenadante. Invertir los
tubos sobre papel absorbente 2 minutos a temperatura ambiente para
eliminar cualquier resto de liquido.

5°. Eluir el RNA

- Afadir en cada muestra al precipitado que ha quedado 20 pl de
Buffer de lisis.

- Mezclar con agitador de tubos al 7 durante 4 min.

- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.

- Coger el sobrenadante sin coger las bolas magnéticas.
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1. 22. CONTROL DE CALIDAD, PUREZA E
INTEGRIDAD DEL ARN TOTAL
La integridad de la muestra se determind usando un sistema de
electroforesis capilar (Bioanalizador 2100 Agilent, Palo Alto, CA,
USA) utilizando el kit RNA 6000 Nano LabChip®. Cada chip
contiene microcanales interconectados que son usados para la
separacion electroforética de &cidos nucleidos en funcién del tamafio.

Se midi6 la concentracién de ARN total por espectrofotometria.

El electroferograma que deriva del sistema de electroforesis capilar
proporciona un valor de integridad (RIN: RNA Integrity Number). Se
hibridaron las muestras con una concentracion de ARN mayor de 200

ng/ul y que alcanzaron un RIN superior a 6.

I11. 2.2.1. Integridad de la muestra de ARN total

La determinacion de la integridad de la muestra es fundamental para
asegurar un buen analisis posterior, es esencial que el ARN total de las
muestras tenga una buena calidad e integridad, ya que si el ARN fuera
de baja calidad, la transcripcion reversa daria lugar a ADNCc carente de

algunas regiones codificantes.
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Los reactivos necesarios para la preparacion de los LabChip® se
dejaron 30 min a temperatura ambiente antes de su utilizacién. Se
prepard el gel utilizando una columna de 550 pl, que se centrifugo a
1500 g durante 10 min. El gel filtrado se dividio en alicuotas de 65 pl.
Tras la adiccion de 1 pl de colorante al gel, la mezcla gel-colorante se
inyecto dentro del sistema de canales. Se afadieron 5 pl del marcador
enddgeno (ADN fragmentado en un tamafio de 50 pares de bases (pb)
y usado para alinear todas las muestras) tanto en el pocillo del
marcador de pesos moleculares como en los pocillos de las muestras.
Se introdujo en cada uno de los pocillos de muestra 1 pl de ARN total
de las correspondientes muestras a analizar y 1 pl de marcador de
pesos moleculares (mezcla de ARN de diferente tamafios a distinta

concentracion) en su correspondiente pocillo.

Las muestras de ARN y el marcador de pesos moleculares fueron
anteriormente preparados mediante una desnaturalizacion a 70°C
durante 2 minutos. Finalmente, los chips se agitaron durante 1 minuto
a maxima potencia y se introdujeron en el Agilent 2100 Bioanalyzer.
Para llevar a cabo la visualizacién de los resultados, se utilizd el

software 2100 Expert v. B.01.02.s1136.
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Para la determinacion de la calidad e integridad del ARN total, el
bioanalizador 2100 de Agilent usa fluorescencia entre 670 nm y 700
nm. Para cada muestra, el software calcula el valor de integridad RIN
mediante un algoritmo que evalUa diferentes pardmetros de integridad
en las medidas electroforéticas de RNA (Agilent Technologies, 2005),
de manera que la integridad de la muestra no solo es determinada por
el ratio de las bandas ribosomales 18S y 28S, sino por todas las
caracteristicas del electroferograma, incluyendo la presencia o
ausencia de productos de degradacion. Este valor, que tomara valores
entre 1 (gran degradacion) y 10 (muestra intacta), nos permite también
comparar directamente muestras de ARN 'y garantizar la

reproducibilidad de los experimentos®’.

La figura 18 muestra algunos de los electroferogramas obtenidos a

partir de las muestras utilizadas en la optimizacion del método de

extraccion de ARN.
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Figura 18. Electroferogramas y geles de electroforesis de ARN
obtenidos de las muestras de sangre utilizadas para la
optimizacion del método de extraccion de ARN. A la izquierda se
encuentran los electroferogramas, en el eje de abscisas se representan
las unidades de fluorescencia (FU) y en el de ordenadas los
nucledtidos (nt). A la derecha se encuentran las bandas de los geles de
electroforesis. La muestra superior (MA5) muestra un perfil
degradado en el que no se identifican los picos de las bandas
ribosomales 18S y 28S, obteniéndose un RIN de 3,1; mientras que en
la muestra inferior (MAS8) el perfil muestra una buena integridad, se
identifican los picos de las bandas ribosomales 18S y 28S y el RIN es
de 6,5.
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I11. 2.2.2. Concentracion de ARN total

Tras comprobar el estado de integridad del ARN total extraido de las
muestras, y antes de proceder a realizar el protocolo de preparacion de
las muestras para el analisis en los biochips, se realiz6 una medida de
la concentracion de ARN total, y se estimé la pureza del mismo, la
cual puede afectar a la efectividad de los procesos posteriores. Para
ello se utiliz6 una técnica espectrofotométrica. Los acidos nucleidos
absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la presencia en sus
cadenas de bases aromaticas nitrogenadas. La absorcion de radiacion
ultravioleta del ADN y del ARN es una caracteristica especifica de
estas moléculas, y por tanto es usada eficientemente para determinar
su concentracion. Asi, para calcular la cantidad de ARN en una
muestra se utiliza la siguiente conversion: 1 unidad de absorbancia a
260 nm de longitud de onda (Az) de ARN de cadena simple es igual
a 40 pg/mL (1 unidad A, de sSRNA = 40 pg/mL). Es muy
importante tener en cuenta la dilucién del ARN realizada, ya que los
resultados se tienen que ajustar a los limites de medida del
espectrofotometro. Una vez inyectamos la dilucion de ARN en el
espectrofotometro, éste autométicamente realiza los célculos
comentados y nos proporciona directamente la concentracion de ARN

presente en cada muestra.
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Por otro lado, para comprobar la pureza, se mide
espectrofotométricamente la absorbancia a 260 nm (A260) y a 280 nm
(A280), ya que mientras los &cidos nucleidos tienen su maximo de
absorcion a 260 nm, las proteinas lo tienen a 280 nm, tal y como
muestra la figura 19. De esta manera, observando la relacién entre
ambos valores de absorbancia (A260/A280) podremos saber si nuestro
ARN total extraido tiene una alta pureza o, si por lo contrario, esta
contaminado con restos de proteinas. Un ratio A260/A280 cercano a

2,0 indica una preparacion de gran pureza.

—_— ACidO nucleico
Acido nucleico/Proteina

Proteina

Absorbancia

v
260 280

v

Longitud de onda (nm)

Figura 19. Grafica de la absorbancia medida a longitudes de
ondas de 260 y 280 de los acidos nucleicos y de las proteinas.
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Para llevar a cabo tanto la cuantificacion como la determinacion del
grado de pureza de las muestras se utilizd el miniespectrofotometro

GeneQuant Pro™ (GE Healthcare).

Se realiz6 una disolucion 1:3 del ARN total (1 ul de la muestra
obtenida y 2 pl de agua libre de RNAsas) para cada muestra. Las
diluciones obtenidas se introdujeron en capilares de cuarzo para
realizar la medicion en el espectrofotometro. La medida de referencia
0 blanco se realiz6 con 3 pl de la misma agua tratada con agua libre de

RNAsas utilizada para la disolucion.

I11. 2.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENOMICA A
ESCALA GLOBAL

La hibridacion de las muestras se realiz6 usando un biochip de
oligonucledtidos por sus ventajas respecto a los biochips de ADNc
descritas en la introduccion. Un gran namero de empresas disponen de
biochips con este formato, aunque la empresa lider en este campo es
Affymetrix®, por lo que utilizamos su biochip GeneChip® Human
Gene 1.0 ST Array (Affymetrix®, Santa Clara, CA, USA), que integra

28.869 genes mediante 764.885 sondas distintas de 25 pares de bases
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de longitud, con una mediana de 26 sondas por gen representando

unos 47.000 genes bien caracterizados (figura 20).

511545
4241519
Ll 2016-08-28

(et Tl

@51154500942655082816424 151925374
Human Gene 1.0 ST Array

GeneChip®

Affymetrix

Figura 20. GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix®)

Utiliza secuencias de transcritos anotados procedentes de las bases de
datos Reference Sequence (RefSeq) (Noviembre 3, 2006) y Ensembl
(Octubre 2006, version 41.36¢), asi como secuencias de transcritos
anotados procedentes de la base de datos GeneBank, siempre que
tengan la region codificante (CDS) completa (Affymetrix®, 2007). Por
otra parte, estos biochips son fabricados de manera que puedan aportar
informaciéon del rendimiento del procesado de la muestra, de la
hibridacion y del escaneado de la imagen. Con este propdsito, cada
uno de ellos contiene un conjunto de sondas que hacen el papel de
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controles de calidad de la muestra. El valor de la intensidad que se
obtiene de este conjunto de sondas es utilizado para generar los

estadisticos del control de calidad del biochip.

I11. 2.3.1. GeneGhip® Human Gene 1.0 ST array

El protocolo se lleva a cabo mediante una serie de procesos que
incluyen la sintesis del ADNc de cadena simple con sentido a partir
del ARN total extraido de las muestras, su fragmentacion y marcaje, y
finalmente la hibridacion y lectura del biochip. Durante todo el
proceso se necesitan una serie de instrumentacion, software vy

reactivos especificos que se muestran en la tabla 6.

El esquema de trabajo a seguir para llevar a cabo el protocolo
completo se dividié en tres dias (Tabla 7), tras los cuales se obtuvo
una imagen (archivo .DAT) que procesamos para obtener los datos de

expresion.
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Tabla 6. Productos requeridos para la realizacion del protocolo
GeneChip ®Human Gene 1.0 ST

INSTRUMENTACION

. GeneChip® Scanner 3000 7G
Escaner

- ® - g -
Estacion de fluidos GeneChip~Fluidics Station 450

= ® - - -
Horno de hibridacién GeneChip~Hibrydization Oven640

SOFTWARE

Adquisicion y andlisis de  Software Affymetrix GeneChip®
imagenes Command Console® (AGCC)

REACTIVOS

Preparacion de las
muestras Kit Ambion® WT Expression

Fragmentacion y marcaje  Kit GeneChip® WT Terminal Labeling
final

Kit GeneChip® Poly-A RNA Control
Control del marcaje

Kit GeneChip® Hybridization Control
Control de la hibridacion

Kit GeneChip® Hybridization, Wash,
Hibridacion, lavado y and Stain
tincion
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Tabla 7. Esquema de trabajo para la realizacion del protocolo
GeneChip® Human Gene 1.0 ST.

DIA 1

e Sintesis de la primera cadena de ADNc
e Sintesis de la segunda cadena de ADNc

o Sintesis del ARNc mediante transcripcion in vitro

DIA 2

e Purificacion del ARNc

e Evaluacion de la concentracion del ARNc

e Segundo ciclo de sintesis de ADNc

o Hidrolisis con ARN asa H

e Purificacién del ADNc de simple cadena

e Evaluacion de la concentracion del ADNc

e Fragmentacion y marcaje del ADNc de simple cadena

¢ Hibridacion de las muestras en los biochip (comienzo)

DIA 3

e Hibridacion de la muestra en el biochip (finalizacion)
e Lavados y tincién

e Escaneo de los biochips

111. 2.3.2. Pre-procesado de los datos de intensidad brutos
Tras el escaneado de los biochips, obtuvimos una imagen del biochip,

(almacenada en un archivo .DAT). Posteriormente, mediante el

113



POBLACION Y METODOLOGIA

software de Affymetrix GeneChip® Command Console, se llevo a
cabo un procesado de dicha imagen, dando lugar a un archivo .CEL
gue contiene, para cada celda, un valor de intensidad de fluorescencia.
Este fichero es el resultado de la segmentacién de la imagen obtenida
y contiene la media y desviacion estandar de los niveles de gris asi
como la localizacion de la sonda dentro del array. Sin embargo, en los
chips Affymetrix GeneChip® cada valor de intensidad no corresponde
a la expresion de un gen, ya que hay multiples valores (sondas) por
cada gen. Asi, estos valores deben ser combinados para cada set de
sondas (probeset), generando un valor de expresién por cada gen
presente en el chip (Summarization). Para llevar a cabo esta
Summarization se necesita no solo la informacién que aporta el
archivo .CEL sino también conocer la correspondencia entre sondas y
nombres de los genes. Esta informacion aparece en el fichero CDF.

Por tanto, la informacién que se maneja se puede considerar a tres
niveles. En primer lugar, tras el escaneo y lectura de los datos
obtenemos la imagen digital bruta (.DAT) (figura 21). Sobre esta
imagen se aplican técnicas de procesado de imagen digital que
directamente permiten obtener a partir de esta imagen bruta otra
imagen normalizada donde cada pixel contiene una cuantificacion

media de la cantidad de hibridacidn para cada sonda, datos a nivel de
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sonda (.CEL) (figura 22). Finalmente, tras el pre-procesado de los
datos a nivel de sonda obtenemos los datos de expresidn para cada gen
contenido en el biochip. A partir de aqui se trabaja para analizar la

posible actividad diferenciada de un gen o un conjunto de genes.

Figura 21. Imagen digital obtenida del biochip (.DAT) tras el
escaneado.

Figura 22. Imagen digital obtenida del biochip (.CEL).
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I11. 2.4. VALIDACION MEDIANTE PCR-RT EN TIEMPO
REAL

Los genes que de manera estadisticamente significativa fueron
capaces de discriminar entre RNMBP con sepsis y RNMBP controles,
se validaron usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a
tiempo real combinada con una reaccion de retro-transcripcion o RT
(RT-PCR) (RT-PCR: real-time reverse-transcription polymerase
chain reaction) usando sondas de hidrélisis TagMan® Gene
Expression Assays probes (Applied Biosystems®, Foster City, CA,

EE.UU.).

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT) es
actualmente el método mas sensible y preciso para determinar la
cantidad de ARNm de una muestra mediante una cuantificacion
relativa, ya que compara entre diferentes muestras la cantidad relativa
o relacion del ARNm de un gen especifico respecto a la cantidad de

ARNmM de un gen constitutivo (control endégeno).

En la cuantificacion de la expresion del gen de estudio, es necesario
un control interno para corregir la posible degradacion de ARN en el

proceso o el posible problema de sensibilidad de la sintesis de ADNCc.
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Esto se denomina normalizacion de la expresion del gen especifico, o
normalizar respecto a la diferente concentracion de ARN total de las
muestras, ya que si la cantidad de control end6geno varia es debido a
cambios en la cantidad de ARN total. Frecuentemente a este control
interno se le llama gen de mantenimiento housekeeping gene, llamado
de esta forma porque su sintesis ocurre en todos los tipos celulares
nucleados, y son necesarios para la supervivencia celular. Estos genes
son expresados constitutivamente por todo tipo de células, y no
deberian estar alterados en condiciones fisiopatoldgicas. La principal
condicion que debe cumplir este gen es mantener constante su
expresion tanto en las condiciones control como en los casos
enfermos, para asi poder evaluar los cambios de expresion de nuestro
gen de estudio respecto a la expresion del housekeeping gene.
Habitualmente se utilizan: pB-actina, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), hipoxantina, 18S, 28S, etc. En nuestro

caso, utilizamos como control endégeno rRNA 185%.

Este método, permite la deteccion directa del producto de
amplificacion durante la fase exponencial de la reaccion, a través del

empleo de compuestos con propiedades fluorescentes, de modo que
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determinando el incremento de fluorescencia se puede determinar la
cantidad de producto formado.

Una vez sintetizado el ADNc, se amplificaron de forma selectiva
secuencias especificas de ADN por medio de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). La PCR utiliza dos fragmentos cortos de ADN
(oligonucledtidos) como cebadores (primers) de la sintesis, que se
unen especificamente a secuencias que flanquean la regién a
amplificar, uno en cada una de las cadenas de ADN, y permiten la
amplificacion selectiva. El proceso basico se desarrolla en tres pasos

gue se repiten sucesivamente:

* Desnaturalizacion: separacion de las cadenas complementarias del
ADN

« Unién o annealing de los primers especificos a sus secuencias
complementarias

 Extension: sintesis de la hebra complementaria a partir del primer

respectivo

La repeticion de este ciclo un determinado nimero de veces produce

un aumento exponencial de la cantidad de la region diana de ADN,
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que viene dado por la expresion 2n (siendo n el ndmero de ciclos)

hasta que se agotan los reactivos y la reaccion deja de ser exponencial.

El principio béasico de la PCR-RT es la deteccion de los productos de
la PCR mediante la generacion de sefiales fluorescentes. La sefial de
fluorescencia en este trabajo esta generada por unos fluoréforos
unidos a sondas que hibridan en una regién interna especifica de los
productos de amplificacion, mediante el sistema Tagman® (Applied
Biosystems). El sistema Tagman® desarrollado por Perkin-Elmer,
permite monitorizar la reaccién ciclo a ciclo, de modo que podemos
escoger la region de la curva donde el incremento es lineal. Este
sistema incorpora a la reaccion de PCR un oligonucledtido
denominado sonda Tagman® que hibrida en una region interna del
producto de la PCR (secuencia diana), entre el cebador directo y el
cebador indirecto. Esta sonda incorpora en el extremo 5 un fluoréforo
donante que emite fluorescencia al ser excitado y en el extremo 3’ una
molécula apagadora no fluorescente que absorbe la fluorescencia
liberada por el donante. Cuando la sonda esta intacta, la proximidad
entre ambas moléculas resulta en la supresion de la fluorescencia del
donante, debido al fendmeno de transferencia de energia de resonancia

de Forster. Este fenbmeno se basa en que la proximidad espacial de
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ambas moléculas y en que el espectro de absorcion de la molécula
donante se solapa con el espectro de absorcién de la molécula
receptora. Al carecer la molécula apagadora de sefial fluorescente, la
medida de la sefial de fluorescencia aportada por el fluor6foro donante

cuando se libera es muy precisa.

Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donante
es absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del
ADN diana, el desplazamiento a lo largo de la cadena de la ADN
polimerasa, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el extremo
libre 5’ de la sonda que ha hibridado con su cadena complementaria,
produciéndose la liberacion del fluoréforo donante. Como donante y
aceptor estan ahora alejados, la fluorescencia emitida por el primero
ya no es absorbida por el aceptor y es captada por el lector. Este
incremento de fluorescencia ocurre solamente si la secuencia diana es
complementaria a la sonda y esta se amplifica durante la PCR, por lo
que las amplificaciones no especificas no se detectan. La
polimerizacién de la hebra continta, pero no se produce amplificacion
de la sonda durante la PCR puesto que su extremo 3’ se encuentra
bloqueado. Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere con la

acumulacién exponencial del producto de amplificacion.

120



POBLACION Y METODOLOGIA

Condiciones experimentales
Este termociclador incorpora un lector de fluorescencia para llevar a
cabo la PCR-RT y esta disefiado para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se
realiza la amplificacion. El sistema de deteccion por fluorescencia
empleado en la RT-PCR en tiempo real utiliza cebadores y sondas
especificas de longitud entre 50-150 pb marcadas con fluor6foros
previamente disefiados, validados y vendidos comercialmente como
Inventoried TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems).
El fluoréforo FAM se utilizd tanto para los genes de estudio como
para el control endégeno. El programa de temperaturas utilizado en el
termociclador fue el siguiente: 50°C durante 2 minutos, 95°C durante
10 minutos, y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos seguidos de
60°C durante 1 minuto. La incubacién a 50°C fue necesaria para
activar la polimerasa. Tipicamente una reaccion de PCR se ajusta a la
ecuacion:
Xn=Xp (1+Ey)n, donde:

Xn=Numero de copias del gen de estudio en el ciclo n

Xo=Numero de copias iniciales del gen de estudio

E,=Eficacia de amplificacion del gen de estudio (X)

n=Nudmero de ciclos
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La informacion generada por el termociclador en cada uno de los
ciclos es captada y enviada a un ordenador con el programa
informéatico Sequence Detection Software (SDS) v 2.4 (Applied
Biosystems) que construye las curvas de amplificacion a partir de los
datos de emisidon de fluorescencia recogidos durante la reaccion en
tiempo real. Finalmente se obtiene una representacién en la que el eje
de ordenadas es el logaritmo de la intensidad de la fluorescencia y el

eje de abscisas es el namero de ciclos transcurridos (figura 23).

El parametro de medida de la expresién de un determinado gen es el
ciclo en el que la amplificacion comienza a ser exponencial. Este ciclo
se denomina ciclo umbral (Ct: threshold cycle), a partir del cual la
intensidad de fluorescencia empieza a ser apreciable y proporcional a
la cantidad inicial de ADNc. De este modo, los valores de ciclo
umbral decrecerdn linealmente conforme aumenta la cantidad de
ADNCc de partida. Cuantas mas copias de ARNm de partida del gen
estudiado, mas ADNCc se obtendrd en la transcripcion inversa, y antes
comenzard la amplificacion a ser exponencial. El valor umbral en

todos nuestros experimentos de RT-PCR se estableci6 en 0,01.
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Amplification Plot | Gene Expression

ARn vs. Cycle
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Figura 23. Curvas de amplificacion del gen de estudio por PCR-
RT. La linea horizontal de color rojo indica el umbral (threshold) a
partir del cual empieza la linealidad, se establece como umbral el
valor de 0,1 para todos los grupos de estudio. ARn= Incremento de
fluorescencia. Cycle: nimero de ciclo en que se encuentra la reaccion.
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I11. 3. ANALISIS ESTADISTICO

I11.3.1. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

No existen publicaciones previas con este tipo de pacientes. Se
utilizaron las diferencias en los niveles de expresién publicados en el
estudio de nifios con neumonia, con una razén entre grupos de 0.5 (ya
gue el rendimiento del cultivo esté en torno al 50%), un poder del 90%
y un intervalo de confianza del 95%. Para encontrar diferencias
estadisticamente significativas, el tamafio muestral necesario seria de
8 pacientes sin sepsis y 4 casos de sepsis. Estimando las pérdidas que
pudiera haber y los errores en el procesamiento de las muestras, se

estimod un tamafio de 30 pacientes sin sepsis y 15 con sepsis.

111. 3.2. ANALISIS DE VARIABLES CLINICAS Y
DEMOGRAFICAS

Se realizd el andlisis Kolgomorov—Smirnov para testar la distribucion
de los datos. Las variables continuas con una distribucién normal se
expresan como media £ DS, y las no normales como mediana y rango
intercuartilico. Las variables continuas se compararon usando el test
T-Student o el Analisis de la varianza (ANOVA) en las que
presentaron distribucion normal y el test U-Mann Whitney en el resto.

Las variables categdricas se compararon usando el test Chi-cuadrado o
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exacto de Fisher (dos colas) segun el nimero encontrado en cada
casilla. El analisis se realizé usando el programa SPSS® versién 17.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Se considerd estadisticamente

significativo un valor de p <0.05.

11.3.3. ANALISIS DE LOS PERFILES EXPRESION
GENOMICA

Se realizo el analisis usando una muestra por chip. Los archivos se
capturaron usando el Affymetrix® GeneChip Scanner 3000 7G vy se
analizaron y filtraron estadisticamente con el programa Partek
Genomic Suite 6.6 software (Partek Inc., St. Louis, MO, USA). Se
normalizaron los datos con el algoritmo “robust multiple-array

average” (RMA)®.

Andlisis multivariante basado en métodos de proyeccion

Se utiliz6 un andlisis multivariante basado en la proyeccion de la
matriz de datos original en un nuevo sistema de coordenadas. Los
métodos de proyeccion tienen una serie de ventajas cuando se dispone
de un conjunto de variables: permiten condensar la informacion en un
nimero reducido de nuevas variables, calculadas a partir de las
iniciales, de manera que expliquen una parte significativa de la
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varianza total inicial. Estas nuevas variables (i.e. componentes
principales o variables latentes),permiten eliminar ruido de los datos
originales y, al mismo tiempo, analizar visualmente relaciones entre
muestras y/o variables iniciales para, por ejemplo, establecer
asociaciones entre grupos de muestras, discriminar entre poblaciones

o clasificar nuevos individuos.

En este trabajo se seleccionaron dos estrategias de analisis
multivariante basados en métodos de proyeccion: andlisis de
componentes principales (PCA: Principal Component Analysis) y
regresion de minimos cuadrados parciales con andlisis discriminante
(PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis). En primer
lugar se aplicé PCA, para un anélisis exploratorio no supervisado
inicial de los datos. Posteriormente, se generé un modelo predictivo
mediante PLS-DA. Este segundo abordaje supervisado, permite llevar
a cabo el célculo de un modelo de clasificacion e identificacion de
variables discriminantes. Los resultados obtenidos se compararon con
los obtenidos a partir de un analisis univariante mediante ANOVA

para la seleccion de potenciales marcadores diagndsticos.
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Andlisis de Componentes Principales (PCA)

Se realizd un Andlisis de Componentes Principales (PCA) para
determinar las fuentes significativas de varianza en los conjuntos de
datos. PCA se puede utilizar como método no supervisado de
clasificacion para detectar la presencia de agrupaciones o clusters, y

por otra parte para la deteccion de outliers.

Un modelo PCA se obtiene a partir de una serie de combinaciones
lineales de las variables originales, ortogonales entre si, que busca
explicar la méaxima varianza en X de manera decreciente. Mientras
que los primeros componentes principales son capaces de explicar la
mayor parte de la varianza encontrada en la matriz de datos original, el
resto de los componentes principales contienen fundamentalmente
ruido. De esta manera, el PCA actla como un potente método de
reduccion de la complejidad de los datos y simplifica la tarea de
identificar patrones y fuentes de variabilidad a través de
representaciones gréficas'®. La proyeccion de las muestras en el
nuevo sistema multidimensional calculado mediante PCA permite
establecer similitudes entre ellas utilizando p.ej. la distancia euclidea

entre pares de muestras.
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ANOVA

En todas las muestras se realizd un test de ANOVA. Los genes con
diferencias de expresion estadisticamente significativas frente a la
cohorte de no infectados, se identificaron usando un andlisis de la
varianza con un FDR (fold discovery rate) < 0.05. Se trata de una
medida mucho mas restrictiva que el p-valor, considerando
significativos valores de p en torno a 10®. Los genes significativos
obtenidos a partir del ANOVA se ordenaron de acuerdo a su nivel de
expresion en una agrupacion jerarquica no supervisada (unsupervised
hierarchical clustering). Finalmente los genes diferencialmente
expresados se introdujeron en el programa Pathway Studio version 9
(Ariadne Genomics® software, Elsevier® Inc, Rockville, MD, EE.UU.)
para identificar los reguladores, rutas de sefializacion y procesos

bioldgicos mas significativamente implicados.

1. 3.4. MODELO PREDICTIVO: REGRESION DE
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANALISIS
DISCRIMINANTE.

A partir de las muestras de la cohorte inicial (en las que se habian
comparado sepsis documentadas microbiol6gicamente con controles)
se realiz6 una regresion de minimos cuadrados parciales con anélisis

discriminante (PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis)
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con el programa MATLAB® 2014 (MathWorks® Natick,

Massachusetts, EE.UU.).

La regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) es un método
estadistico supervisado. Los modelos supervisados se calculan a partir
de datos multivariantes recogidos en una cohorte de sujetos
clasificados como p.ej. con/sin sepsis, con dos objetivos principales:
clasificar el estado de futuros pacientes a partir del analisis de
muestras bioldgicas; o identificar las variables responsables de la
discriminacion entre las dos clases. PLS es un modelo bilineal que
ajusta los valores de la matriz de datos X y el vector de clasificacion y
(en nuestro caso RNMBP con sepsis vs no infectados) y los
reestructura en un nuevo sistema de coordenadas. Cada eje ortogonal
en PLS se llama variable latente (LV: latent variable). La carga o
loading correspondiente a cada LV contiene el peso de cada variable
en el modelo. Se utiliza para encontrar las relaciones fundamentales
entre X ey, es decir, un enfoque de variable latente para modelar la
estructura de covarianza en estos dos espacios. EI modelo de PLS trata
de encontrar el sentido multidimensional en el espacio de X que

explica la direccion de la méxima varianza multidimensional en el
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espacio y. Es capaz de conectar la matriz de datos X y el vector de

clasificacion y para generar resultados facilmente interpretables™.

La principal diferencia entre PLS y el PCA es que la seleccion del eje
se basa en la regresién de X frente a y. EI modelo PLS trata de
maximizar las varianzas de ambos componentes (X e y), mientras que
el PCA, al ser un modelo no supervisado, sélo tiene en cuenta la
matriz de datos X. Cuando el vector y es binario (en este caso: sepsis
y no sepsis), se calcula un modelo PLS de anélisis discriminante
(PLS-DA: Partial least squares discriminant analysis). EI PLSDA es
un método que encuentra una combinacion lineal de caracteristicas
gue se pueden usar para clasificar datos en diferentes grupos. El
modelo queda definitivamente validado al utilizar una cohorte de
datos independientes que no se utilizaron para generar el modelo,

Illamado conjunto de validacién externo.

En este estudio se utilizaron los VIP scores (variable importance in
projection) para seleccionar los genes con mayor influencia en el
modelo discriminante. Utilizando este subconjunto de genes
discriminantes, se generd un segundo modelo predictivo y se calculd

el area bajo la curva, el error de clasificacion y los valores de
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sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo. Se
comprobd que esos genes formaban parte del listado de genes
significativos que habia proporcionado el ANOVA vy se validaron por

RT-PCR.

Como parte de uno de los objetivos secundarios, se introdujeron en el
modelo predictivo las muestras diagnosticadas como sepsis clinicas
para comprobar si desde un punto de vista transcriptomico se
comportaban como sepsis, aunque no se hubiera aislado ningln
germen en el hemocultivo; o si por el contrario, su perfil era similar al

de los controles y el diagnéstico clinico fue erroneo.

I11.3.5. ANALISIS RT-PCR

Para el analisis de los resultados de RT-PCR usamos el método semi-
cuantitativo denominado AACt, en el que se comparan directamente
los Cts del gen testado y gen de referencia en cada muestra, y
posteriormente se comparan los Ct de la muestras experimental con

respecto a la muestra control'®

. Este método permite referir la
cantidad de ARNm que existe en una muestra frente a otra de

referencia. En lineas generales consiste en calcular ACt, que es la

diferencia entre el Ct del gen que se quiere cuantificar y el Ct del
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estandar interno, en nuestro caso el 18S. Comparando el ACt frente al
ACt de una muestra control podemos calcular cudnto mas o menos se
expresa este gen problema en dicha muestra frente al control. Una vez
conocidos los valores de Ct para el gen problema y para gen de
referencia interno, tanto en nuestra muestra control como en la
muestra problema, tan solo basta aplicar la siguiente formula para
conocer la expresién relativa:

Expresion relativa: 24

Donde AACt: [Ct de X gen problema-Ct gen de control interno] - [Ct
X control -Ct gen de control interno].

Para que la determinacion a través de esta formula aritmética sea
vélida, debe cumplirse que la eficiencia de la reaccion para el gen

problemay para el gen de referencia sea aproximadamente igual a 1.

Tratamiento estadistico de los datos

Cada muestra se estudid por triplicado haciendo tres réplicas de cada
muestra de ADNc y por cada gen en estudio. Aplicamos la ecuacién
de comparacion de Ct mencionada anteriormente para el célculo de la
diferencia de expresion génica entre genes a validar en el grupo de

sepsis y el grupo de controles. EI grupo control toma el valor de 244
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como 1. En cada grupo de experimentos, n indica el numero de

pacientes a estudio.

Para la comparacion de medias multiples se realizé el andlisis de la
varianza (ANOVA), correspondiente a un disefio experimental
complementario aleatorio de un solo factor. Cuando el ANOVA dio
diferencias significativas se utiliz6 el test de Newman-Keuls. Para la
aplicacion de este test estadistico se empled el programa GraphPad
InStat® (GraphPad® Software, EE.UU.). Las diferencias entre grupos
fueron estimadas por el test de la t-Student. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas para un valor de p < 0,05.

I11. 3.6. COHORTE DE VALIDACION INDEPENDIENTE

Se utiliz6 una cohorte independiente de muestras para validar los
resultados obtenidos en la primera cohorte. En esta cohorte, se
tomaron las muestras, se les extrajo el ARN y se hibridaron siguiendo
la misma metodologia que en la cohorte inicial. Se realizd un analisis
no supervisado con un analisis de componentes principales (PCA)
para comprobar que seguia habiendo diferencias entre las sepsis y los

controles.
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Posteriormente, se introdujeron las muestras de la cohorte de
validacion en el modelo generado PLS-DA con las muestras de la
cohorte inicial para comprobar si el modelo las clasificaba

correctamente.

134



V. RESULTADQOS






RESULTADOS

Este capitulo se estructura en varias partes:
1. Resultados de la cohorte inicial:
Datos poblacionales.
Analisis transcriptomico.
Modelo predictivo PLS-DA.
Rutas y procesos bioldgicos mas significativos.
2. Validacion por RT-PCR de los genes mas significativos
3. Cohorte independiente para validar el modelo inicial:
Datos poblacionales.
Anélisis transcriptomico global (PCA).
Capacidad diagnostica del PLS-DA sobre las nuevas muestras.
4. Andlisis de las sepsis clinicas:
Datos poblacionales.
Capacidad diagnostica del PLS-DA sobre las nuevas muestras.
5. Estudio diferencial segun la causa de la sepsis:
Datos poblacionales.
Analisis transcriptémico.
Modelo predictivo PLS-DA.
Validacion del modelo predictivo: test de multiples
permutaciones con doble validacion cruzada.

Rutas y procesos biol6gicos mas significativos.
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IV. 1. COHORTE INICIAL

IV. 1.1. DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS

En la cohorte inicial, hubo 54 sospechas de sepsis, 13 de ellas no se
reclutaron porque se inici0 el tratamiento antibidtico antes de la
extraccion de la muestra; por lo que se incluyeron 41 RNMBP con
sospecha de sepsis y 27 controles. Entre las muestras iniciales se
excluyeron 11 en el grupo control y 8 en los casos por falta de
integridad del ARN total. De los 30 con sospecha de sepsis, se
confirmé el diagndstico con hemocultivo positivo en 17; asi que
finalmente se incluyeron 17 casos y 19 controles (figura 24). En 3

casos de sepsis, los controles fueron sus propios hermanos gemelos.

‘ 54 sospechas sepsis |

l k 13 pérdidas reclutamiento

’ 41 reclutados ‘ ‘ 27 controles reclutados ‘
l L 11 pérdidas técnica lb 8 pérdidas técnica
| 30 analizados l ‘ 19 analizados l
13 sepsis 17 sepsis

‘ 19 controles ‘

clinicas microbiologicas

Figura 24. Esquema de reclutamiento.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
datos clinicos y demogréficos entre los 2 grupos ni al nacimiento
(tabla 8) ni en el momento de la recogida de la muestra (Tabla 9).

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y demograficas de la cohorte
inicial al nacimiento. Las variables cuantitativas con distribucion
normal se expresan en media y desviacion estandar, y las cualitativas
en nimero absoluto y porcentaje. La edad gestacional (EG) se expresa
en semanas (S) y el peso al nacimiento (PN) en gramos (g). Los
corticoides hacen referencia a las dosis de corticoides antenatales.
*Test T-Student **Test exacto de Fisher (dos colas).

SEPSIS CONTROLES

EG (s) 27+2 28 +2 0.137°

SEXO (n, %) 0.813 %

Hombre 11 (65%0) 13 (68%0)

Mujer 6 (35%) 6 (32%)
PN (g) 1030 + 231 1130+329  0.295°
RAZA (n, %) 0.152 %

Caucésica 12 (70%0) 17 (89%)

Negra 3 (18%) 0 (0%)

Hispano 2 (12%) 2 (11%)

0.082 %

PARTO (n, %)

Eutdcico 9 (53%) 4 (21%)

Ceséarea 8 (47%) 15 (79%) 0.671°
APGAR; 6+3 6+2 0.664°
APGAR; 8+2 9+1 0.881%

CORTICOIDES

1 dosis 3 (18%) 3 (16%)
2 dosis 14 (82%) 16 (84%)
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas y demograficas de la cohorte
inicial en el momento de la recogida de la muestra. Las variables
cuantitativas cuya distribucion fue normal se expresan en media y
desviacion estandar, y las que no en mediana y rango intercuartilico.
Las variables cualitativas se expresan en numero absoluto y
porcentaje. La edad se expresa dias de vida (d) y el peso en gramos
(9). FiO,: Fraccién inspiratoria de oxigeno. V. central: via central. S.
Respiratorio: soporte respiratorio. *Test T-Student **Test exacto de
Fisher (dos colas) *Test U Mann-Whitney

SEPSIS | CONTROLES

EDAD (d) 11 (6-23) 14 (2-26) 0.876%%

PESO (g) 1184360 1230 + 401 0.720°

FiO, 0.21 0.21 0.156%%
(0.21-0.27)  (0.21-0.21)

V. CENTRAL (n, %) EONEELD)] 10 (53%) 0.709%
S. RESPIRATORIO 0.346%
Sin soporte 5 (29%) 8 (42%)

No invasivo 7 (42%) 9 (47%)
Invasivo 5 (29%) 2 (11%)

IV.1.1.2. MICROBIOLOGIA
Se aislaron los siguientes gérmenes en los hemocultivos:
Staphylococcus coagulasa negativo: n=10 (59%); Escherichia coli:

n=3 (17%); Enterococcus faecalis: n=2 (12%); Staphylococcus

aureus: n=1 (6%) y Morganella morgagnii: n=1 (6%) (figura 25).
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B Staphylococcus coagulasa
negativo

B Enterococcus faecalis

1(6%)

Staphylococcus aureus
B Escherichia coli

Morganella morgagnii

Figura 25. Distribucién de los gérmenes aislados en la cohorte
inicial. Se representa el nimero total de casos de cada germen vy el
porcentaje sobre el total de casos.

IV. 1.3. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

IV. 1.3.1. Extraccion del ARN total de sangre periférica

Tras la optimizacion del método de extraccion del ARN total de
sangre periférica, se obtuvo una media de valor de integridad (RIN) de

6.4 £ 0.1, con concentraciones de 944 + 135 ng/ ml.

En la tabla 10 se muestran los valores de integridad (RIN), las

concentraciones de cada una de las 36 muestras y la pureza medida en

ratio de absorbancia (A 260/280).
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Tabla 10. Valores de ARN total en cuanto a integridad expresados
en RIN (RNA Integrity Number), pureza en ratio de absorbancia
(A260/280) y concentraciones en ng/pl. En las dos ultimas filas estan
representados la media y desviacion estandar (DS) para cada uno de
los valores.

Concentracion Ratio
Muesira | RIN | e | seoraso
1

6,3 331 2,12
2 6,1 475 2,15
4 6,3 492 2,16
6 6,7 168 2,26
7 6,5 1294 1,98
8 6,5 398 2,15
9 6,3 739 2,11
14 6,3 739 2,11
16 6,2 912 2,11
17 6,6 230 2,18
19 6,1 768 2,12
20 6,8 310 2,12
22 6,1 569 2,15
24 6,9 1831 2,10
28 6,3 1697 2,09
29 6,1 665 2,09
30 6,1 929 2,01
32 6,6 295 2,08
35 6,4 283 2,14
39 6,1 631 2,10
40 6,5 926 2,07
41 6,8 922 2,07
42 6,7 293 2,14
44 6,2 698 2,12
49 6,3 758 2,12
50 6,4 1894 2,10
52 6,2 1778 2,11
53 6,5 413 2,02
55 6,9 907 2,09
56 8,1 895 2,10
58 71 1584 2,08
59 6,6 4553 2,08
60 6,1 691 2,08
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Concentracion Ratio
61 6,1

1200 2,08

65 6,4 2114 2,07
66 6,5 602 2,08
Media 6,5 944 2,10
DS 0,42 817 0,05

1V. 1.3.2. Analisis de componentes principales

Analizamos simultdneamente todos los pacientes para identificar
perfiles transcripcionales que permitieran distinguir a los RNMBP con
sepsis bacteriana comparada con controles no infectados. Realizamos
un analisis de componentes principales tridimensional no supervisado
(PCA: Principal Component Analysis) basado en el anélisis de todo el
genoma (33.297 genes) de los 17 casos y los 19 controles (figura 26).
El PCA identific6 2 grupos independientes de acuerdo a la expresion
gendmica, uno en sentido vertical, que se correspondi6 con las sepsis
y otro en horizontal en el que se agrupaban los controles (figura 26-
A). Sin embargo, en el grupo de las sepsis se observaron 2 grupos:
uno con 4 muestras aisladas en la zona superior y las restantes 13
muestras en la zona mas inferior. La diferencia bésica entre estos 2
grupos fue el germen causal de la sepsis, las 4 muestras se

correspondieron con sepsis por bacterias Gram negativas, y las 13
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muestras restantes que fueron causadas por bacterias Gram positivas.
La figura 26-B muestra el PCA con los 3 grupos independientes:
sepsis por bacterias Gram positivas, sepsis por bacterias Gram

negativas y controles.

26-A
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Figura 26. Analisis de Componentes Principales (PCA:
Principal component analysis) tridimensional basado en todo
el genoma en la cohorte inicial. Cada paciente (representado
por una esfera) queda posicionado en funcién de expresién
global a lo largo de los tres ejes. El panel 26-A muestra en
sentido horizontal 19 controles (C: esferas verdes) y en sentido
vertical 17 sepsis (S: esferas rojas). El panel 26-B es el mismo
PCA pero distinguiendo las sepsis en funcion de su germen
causal: 19 controles (C: esferas verdes), 13 sepsis por germenes
Gram positivos (SG+: esferas rojas) y 4 sepsis por gérmenes
Gram negativos (SG-: esferas moradas).
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V. 1.3.3. Agrupacion jerarquica no supervisada

Posteriormente se llevaron a cabo mdltiples comparaciones
estadisticas usando el test ANOVA entre los casos y los controles
encontrando 554 genes con una significacion estadistica de
FDR<0.05, de los cuales 305 (55%) estaban sobreexpresados y 249

(45%) infraexpresados en los RNMBP infectados.

Realizamos una agrupacion jerarquica no supervisada (unsupervised
hierarchical clustering) que mostré 3 grupos de pacientes: el grupo 1
formado por 13 controles, el grupo 2 que fue mixto formado por 2
RNMBP con sepsis por E.coli, 1 por E.faecalis y 4 con sepsis por
S.coagulasa negativo, mezclados con 6 controles; y finalmente un
grupo 3 que incluyé un control, 1 RNMBP con sepsis por M.
morgagnii 'y 8 con sepsis por Gram positivos incluyendo: 6

S.coagulasa negativo, 1 E. faecalis y 1 S.aureus (Figura 27).

La sefial de sobreexpresion en los RNMBP con sepsis por bacterias
Gram positivas se relacion6 con las funciones moleculares del factor
de necrosis tumoral (TNF) y las citoquinas, y la sefial de

infraexpresion con el receptor de las células T.
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Hierarchical Clustering

GRADE @ C @ MS

EE] m 150

Figura 27. Agrupacion jerarquica no supervisada de la cohorte
inicial. Representa en sentido horizontal los 17 neonatos con sepsis y
los 19 controles y en sentido vertical los 554 genes significativos en el
andlisis de la varianza. Cada columna representa un paciente y cada
linea un gen. Los genes sobreexpresados se representan en rojo y los
infraexpresados en azul. Las barras verdes representan a los controles
(n=19) (C) vy las rojas a los pacientes con sepsis (n=17). TNF: Factor
de necrosis tumoral. SCN: Staphylococcus coagulasa negativo.

IV.1.4. MODELO PREDICTIVO: REGRESION DE
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANALISIS
DISCRIMINANTE

Se cre6 un modelo predictivo utilizando un Partial Least Square
Discriminant Analysis (PLS-DA), con un area bajo la curva (AUC)

Caracteristica Operativa del Receptor (ROC: Receiver Oparating
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Characteristic) de 0.96, un error de clasificacion del 11.1%,

sensibilidad de 90% y Especificidad del 88%.

A partir de este modelo, se eligieron las variables con un VIP score
superior a 60 (figura 28), que fueron los que tenian un mayor poder
discriminativo. Se obtuvieron 10 variables que se correspondieron con
9 genes, ya que la sonda del gen CD177 estaba representada en 2
ocasiones: Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD 177 molecule
(CD177), Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S
transferasa mu 1 (GSTM1), Lipocalin 2 (LCN 2), Carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1), Ankyrin
repeat domain 22 (ANKRD22), G protein-coupled receptor 84

(GPR84).

Todos estos genes formaban parte de la lista de 554 genes
proporcionada por el ANOVA dentro de los mas significativos. En la
tabla 11 se representan los 9 genes del modelo predictivo, con los

valores de p y de cambio de expresion que proporcion6 el ANOVA.
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Figura 28. Regresion de minimos cuadrados parciales con andlisis
discriminante (PLS-DA) de la cohorte inicial. VIP score. La gréfica
muestra en el eje de abscisas las variables y en el de ordenadas los
valores de VIP score para cada una de ellas. Se especifican los genes
gue se corresponden con las 10 variables con VIP score superior a 60:
Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 molecule (CD177),
Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S transferasa
mu 1 (GSTM1), Lipocalin 2 (LCN 2), Carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 1 (CEACAML), Ankyrin repeat
domain 22 (ANKRD22), G protein-coupled receptor 84 (GPR84).

El cambio de expresion es una medida que describe cuanto cambia
una cantidad desde un valor inicial a un valor final. En nuestro caso,
se calcula como el ratio del valor de intensidad en los casos de sepsis

entre valor de los controles. En el caso en que el cambio es hacia la

disminucién en lugar de al aumento, se puede representar igualmente
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con el cociente obteniéndose un namero entre 0 y 1, o bien calculando
el negativo de su inverso; es decir, el negativo del ratio del valor de

los controles entre el valor de las sepsis.

Tabla 11. Listado de los 9 genes correspondientes con las 10
variables con mayor poder discriminativo en el PLS-DA. ID
representa el simbolo de identificacion del gen y CE el valor del
cambio de expresion.

ID GEN NOMBRE P-VALOR

MMP8 Matrix metallopeptidase 8 2,08 x10° 7,34
CD177 CD177 molecule 7,63x10° 6,80
GPR84 G protein-coupled receptor 281x107 513

84
ANKRD22 Ankyrin repeat domain 22 311x10° 6,41
Carcinoembryonic antigen-

CEACAM1 related cell adhesion 2,03x10% 3,79
molecule 1

OLFM4 Olfactomedin 4 2,08x10° 711

HP Haptoglobin 8,20x10° 4,17

LCN2 Lipocalin 2 4,74x10° 3,55

GSTM1 Glutation S transferase mu1 3,19 x 10* 2,12
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Figura 29. Regresion de minimos cuadrados parciales con analisis
discriminante (PLS-DA) de la cohorte inicial. La grafica muestra la
distribucion espacial de las sepsis (cuadrados rojos) que se agrupadan
en la zona de la derecha, y los controles (circulos verdes) agrupados
en el lado izquierdo de la gréfica.
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Figura 30. Area bajo la curva (AUC) Caracteristica Operativa del
Receptor (ROC) de la cohorte inicial. La grafica muestra en el eje
de abscisas 1-Especificidad y en el de ordenadas la Sensibilidad. La
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curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) en rojo es la curva
validada (V) con el modelo y el &rea que queda bajo la curva (AUC)
es igual a 0.98. La curva ROC en azul es la curva estimada (E) que
dejaria un AUC de 1.

IV.1.5. GENES SIGNIFICATIVOS, REGULADORES Y
RUTAS DE SENALIZACION

Para entender el significado bioldgico de los 554 genes significativos
analizamos los procesos biol6gicos mas relevantes, que fueron: la
respuesta inmune innata (p-valor= 4.46 x 10°) y la respuesta
inflamatoria (p-valor = 1.24 x 107). En la tabla 12 se representan las
rutas de sefializacion mas significativas en términos de p-valor y
namero de genes que integran.

Tabla 12. Rutas de sefializacion mas significativas en las sepsis
respecto a los controles de los 554 genes significativos usando

Pathway Studio. Genes representa el nimero de genes implicados en
cada regulador o ruta de sefializacion.

RUTAS DE SENALIZACION P-VALOR | GENES

Sefial ligada al receptor de las células de 6
8.07 x 10° 13

superficie
Receptor de células T 1.09 x 10° 8
Sefial mediada por Interferén gamma  2.32 x 10° 7

Sefial de la regulacién negativa del 5
L 521 x10° 4
receptor de insulina

Sefial mediada por citoquinas 5.73 x 10° 11

152



RESULTADOS

En la tabla 13 se muestran los reguladores mas significativos en
términos de p-valor y nimero de genes que integran. La ruta del TNF-
o resulto la més significativa y la mas enriquecida en cuanto a nimero

de genes.

Tabla 13. Reguladores mas significativos en las sepsis respecto a
los controles de los 554 genes significativos usando Pathway Studio.
Genes representa el nimero de genes implicados en cada regulador o
ruta de sefializacion, perteneciente a la lista de los 554 genes
significativos. TNF: Factor de necrosis tumoral, NF-kB: Nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, SP1:
Specificity Protein 1, INFG: Interferon gamma.

REGULADORES P-VALOR | GENES

TNF 3.56 x10® 67
Citoquinas 6.51 x 10® 57
NF-kB 439 x10°® 51
SP1 2.32 x107 53
IFNG 5.00 x 10° 45

La figura 31 muestra las redes de los 3 reguladores mas importantes
desde el punto de vista de significacion estadistica y por el nimero de

genes que explican.

153



RESULTADOS

La figura 31-A muestra la red del TNF, que representa 67 de los 554
genes significativos (12%) incluyendo 5 de los 9 genes del modelo

predictivo: MMP8, CD177, HP, LCN2 y GPR84.

La figura 31-B representa la red de las Citoquinas, que contiene 56 de
los 554 genes (10%) e incluye 4 genes del modelo predictivo: MMPS8,

CD177, HP y LCN2.

Finalmente la figura 31-C muestra la red del NF-kB, que representa 51
de los 554 genes significativos (9%) incluyendo 3 de los 9 genes del

modelo predictivo: MMP8, LCN2 y OLFM4.

La figura 32 representa una integracion de los procesos celulares,

clases funcionales y enfermedades relacionadas con los genes

obtenidos en el modelo predictivo.
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31-A TNF

Figura 31. Redes de los principales reguladores en las sepsis
respecto a los controles. Cada ruta representa el regulador y todos los
genes del listado de 554 genes que explica. En azul se representan los
genes infraexpresados y en rojo los sobreexpresados. La intensidad del
color es directamente proporcional a la intensidad del cambio de
expresion. Las flechas en verde indican activacion y en gris
regulacién. La figura 31-A muestra la red del TNF (Factor de necrosis
tumoral), la 31-B la red de las Citoquinas y la 31-C la del NF-kB
(Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells).
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31-B CITOQUINAS
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31-C NF-kB
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Figura 32. Integracion de los procesos celulares, clases funcionales
y enfermedades relacionadas con los genes obtenidos en el modelo
predictivo. Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 molecule
(CD177), Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S
transferase mu 1 (GSTM1) y Lipocalin 2 (LCN 2).
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IV. 2. VALIDACION POR RT-PCR

Los genes mas significativamente expresados desde un punto de vista
estadistico y funcional se validaron por RT-PCR: Matrix
metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 molecule (CD177), Haptoglobin
(HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S transferase mu 1
(GSTML), Lipocalin 2 (LCN 2) (tabla 14). Los cambios de expresion
fueron significativamente superiores en los casos de sepsis respecto a
los controles. En todos los casos estas diferencias alcanzaron la
significacion estadistica utilizando el test T-Student (tabla 15).

Tabla 14. Genes validados por RT-PCR. Estan representados los

genes que se validaron, el simbolo del gen, la referencia de la sonda
Tagman para ese gen y la longitud del amplicdn en pares de bases

(pb).

Matrix
) MMP8 Hs01029057_m1 67 pb
metallopeptidase 8

CD177 molecule CD177 Hs00360669 _m1 66 pb

Haptoglobin HP Hs00605928_g1 90 pb
Olfactomedin 4 OLFM4 Hs00197437_m1 85 pb
Glutation S

GSTM1 Hs01683722 _gH 80 pb
transferase mu 1

Lipocalin 2 LCN 2 Hs01008571_m1 61 pb
18S Gen control ~ Hs99999901 s1 187 pb
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Tabla 15. Valores de 2", Valores de media y error estandar de 2°
AAC hara cada uno de los genes validados en el grupo de sepsis y en el
de los controles: Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD177
molecule (CD177), Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4),
Glutation S transferase mu 1 (GSTM1) y Lipocalin 2 (LCN 2). Valor
de p calculado con el test t-Student.

CONTROLES SEPSIS P-VALOR

1,00 + 0,95 7,80+ 4,42 0,0293

1,00 +1,30 9,20 £5,37 0,0045
1,00 + 0,25 2,67 +3,29 0,0370
1,00+0,70 17,90+ 17,73 0,0068
1,00 +2,07 29,34 £ 18,90 0,0039
1,00 + 0,54 6,35+ 5,40 0,0431

En la figura 33 se representan los valores de RT-PCR para cada uno
de estos genes en forma de diagrama de cajas. Las diferencias que se

observan fueron estadisticamente significativas en todos los casos.
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Figura 33. Validacion por RT-PCR. En el diagrama de cajas se
representan la mediana y el rango intercuartilico del cambio de

expresion de mRNA (

-AAC
2

) en los controles y las sepsis para cada

gen: CD177 molecule (CD177), Matrix metallopeptidase 8 (MMP8),
Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S transferase
mu 1 (GSTML) y Lipocalin 2 (LCN 2). El valor de p se calculd con el
test T-Student.

161




RESULTADOS

IV. 3. COHORTE DE VALIDACION
INDEPENDIENTE

IV.3.1. DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS

En la cohorte de validacion se incluyeron 18 RNMBP, 8 casos de
sepsis y 10 controles.

Tabla 16. Caracteristicas clinicas y demograficas de la cohorte de
validacion al nacimiento. Las variables cuantitativas se expresan en
media y desviacion estandar ya que su distribucion fue normal, y las
cualitativas en nimero absoluto y porcentaje. La edad gestacional
(EG) se expresa en semanas (S) y el peso al nacimiento (PN) en
gramos (g). Los corticoides hacen referencia a las dosis de corticoides
antenatales. *Test T-Student **Test exacto de Fisher (dos colas)
%¥Test Chi cuadrado.

SEPSIS CONTROLES
EG (5) 28 + 4 27 +2 0.357°
SEXO (n, %)
Hombre 7 (88%) 6 (60%) 0.314 %
Mujer 1 (35%) 4 (40%)
PN (g) 1052 + 175 879+226  0.094°
RAZA (n, %) 0.493 %
Caucasica 6 (75%) 8 (80%)
Negra 1(12.5%) 0 (0%0)
Hispano 1(12.5%) 2 (20%)
PARTO (n, %) 0.066 **
Eutocico 1 (12%) 6 (60%0)
Cesarea 7 (88%) 4 (40%)
APGAR; 742 6+2 0.309°
APGAR; 9+1 8+1 0.060°
CORTICOIDE 0.477%
1 dosis 0 (0%) 2 (20%)
2 dosis 8 (100%) 8 (80%)
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
datos clinicos y demogréficos entre los 2 grupos ni al nacimiento
(tabla 16) ni en el momento de la recogida de la muestra (Tabla 17).
Las caracteristicas demogréficas y clinicas fueron similares a las de la

cohorte inicial.

Tabla 17. Caracteristicas clinicas y demograficas de la cohorte de
validacion en el momento de la recogida de la muestra. Las
variables cuantitativas cuya distribucion fue normal se expresan en
media y desviacion estandar, y las que no siguieron distribucién
normal en mediana y rango intercuartilico. Las variables cualitativas
se expresan en numero absoluto y porcentaje. La edad se expresa dias
de vida (d) y el peso en gramos (g). FiO,: Fraccion inspiratoria de
oxigeno. V. central: via central. S. Respiratorio: soporte respiratorio.
*Test T-Student  **Test exacto de Fisher (dos colas) **Test Chi
cuadrado ***Test u-Mann Whitney.

SEPSIS |CONTROLES

EDAD (d) 15 (2-41) 23 (2-30)  0.697%%

PESO (g) 1245+71  1010+325  0.062°

FiO, 0.22 0.21 0.194%%8
(0.21-0.35)  (0.21-0.21)

V. CENTRAL (n, %) 3 (37%) 2 (30%) 0.608%
S. RESPIRATORIO 0.286
Sin soporte 0 (0%) 1 (109%0)
No invasivo 5 (63%) 8 (80%0)
Invasivo 3 (37%) 1 (10%)
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IV. 3.2. MICROBIOLOGIA

Se aislaron los siguientes gérmenes en los hemocultivos:
Staphylococcus aureus: n=3 (38%) Staphylococcus coagulasa
negativo: n=1 (12.5%); Serratia marcescens: n=1 (12.5%);
Enterobacter cloacae: n=1 (12.5%); Klebsiella pneumoniae: n=1

(12.5%); y Klebsiella oxytoca: n=1 (12.5%) (figura 34).

B Staphylococcus coagulasa
negativo

Staphylococcus aureus

W Serratia marcescens

3(37%)

u Enterobacter cloacae
W Klebsiella pneumoniae

W Klebsiella oxytoca

Figura 34. Distribucién de los gérmenes aislados en la cohorte de
validacion. Se representa el nimero total de casos de cada germen y
el porcentaje sobre el total de casos.

IV.3.3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

En la cohorte de validacion realizamos un PCA de las 8 sepsis y los 10
controles (Figura 35) para comprobar si se seguian distinguiendo los 3

grupos. El PCA identifico6 nuevamente 3 grupos independientes de
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acuerdo a la expresion genémica que se correspondieron con: sepsis

por bacterias Gram positivas, sepsis por bacterias Gram negativas y

controles.
PCA Mapping (58.1%)
grade
C VAL
170 - » GRAM + VAL
GRAM - VAL

PC #2 13.4%

=
T T T T
-131 -77 -23 30 84 138 192 246 300

A T
18040  -185
PC #3962%

PC #1 352%

Figura 35. Andlisis de Componentes Principales (PCA: Principal
component analysis) tridimensional basado en todo el genoma en
la cohorte de validacion. Cada paciente (representado por una esfera)
queda posicionado en funcién de sus respectivas posiciones a lo largo
de los tres ejes. EI PCA muestra 10 controles (C: esferas verdes) y 8
sepsis: 4 sepsis por gérmenes Gram positivos (GRAM +: esferas rojas)
y 4 sepsis por gérmenes Gram negativos (GRAM -: esferas moradas).
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V. 3.4. MODELO PREDICTIVO: REGRESION DE
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANALISIS
DISCRIMINANTE

Se introdujeron las 18 muestras de la cohorte de validacion en el
modelo predictivo definitivo (figura 29) creado a partir de las 10

variables que se obtuvieron en el PLS-DA de la cohorte inicial.

Estan representadas junto con las 36 muestras de la cohorte inicial en
la figura 36, siguiendo el mismo cédigo de color pero con tonos mas
claros. Se observa que todos los controles quedan agrupados junto a
los controles de la cohorte inicial y Gnicamente 2 sepsis quedan en la
zona intermedia entre las sepsis y los controles de la cohorte inicial.
Asumiendo que estas 2 sepsis estuvieran mal clasificadas, el modelo
presenta un error de clasificacion del 11% en la cohorte de validacion
independiente, con lo que podemos afirmar que el modelo queda bien

validado.
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Figura 36. Regresion de minimos cuadrados parciales con analisis
discriminante (PLS-DA) de la cohorte de validacion. La gréfica
muestra la distribucion espacial de la cohorte inicial con las sepsis
bacterianas (en cuadrados rojos) agrupadas en la zona de la derecha, y
los controles (circulos verdes) agrupados en el lado izquierdo de la
grafica. Las muestras de la cohorte de validacién estan representadas
en los mismos colores en tono mé&s claro. Los controles en circulos
verdes claros, agrupados junto a los controles de la cohorte inicial y
las sepsis en cuadrados rojos claros, agrupados junto a las sepsis de la
cohorte inicial.

V. 4. ANALISIS DE LAS SEPSIS CLINICAS

Como parte de los objetivos secundarios se analizaron las 13 sepsis
clinicas; es decir, aquellas en las que no se aislé ningin germen en el
hemocultivo. Los datos clinicos y demogréficos al nacimiento y en el
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momento de la recogida de la muestra fueron similares a los pacientes

de las cohortes inicial y de validacién (tabla 18).

Tabla 18. Caracteristicas clinicas y demogréficas al nacimiento y
en el momento de la recogida de la muestra de los 13 pacientes con
sepsis clinicas. Las variables cuantitativas con distribucion normal se
expresan en media y desviacion estandar, y las que no siguieron
distribucién normal en mediana y rango intercuartilico. Las variables
cualitativas en nimero absoluto y porcentaje. La edad gestacional se
expresa en semanas (s), la edad en el momento de la recogida de la
muestra en dias de vida (d) y el peso en gramos (g). FiO,: Fraccion
inspiratoria de oxigeno.

AL NACIMIENTO (N =13

EDAD GESTACIONAL (s) 28 +2
SEXO (n, %)

Hombre 10 (77%)

Mujer 3(23%)
PESO NACIMIENTO (g) 1021 + 285
RAZA (n, %)

Caucasica 13 (100%0)

PARTO (n, %)
Eutdcico 4 (31%)
Cesarea 9 (69%)
APGAR; 7x2

APGAR; 9+1
VARIABLES A LA
EDAD (d) 7 (3-14)

PESO (g) 1049 + 294
FiO, 0.22 +0.02
VIA CENTRAL (n, %) 8 (62%)

SOPORTE RESPIRATORIO
Ventilacion no invasiva 7 (54%)
Ventilacion invasiva 6 (46%)
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Estas muestras se introdujeron en el modelo predictivo con el fin de
determinar si su expresion gendmica era similar a las sepsis
microbiolo6gicas y por tanto podiamos afirmar que eran sepsis en las
gue no se habia conseguido aislar ningn germen en el hemocultivo, o
bien se comportaban transcriptémicamente como los controles y eran
“falsos diagnosticos” de sepsis. En la figura 37 se observa como 7
(54%) de ellas se comportaron como auténticas sepsis, mientras que

las otras 6 (46%) se agruparon junto a los controles.
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Figura 37. Regresion de minimos cuadrados parciales con analisis
discriminante (PLS-DA) en las sepsis clinicas. La grafica muestra la
distribucion espacial de las sepsis bacterianas (en cuadrados rojos) que
quedan agrupadas en la zona de la derecha, y los controles (circulos
verdes) gque se agrupan en el lado izquierdo de la gréafica y en la zona
intermedia las sepsis clinicas (triangulos azules).
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IV.5. ESTUDIO DIFERENCIAL SEGUN EL
AGENTE CAUSAL DE LA SEPSIS

Aunque el objetivo principal del estudio era establecer las diferencias
en los perfiles de expresion gendmica entre RNMBP con sepsis y los
controles, encontramos que dentro del grupo de las sepsis habia
notables diferencias entre las producidas por bacterias Gram positivas
y las producidas por bacterias Gram negativas. Sin embargo, en la
cohorte inicial disponiamos sélo de 17 casos de sepsis, de los cuéles
Unicamente 4 fueron por Gram negativos. Para confirmar estos
resultados, utilizamos las muestras de sepsis de la cohorte de
validacion junto con las de la cohorte inicial y realizamos un estudio

diferencial entre las sepsis en funcion del tipo de germen causal.

IV.5.1. DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS

Se incluyeron las 25 sepsis microbiol6gicas analizadas: 17 causadas
por gérmenes Gram positivos y 8 por gérmenes Gram negativos. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los 2
grupos al nacimiento (tabla 19). Sin embargo, en el momento de la
recogida de la muestra hubo un mayor porcentaje de pacientes
sometidos a ventilacion invasiva en las sepsis Gram negativos (tabla

20). Esto puede deberse a que las sepsis por gérmenes Gram negativos
170



RESULTADOS

suelen condicionar un mayor deterioro clinico que obliga en muchas

ocasiones a la intubacion y ventilacion mecanica.

Tabla 19. Caracteristicas clinicas y demogréficas al nacimiento de
los recién nacidos con sepsis en funcion del tipo de bacteria causal.
Las variables cuantitativas se expresan en media y desviacion estandar
ya que su distribucion fue normal, y las cualitativas en numero
absoluto y porcentaje. La edad gestacional (EG) se expresa en
semanas cumplidas (s), el peso al nacimiento (PN) en gramos (g).
Corticoides hace referencia a la administracion de corticoide antenatal.
*Test t-Student **Test exacto de Fisher (dos colas) *Test Chi
cuadrado.

VARIABLES POSITIVOS | NEGATIVOS | P- VALOR

27+3 0.850°

EG (s) 28+2
SEXO (n, %)
Hombre 11 (65%) 7 (88%) 0.362 **
Mujer 6 (35%) 1 (12%)
PN (g) 1032 +215  1048+218  0.861°
RAZA (n, %) 0.320 %
Caucésica 11 (65%) 7 (88%)
Negra 4 (23%) 0 (0%)
Hispano 2 (12%) 1 (12%)
PARTO (n, %) 0.861 %
Eutdcico 7 (41%) 3 (37%)
Cesérea 10 (59%) 5 (63%)
APGAR; 7+2 5+3 0.053°
APGAR; 9+1 8+2 0.304°
CORTICOIDES 0.743%
1 dosis 3 (18%) 1 (12%)
2 dosis 14 (82%) 7 (88%)
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Tabla 20. Caracteristicas clinicas y demograficas en el momento
de la recogida de la muestra de los recién nacidos con sepsis en
funcién del tipo de bacteria causal. Las variables cuantitativas con
distribucion normal se expresan en media y desviacion estandar, y las
que no siguieron distribucion normal en mediana y rango
intercuartilico. Las variables cualitativas se expresan en numero
absoluto y porcentaje. La edad se expresa dias de vida (d) y el peso en
gramos (g). FiO,: Fraccion inspiratoria de oxigeno. V. central: via
central. S. Respiratorio: soporte respiratorio. *Test t-Student **Test
exacto de Fisher (dos colas) **Test Chi cuadrado ***Test U-Mann
Whitney.

GRAM GRAM
VARIABLES POSITIVOS | NEGATIVOS |P- VALOR
N=17 N =8

EDAD (d) 12 (7-23) 10 (0-38) 0.552%%%¢

PESO (g) 1205+348  1199+168  0.964°

FiO, 0.21 0.25 0.262%58
(0.21-0.24) (0.21-0.46)

V. CENTRAL (n, %) [P a2 5 (63%) 0.637%
S.RESPIRATORIO 0.006 **
Sin soporte 4 (23%) 0 (0%)

No invasivo 11 (65%0) 2 (25%)
Invasivo 2 (12%) 6 (80%0)

IV.5.2. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

1V. 5.2.1. Anélisis de componentes principales
Realizamos un PCA de las 17 sepsis causadas por bacterias Gram

positivas y las 8 sepsis por bacterias Gram negativas 10 controles. El
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PCA identificd 2 grupos independientes de acuerdo a la expresion
gendmica que se correspondieron con: sepsis por bacterias Gram

positivas y sepsis por bacterias Gram negativas (figura 38).

PCA Mapping (55.6%)
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PC #3 8.09%

PC #1 348%

Figura 38. Analisis de Componentes Principales (PCA: Principal
component analysis) tridimensional basado en todo el genoma en
los casos de sepsis. Cada paciente (representado por una esfera) queda
posicionado en funcion de sus respectivas posiciones a lo largo de los
tres ejes. EI PCA muestra 17 sepsis por gérmenes Gram positivos
(GRAM +: esferas rojas) y 8 sepsis por gérmenes Gram negativos
(GRAM -: esferas moradas).
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IV.5.2.2. Agrupacion jerarquica no supervisada

Se llevaron a cabo mdltiples comparaciones estadisticas usando el test
ANOVA entre los RNMBP con sepsis por bacterias Gram positivas y
RNMBP con sepsis por bacterias Gram negativas. Se identificaron
719 genes con una significacion estadistica de FDR<0.05, de los
cuales 433 (60%) estaban sobreexpresados y 286 (40%)

infraexpresados en los RNMBP infectados.

Realizamos una agrupacién jerarquica no supervisada (unsupervised
hierarchical clustering) que mostrd 2 grupos de pacientes (figura 39).
A la izquierda quedaron agrupadas las sepsis por bacterias Gram

negativas y a la derecha la sepsis por Gram positivas.

Dentro de ambos grupos se observa un subgrupos con la misma sefial
pero menos intensa. En el caso de las sepsis por Gram negativos se
trata de 2 pacientes y en el de las Gram positivas de 9 pacientes. No
se han observado diferencias clinicas, ni de evolucién ni en cuanto al

tipo de germen causal entre estos subgrupos.
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Hierarchical Clustering

GRAM @ GRAM+ I GRAM -

Figura 39. Agrupacion jerarquica no supervisada de la cohorte de
sepsis. Representados 17 neonatos con sepsis por bacterias Gram
positivas y 8 neonatos con sepsis por bacterias Gram negativas
(sentido horizontal) y los 554 genes (sentido vertical) significativos en
el andlisis de la varianza. Cada columna representa un paciente y cada
linea un gen. Los genes sobreexpresados se representan en rojo y los
infraexpresados en azul. Las barras rojas representan a los pacientes
con sepsis por Gram positivos (GRAM +) (n=17) y las moradas a los
pacientes con sepsis por Gram negativos (GRAM -) (n=8).
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IV.53. MODELO PREDICTIVO: REGRESION DE
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANALISIS
DISCRIMINANTE

Se cred un modelo predictivo utilizando un Partial Least Square
Discriminant Analysis (PLS-DA), con un éarea bajo la curva (AUC)
Caracteristica Operativa del Receptor (ROC: Receiver Oparating
Characteristic) de 1, un error de clasificacion del 0%, sensibilidad de
100% vy especificidad del 100%. A partir de este modelo, se eligieron
las variables con un VIP score superior a 5 (figura 40), que fueron los
que tenian un mayor poder discriminativo. Se obtuvieron 23 variables
gue se correspondieron con 21 genes, ya que una de las sondas no
tiene un gen asignado, y la sonda del gen CCDC72 estaba

representada en 2 ocasiones.

De éstos 21 genes, 14 formaban parte de la lista de 719 genes
proporcionada por el ANOVA. En la tabla 21 se representan estos
genes, proporcionandose los valores de p y de cambio de expresion en
los 14 casos que mostraron diferencias estadisticamente significativas
en el ANOVA. Los cambios de expresion positivos indican una
sobreexpresion de esos genes en las sepsis por bacterias Gram
positivas respecto a las Gram negativas, mientras que los cambio de

expresion negativos indican infraexpresion.
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Figura 40. Regresion de minimos cuadrados parciales con andlisis
discriminante (PLS-DA) en la cohorte de sepsis. VIP score. La
grafica muestra en el eje de abscisas las variables y en el de
coordenadas los valores de VIP score para cada una de ellas. Se
especifican los genes que se corresponden con las 23 variables con
VIP score superior a 5: * No hay gen asignado, CCDC72 (coiled-coil
domain containing 72), UHMK1 (U2AF homology motif (UHM)
kinase 1), DCAF6 (DDB1 and CUL4 associated factor 6), TMEM9B
(TMEM?9 domain family, member B), RAB5B (RAB5B, member RAS
oncogene family), TEP1 (Telomerase-associated protein 1), CSK (c-
src tyrosine kinase), CASC3 (cancer susceptibility candidate 3),
MYQ9B (myosin I1XB), CD37 (CD37 molecule), MOBKL2A (MOB1,
Mps One Binder kinase activator-like 2A (levadura)), PPPDE2
(PPPDE peptidase domain containing 2), MAN2B2 (mannosidase,
alpha, class 2B, member 2), MED28 (mediator complex subunit 28),
SCOC (short coiled-coil protein), NDUFA2 (NADH dehydrogenase
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 2, 8kDa), MGAT1 (mannosyl
(alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosamin), AUH (AU
RNA binding protein/enoyl-CoA hydratase), SH2D3C (SH2 domain
containing 3C), ATG4A (ATG4 autophagy related 4 homologue),
VBP1 (von Hippel-Lindau binding protein 1).
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Tabla 21. Genes con diferencias de expresién significativas entre
las sepsis por bacterias Gram positivas y bacterias Gram
negativas, obtenidos con el modelo predictivo PLS-DA. ID
representa el simbolo de identificacién del gen y CE el valor de
cambio de expresion.

Coiled-coil domain
containing 72
U2AF homology motif 1.09x10°  -218
(UHM) kinase 1
DDB1 and CUL4 associated ~ 6.55x 107 -207
factor 6
RAB5B, member RAS
oncogene family
TMEM9 domain family, 7.05x 10°  -240
member B
Telomerase-associated 1.09x10° 220
protein 1
C-src tyrosine kinase 1.96x10° 180
Cancer susceptibility 569 x 10" 142
candidate 3
Molécula CD37
Myosin IXB
MOBKL2A MOB1, Mps One Binder 3.36 x 10° 184
kinase activator-like 2A
(yeast)
PPPDE peptidase domain 8.42x10*  -200
containing 2
Mannosidase, alpha, class
2B, member 2
Mediator complex subunit 28~ 6.42x 10"  -205
Short coiled-coil protein 1.47x10°  -184
Von Hippel-Lindau binding 415x 10" -231
protein 1
NDUFA?2 NADH dehydrogenase 593x10°  -253
(ubiquinone) 1 alpha
subcomplex
AUH AU RNA binding 8.05x 107 =227

protein/enoyl-CoA hydratase
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ID GEN NOMBRE P-VALOR

MGAT1 Mannosyl (alpha-1,3-)- 419x 10" 160
glycoprotein beta-1,2-N-
acetylglucosamin
SH2 domain containing 3C

ATG4A autophagy related 4
homologue ATG4

A partir de estas 23 variables se cre6 el modelo predictivo definitivo

(figura 41).

200

160

100~

50

Scores on LV 2 (16.91%)
o

50 = ] g

-100 -

-160—~ u 7

-200~ T -

I I I i i I I I I I
-250 -200 -150 -100 -50 0 50 100 150 200 250

Scoreson LV 1 (29.62%)

B Sepsis por Gram positivos M Sepsis por Gram negativos

Figura 41. Regresion de minimos cuadrados parciales con andlisis
discriminante (PLS-DA) en la cohorte de sepsis. La grafica muestra
la distribucién espacial de las sepsis por bacterias Gram positivas (en
cuadrados rojos) que quedan agrupadas en la zona de la izquierda, y
las sepsis por bacterias Gram negativas (en cuadrados morados) que se
agrupan en el lado derecha de la grafica.
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Se trata de un modelo con un AUC que seguia siendo 1, un error de
clasificacion del 0% y unas sensibilidad de 100% y especificidad de
100% (figura 42).

0.8} =

0.6 =

Sensibilidad

0.4F =

0.2

AUC = 1,0000 (E) / 1,0000 (V)

0 L L L L
0.2 0.4 0.6 0.8

1- Especificidad

Figura 42. Area bajo la curva (AUC) Caracteristica Operativa del
Receptor (ROC) en el modelo predictivo segun el agente causal de
la sepsis. La grafica muestra en el eje de abscisas 1-Especificidad y en
el de ordenadas la Sensibilidad. La curva Caracteristica Operativa del
Receptor (ROC) en rojo es la curva validada (V) con el modelo, que
en este caso al dejar un AUC de 1 se superpone con la curva azul que
es la curva estimada (E).

Validacion del modelo: test de multiples permutaciones con doble
validacion cruzada

Dado que los hallazgos de las diferencias entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas no estaban previstos en el disefio del
estudio, no se dispuso de una cohorte de validacion independiente.

Para validar los resultados del estudio diferencial segun el tipo de
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sepsis se utilizé6 un método de doble validacién cruzada utilizando un
test de mdaltiples permutaciones aleatorias’®®. El test de
permutaciones permite evaluar si la clasificacion de los individuos en
los 2 grupos designados es significativamente mejor que otra
clasificacion aleatoria en 2 grupos arbitrarios. Consiste en cambiar de
manera aleatoria la asignacion de las muestras manteniendo la
proporcion original en cada uno de los grupos. Estas permutaciones se

repitieron 1000 veces utilizando todas las variables.

La representacion gréafica del modelo se hace utilizando los siguientes
parametros en la clase permutada: numero de clasificaciones
equivocadas (NMC: Number of misclassifications), area bajo la curva
(AUC: Area under curve) y el error de prediccion del modelo
expresada en Q?, en funcién del nimero de veces que se repite cada

uno de ellos (Fx).

Se define DQ? con doble validacion cruzada (DQ?2 cv) como 1 menos

la ratio de la suma de cuadrados del error de prediccion, sobre el total

de la suma de cuadrados de la respuesta del vector y.
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Donde yi representa la prediccion real en la que la muestra i no se uso
para la construccion del modelo.
Como el denominador es una constante, el numerador deberia

cuantificar la exactitud con la que se clasifican las muestras '*.

La figura 43 muestra la distribucién del ndmero de clasificaciones
equivocadas en la clase permutada (NMC: Number of
missclassifications) en funcién del nimero de veces que se repite cada
clasificacion errénea. EI modelo ideal deberia mostrar valores
cercanos a 0 mientras que el test de permutaciones, al ser un modelo
aleatorio, se deberia equivocar la mitad de las veces; es decir, en
nuestro caso que contamos con 25 muestras, la distribucién deberia
agruparse en torno a 12.5. ElI nimero de veces que se repite cada
NMC, representado por F(x), depende del nimero de permutaciones
utilizadas en el modelo. Nuestro modelo a validar queda representado
por un punto rojo, que en ningin momento se solapa con el
histograma de la clase permutada, lo que significa que el modelo con

la clase real se diferencia de un modelo con una distribucion aleatoria
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de las clases (p < 0.001). Cada muestra se testo 5 veces (figura 44) y
se evaluo la clasificacion del vector y. En (nicamente una muestra
hubo error de clasificacion en 4 de los 5 test (0.8/25), por tanto

hablamos de un error de clasificacion del 3%.

Class gram- vs Class gram+, Permutation test: NMC
300 T T

250 -

200+

150+

F(x)

100

50

o-—e—

20 25

NMC

Figura 43. Test de \wvalidacion cruzada: Number of
misclassifications (NMC). La grafica muestra la distribucién de la
clase permutada frente al resultado de la clase real. En el eje de
abscisas el nimero de clasificaciones equivocadas (NMC: Number of
misclassifications) y en el de ordenadas F(x), que indica el nimero de
veces que se repite cada NMC. EIl punto rojo representa el valor de
nuestro modelo a validar.
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PLSDA Model gram- vs gram+: mean(NMC) = 0.8/25 (3%)

Sample

=
<
)
(=]
T
®
1

-1 -0.5 0 0.5 1 15 2
Predicted y (2cv)

Figura 44. Test de validacion cruzada. La grafica muestra la
distribucion de la clase real tras aplicar doble validacién cruzada (2
CV). En el eje de abscisas esta representado el valor del vector y para
cada una de los 5 test que se hicieron en cada muestra. En el eje de
ordenadas se representa cada una de las muestras. Las sepsis por

bacterias Gram positivas estan representadas en rojo y las bacterias
Gram negativas en verde.

La figura 45 muestra el area bajo la curva (AUC) en funcién del
nimero de veces que se repite cada valor de AUC. EI modelo ideal
deberia tener un valor cercano a 1 (que implicaria sensibilidades y
especificidades cercanas al 100%), mientras que el aleatorio deberia

distribuirse en torno a 0.5.
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Gram- vs Gram+, Permutation test: AUROC
250 T T T T T T T T T

200

50

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
AUROC

Figura 45. Test de validacion cruzada: area bajo la curva ROC
(AUROC). La grafica muestra la distribucion de la clase permutada
frente al AUROC de la clase real. En el eje de abscisas el AUROC y
en el de ordenadas F(x), que indica el nimero de veces que se repite
cada AUROC. El punto rojo representa el valor de nuestro modelo a
validar.

El valor de nuestro modelo, que en este caso aparece como 0.92 ya
que en la validacion lo calcula con el modelo global de las 33.297
variables, se solapa ligeramente con la gréfica de las clases
permutadas, dando un p-valor de 0.002. Es decir, la prediccion que

ofrece nuestro modelo no es fruto del azar, ya que se diferencia de la

distribucién aleatoria.
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Por ultimo, la figura 46 muestra el error Q? 2cv en funcién del nimero
de veces que se repite cada valor de Q* 2cv. Al tratarse de un error el
modelo ideal deberia mostrar un error de 0 a 1, mientras que el
modelo aleatorio se debe distribuir en torno a -0.5, como ocurre en

nuestro caso con un p-valor < 0.001.

Gram- vs Gram+, Permutation test: Q2 2cv
250 T T T T T T T T T

200

150

F(x)

100

50

0
-1 -0.8 -0.6 -04 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Q2 2cv

Figura 46. Test de validacion cruzada: Q* 2cv. La grafica muestra
la distribucion de la clase permutada frente al resultado obtenido
utilizando la clase real. En el eje de abscisas el error Q° 2cv y en el de
ordenadas F(x), que indica el nimero de veces que se repite cada Q?
2cv. El punto rojo representa el valor de nuestro modelo a validar.
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IV.5.4. GENES SIGNIFICATIVOS, REGULADORES Y
RUTAS DE SENALIZACION

Para entender el significado biolégico de los 719 genes significativos
entre las sepsis por bacterias Gram positivas comparadas con las Gram
negativas analizamos los procesos bioldgicos mas relevantes. En la
tabla 22 se representan las rutas de sefializacion.

Tabla 22. Rutas de sefializacién mas significativas en las sepsis por
bacterias Gram positivas frente a las Gram negativas (en términos
de p-valor y en nimero de genes) de los 719 genes significativos

usando Pathway Studio. Genes representa el nimero de genes
implicados en cada regulador o ruta de sefializacion.

RUTAS DE SENALIZACION P-VALOR GENES

crecimiento nervioso

Senal de la transduccion intracelular 8.40x 10°® 23

Regulacion de la actina del

-7
citoesqueleto ey 38
Respuesta a lipopolisacaridos 5.34x 107 15
Sefal de la transduccion intracelular 4.16 x 10 91
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En la tabla 23 se muestran los reguladores mas significativos en

términos de p-valor y en nimero de genes explicados.

Tabla 23. Reguladores maés significativos en las sepsis por
bacterias Gram positivas frente a las Gram negativas (en términos
de p-valor y en nimero de genes) de los 719 genes significativos
(resultantes de la comparacién entre sepsis y controles) usando
Pathway Studio. Genes representa el nimero de genes implicados en
cada regulador o ruta de sefializacién, perteneciente a la lista de los
719 genes significativos: SPI1: Proteina especifica 1, INFG:
Interferon gamma, IL3: Interleuquina 3, IL2: Interleuquina 2, TNF:
Factor de necrosis tumoral, IL4: Interleuquina 4, CSF2: Factor 2
estimulante de colonias granulocitos-macréfagos, MAP2K1: Proteina
kinasa activada por mitégenos 1, MIR1-1: microRNA 1-1.

endopeptidasa
IL2 0.0091 19
IL3 0.0091 13
TNF 0.0115 61
IL4 0.0216 28

[Eny
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La sepsis neonatal continda siendo una importante causa de morbi-
mortalidad en el mundo. Los neonatos y especialmente los RNMBP
tienen un sistema inmune funcionalmente inmaduro, que condiciona
tanto la presentacion clinica como la respuesta a la sepsis. En
ocasiones, las manifestaciones clinicas son inespecificas o
extremadamente sutiles; no obstante, puede presentar una evolucion
fulminante'®. El diagnostico réapido y fiable es esencial para mejorar
las tasas de supervivencia; sin embargo, los resultados del
hemocultivo son tardios y los parametros infecciosos clasicos en

ocasiones ofrecen resultados son ambiguos y variables.

Se han publicado distintos estudios, la mayoria unicéntricos o
retrospectivos, que han validado el uso de biomarcadores como
herramientas diagnosticas de sepsis. Estos estudios son dificilmente
valorables ya que tanto los criterios diagnésticos de sepsis como los
puntos de corte de los marcadores, varian de unos a otros'® %, Ante
la inconsistencia de estos resultados, diferentes autores insisten en la

necesidad de encontrar marcadores especificos de sepsis'®**.

El estudio de los perfiles de expresién gendmica utilizando biochips

de expresion, ofrece una vision general de una enfermedad tan
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compleja y heterogénea como las sepsis, con la ventaja de disminuir
sesgos y aumentar la capacidad de hallar marcadores, ya que todos los
genes son potencialmente evaluados. Este trabajo constituye el primer
estudio de los perfiles de expresiébn gendmica global realizado
exclusivamente en RNMBP con sepsis bacteriana con el fin de evaluar

la utilidad de estos perfiles como herramienta diagndstica***.

Disefio e inclusién de pacientes

Los estudios transcriptdmicos de sepsis en pacientes pediatricos
presentan un tamafio muestral reducido, ya que las diferencias entre
grupos son tan elevadas que se pueden poner de manifiesto con pocos
pacientes. Por otra parte, el acceso a una metodologia tan novedosa es
limitado y la necesidad de laboratorios especializados encarece las
determinaciones. Nuestro estudio es hasta la fecha el que mas namero
de RNMBP incluye, con un total de 67 pacientes: 54 repartidos en
dos cohortes: inicial y validacion, y 13 en un grupo paralelo de sepsis

clinicas.

A pesar de que los pacientes incluidos en el estudio representa un
grupo heterogéneo de RNMBP con distintos espectros clinicos,

enfermedades concomitantes intrinsecas a la prematuridad y sepsis por
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diferentes patgenos, hemos sido capaces de demostrar la existencia
de perfiles de expresion genomica relacionados con procesos
bioldgicos y funciones moleculares bioldgicamente relevantes™. Hay
gue resaltar que los controles fueron estrictamente seleccionados en
funcion de caracteristicas clinicas y demograficas para que fueran
comparables con los pacientes con sepsis, siendo en 3 ocasiones los
hermanos gemelos de los casos. Esta estrategia, unida al estudio
discriminativo con PLS-DA nos permite atribuir a la infeccion, y no a
otros factores o enfermedades concomitantes, las diferencias
encontradas en el estudio transcriptomico. Las muestras de sangre se
extrajeron en cuanto se observaron los signos clinicos y previamente
al inicio de los antibioticos, con el fin de evitar cambios en la

respuesta inmune relacionados con la medicacion.

Se trata de un estudio prospectivo que permitié la recogida de la
muestra en las mismas condiciones, previo al inicio del tratamiento
antibiotico. Esto generd un porcentaje de pérdidas de cerca del 20%
puesto que una vez iniciado el antibidtico las muestras ya no se

utilizaron.
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La falta de consenso internacional en la definicion de sepsis neonatal
nos llevé a disefiar unos criterios diagndsticos bastante restrictivos que
incluyeran no solamente manifestaciones clinicas, sino también
factores de riesgo y aislamiento de un microorganismo en el
hemocultivo, tal y como recomienda el CDC '*. De esta manera s6lo
se incluyeron las sepsis con diagnostico microbiol6gico confirmado
para establecer las diferencias con los controles, eliminando las sepsis
clinicas de las cuales no podiamos estar seguros que fueran realmente

sepsis.

Método

Uno de los resultados mas novedosos de este trabajo es la obtencién
de PEG utilizando ARN extraido a partir de 0.5 ml de sangre total. En
nuestro caso utilizamos solucion estabilizadora de ARN en Tubos
Tempus® que facilitaban la conservacion de la muestra a temperatura
ambiente. Esto es de vital importancia en un estudio clinico puesto
que la sospecha de sepsis puede ocurrir en cualquier momento y los
clinicos no estar disponibles para realizar el procesamiento de la
muestra. Sin embargo, los kits comerciales de extraccion se basaban
en la obtencidn de 3 ml de sangre total a diluir en los 6 ml de solucion

estabilizadora. Esta cantidad de sangre es inviable dada la escasa
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volemia de estos recién nacidos y tuvimos que optimizar el método de
extraccion para no extraer mas de 0.5 ml de sangre total. Los escasos
estudios que han utilizado ARN extraido de sangre total en pacientes
neonatales, formaban parte de una poblacion global de pacientes
pediatricos y en ningun momento hacen referencia a la cantidad de
sangre extraida en este subgrupo. Muy recientemente se ha publicado
un estudio de perfiles de expresion gendémica realizado
exclusivamente en recién nacidos en el que refieren utilizar 0.4-0.5 ml
de sangre total, obteniendo valores de RIN similares a los obtenidos
en las muestras del presente trabajo, pero que fueron procesadas

inmediatamente tras la extraccion™.

Algunos autores promulgan el uso de células mononucleares de la

sangre periférica (PBMCs)***

para la obtencion de ARN, en lugar de
muestras de sangre total con el fin de caracterizar mejor las diferencias
en las poblaciones de la serie blanca®. Sin embargo, los perfiles de
expresion a partir de sangre total tienen el potencial de aportar una
vision mas general sin perder informacion transcriptomica
biologicamente relevante procedente de células no incluidas en los

PBMCs, como los neutréfilos que juegan un papel tan importante en

la sepsis. EI ARN se extrajo de sangre total, lo que tiene la ventaja de
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una estabilizacién rapida de los &cidos nucleicos, facilita su uso en
estudios clinicos y su uso ha sido ampliamente validado con un

potencial futuro en el diagnéstico rapido**®**.

Las muestras se procesaron para evitar sesgos de manera conjunta por
la misma persona en 2 fases, la primera para la cohorte inicial y la

segunda para la cohorte de validacion.

Utilidad de los perfiles de expresion gendémica

La identificacion de los diferentes perfiles de expresion genémica del
huésped frente a la infeccion, ha demostrado ofrecer nuevos
marcadores no sélo diagndsticos sino también pronosticos y de
gravedad de la enfermedad en nifios y adultos con shock séptico™ "%,
Estos estudios, de forma global muestran patrones que evidencian una
sobreexpresion de los genes que codifican PRRs con una activacion de
las rutas de sefializacion no sélo de reconocimiento del patégeno sino
también de la trascripcion: NF-kB, MAPK vy la proteina activadora de
la transcripcion (STAT)'™. En uno de los estudios de perfiles de
expresion gendmica como herramientas de diagnostico de infeccién en

poblacion pediatrica mas ambiciosos y mejor disefiados, el Dr. Ramilo

y sus colaboradores identificaron 137 genes que permiten discriminar
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entre nifios con neumonias bacterianas y viricas, e incluso entre

d121

diferentes tipos de bacterias, con un 95% de especificida (figura

47), validando los resultados con PCR cuantitativa.

~ 8. pneumoniae
Senal

mixta S. aureus

a0

Influenza A

Genes
Neutrofilos

sauab 2¢|

38 muestras

Figura 47. Perfiles de expresion genética en pacientes pediatricos
con neumonia ' (reproducida con permiso). Cada columna
representa una muestra de un paciente y cada linea un gen. Se
identificaron cuatro perfiles de expresion: controles sanos (negro) se
distinguen facilmente de los nifios con infecciones agudas. Pacientes
con infeccion grave por Influenza A (verde) que mostré un aumento
de la expresion de genes de interferon-inducible, infecciones
bacterianas por S.aureus (rojo) y S.pneumoniae (violeta), que
mostraron sobreexpresion de genes asociados a los neutréfilos. Tres
muestras del grupo de Influenza A y una del de S.aureus, presentaron
un cuarto perfil (marcado con *) que combina elementos de los
previos sugiriendo la posibilidad de una co-infeccién por patdégenos
viricos y bacterianos.
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Pese a su enorme potencial diagnéstico, hasta el momento no se
habian realizado estudios de este tipo exclusivamente en neonatos
prematuros de muy bajo peso. La inmadurez del sistema inmune de
los RNMBP indudablemente influye en la respuesta transcriptémica a
la infeccion, lo cual podria parcialmente explicar las diferencias
observadas en la cohorte de prematuros con sepsis incluida en el
presente estudio en comparacion con las publicadas en adultos y nifios
més mayores'?. Se han realizado estudios de perfiles de expresion
gendmica in vitro que evalGan la respuesta inmune tras la inyeccion de
LPS en células mononucleares de cordon umbilical frente a sangre
periférica de adultos. Se encontraron diferencias de expresion en mas
de 100 genes ademas de 5 genes que mostraron una interaccion
significativa entre el tipo celular y la estimulacién con LPS'?. Esto
podria explicar las diferencias en clinica tan agresiva y fulminante de
la sepsis por bacterias Gram negativas en neonatos respecto a

pacientes adultos.

Por todo esto, no debemos extrapolar los datos obtenidos en adultos y
en los nifios mayores a los RNMBP, ya que se trata de poblaciones

con una respuesta inmune completamente distinta.
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Genes y rutas que distinguen sepsis de controles

En este estudio se observan diferencias entre los perfiles de expresién
gendmica de RNMBP con sepsis comparados con controles no
infectados™*. Es mas, hemos encontrado funciones moleculares y
procesos bioldgicos con importantes diferencias de expresion entre los
neonatos infectados por bacterias Gram positivas y los infectados por
Gram negativos. La sobreexpresion de las vias del TNF condiciona

44, 118, 124

una expresion diferencial de citoquinas , que ha demostrado

tener un papel importante en la sepsis.

Sin embargo, las diferencias en cuanto a las rutas inflamatorias
parecen menos  consistentes.  Mientras  algunos  estudios,
principalmente los realizados en poblacion pediatrica, muestran una
sobreexpresién precoz y transitoria de los mediadores pro-
inflamatorios o patrones mixtos con mediadores pro vy

120, 125

antiinflamatorios , otros estudios evidencian un predominio de la

sobreexpresion de genes antiinflamatorios*** %,

En nuestro estudio los procesos bioldgicos mas significativamente
expresados en pacientes septicos son los relacionados con la repuesta

inmune innata y la respuesta inflamatoria y en cuanto a las funciones
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moleculares, el receptor de las células T y las citoquinas, de acuerdo
con datos publicados en otras poblaciones™® 22, En estos estudios,
recién nacidos a término con sepsis mostraron una menor expresion de
receptor de las células B y de los genes relacionados con TREM y NF-
kB en comparacion con lactantes y nifios mayores con shock séptico.
En nuestro trabajo, el receptor de las células T también se encontrd
infraexpresado, mientras que el NF-kB estaba sobreexpresado. Estas
diferencias podrian explicarse parcialmente por la baja edad
gestacional de nuestros pacientes, y por el hecho de que hemos
comparado RNMBP con sepsis con RNMBP controles no infectados,
mientras que los autores del estudio previo usaron para las
comparaciones grupos de nifios con distintas edades con shock

séptico.

Los genes con mayor valor predictivo y con una mayor significacion
desde un punto de vista estadistico y biologico fueron: MMPS,
CD177, OLFM4, GSTM1, HP, LCN2, CEACAM1, GPR34,
ANKRD22. Estos resultados estan en consonancia con los hallazgos
de Wynn en una cohorte de recién nacidos (a término y pretérmino)

con sospecha de sepsis, que muestra entre los 10 genes mas
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significativamente sobre-expresados 4 de los genes descritos en el

presente trabajo: MMP8, OLFM4, ANKRD22, GPR84'™.

MMP8: Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase)

La familia de las metalopeptidasas de la matriz (MMP) esta implicada
en procesos de degradacion de la matriz extracelular y
remodelamiento de un importante nimero de tejidos, y se asocian a
patologias como la artritis o las metéstasis. La mayor parte de las
MMP son secretadas como proproteinas inactivas y son activadas al
ser adheridas por proteinasas extracelulares. En el caso de la MMP8,
también conocida como colagenasa-2, el enzima que codificado se
almacena en granulos en los neutrofilos y es activado por escision
autolitica. Se encarga de degradar los colagenos tipo I, Il 'y I, a
macroglobulina, oy inhibidor de la proteinasa, Clg, fibrindgeno y
sustancia P %, activando a los PMN para iniciar la respuesta

inflamatoria inicial y promover la respuesta tisular'®’.

Se ha demostrado que las MMP’s estan reguladas al alza durante las
infecciones, especialmente en aquellas causadas por gérmenes Gram
negativos a través del estimulo de LPS y de las citoquinas

proinflamatorias, que producen un aumento en la expresion de
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MMP8, lo que confirma su importante papel en la patogénesis de la

endotoxemia.

La MMP8 fue uno de los genes con mayor sobreexpresion en los
RNMBP con sepsis bacteriana. Estos datos estdn concordancia con

estudios previos, en nifios con shock séptico™

, 'Y en adultos con
neumonia*®®, Es mas, el uso de inhibidores de las MMP’s, tanto
genéticos como farmacoldgicos, confiere proteccion contra el shock
séptico in vitro y en modelos animales’®, aumentando

significativamente las tasas de supervivencia'® y pudiendo constituir

en un futuro cercano una relevante alternativa terapéutica.

CD 177: CD177 molecule

El gen mas significativamente sobreexpresado en RNMBP con sepsis
comparados con los controles fue el CD177, también conocido como
HNA-2a y NBL1. Se trata de una glicoproteina de superficie celular
unida a glicosil-fosfatidil-inositol  (GPI) que se expresa
selectivamente en los neutrofilos. Fue descrita por primera vez en un
caso de neutropenia neonatal aloinmune®®!. Posteriormente se ha
identificado en otros trastornos hematol6gicos como trombopenias o

enfermedades mieloproliferativas'****
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aumentada en individuos con infecciones bacterianas severas™®; sin
embargo, esta es la primera vez que se describe como biomarcador de
sepsis neonatal. Aunque no se conoce su funcién exacta se ha
identificado su unidén a moléculas de adhesion celular como platelet
endothelial cell adhesion molecule-1 (PEACAM-1), participando en la
migracion de neutrofilos con una funcién granulocito especifica,
contribuyendo con su sobreexpresion a la activacion de los

neutrofilos y por tanto a la respuesta inmune innata™’.

OLFM4: Olfactomedin 4

Este gen se clono originariamente a partir de mieloblastos humanos y
se expresa selectivamente en el epitelio del colon inflamado. La
proteina que codifica es una glucoproteina de la matriz extracelular
que facilita la adhesion celular. Su funcién exacta es desconocida.
Algunos trabajos indican que actia como factor antiapoptético
promoviendo el crecimiento tumoral™®. Mientras que en otros estudios
parece actuar como un importante regulador negativo de la actividad
bactericida de los neutréfilos a nivel intestinal, regulando la respuesta
inmune innata mediante la inhibicién de la produccién de citoquinas y

la actividad del NK-kB mediada por NOD1 y NOD2™ %,
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GSTM1: Glutathione S-transferase mu 1

Este gen codifica una glutation S-transferasa que pertenece a la clase
mu, que es una de las 8 isoformas de glutation S-transferasa que se
han descrito. Se encarga de la detoxificacion de componentes
electrofilicos como carcingenos, farmacos, toxinas ambientales y
productos de estrés oxidativo mediante la conjugacién con Glutation.
Variaciones  genéticas en GSTM1 pueden  condicionar
susceptibilidades individuales a carcindgenos asi como afectar la
toxicidad o la eficacia de ciertos farmacos. Es mas, mutaciones del
GSTML1 que se traducen en ausencia de transcripcion a ARN o de
traduccion a una proteina, se han relacionado con aumento de
infecciones bacterianas severas en nifios con leucemia linfoblastica
aguda™®°.

En estudios previos de nuestro grupo, hemos podido comprobar c6mo
en la transicion fetal neonatal, especialmente si hay suplementacién de
oxigeno y generacion de un importante estrés oxidativo, se produce
una activacion de la Glutation-S-transferasa que facilita la reduccion
de GSSG a GSH . Por lo tanto, existe una capacidad de respuesta de

los enzimas antioxidantes y en concreto de GSH-S-Tr frente a la

agresion oxidativa.
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En el caso de infecciones, especialmente bacterianas, se generan
especies reactivas (ROS y NOS) por parte de polimorfonucleares y
macrdofagos con liberacion de peroxido de hidrégeno y écido
hipoclérico. En estas circunstancias pro-oxidantes se consumen
importantes cantidades de GSH que se transforma en glutation
sulfonamida (GSA) 2. Hemos podido comprobar en nuestros
estudios, que GSA se produce abundantemente en la neumonia
asociada al respirador reflejando un aflujo de macréfagos al pulmén,
gue se evidencian en el analisis del fluido obtenido con el lavado
broncoalveolar *. Por lo tanto, nuestros hallazgos demuestran que la
activacién de las enzimas antioxidantes capaces de reducir el GSSG a
GSH vy establecer el estado redox intracelular son una respuesta precoz
a la infeccién y podrian utilizarse como marcador de septicemia en el

prematuro con sepsis.

HP: Haptoglobin

Este gen codifica una pre-proteina, que se procesa para producir
cadenas alfa y beta, que posteriormente se combinan como un
tetrdmero para producir haptoglobina. La haptoglobina es una proteina
plasmatica que se une a la hemoglobina libre en plasma y permite por

una parte que los enzimas degradantes puedan acceder a ella, mientras
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que a la vez previene la pérdida de hierro a través del rifion
protegiéndolo del dafio de la hemoglobina. Este gen se ha relacionado
con la nefropatia diabética cardiopatia isquémica en la diabetes tipo 1,
enfermedad de Crohn, colangitis esclerosante primaria o enfermedad
de Parkinson. Actlla como reactante de fase aguda y mediador de la
respuesta inflamatoria, ya que induce la produccién de IL6 jugando un
importante papel en el equilibrio entre las poblaciones de linfocitos

Thyy Th**.

LCN2: lipocalin 2

También se conoce como NGAL: neutrophil gelatinase-associated
lipocalin. Los ligandos de la LCN2 son los sider6foros férricos
bacterianos. En ausencia de hierro soluble, los microorganismos
generan sider6foros, que constituyen los quelantes de hierro mas
fuertes que se conocen y permiten a las bacterias absorber el hierro
que precisan para su crecimiento. La unién de los sider6foros a la
LCN2 priva a las bacterias de hierro, de manera que actlia como una
proteina bacteriostéatica™*.

La expresion de LCN2 es inducida por LPS y TNF-a a través de la via
del NF-xB tras el estimulo desencadenado por la produccion de

citoquinas proinflamatorias. Se almacena en granulos especificos de
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los neutréfilos y es exocitada cuando éstos migran al lugar de la
infeccion****’. En modelos animales ha demostrado proteger frente a

la infeccion por E. coli'®.

CEACAML1: carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 1 (biliary glycoprotein)

Este gen codifica a un miembro de la familia del antigeno
carcinoembrionario (CEA) que pertenece a la superfamilia de las
immunoglobulinas. La proteina que traduce fue descrita
originariamente en los conductos biliares como una glicoproteina
biliar. Actla como molécula de adhesién celular en leucocitos,
epitelio y endotelio. Participa en la angiogénesis, apoptosis, supresion
tumoral, metastasis y en la modulacion de la respuesta inmune innata
y adaptativa. La activacion de las células T por parte de citoquinas
como IL2, IL7 e IL15 genera una sobreexpresion de CEACAML1 que
persiste varios dias. Esta union del CEACAML1 a las células T induce
posteriormente una cascada que conduce a la supresion de la
produccion y proliferacion de células T por parte de las citoquinas™®.
Esta regulacion al alza del CEACAML en las células T medido por
citometria de flujo se ha confirmado en el shock séptico en nifios y en

una pequefia muestra de RNMBP con sepsis*®.
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GPR84: G protein-coupled receptor 84

Este gen codifica una superfamilia de 7 receptores transmembrana
cuyas funciones y regulacion no estan bien establecidas. Su expresion
parece inducirse por endotoxinas mediadas parcialmente por

citoquinas proinflamatorias, TNF e IL1™".

ANKRD22: ankyrin repeat domain 22
Este gen codifica una proteina transmembrana sin funcién biol6gica

conocida.

Modelo predictivo

Con el fin de trasladar nuestros resultados a la préactica clinica
habitual, se gener6 un modelo predictivo utilizando un método
estadistico supervisado conocido como regresion de minimos
cuadrados parciales con analisis discriminante (PLS-DA) que permite
identificar las variables responsables de la discriminacion entre las dos
clases (sepsis y controles) y clasificar el estado de futuros pacientes a
partir del analisis de muestras bioldgicas. EI modelo obtenido present6
un bajo error de clasificacion y un area bajo la curva ROC cercana al
1, con un namero de genes, 9, relativamente pequefio como para poder

ser utilizado como kit diagnostico en la préctica clinica.
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Validacion

Hemos validado nuestros resultados utilizando 3 estrategias diferentes,
coincidiendo las 3 aproximaciones en la consistencia de los mismos.
Por una parte utilizamos el método de validacién ideal utilizando una
cohorte de pacientes independiente, con variables clinicas y
demogréaficas similares a la cohorte inicial. Aplicando el modelo
predictivo sobre esta cohorte, sélo en uno de los casos la clasificacion
fue dudosa, en el resto las muestras se agruparon perfectamente en su
categoria. Por otra parte, en el estudio transcriptémico se utilizaron
herramientas estadisticas muy restrictivas y estrategias como el FDR
para corregir por las multiples comparaciones. Finalmente, los genes
del modelo predictivo con mayor significacion estadistica y funcional

fueron validados por RT-PCR.

Estudio diferencial segin el germen causal de la sepsis
Es més, los perfiles de expresion gendémica han sido capaces de
distinguir infecciones agudas causadas por virus, bacterias Gram

positivas y Gram negativaslzl, 152-153.

Nuestros datos muestran que la respuesta inmune del huésped basada

en los perfiles de expresiébn gendmica es diferente entre nifios
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infectados por bacterias Gram positivas y los infectados por bacterias
Gram negativas; de acuerdo con los datos previamente publicados por

|153

Ramilo et al'®, Feezor et al"® y Yu et al™. Al contrario que Tang et

al™ que no encontraron diferencias significativas en adultos
criticamente enfermos. EI Unico estudio en recién nacidos que hace
referencia al origen de la sepsis es el recientemente publicado por

3 que encuentra diferencias en los perfiles de expresion

Wynn
genodmica entre las sepsis precoces y las tardias. Hay que tener en
cuenta que las sepsis precoces suelen ser de origen vertical, y por
tanto producidas con mas frecuencia por bacterias Gram negativos, y
las tardias suelen ser nosocomiales producidas por bacterias Gram

positivas. Sin embargo, los autores no mencionan en ningln momento

los microorganismos causantes de las sepsis.

No obstante, hay que tener precaucion en la interpretacion de estos
datos dada la escasa muestra de nifios con sepsis por Gram negativos,
y siempre teniendo en cuenta que este es un hallazgo secundario y que
el objetivo principal del trabajo, y por tanto el disefio del estudio, no
estaba orientado a profundizar en las diferencias de los perfiles de

expresion gendmica segun el germen causal de la sepsis.
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Estudio sepsis clinicas

Como parte de los objetivos secundarios se analizaron las sepsis
clinicas; es decir aquellas en las que no se aislo ningin germen en el
hemocultivo. Tal y como supusimos en el disefio del estudio, no todas
las sepsis clinicas se comportaron desde un punto de vista
transcriptomico como las microbioldgicas. De hecho, Unicamente la
mitad de ellas se agruparon con las sepsis en el modelo predictivo,
mientras que el resto fueron mucho mas similares a los controles.
Estas diferencias también se han observado en otros estudios, que a
pesar de encontrar genes comunes en sepsis clinicas y confirmadas
microbioldgicamente (como la MMP8), observaron diferencias hasta

en el 60% de los genes maés significativos™>.

Aplicabilidad y relevancia

Las septicemias y meningitis en el periodo neonatal y, especialmente,
en el recién nacido prematuro, constituyen una de las causas de
mortalidad y morbilidad mas importantes en el momento actual. Es
mas, en las Gltimas décadas, apenas se han producido avances
significativos en su diagndstico y tratamiento. La utilizacion de esta
nueva metodologia propuesta y que nunca anteriormente habia sido

aplicada en neonatologia, nos permite evaluar mejor la respuesta
211



DISCUSION Y DESARROLLO ARGUMENTAL

inmune de los recién nacidos ante una agresion infecciosa. Utilizando
los genes candidatos podriamos disefiar un test diagndstico en un
pequefio  biochip, 'y asi disponer de una herramienta
extraordinariamente eficaz en el diagndstico de la sepsis neonatal que
diferenciara con mayor precision aquellos neonatos infectados de los
gue no lo estan con un tiempo de respuesta operativo. La consecuencia
seria la utilizacion mas precoz de combinaciones antibidticas mas
eficaces en aquellos pacientes infectados disminuyendo la morbilidad
y mortalidad de los mismos. Asimismo, se evitaria el uso
indiscriminado de antibidticos en aquellos pacientes que no estuviesen
infectados evitando los efectos indeseables de los mismos
(infecciones fungicas; alteraciones de la microbiota) y el coste
derivado de la realizacion de analiticas innecesarias y prolongacion de

la estancia hospitalaria.

En definitiva, el presente estudio aporta informacién sobre la utilidad
y la aplicabilidad de los perfiles de expresion gendémica en el
diagndstico de la sepsis bacteriana en los RNMBP. A partir de un
enfoque traslacional y dirigido exclusivamente a la sepsis en RNMBP,
nuestro estudio confirma y amplia los resultados obtenidos por otros

grupos en pacientes adultos y pediatricos. Es més, la posibilidad de
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utilizar un biochip que nos permitiera distinguir el tipo de germen
causal de la sepsis, seria de una gran trascendencia clinica, puesto que
podriamos indicar antibidticos con un espectro mas dirigido y con ello
mejorar el pronostico y reducir las resistencias antibidticas. Esta
aplicacion de los resultados obtenidos precisa de méas estudios para
validar el uso clinico generalizado de los genes candidatos. Con todo
esto, en un futuro esperemos que no muy lejano, podriamos mejorar

considerablemente el diagndstico y el manejo de la sepsis neonatal.
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CONCLUSIONES

1. Genome-wide expression profiles are described for the first time in
very low birth weight infants with proven bacterial sepsis. Our results
suggest that Genome-wide expression profiles could be used to early

discriminate septic newborn infants from non-septic ones.

2. We were able to reduce to 0.5 mL the whole blood volume needed
for Genome-wide expression profiles rendering it more suitable for

the newborn period.

3. The most significant over-expressed genes in septic patients
compared with controls were related to innate immune and
inflammatory responses: MMP8, CD177, OLFM4, GSTM1, HP,
LCN2, CEACAM1, GPR84, ANKRD22. Moreover, over-expressed
TNF-a network included differentially expressed cytokines that play

an important role in sepsis.

4. We found that the host immune response assessed using gene

expression patterns may be different in neonates infected with Gram

positive versus Gram negative bacteria.
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5. Our study provides an initial insight to the applicability of Genome-
wide expression profiles for the diagnosis of bacterial sepsis in
preterm infants using a translational approach. Specific candidate
genes could be used for the diagnosis and management of neonatal

sepsis.

218



CONCLUSIONES

1. En este estudio se describen, por primera vez, los perfiles de
expresion gendémica en recién nacidos de muy bajo peso con sepsis
bacterianas. Nuestros resultados sugieren que los perfiles
transcriptomicos se podrian utilizar como marcadores precoces que
pudieran distinguir a los recién nacidos infectados de los que o lo

estan.

2. Hemos sido capaces de reducir a 0,5 ml el volumen total de sangre
necesario para obtener los perfiles de expresion gendmica,

haciéndolos més aptos para el uso en el periodo neonatal.

3. Los genes que estuvieron mas significativamente sobreexpresados
en los pacientes con sepsis comparados con los controles estuvieron
relacionados con las respuestas inmune innata e inflamatoria: MMP8,
CD177, OLFM4, GSTM1, HP, LCN2, CEACAM1, GPR84,
ANKRD22. Es mas, la sobreexpresion de la ruta del TNF-a incluy6
distintas citoquinas que podrian jugar un importante papel en la

sepsis.

4. La respuesta inmune del huésped segun los perfiles de expresion

gendmica podria ser diferente en recién nacidos infectados por
219



CONCLUSIONES

bacterias Gram positivas con respecto a los infectados por bacterias

Gram negativas.

5. Nuestro estudio proporciona una visién inicial de la aplicabilidad de
los perfiles de expresion gendmica en el diagnéstico de la sepsis
bacteriana en los recién nacidos prematuros utilizando un abordaje
traslacional. Los genes candidatos obtenidos podrian ser Utiles para el

diagndstico y manejo de la sepsis neonatal.
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VIII. 1. APROBACION DEL COMITE ETICO Y
CONSENTIMIENTO INFORMADO
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D. José Vte. Castell Ripoll, Presidente de la Comisién de Investigacion del Hospital
Universitario La Fe de Valencia,

INFORMA:

Que el Proyecto de Investigacién titulado: “Perfiles de expresion genética: nuevo enfoque
diagnostico para la sepsis en recien nacidos menores de 1500 gramos” que presenta el/la
Dr./Dra. Maximo Vento Torres del Servicio de Neonatologia del Hospital La Fe de Valencia,
contiene elementos objetivos suficientes en cuanto a la Hipétesis, Planteamientos y Plan de
Trabajo que, a juicio de esta Comisién, permiten pronunciarse posulv mente en cuanto a

su viabilidad.
“\»F‘ ’luﬁf N
Valerfc'\:mewayz de 2011.
Comision de | igacion. Escuela de Enfermeria — despacho 619.- Hospital Universitario La Fe.

Avda. Campanar, 21. 46009-Valencia. Spain
Tel.: (+34) 96 1973313; Fax: (+34) 96 3494416. e-mail: cominvest_lafe @gva.es
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PERFILES DE EXPRESION GENOMICA: NUEVO ENFOQUE DIAGNOSTICO La Fe

PARA LA SEPSIS EN RECIEN NACIDOS MENORES DE 1500 GRAMOS “Emz‘lﬂsfgtm

HOJA INFORMATIVA AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: PERFILES DE EXPRESION GENOMICA: NUEVO
ENFOQUE DIAGNOSTICO PARA LA SEPSIS EN MENORES DE 1500 GRAMOS.
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Maria Cernada Badia. Pediatra, Servicio de
Neonatologia. Hospital Universitario La Fe.

mariacernada(@ gmail.com

CENTRO: Hospital Universitario La Fe.

1. INTRODUCCION

Nos dirigimos a Ud. para mformarle sobre un estudio, aprobado por el Comité
Etico de Investigaciéon Biomédica del Hospital Universitario La Fe de Valencia, en el
que a su hijo/a se le invita a participar.

Nuestra intencion es tan solo que usted. reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar, si quiere que su hijo/a participe o no en este
estudio.

Para ello le tuego lea esta hoja informativa con atencion, pudiendo consultar con
las personas que considere oportuno, quedando a su disposicién para aclararle las dudas
que pudieran surgirle.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que la participacién de su hijo/a en este estudio es voluntaria, v que
puede decidir no participar, o cambiar su decisién vy refirar su consentimiento en
cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni produzea
perjuicio alguno en su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se trata de un trabajo de investigacion dirigido a recién nacidos con peso inferior
a los 1500 gramos, con sospecha de presentar infeccion. Los recién nacidos prematuros
o con muy bajo peso tienen mas riesgo de infectarse por su inmadurez y por los
procedimientos a los que son sometidos durante su estancia hospitalaria. Estos nifios,
por el hecho de haber nacido antes de tiempo, no presentan un sistema inmune
totalmente desarrollado, y en el momento actual desconocemos como se comporta ante
la presencia de agentes imfecciosos. Los métodos de los que disponemos para
diagnosticarlos no son suficientemente sensibles en estos nifios, por lo que en muchas
ocasiones nos basamos en las manifestaciones clinicas, y ante la mas minima duda,
iniciamos tratamiento antibiodtico sin tener la absoluta certeza que haya una infeccion
activa.
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El objetivo de este trabajo es conocer cémo se comporta el sistema inmune del
recién nacido de bajo peso v analizar si la expresidn de los genes podria ser una
herramienta diagnostica mas fiable que las que se utilizan en la actualidad.

Para ello se estudiard a los recién nacidos menores de 1 mes y con un peso al
nacimiento inferior a los 1500 gramos, que presenten signos de infeccidn.
Aprovechando otra extraccion, v sin que sea necesario un pinchazo adicional, se
extraeran 0.2 mililitros de sangre que se utilizardn para analizar la expresidn genética.
Se trata de un analisis no de los genes en si mismos sino de como se modifica su
expresion en funcién de si los niflos estan infectados o no.

El estudio tiene una duracién de tres afios. Durante este tiempo se iran incluyendo
pacientes y se seguird su evolucién clinica. Si los resultados asi lo aconsejan, podria
existir una prolongacién temporal todavia por definir.

El paciente incluido en el estudio no precisara ninguna visita extraordinaria al hospital.
El protocolo de trabajo se basa en la inclusién de unos 100 pacientes, todos ellos
menores de 1 mes de vida y con peso al nacimiento inferior a 1500 gramos. durante el
tiempo que permanezca abierto el estudio.

En ningtin caso la inclusion en el estudio supondra variaciéon alguna en cuanto al
tratamiento o seguimiento de los pacientes.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN
EL ESTUDIO.

La participacion en el estudio no supone ninguna modificacion de tratamiento ni de
seguimiento; por lo que los pacientes incluidos no afrontaran ningin peligro adicional
para su salud. La uinica diferencia entre los pacientes incluidos v no incluidos en el
estudio, es que los primeros se extraerd, aprovechando otra extraccioén, una cantidad
adicional de 0°2 mulilitros de sangre.

El proyecto persigue un mayor conocimiento de la respuesta del sistema inmune de los
recién nacidos menores de 1500 gramos a la infeccion. No se estudiaran los genes
directamente, sino la forma en la que estos genes se expresan. Los pacientes incluidos
no obtendran un beneficio directo de los resultados de este estudio. No obstante, podran
conocer como responde su sistema inmune a la infeccién; ademas de colaborar con el
progreso cientifico en este campo, contribuyendo al beneficio de otros pacientes en su
misma situacion.

El estudio podra incluir a todos los recién nacidos menores de 1500 gramos menores de
1 mes de vida, que presenten signos de infeccidn, y no tengan enfermedades
subyacentes que pudieran afectar a normal la respuesta inmunolégica.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS

Como se ha comentado en apartados anteriores, los pacientes incluidos
no recibiran ningin tipo de tratamiento por el hecho de estar incluidos en el estudio.
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6. CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgénica 15/99 de 13 de
diciembre de proteccién de datos de caracter personal.

De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacidn, oposicién y cancelacion de datos, para lo cual se
debera dirigir a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un c6digo, siguiendo
un mecanismo de disociacion de modo que sélo el médico responsable del registro (Dra.
Maria Cernada Badia) podra relacionar dichos datos con Usted y con su historia clinica.
Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo caso de urgencia
médica o requerimiento legal.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio /
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espanola del Medicamento y Productos
Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion Clinica v personal autorizado por el
promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio,
pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion
vigente en nuestro pais.

La entrega de muestras genéticas no tiene caracter de propiedad permanente, por lo que
la donacion esta limitada a los objetivos del estudio, durante un tiempo maximo de 4
afios, durante el cual el promotor tendra la oportunidad y ventaja de realizar el estudio
sobre dichas muestras con exclusividad y sin competencias; asi como desarrollar tantas
patentes como pueda vy le sean autorizadas.

Transcurrido este tiempo:

- Los datos de la informacion genética derivados del estudio deben ser publicos y/o
podran ser facilmente consultados.

- El material gendmico dejara ser propiedad del promotor y el destino del mismo
debe ser decidido y/o regulado por los Organismos Gubernamentales del pais de
procedencia de las muestras, o en su caso, ser destruido.

- Bajo ningin concepto y en ningin momento las muestras seran motivo de lucro

directo, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios
sobre los mismos.
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NORMATIVA INTERNA QUE REGULA LOS ESTUDIOS GENETICOS

ASPECTOS GENERALES QUE DEBEN SER CONSIDERADOS

Este CEIC entiende que la entrega de este tipo de muestras no tiene caracter de
propiedad permanente, que la donacion debe estar limitada a unos objetivos claros v
concretos, a un tiempo de estudio razonable (no superior a los 6 afios) durante el cual el
promotor tendra la oportunidad y ventaja de realizar el estudio sobre dichas muestras
con exclusividad y sin competencias; asi como desarrollar tantas patentes como pueda y
le sean autorizadas.

Transcurrido este tiempo:

- Los datos de la informacion genética derivados del estudio deben ser piiblicos y/o
podran ser facilmente consultados.

- El material gendmico dejara ser propiedad del promotor y el destino del mismo
debe ser decidido y/o regulado por los Organismos Gubernamentales del pais de
procedencia de las muestras, o en su caso, ser destruido.

- Bajo ningiin concepto v en ninglin momento las muestras serdan motivo de lucro

directo, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios
sobre los mismos.

Todo lo anteriormente expuesto debe ser recogido en los protocolos de ensayos clinicos
v en la hoja de informacién al paciente.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA REPRESENTANTE LEGAL

Titulo del estudio: PERFILES DE EXPRESION GENOMICA: NUEVO ENFOQUE
DIAGNOSTICO PARA LA SEPSIS EN RECIEN NACIDOS MENORES DE 1500
GRAMOS

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con

Comprendo que su participacion es voluntaria.
Comprendo que puede retirarse del estudio:

e Cuando quiera.

e Sin tener que dar explicaciones.

e Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Y presto mi conformidad con que ... participe en el
estudio.

Fecha: .o

Firma del representante: .............cccoooiiiiiiiniiie e

Firma del mvestigador: ...
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VIIl. 2. LISTADO DE GENES SIGNIFICATIVOS QUE
DIFERENCIAN SEPSIS DE CONTROLES

Gene Fold

Matrix met_allopeptldase 8 MMP8 208 x 10 7.34
(neutrophil collagenase)

Olfactomedin 4 OLFM4 2,08 x10° 7,11
CD177 molecule CD177 7,63x10° 6,80
Ankyrin repeat domain 22 ANKRD22 3,11 x10° 6,41
CD177 molecule CD177 2,29 x 10°® 5,61

G protein-coupled receptor 84 GPR84 2,81 x107 5,13
Haptoglobin HP 820x10° 417

Carcinoembryonic antigen-

6
related cell adhesion molecule 1 CEACAMI | 2.03x 10 3,79

Lipocalin 2 LCN2 474x10° 355
Interleukin 1 receptor, type Il IL1R2 4,31 x10° 3,40
C-type lectin domain family 4,

CLEC4D  2,10x10* 3,39
member D

Matrix metallopeptidase 9
(gelatinase B, 92kDa gelatinase)
Transcobalamin | (vitamin B12

binding protein)

MMP9 4,84 x 10™ 3,38

TCN1 2,19 x 10™ 3,32

Interleukin 18 receptor 1 IL18R1 3,65x 107 3,15
6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6- PFKFB2 1,70x10° 3,10
biphosphatase 2
Glycogenin 1 GYG1 4,04x10° 3,00

SAM domain, SH3 domain and
nuclear localization signals 1
Complement component 3a

SAMSN1  1,34x10° 2,86

C3AR1 9,22 x 10° 2,84

receptor 1
BMX non-rk?ﬁzps)(teor tyrosine BMX 517 x 10° 2,63
Solute carrier faénily 26, member SLC26A8 2,02 x 10* 2,63
Vanin 1 VNN1 7,67 x10* 2,62

N-terminal EF-hand calcium
binding protein 1

Interleukin 1 receptor antagonist ILIRN 1,38 x 10™ 2,58
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Gene Fold

Resistin RETN 1,32x10° 2,55
C-type lectin domain family 5,
member A
UDP-glucose ceramide
glucosyltransferase
Family with sequence similarity
20, member A
Proline-serine-threonine
phosphatase interacting protein 2
UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3N-
acetylglucosaminyltransferase 5
Chromosome 19 open reading
frame 59
TRAF-interacting protein with
forkhead-associated domain
6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6- PFKFB3 1,13 x 10® 2,33
biphosphatase
Egf-like module containing,

CLEC5A  250x10" 2,53

UGCG 3,82x10° 2,46
FAM20A  217x10° 245
PSTPIP2  371x10° 241
B3GNT5  547x10° 240
C190rf59  1,75x10* 2,39

TIFA 4,19 x 10* 2,37

mucin-like, hormone receptor- EMR1 5,02 x 10™ 2,31
like 1

Fc fragment of IgA, receptor for FCAR 1,07 x 10™ 2,29

Amphiregulin AREG 1,09 x 10 2,28

Phospholipid scramblase 1 PLSCR1  4,80x10* 2,25

ATPase, class 11, type 9A ATP9A 1,86 x 10 2,23

Proteoglycan 3 pseudogene SLED1 2,85x 10 2,22

G protein-coupled receptor 97 GPR97 4,54 x 10™ 2,18

Dehydrogenase/reductase (SDR
family) member 9
Peptidyl arginine deiminase, type
\Y}

TBC1 domain family, member 8
(with GRAM domain)
Membrane-spanning 4-domains,
subfamily A, member 4

Glutathione S-transferase mu 1 GSTM1 3,19 x 10™ 2,12
Sortilin 1 SORT1 3,46 x 10™ 2,11

Solute carrier family 1 (glial high
affinity glutamate transport)

DHRS9 7,84 x10° 2,18
PADI4 2,19 x 10™ 2,17
TBC1DS8 1,30 x 10 2,17

MS4A4A 2,18 x 10™ 2,15

SLC1A3 5,91 x 107 2,10
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Gene Fold

Tumo_r necrosis factpr, alpha- TNFAIP3 356 x 10 2.10
induced protein 3

BCL2-related protein Al BCL2A1  3,85x10* 2,10
S100 caIC|umAbl|£1d|ng protein S100A12 3,44 x 10° 2,09
Suppressor of c;;tokme signaling SOCS3 1,58 x 10° 2,06
Feline leukemia virus subgroup
C cellular receptor family, FLVCR2 5,11 x 10 2,06
member 2

Ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 7

Tribbles homolog 1 (Drosophila) TRIB1 6,33 x 10°® 2,03

NOP2/Sun domain family,
member 7

Heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A 1,33x10° 1,99
Heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A 1,31 x 10° 1,99

Calcium channel, voltage-
dependent, R type, alpha 1E CACNALE 6,90x10° 1,98

ENTPD7 6,66 x 10™ 2,06

NSUNY7 3,66 x 10 2,01

subunit
Heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B  2,30x10° 1,98
Heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B 2,30x10° 1,98
Heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B 2,84 x10° 1,97

Arachidonate 5-lipoxygenase-
activating protein
Intercellular adhesion molecule 1 ICAM1 3,82x10* 1,94
Potassium voltage-gated channel,
Isk-related family, member 1

ALOX5AP 573 x10™ 1,96

KCNE1 1,52 x 10 1,94

Protein S (alpha) PROS1 7,74 x10° 1,94
Chromosome 6 open reading C6orfl50 4,76 x 10 1.94
frame 150

V-ets erythroblastosis virus E26

; ETS2 2,07x10* 1,93
oncogene homolog 2 (avian)

Flotillin 1 FLOT1 2,40 x 10°® 1,93
Flotillin 1 FLOT1 240x10° 1,93
Flotillin 1 FLOT1 2,40 x 10°® 1,93
FK506 binding protein 5 FKBP5 9,35 x 10° 1,92
Free fatty acid receptor 3 FFAR3 1,63 x10* 1,92
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Gene Fold

CD63 molecule CD63 3,22 x10° 1,01

S100 calcium binding protein P S100P 5,74 x 10 1,89

Leucine-rich alpha-2-
glycoprotein 1

Multiple C2 domains,

LRG1 511x10™* 1,87

MCTP2 3,80 x 10™ 1,86

transmembrane
B-cell CLL/lymphoma 3 BCL3 2,06 x 10°® 1,86
Klotho KL 448x10° 1,85
Growth factor (eceptor—bound GRB10 7,63 x 10 1,85
protein 10

Sulfide quinone reductase-like SQRDL 2,01x10° 1,85
RAB20, member RAS oncogene
family
Isopentenyl-diphosphate delta
isomerase 1
Cytidine and dCMP deaminase
domain containing 1
Solute carrier family 2 member 3
(facilitated glucose transporter)

RAB20 6,02 x 10 1,84
IDI1 6,35 x 107 1,84
CDADC1  5,92x10° 1,83

SLC2A3 1,54 x10° 1,82

Tudor domain containing 9 TDRD9 3,39 x10™ 1,82
Mltogen-actlvatlef protein kinase MAPK 14 8,18 x 10 181
Free fatty acid receptor 3 FFAR3 1,05 x10™ 1,81
Methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase (NADP* MTHFD2  1,22x10° 1,81

dependent) 2

WD repeat and SOCS box-
containing 1

CDB82 molecule CD82 3,41x10* 1,78

Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma

6,35x10" 1,77

Perilipin 3 PLIN3 2,51 x10° 1,76

Organic solute transporter alpha  OSTalpha 3,87 x 10° 1,75

225x10° 1,75
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-

galactosyltransferase, B4GALTS 4,31x10* 1,75
polypeptide

WSB1 1,46 x 10™ 1,78

PPARG 5,06 x 10 1,77
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Gene Fold

Jun B proto-oncogene JUNB 1,10 x 10° 1,75

7-dehydrocholesterol reductase DHCRY 1,39 x 10 1,74

ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl- ST6GALN 172 x 10° 174

2,3-beta-galactosyl-1,3) AC3
Thrombospondin 1 THBS1 4'174;‘ & 1,74
Uridine phosphorylase 1 UPP1 2,56 x 10° 1,73

Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B- NFKBIA 4,27 x10* 1,73

cel
Cytoskeleton-associated protein 4 CKAP4 3,44 x 10™ 1,72
Methyltransferase like 7B METTL7B 1,98 x10° 1,72
Lactate dehydrogenase A LDHA 6,39 x 10° 1,71
Formin 1 FMN1 2,75x 10 1,70
ADAM metallo%eptldase domain ADAMO 7.67 x 10 1.70

6,03 x 10* 1,70

Torsin family 1, member B TORIB 754 x 10* 1,70

(torsin B)
CCAAT/enhan_cer binding CEBPB 713 x 10 169
protein ' '
Amphiregulin AREG 3,17 x10* 1,69

Guanine nucleotide binding
protein (G protein), alpha 15
Hypoxia inducible factor 1, alpha
subunit (basic helix-loop-helix)

Major vault protein MVP 1,54 x 10°® 1,65
Protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit 3B
Kringle containing
transmembrane protein 1

Teashirt zinc finger homeobox 3 TSHZ3 7,01 x10* 1,64

Netrin G2 NTNG2  805x10* 164
Interleukin-1 receptor-associated
kinase 2

1,52x10° 1,63
Sprouty-related, EVH1 domain
containing 2

GNA15 8,03 x 10° 1,68

HIF1A 3,09 x 10° 1,67

PPP1IR3B  545x10° 1,65

KREMEN1 7,70 x 10™ 1,65

IRAK?2 5,78 x 10™ 1,63

SPRED?2 3,06 x 10° 1,62
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Gene Fold

Strawberry notch homolog 2
(Drosophila)
Methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase (NADP+
dependent) 2

Flotillin 2

Neuritin 1
Adrenomedullin
Lamin B1

Immediate early response 3

Myristoylated alanine-rich
protein kinase C substrate

Tctex1 domain containing 1
Exoribonuclease 1

GRAM domain containing 1A
Solute carrier family 2
(facilitated glucose transporter),
memb
PR domain containing 5
SH3 and PX domains 2B
Endothelial PAS domain protein
1
Glutamate receptor, ionotropic,
N-methyl D-aspartate-associated
Galactosidase, alpha

Yipl domain family, member 1
Basic leucine zipper
transcription factor, ATF-like
Transmembrane emp24 protein
transport domain containing 8
Ras homolog gene family,
member U
DCN1, defective in cullin
neddylation 1, domain containing
3

Engulfment and cell motility 2
Ets variant 6
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SBNO2

MTHFD2

FLOT2

NRN1
ADM
LMNB1
IER3

MARCKS

TCTEX1D1
ERI1
GRAMD1A

SLC2A14

PRDM5
SH3PXD2B

EPAS1

GRINA

GLA
YIPF1

BATF

TMEDS

RHOU

DCUN1D3

ELMO?2
ETV6

3,35x 10

1,15x 10°

0,0001861
85

9,48 x 10°
8,17 x 10™
2,63x10™*
1,28 x 10

6,49 x 107

5,89 x 10™
6,49 x 10*
4,27 x 10*

1,21 x10°

2,09 x 10
3,49 x 10™

1,30 x 10

4,70 x 10*

6,98 x 10°
7,16 x 10°

1,28 x 10”7
6,21 x 10°

2,14 x 10

1,09 x 10*

4,91 x10*
1,66 x 10™

1,62

1,62

1,62

1,61
1,60
1,60
1,60

1,59

1,58
1,58
1,58

1,56

1,56
1,56
1,55
1,55

1,55
1,54

1,54
1,53

1,53

1,52

1,52
1,52



ANEXOS

Gene Fold

Immediate early response 3 IER3 3,18 x 10™ 1,52

Immediate early response 3 IER3 3,18 x 10™* 1,52

Complement component 1, q
subcomponent, C chain

Low density lipoprotein receptor LDLR 6,67 x 10° 1,51

Cc1QC 3,77 x 10™ 1,52

Centrosomal protein 55kDa CEP55 2,07 x 10 1,50

Phospholipase C, eta 1 PLCH1 1,79 x 10 1,50

Chromosome 16 open reading C160rf7 7.48 x 10 1,49

frame 7

Family with sequence similarity FAMBIA 212 x 10 1,49
89, member A

Antizyme inhibitor 1 AZIN1 5,26 x 10 1,48

GO0/G1switch 2 G0S2 5,98 x 10 1,48

Signal transducer and activator

L STAT3 4,72 x10° 1,48
of transcription 3

Dual specificity phosphatase 3 DUSP3 6,86 x 10 1,48
AT rich interactive domain 5A 5
(MRF1-like) ARID5A 2,42 x 10 1,47
Hypothetical LOC100049716 LOC?11060049 1,93 x 10 1,47
Chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2 2,31 x10* 1,47
Mucin 1, cell surface associated MUC1 2,12 x10™ 1,47
Janus kinase 3 JAK3 2,27 x10™* 1,46
Transient receptor potential
cation channel, subfamily M, TRPM?2 5,48 x 10™ 1,46
member 2

569x10* 1,46
G protein-coupled receptor 108 GPR108 4,28 x10™ 1,45
1,63x10* 1,44
Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B- NFKBIZ 1,65 x 10 1,44
cel

Growth arrest and DNA-

damage-inducible, beta
Exosome component 4 EXOSC4 4,77 x 10 1,44

Inositol 1,4,5-triphosphate
receptor interacting protein

GADD45B 5,04 x 10° 1,44

ITPRIP 1,22 x 10 1,44
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Gene Fold

Lemur tyrosine kinase 2 LMTK2 6,86 x 10 1,43
Neurotensin receptor 1 (high NTSR1 3.01x10° 1,42
affinity)
Colony stimulating factor 1 CSF1 2,70 x 10° 142
(macrophage)
Tumor proteln_p53 inducible TP53111 6,44 x 10 1,42
protein 11

Protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 1
3,49x10% 1,42
SH3-domain binding protein 5
(BTK-associated)
Eukaryotic translation initiation
factor 4 gamma, 3

PTPN1 1,19x10° 1,42

SH3BP5 1,24 x 10 1,41

EIF4AG3 7,49 x 10™ 1,41

Oncostatin M OSM 1,39x10* 1,41
EH-domain containing 1 EHD1 1.16 x 10* 1,41
Cystelne-serlne_-rlch nuclear CSRNP1 162 x10* 1,40
protein 1
Glucokinase (hexokinase 4) 5
regulator GCKR 1,46 x 10 1,40
Glycosyltransfe_ra_se-llke domain GTDC1 6,87 x 10°* 1,40
containing 1
Tumor necrosis factor TNF 3,87 x10™ 1,40
Tumor necrosis factor TNF 3,87 x10™ 1,40
Tumor necrosis factor TNF 3,87 x10™ 1,40

Osteoclast associated,
immunoglobulin-like receptor
Zinc finger, DHHC-type
containing 19
Ral guanine nucleotide
dissociation stimulator-like 1
Chromosome 17 open reading
frame 62
NM_177401 // MIDN // midnolin MIDN 5,93 x 10 1,38
Complement component 1, g
subcomponent, B chain
Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 8

MAX dimerization protein 3 MXD3 6,15x10* 1,38

OSCAR 3,88 x10* 1,39
ZDHHC19 4,87 x10* 1,39
RGL1 2,37 x10™ 1,38

Cl7orf62  2,35x 10™ 1,38

C1QB 7,79 x 10* 1,38

MAP3K8 2,46 x 10 1,38
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Gene Fold

Mitochondrial transl_atlonal MTRELL 273x 10 1,36
release factor 1-like
Chromosome 13 open reading
frame 31
Lysophosphatidylcholine
acyltransferase 3

3,71 x 10 1,34

Cl3orf31  7,32x10* 1,36

LPCAT3  7,29x10° 1,35

Growth arrest-specific 8 GAS8 8,21 x10° 1,34
1,76 x10* 1,32
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 3,23x10* 1,32
Mitogen-activated protein MAPKAPK 4
kinase-activated protein kinase 2 2 IR 8
Chromosome 7 open reading C7orf16 211 x 10 132
frame 16
Triosephosphate isomerase 1 TPI1 3,09 x 10 1,31
Dual specificity phosphatase 5 DUSP5 2,34 x10™* 1,31
Torsin famlly_l, member A TORIA 412 x 10 1,30
(torsin A)
Proline rich 11 PRR11 7,39 x 10 1,30

Metallothionein 1 pseudogene 3 MT1P3 1,00 x 10 1,30

Protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit PPP1IR14B  5,90x 10 1,30
14B
Chromosome 17 open reading
frame 53
Heparin-binding EGF-like
growth factor
CD55 molecule, decay

accelerating factor for CD55 1,05 x10* 1,28
complement
Poliovirus receptor-related 2
(herpesvirus entry mediator B)
N-deacetylase/N-sulfotransferase
(heparan glucosaminyl) 2

Cl7orf53 4,96 x 10™ 1,29

HBEGF 2,40 x 10™ 1,29

PVRL2 7,66 x 10 1,28

NDST2 6,06 x 10 1,28

Exonuclease 1 EXO1 2,52 x10™ 1,28
Complement component 2 C2 2,72 x10* 1,28
Complement component 2 C2 2,72 x10* 1,28

Histone cluster 1, H3g HISTIH3G 2,51x10™ 1,27
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Gene Fold

Replication protein A4, 30kDa RPA4 1,58 x 10° 1,27

RAP2C, member of RAS
oncogene family

Valosin containing protein

RAP2C 7,06 x 10™ 1,27

(p97)/p47 complex interacting VCPIP1 5,41 x 10 1,27
protein

Jumonji domain containing 6 JMJID6 2,48 x 10 1,26

Histone cluster 1, H2bi HIST1H2BI 4,86 x 10™ 1,26

Cell division cycle associated 8 CDCA8 2,80 x 10 1,25

LIM domain only 2 (rhombotin- LMO2 5,45 x 10° 1.25

like 1)
Complement component 2 C2 4,97 x 10 1,25
4,80 x 10™ 1,25
Hypothetical protein LOC100130 4
LOC100130433 433 486x107 125
Mitochondrial Iilztgsosomal protein MRPL28 6,78 x 10 1.25

DnaJ (Hsp40) homolog,
subfamily C, member 5

WW domain binding protein 5 WBP5 5,08 x 10 1,24

Serum response factor (c-fos
serum response element-binding)
CTD (carboxy-terminal domain,
RNA polymerase 11, polypeptide CTDP1 1,21 x 10° 1,24

A)
7,24x10° 1,24
MAD?2 mitotic arrest deficient-
like 2 (yeast)
1,14x10" 1,23

Microtubule-associated protein
1B

Activin A receptor type I1-like 1 ACVRL1 3,72 x 10 1,23
Chromatin modifying protein 2A° CHMP2A 7,45 x 10™ 1,23
7,06 x10" 1,22
1,73x10* 1,22

Triosephosphate isomerase 1
pseudogene 2

6,75 x 10™ 1,22

DNAJC5 5,16 x 10™ 1,25

SRF 2,64 x10° 1,24

MAD2L2  1,94x10* 1,24

MAP1B 4,67 x 10° 1,23

TPI1P2 2,51 x 10 1,22
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Gene Fold

ACN9 homolog (S. cerevisiae)

G-2 and S-phase expressed 1

Cholinergic receptor, nicotinic,
alpha 5

G protein-coupled receptor 85
TNFAIP3 interacting protein 2
Gliomedin

Chromosome 1 open reading
frame 61

Olfactory receptor, family 52,
subfamily N, member 5
Aldehyde dehydrogenase 1
family, member L2
Coiled-coil domain containing 9
Chemokine (C-X-C motif) ligand
11
ATPase, H+ transporting,
lysosomal 9kDa, VO subunit el

ADAM-like, decysin 1
Kalirin, RhoGEF kinase

Cholinergic receptor, nicotinic,
epsilon
MicroRNA 7-2
CLKA4-associating serine/arginine
rich protein
Family with sequence similarity
115, member A

ACNS9

GTSE1

CHRNAS

GPR85
TNIP2
GLDN

Clorf6l

ORS52N5

ALDHI1L2
CCDC9
CXCL11

ATP6VOEL

ADAMDEC
1

KALRN

CHRNE
MIR7-2
CLASRP

FAM115A

8,15 x 10™
8,17 x10°
2,70x 10
1,19 x 10

9,59 x 10°°

1,50 x 10
6,32 x 10
6,05 x 10
4,14 x10*

8,11 x 10™
3,26 x 10*
4,02 x 10*

3,27 x 10™
5,10 x 10™
4,46 x 10°

5,62 x 10™
8,20 x 10°
1,52 x 10*

1,67 x10™
1,62 x 10™
4,64 x10*
2,59 x 10

5,42 x 10™
6,28 x 10™
3,56 x 10™

5,73 x 10™
4,01 x10*

1,21
1,21
1,20
1,20

1,20

1,20
1,20
1,20
1,19

1,18
1,18
1,17

1,17
1,17
1,17

1,17
1,17
1,17

1,16
1,16
1,16
1,16

1,15
1,15
1,15

1,15

1,15
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Gene Fold

Cytochrf_)me P450, fam[ly 27, CYP27C1 6,39 x 10° 115
subfamily C, polypeptide 1

Endomucin EMCN 436x10* 1,15
Gamma-glutamyltransferase 3
pseudogene

6,10 x 10™* 1,14
1,02x10% 1,14
T, brachyury homolog (mouse) T 2,95 x 10 1,14
Retinal pigment epithelium-
specific protein 65kDa
3,19x10* 1,14
Chromosome 12 open reading
frame 37
Coiled-coil domain containing
129
5,18 x 10 1,13
439x10" 1,13
3,71x10* 1,13
Olfactory receptor, family 6,
subfamily C, member 6
Solute carrier family 6 (amino
acid transporter), member 14
Olfactory receptor, family 5,
subfamily D, member 14
Angiotensin | converting enzyme
(peptidyl-dipeptidase A) 2
481x10" 1,12
Leber congenital amaurosis 5-
like
Solute carrier family 15, member
5
Chromosome 1 open reading
frame 137
Glycoprotein (transmembrane)
nmb
8,19 x 10 1,11
Annexin Al13 ANXA13 5,01 x 10 1,11

7,49 x 10™ 1,11

GGT3P 7,27 x 10° 1,15

RPE65 3,96 x 10™ 1,14

C120rf37 6,41 x 10 1,13

CCDC129 4,99 x 10™ 1,13

OR6C6 5,54 x 107 1,13
SLC6A14 1,30 x10* 1,13
OR5D14 5,66 x 107 1,12

ACE?2 7,13 x 10™ 1,12

LCASL 1,40 x 10™* 1,12
SLC15A5 1,15 x 107 1,12
Clorf137 8,14 x 10™* 1,12

GPNMB 5,23 x 10™ 1,12
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7,60x10° 1,11

SPANX family, member N4 SPANXN4  6,95x 10* 1,11
1,39x10" 111

Zinc finger protein 679 ZNF679 4,44 x 10* 1,11

Chromosome 16 open reading
frame 78

8,65x10° 1,11

393x10* 1,10

Glycine receptor, alpha 3 GLRA3 4,03x10* 1,10

9,01x10° 1,10

3,33x10" 1,09

463x10" 1,08
Methenyltetrahydrofolate

synthetase domain containing

EP400 N-terminal like EP400NL 3,49 x 10* -1,11

O-6-methylguanine-DNA

methyltransferase
Molybdenum cofactor synthesis 3 MOCS3 2,26 x10*  -1,155

Ribosome binding factor A
(putative)

Trypsin domain containing 1 TYSND1 4,45 x 10™ -1,17
PTEN induced putative kinase 1 PINK1 2,51 x10™* -1,17

LysM, putative peptidoglycan-
binding, domain containing 4

Cl6orf78 7,34 x 10™ 1,11

MTHFSD 6,39 x 10" -1,11

MGMT 2,46 x 10° -1,15

RBFA 4,00 x 10™ -1,16

LYSMD4 5,81 x10* -1,17

Retinoic acid receptor, gamma RARG 2,17 x 10™ -1,17
Chibby homolog 1 (Drosophila) CBY1 5,07 x 10 -1,18
Protein kinase C, zeta PRKCZ 2,08 x 10 -1,18

Vesicle-associated membrane

-4
protein 2 (synaptobrevin 2) VAMP2 e Ll

BAI1l-associated protein 3 BAIAP3 2,26 x 10™ -1,18
Translocase of outer
mitochondrial membrane 7 TOMM7 3,82x10* -1,19
homolog (yeast)
Ribosomal protein L19 RPL19 3,16 x10*  -1,19

Peptidylprolyl isomerase A

-4
(cyclophilin A) pseudogene LOGER2EL | il s
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Gene Fold

Pyridoxal-dependent
decarboxylase domain containing PDXDC2P 4,84 x 10™ -1,19

2
Small nuclear ribonucleoprotein LOC100129 4
polypeptide N pseudogene 534 EREI ol

Pyridoxal-dependent
decarboxylase domain containing PDXDC2P 6,06 x 10 -1,19
2
Chromosome 4 open reading
frame 39
Minichromosome maintenance
complex component 3 associated ~ MCM3AP 248 x10™ -1,19
protein
SWI/SNF related, matrix

associated, actin dependent SMARCC2 7,15x 10 -1,19

C4orf39 2,74 x 10™ -1,19

regulator
Component of oligomeric golgi COG1 6,09 x 10 1,19
complex 1
Proline rich 12 PRR12 2,26 x 10™ -1,19

Pyridoxal-dependent
decarboxylase domain containing PDXDC2P 6,27 x 10™ -1,20
2

755x 10" -1,20
Polycystic kidney disease 1

(autosomal dominant) PKD1P1  1,37x10*  -1,20
pseudogene 1
Tectonic family member 1 TCTN1 7,73 x10™ -1,21

B-cell translocation gene 1, anti-

4 . BTG1 388x10*  -1,21
proliferative

SH3-binding domain kinase 1 SBK1 3,85 x 10™ -1,21
4,07x10°  -1.21
Hypothetical LOC93622 LOC93622 5,07 x 10™ -1,21

ADP-ribosylation factor-like 5A ARL5A 1,97 x 10 -1,21
RAB39B, member RAS oncogene
family
COX11 cytochrome c oxidase
assembly homolog (yeast)
Protein O-linked mannose

betal,2-N- POMGNT1 6,11x10* -1,22
acetylglucosaminyltransferase

RAB39B 5,60 x 10 -1,21

COX11 7,11 x 10 -1,22
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Gene Fold

Stathmin-like 3 STMNS3 1,07 x 10 -1,23

MyoD family inhibitor domain
containing

BTB (POZ) domain containing 6 BTBD6 5,73 x 10° -1,23
SEC31 homolog A (S. cerevisiae) SEC31A 7,37 x10* -1,23

MDFIC 8,80 x 10° -1,23

FLJ41327 protein FLJ41327 2,56 x 10° -1,23
Relaxin 1 RLN1 1,11x10* -1,23
Family with sequence similarity

4
43, member A FAM43A 225X 10 -1,24

Ras association (RalGDS/AF-6)
domain family member 1

Transmembrane protein 177 TMEM177 6,90 x 10* -1,24
2,68x10%  -1,24

Mitochondrial ribosomal protein
S7

AarF domain containing kinase 3 ADCK3 6,42 x 10* -1,24
1,62x 10"  -1,24
Chromosome 7 open reading

RASSF1 6,10 x 10™ -1,24

MRPS7 3,75x10™ -1,24

C7orf70 7,96 x 10™ -1,25

frame 70
Plexin A3 PLXNA3  577x10*  -1,25
EPH receptor B6 EPHB6 2,68x10°  -1,25
Dipeptidase 3 DPEP3 6,87 x 10™* -1,25

3,83x10*  -1,25
Lysophosphatidic acid receptor 5 LPARS 4,87 x10™* -1,26
Interleukin 16 (lymphocyte
chemoattractant factor)
Chromosome 14 open reading
frame 182
F-box protein 25 FBXO025  4,05x10*  -1,27

Tetratricopeptide repeat domain

IL16 6,10 x 10™ -1,26

Cl4orf182  7,39x10* -1,26

TTC9 7,25 x 10™ 1,27

Nucleolar protein family 6 (RNA-
associated)
Small EDRK-rich factor 1A
(telomeric)
Small EDRK-rich factor 1A
(telomeric)

NOL6 7,60 x 10™ 1,27
SERF1A 5,07 x10* 1,27

SERF1A 5,07 x 10* -1,27
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Gene Fold

Small EDRK-rich factor 1A SERF1A 507 x 10 -1,27
(telomeric)
General transcription factor 11H,
polypeptide 4, 52kDa
WD repeat domain 27 WDR27 7,24 x10* -1,27
Family with sequence similarity
113, member A
Poly(A) binding protein
interacting protein 2B
Fat storage-inducing
transmembrane protein 2
2,00x10"  -1,28
3,00x10*  -1,28
Guanine nucleotide binding
protein (G protein), gamma 7
Zinc finger protein 64 homolog

GTF2H4 4,24 x 10° -1,27

FAM113A 2,29 x 10™ -1,27
PAIP2B 7,06 x10*%  -1,28

FITM2 4,42 x 10™ -1,28

GNG7 2,56 x 10™ -1,29

ZFP64 5,89 x 10 -1,29

(mouse)
Chromosome 16 open reading 5
frame 74 Cl6orf74 7,90 x 10 -1,29
Chromosome 3 open reading 5
frame 57 C3orf57 6,35 x 10 -1,29
Ribosomal protein S25 RPS25 4,98 x10* -1,30
Polycystic kidney disease 1
(autosomal dominant) PKD1P1 1,97 x 10° -1,30

pseudogene 1
Polycystic kidney disease 1
(autosomal dominant) PKD1P1 3,76 x10° -1,30
pseudogene 1
Coenzyme Q10 homolog A (S.
cerevisiae)
Nuclear pore complex interacting
protein
Protein arginine
methyltransferase 7
Granzyme M (lymphocyte met-

COQI10A  6,63x10™ -1,30
NPIP 6,24x10°%  -1,30
PRMT7 6,89 x 10™ -1,30

GZMM 3,38 x 10™ -1,30

ase 1)
Olfactomedin 2 OLFM2  475x10*  -1,30
Nuclear pore complex interacting NPIP 5.90 x 10°° 131
protein
B-cell CLL/lymphoma 9-like BCLIL 4,04 x 10™ -1,31
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Zinc finger protein 90

StAR-related lipid transfer
(START) domain containing 9
ALS2 C-terminal like
Polycystic kidney disease 1
pseudogene 1
Eukaryotic translation initiation
factor 3, subunit H
Forkhead box P1
O-linked N-acetylglucosamine
(GIcNAC) transferase

Class 11, major
histocompatibility complex,
transactivator
Tripartite motif-containing 32
Nuclear factor of activated T-
cells, cytoplasmic, calcineurin-de
Hypothetical FLJ38379

Ribosomal protein L18a
EPH receptor Al

Zinc finger protein 41
Major histocompatibility
complex, class 11, DQ alpha 2
RGD motif, leucine rich repeats,
tropomodulin domain
Phospholipase D family, member
4
Fumarylacetoacetate hydrolase
domain containing 2A
Ribosomal protein L17

Intermediate filament family
orphan 2

Ribosomal protein L17

Methylthioribose-1-phosphate
isomerase homolog (S. cerevisiae)

ZNF90

STARD9
ALS2CL
PKD1P1

EIF3H
FOXP1
OGT

CIITA

TRIM32
NFATC3

FLJ38379
RPL18A
EPHA1L
ZNF41

HLA-DQA2
RLTPR
PLD4

FAHD2A
RPL17
IFFO2
RPL17

MRI1

4,90 x 10*
1,48 x 10™

7,42 x 10™
1,31 x 10*
6,17 x 10°

5,06 x 10
2,09 x 10
3,53 x10™
4,91 x 10°
2,95 x 10
4,99 x 10

6,79 x 10™
4,48 x 10*

6,15 x 10
1,23 x 10
5,87 x 10°
8,18 x 10™

5,04 x 10"
1,28 x 10"
2,50 x 10
1,00 x 10
5,18 x 10"
1,41x10°

8,13 x 10™
2,26 x 10™

-1,311
-1,311

-1,311
-1,32
-1,32

-1,32
-1,32
-1,33
-1,33
-1,33
-1,333

-1,33
-1,33

-1,33
-1,33
-1,33
-1,34

-1,34
-1,34
-1,34
-1,34
-1,35
-1,35
-1,35
-1,35
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Ataxin 7-like 1 ATXN7L1 7,58 x 10™ -1,35

Major histocompatibility ) 4 i
complex, class 11, DQ alpha 2 2RI | At L

3,72x10*  -1,35
F-box and WD repeat domain
containing 8
Ribosomal protein S18
pseudogene 9

FBXWS 1,82x10*  -1,35

RPS18P9  2,83x10*  -1,35

Ribosomal protein L18a RPL18A 7,75x 10 -1,36
Zinc finger family member 767 ZNF767 6,47 x 10* -1,36
EF-hand domain containing 1 EFHC1 2,96 x 10 -1,36
2,75x10%  -1,37

Zinc finger protein 135 ZNF135 4,89 x10* -1,37

565x10*  -1,37

Zinc finger protein 37B, ZNF37BP 7,52 x 10 138

pseudogene
255x10"  -1,38
RNA binding motif protein 14 RBM14 5,68 x 10 -1,39
Syntaxin binding protein 4 STXBP4 6,37 x 10™ -1,39
Chromosofme 7 open reading C7orf58 182 x 10° 11,39
rame 58

Rho/Rac guanine nucleotide
exchange factor (GEF) 18
471x10"  -1,39

R MPRIP  465x10°  -139
interacting protein

ADAM metallopeptidase with ADAMTS1
thrombospondin type 1 motif, 10 0
Ribosomal protein L39 RPL39 3,07 x10* -1,39
NOP2/Sun domain family,
member 5 pseudogene 2
Chromosome 10 open reading

ARHGEF18 3,28 x 10™ -1,39

5,23 x10™ -1,39

NSUN5P2 2,27 x 10™ -1,40

C100rf88  5,25x 10™ -1,40

frame 88
Ribosomal protein S10 RPS10 325x10*  -1,40
Small nucleolziBEI?NA, C/D box SNORD105 4.10 x 10 11,40

563x10°%  -1,40
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Runt-related transcription factor RUNX2 4,00 x 10 1,40

2
Ribosomal protein L39 RPL39 3,05x10*  -1,40
1,29x10°  -1,41
Ribosomal protein S8 RPS8 6,67 x 10  -1,42
Junction plakoglobin JUP 7,00x10*  -1,42

Polycystic kidney disease 1

-5 _
(autosomal dominant) e AR AD i

Patched 1 PTCH1 1,63x10* -1,42
Histone deacetylase 9 HDAC9 531x10%  -142
Ligatin LGTN 3,84 x10* -1,42
Tet oncogene 1 TET1 9,02 x 10° -1,42
NLR family, CARD domain

=7 NLRC3 6,33x10°  -143
containing 3

7,00x10*  -143
1,07x10*  -1,43
Glucuronidase beta pseudogene 3 GUSBP3 7,45 x 10 -1,44

G protein-coupled receptor 114 GPR114 4,02x10* -1,44
Integrin alpha FG-GAP repeat
containing 2
Glucuronidase, beta pseudogene SMA5 6,75 x 10™ -1,44

6,35x 10"  -1,44
7,42x10"  -145
Glucuronidase, beta pseudogene

ITFG2 7,22 x 10™ -1,44

GUSBP1 4,98 x 10™ -1,45

1

Glucuronidase, beta pseudogene SMAS 6,13 x 10 -1,45
RNA binding motif protein 14 RBM14 4,68 x 10™ -1,45
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 575x10*  -1,45
5'-nucleotidase, ecto (CD73) NT5E 8,03 x 10° -1,46
543x10%  -1,46
Yippee-like 1 (Drosophila) YPEL1 8,37 x 10° -1,46

Inhibitor of DNA binding 3,
dominant negative helix-loop- ID3 5,09 x 10° -1,46

helix

Glucuronidase beta pseudogene 3 GUSBP3 7,04 x10* -1,46
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Gene Fold

Progestin and adipoQ receptor 4 ]
family member V111 PAQR8 1,01x 10 1,46

Glucuronidase beta pseudogene 3 GUSBP3 6,92 x 10 -1,46

T cell receptor beta constant 1 TRBC1 5,17 x 10™* -1,46
Inositol 1,4,§-trlsphosphate 3- ITPKB 3,22 x 10 146
kinase B

Galactose-3-O-sulfotransferase 4 GAL3ST4 3,98 x10° -1,47

NOP2/Sun domain family,
member 5 pseudogene 2
Chromosome 2 open reading
frame 89
Single immunoglobulin and toll-
interleukin 1 receptor (TIR) d

NSUN5P2  1,74x10*  -1,47
C20rf89 7,45 x 10™ -1,47

SIGIRR 1,24 x10* -1,47

Neurocalcin delta NCALD 3,66 x 107 -1,48
Fc fragment of IgE, low affinity 4 i
11, receptor for (CD23) FEERE a3 LD

Glucuronidase, beta pseudogene SMA5 6,09 x 10 -1,48
6,23x10"  -1,48
Ribosomal protein L34 RPL34 1,22 x 10 -1,48

Eomesodermin EOMES 7,08 x 10°® -1,49

Purinergic receptor P2Y, G-
protein coupled, 8
Purinergic receptor P2Y, G-
protein coupled, 8
Nuclear pore complex interacting

P2RYS8 3,84 x 10™ -1,49

P2RYS8 3,84 x 10™ -1,49

. NPIP 7,62x10°  -1,49
protein
Tetratrlcopepté(i%repeat domain TTC21B 7.82 x 10 1150
Amino-terminal enhancer of split AES 3,27 x10™ -1,50
Mannosidase, alpha, class 1C, MANLC1 07,314x 10° 151
member 1

583x10*  -151

1,37x10*  -151

Chromosome 11 open reading
frame 61

Transmembrane protein 135 TMEM135 3,53 x10* -1,52

Small Cajal body-specific RNA
17

Cllorf6l 9,63 x 10° -1,51

SCARNA17 7,42x10* -1,53
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Family with sequence similarity FAM159A  3.19 x 10* 1154
159, member A

8,35x10°  -156
1,26x10*  -156
B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc
finger protein)
TRAF3 interacting protein 3 TRAF3IP3  8,14x10*  -1,577
Tubulin polymerization-
promoting protein family TPPP3 3,35x 10 -1,59
member 3
3,54x10"  -159
1,35x10"  -1,60
SET and MYND domain
containing 2
Glutaredoxin-like protein
YDR286C homolog
Cell division cycle 25 homolog B
(S. pombe)
Nuclear factor of activated T-
cells, cytoplasmic
RUN domain containing 2C RUNDC2C 1,86 x10* -1,63
Cytotoxic and regulatory T cell
molecule
Zeta-chain (TCR) associated
protein kinase 70kDa
Cerebellar degeneration-related
protein 2, 62kDa
Major histocompatibility
complex, class 11, DM beta
Fibroblast growth factor binding
protein 2
Septin 1 SEPT1 7,37 x 10 -1,66

T cell receptor alpha variable 8-3 TRAV8-3 3,91 x10™* -1,66
319x10*  -167
Transmembrane protein 204 TMEM204 3,77 x 10* -1,70

B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc
finger protein)
Solute carrier family 7 (cationic
amino acid transporter, y+ sys

BCL11A 6,01 x 10™ -1,57

SMYD2 4,32 x 10™ -1,60
FLJ44606 1,90 x 10™ -1,62
CDC25B 5,12 x 10™ -1,62

NFATC2 5,78 x 10 -1,63

CRTAM  179x10*  -164
ZAP70 484x10*  -1,65
CDR2 1,09x10°  -1,65

HLA-DMB 7,06 x10*  -1,65

FGFBP2 4,62 x10™ -1,65

BCL11B  266x10*  -1,70
SLC7A6 8,16 x 10™ -1,70
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Family with sequence similarity
117, member B

Non-protein coding RNA 287

RUN domain containing 2C
Fc receptor-like 6

Signal-regulatory protein gamma
GRB2-related adaptor protein-
like
T cell receptor alpha joining 17
Noggin
CD160 molecule

Killer cell lectin-like receptor
subfamily D, member 1

TBC1 domain family, member 9

ATP-binding cassette, sub-family
D (ALD), member 2

CD1c molecule
KIAAQ0748
Lymphocyte antigen 9
Prostaglandin D2 receptor (DP)

Oxysterol binding protein-like 10
Killer cell lectin-like receptor
subfamily B, member 1
CD3e molecule, epsilon (CD3-
TCR complex)

GRB2-related adaptor protein
Ring finger protein 125

Zinc finger protein 860
Major histocompatibility
complex, class 11, DQ alpha 1
Major histocompatibility
complex, class 11, DQ alpha 1
Sterile alpha motif domain
containing 3

278

FAM117B

NCRNAQ02
87

RUNDC2C
FCRL6
SIRPG

GRAPL

TRAJ17
NOG
CD160

KLRD1
TBC1D9
ABCD2

CDh1C
KIAAQ0748
LY9
PTGDR
OSBPL10

KLRB1

CD3E

GRAP
RNF125

ZNF860
HLA-DQAL

HLA-DQAl

SAMD3

2,69 x 10™

1,54 x 10™

2,37 x10™
2,30 x 10™
3,84 x10™

6,31 x 10™

1,42 x 10*
3,78 x10°
4,88 x10°

5,53 x 10™
1,19 x 10*
7,17 x 10™

2,25 x10™
5,00 x 10™*
9,28 x10°
1,27 x10™
5,53 x 10

2,01 x10™

7,83x10™

4,46 x 107
148 x 10
1,49 x 10
7,42 x10™*
5,27 x 10"

6,22 x 10™
6,22 x 10™

3,17 x 10™

-1,72

-1,72

-1,72
-1,73
-1,74

-1,74

-1,77
-1,77
-1,80

-1,80
-1,81
-1,84

-1,85
-1,85
-1,89
-1,91
-1,921

-1,93

-1,96

-1,96
-2,00
-2,026
-2,06
-2,10

-2,16
-2,16

-2,19
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CD40 ligand CD40LG  6,90x10°  -2,21

Adenylate kinase 5 AK5 1,14x 10  -2,27

Killer cell lectin-like receptor
subfamily G, member 1

Killer cell lectin-like receptor
subfamily F, member 1

NEL-like 2 (chicken) NELL2 6,42 x 10  -2,29

571x10°  -2,33

3,63x10"  -2,37

Granzyme K (granzyme 3;
tryptase I1)

Killer cell lectin-like receptor
subfamily K, member 1

Leucine rich repeat neuronal 3 LRRN3 1,19 x 10 -2,87

KLRG1 4,79 x 10" -2,28

KLRF1 340x10*  -2,29

GZMK 2,86x10%  -2,39

KLRK1 587 x10*  -2,50
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