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Introduccién

l.- Introduccién
1.- Tumores infantiles.

En las Ultimas décadas, se han producido avances remarcables en el
diagndstico, tratamiento y supervivencia de los tumores infantiles. A pesar
de estos importantes avances, el cancer es la primera causa de muerte por
enfermedad en la infancia y adolescencia, a partir del primer afio de vida v,
ademas, sigue siendo la segunda causa de muerte infantil (en nifios con
edades comprendidas entre los 0 y 14 afios) después de la mortalidad
relacionada con los accidentes.

Mas de 160.000 nifios son diagnosticados de cancer en el mundo cada afio,
y gracias a los progresos en el diagndéstico y tratamiento, aproximadamente
tres de cada cuatro sobrevivirhn al menos cinco afios después del
diagndstico de la enfermedad, siempre considerando que pertenecen a
paises desarrollados (Pritchart-Jones et al., 2006).

La supervivencia global del cancer infantil ha aumentado notablemente en
los ultimos afios, en Espafia se conocen estos datos gracias al Registro
Nacional de Tumores infantiles (RNTI). Los datos especificos del periodo de
1984 a 2007 los podemos ver en la Figura 1, donde se observa un aumento
de la supervivencia global a los 5 afios que va del 54% en el periodo
comprendido a los afios 1980-1984 al 78% en el periodo comprendido entre
el 2000 al afio 2007.

100

60

Cohortes

05-07
== 00-04
— 95-99
20 90-94
= 85-89
- 80-84

40

% Supervivencia

T T T T T
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Figura 1: Supervivencia a los 5 afios del diagnéstico, por cohortes, de los
periodos comprendidos entre los afios 1980 al 2007 (Adaptada de Peris Bonet et
al., 2014).
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Introduccion

Los tipos de neoplasias, distribucion, pronéstico y respuesta a la terapia de
los tumores que se presentan en la edad pediatrica difieren marcadamente
de los que ocurren en la poblacion adulta. En adultos, los tumores
predominantes son los epiteliales, que se originan en las células que
recubren las superficies internas y externas del cuerpo. Algunos ejemplos
de ellos son los tumores de colon, mama o pulmén. Por el contrario, en
nifios, los tumores normalmente son de origen mesenquimal, derivados de
las células hematopoyéticas, los tumores del sistema nervioso central y los
tumores llamados embrionarios.

Las leucemias son los tumores mas frecuentes en niflos menores de 14
afos, tras estos se encuentran los tumores del sistema nervioso central, los
linfomas y los tumores del sistema nervioso periférico. De este Ultimo grupo,
un 97% son Neuroblastomas. Los datos de la distribucién de los tumores
infantiles en Espafia, recogidos por el RNTI, se muestran en la Figura 2.

| Leucemias

Il Linfomas 3.048 (13,3%)

Il SNC 4.754 (20,7%)
IV SNS 2.312 (10,1%)
V Retinoblastomas

VI Renales 1.384 (6,0%)

VIl Hepaticos 310 (1,3%)

Vill Oseos 1.590 (6,9%)
IXSTB 1.614 (7,0%)
X Células germinales 727 (3,2%)
X Melanomas y epiteliales 442 (1,9%)
Xll Otras y no especificadas
0 1.600 2.(;00 3.0Ioo 4.600 5.600 e.oluo 7.c;00

Total casos = 22.983

Figura 2: Casos registrados por el RNTI desde 1980 hasta 2013 (Adaptada de
Peris Bonet et al., 2014).
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2.- Neuroblastoma

2.1.- Introduccién

El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal méas frecuente en la
infancia y el cuarto en frecuencia en el conjunto global de neoplasias
infantiles tras las leucemias, tumores del sistema nervioso central (SNC) y
los linfomas (Navalkele et al., 2011). Su incidencia en nuestro pais, segun el
RNTI oscila entre 8-10 casos por millén de nifios y afio, por lo que su
frecuencia supone alrededor de un 8-10% de todos los tumores infantiles y
mas de la mitad de los canceres del lactante (Brodeur et al., 2006 ; Castel et al.,
2005). Sin embargo, es el responsable de aproximadamente un 15% del total
de muertes provocadas por cancer pediatrico (Maris et al., 2007). La incidencia
clinica del Neuroblastoma en el mundo occidental se estima que es de 1 por
cada 100.000 nifios menores de 15 afios (Bernstein et al., 1992; Stiller et al., 1992,
Maris, 2010). La edad media del diagndstico es de 22 meses, dos tercios de
los casos se presentan antes de los 5 afios de edad y en un 97% los
pacientes tienen menos de 10 afios. El tumor es mas comun en nifios que
en nifias siendo el ratio nifio/nifia aproximadamente 1.3/1 (Davis et al., 1987;
Nyari et al., 2006).

La etiologia del neuroblastoma, como en la mayoria de los tumores
infantiles, sigue siendo desconocida, no existiendo una asociacion clara
entre la incidencia del mismo y la exposicion prenatal o postnatal a drogas,
agentes quimicos, fuentes de energia electromagnéticas o radiacién (Bunin et
al., 1990; De Roos et al., 2001; Patton et al., 2004). Sin embargo, en el 1-2% de
casos se puede observar una asociacion familiar de la enfermedad (Shojaei-
Brosseau et al., 2004). En la mayor parte de los mismos (90%), dicha
asociacion familiar se atribuye a mutaciones germinales en los genes
PHOX2B (Paired-like homeobox 2B) (Mosse et al., 2004, Trochet el al., 2004) y
ALK (anaplastic lymphoma kinase) (Chen et al., 2008; Janoueix-Lerosey et al., 2008;
Mosse et al., 2008).

Los Neuroblastomas son tumores neuroectodérmicos derivados de las
células simpaticas primitivas pluripotentes. Estas células embrionarias
forman la cresta neural y tras la migracién y diferenciacién forman los
diferentes tejidos del sistema nervioso simpatico (Figura 3). A partir del tubo
neural emergen las células pluripotentes de la cresta neural que migran, de
forma ordenada y coordinada, adyacentes a la aorta dorsal, formando la
cadena simpatica primaria. Desde esta estructura migran para formar los
ganglios prevertebrales de los plexos mesentéricos y celiacos, y finalmente,
una subpoblacién adquiere la capacidad de responder a los
glucocorticoides. Bajo la influencia de estas hormonas, van perdiendo los
rasgos neuronales y adquiriendo la expresién de marcadores endocrinos
(McConville et al., 2003). El origen vy distribucion de este tipo de células son la
causa de que la mayoria de los neuroblastomas se localicen en la glandula
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adrenal (35%) o a lo largo de la cadena ganglionar del sistema nervioso
simpatico (abdomen 30-35% y mediastino 20%) (Brodeur et al., 2006). Se ha
demostrado que la localizacién del tumor primario tiene importancia en el
prondstico de la enfermedad, siendo mas favorable si la localizacion es
toracica o pélvica que si es adrenal (Coldman et al., 1980).

Figura 3: Distribucion del sistema nervioso simpético. Los ganglios
simpaticos se extienden desde el cuello hasta la pelvis, incluyendo la
médula adrenal.

El comportamiento clinico de los neuroblastomas es variable, en nifios
mayores de un afio, aproximadamente un 50% de los casos se presentan
con enfermedad diseminada, estos tumores son  agresivos,
guimioresistentes y generalmente dificiimente curables. Este grupo de
pacientes son la principal causa de la desproporcionada contribuciéon del
neuroblastoma a la mortalidad infantil. Por el contrario, existen grupos de
pacientes con un prondstico mucho mas favorable, entre ellos esta el grupo
de tumores localizados, estos tumores son mucho menos agresivos,
quimiosensibles y con una alta tasa de curacién. También existe una
pequefia proporcidn de tumores en los que se observa una regresion
espontanea, aun existiendo enfermedad diseminada, es lo que se llama el
estadio 4 especial (4S) del que mas tarde hablaremos (Bown, 2001). Por lo
tanto nos encontramos delante de un tipo de tumor donde podemos
observar una gran heterogeneidad clinica que lo hace un tanto especial.

El diagnostico del neuroblastoma se realiza con el estudio
anatomopatolégico del tumor primario mediante microscopia Optica
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convencional (Brodeur et al, 1988). El diagnéstico anatomopatoldgico se
respalda con la deteccion de células diseminadas en hueso o médula ésea
mediante el estudio de aspirados de médula ésea o biopsias éseas en
combinacion con la determinaciébn de un aumento de catecolaminas en
orina (acido homovalinico (HVA) y acido vanilimandélico (VMA)). La
extension de la enfermedad se determina con la utilizacién de diferentes
técnicas de imagen como son las radiografias convencionales, ecografias,
tomografia computerizada, resonancia magnética, o técnicas de imagen
combinadas con técnicas de medicina nuclear como es la gammagrafia con
metaiodobenzilguanidina (MIBG).

La evaluacion morfologica de los aspirados de médula 6sea no solo es
importante para el estadiaje y la estratificacion del riesgo al diagnéstico, sino
que también se utiliza para valorar y monitorizar la respuesta durante el
tratamiento. La citologia convencional de los aspirados de médula 6sea, es
la técnica clasica para la deteccion de células diseminadas de
neuroblastoma. La sensibilidad de este método es muy limitada, ya que sélo
es capaz de detectar células tumorales si su presencia en la muestra es
mayor al 0,1% del total de células (Cheung et al., 1997-A; Mehes et al., 2003). La
utilizacion de nuevos métodos y marcadores para la deteccion de células
diseminadas de neuroblastoma (estudio de enfermedad minima residual
(EMRY)), se discutira a lo largo del presente trabajo.

2.2.- Clasificacién

En el pasado se utilizaron tres importantes sistemas de estadiaje y
clasificacion de los pacientes con neuroblastoma en diferentes grupos de
riesgo:

1.- El propuesto por Evans (Childen’s Cancer Study Group) (Evans et al.,
1971).

2.- El utilizado por el Pediatric Oncology Group (Hayes et al., 1983).

3.- El utilizado por el American Joint Committee on Cancer (American Joint
Committee on Cancer. Manual for staging of cancer., 1983).

Las diferencias entre estos sistemas de clasificacion eran sustancialmente
importantes, lo que impedia la comparacion de los resultados de los
diferentes ensayos clinicos y los estudios biolégicos realizados basados en
las diferentes clasificaciones. Motivado por esta serie de problemas, se
crearon nuevos sistemas de estadiaje basados en la clasificacion de Evans
y formulados por Brodeur y colaboradores (Brodeur et al., 1988; Brodeur et al.,
1993). Estos sistemas de clasificacion se denominan International
Neuroblastoma Staging System (INSS) (Tabla 1) y el Internacional
Neuroblastoma Response Criteria (INRC) (Tabla 2); Ambos son los
mayoritariamente aceptados en la actualidad y se basan en los datos
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clinicos, radiolégicos y la evaluacién quirdrgica para la clasificacion de los
pacientes con neuroblastoma.

Tabla 1: Estadios segun la clasificacion INSS (Brodeur et al., 1993).

Estadio Descripcion

1 Tumor localizado con escisidn macroscopica completa, con
enfermedad residual microscopica o sin esta; ganglios linfaticos
ipsilaterales representativos, microscépicamente negativos para
el tumor (como los nédulos adheridos al tumor primario y
extirpados junto con éste, pueden ser positivos).

2A Tumor localizado con escisibn macroscépica incompleta;
ganglios linfaticos ipsilaterales representativos, negativos para el
tumor microscépicamente.

2B Tumor localizado con escision macroscopica completa o sin esta;
ganglios linfaticos ipsilaterales no adherentes, positivos para el
tumor. Los ganglios linfaticos contralaterales agrandados deben
ser negativos microscopicamente.

3 Tumor irresecable unilateral, infiltrante més alla de la linea
media, con afectacién de los ganglios linfaticos regionales o sin
esta; o tumor unilateral localizado con compromiso de los
ganglios linfaticos regionales contralaterales; o tumor en la linea
media con extension bilateral por infiltracion (irresecable) o por
afectacion del ganglio linfatico. La linea media esta determinada
por la columna vertebral. Los tumores que se originan en un lado
y cruzan la linea media deben infiltrase sobre esta, o hacia el
lado opuesto de la columna vertebral.

4 Todo tumor primario con diseminacibn a ganglios linfaticos
distantes, huesos, médula ésea, higado, piel u otros érganos,
con excepcidn de lo definido para el estadio 4S.

4S Tumor primario localizado, como se define para el estadio 1, 2A
0 2B, con diseminacion limitada a la piel, el higado o la médula
OGsea (como el circunscrito a lactantes menores de un afio de
edad). La afectacion medular debe ser minima (<10% de células
nucleadas totales identificadas como malignas por biopsia de
hueso o por aspirado de médula d6sea). Una afectacion mas
extensa de la médula 6sea se consideraria como enfermedad en
estadio 4. Los resultados de la gammagrafia con MBIG
(metaiodobenzilguanidina) en caso de que se efectle, deben ser
negativos para la enfermedad en la médula 6sea.
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Tabla 2: Criterios internacionales de respuesta al tratamiento (INRC)
(Brodeur et al., 1993).

Respuesta Descripcién

RC Respuesta completa: desaparicion total del tumor, sin indicios
de enfermedad. Las concentraciones de VMA/HVA son
normales.

MBRP Respuesta parcial muy buena: el tumor primario ha disminuido

entre 90 y 99% y no hay indicios de enfermedad metastasica.
Las concentraciones de VMA/HVA en orina son normales. Se
permiten cambios residuales en hueso.

RP Respuesta parcial: una reduccion entre 50 y 90% en el tamafio
de todas las lesiones cuantificables; el numero de
localizaciones positivas en las exploraciones Oseas se ve
disminuido en mas de 50% y no hay presencia de lesiones
nuevas.

RM Respuesta mixta: no hay lesiones nuevas, se ve una reduccion
entre 50 y 90% de cualquier lesién cuantificable (primaria o
metastasica) con menos del 50% de reduccién en otras
lesiones y menos del 25% de aumento en cualquier lesion.

EE Enfermedad estable: no hay lesiones nuevas; reduccién de
menos de 50% y aumento menor del 25% en cualquier lesion.
PE Progresion de la enfermedad: cualquier lesion nueva; aumento

de cualquier lesion cuantificable en més del 25%; médula 6sea
previamente negativa que se positiviza. Un aumento
persistente en la concentracion VMA/HVA en la orina con
enfermedad estable, o aumento en la concentracion de
VMA/HVA sin indicios clinicos o radiograficos de evolucion que
indigue enfermedad evolutiva, pero que demanda un
seguimiento continuo.

Los parametros prondsticos mas importantes son el estadio de la
enfermedad y la edad del paciente al diagnéstico (Pearson et al., 2000). De
hecho, se trata del tumor pediatrico donde la edad juega uno de los papeles
mas importantes en cuanto al pronéstico. En un primer momento el corte se
situd en los 12 meses y asi se observé que los nifios con mas de un afio
tenian un peor pronéstico que los menores de dicha edad y que el
prondstico empeoraba a medida que aumenta el estadio de la enfermedad
(Coldman et al., 1980). La excepcion a este criterio venia dada por el estadio 4
especial (4S), en este caso el pronéstico era similar a los estadios 1 y 2.
Posteriormente, se reevalu6 dicho criterio al observar, en largas series de
pacientes, que el prondstico de los pacientes de entre 12 y 18 meses era
similar al de los menores de 1 afio y el punto de corte se situé en los 18
meses (London et al., 2005; Moroz et al., 2011)
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Ademas de la clasificacion INSS y basandose en diferentes estudios, el
Grupo de Oncologia Infantil (COG) propuso una clasificacién que asigna a
todos los pacientes a grupos de riesgo bajo, intermedio o alto, dependiendo
de la edad, la estratificacidn en el INSS y la biologia tumoral (Tabla 3).

Tabla 3: Estratificacion del riesgo propuesta por el COG (Maris et al., 2007).

Estadio Edad MYCN  Ploidia Histologia Otros Grupo de riesgo
1 Bajo
2A/2B No Amp Reseccion >50%  Bajo
No Amp Reseccion <50%  Intermedio
No Amp Sélo biopsia Intermedio
Amp Alto
3 <547 dias No Amp Intermedio
>547 dias No Amp Favorable Intermedio
Amp Alto
>547 dias No Amp No favorable Alto
4 <365 dias Amp Alto
<365 dias No Amp Intermedio
365-547 dias Amp Alto
365-547 dias DI=1 Alto
365-547 dias No favorable Alto
365-547 dias No Amp DI>1 Favorable Intermedio
>547 dias Alto
45 <365 dias No Amp DI>1 Favorable Asintomatico Bajo
<365 dias No Amp DI=1 Intermedio
<365 dias Ausente  Ausente  Ausente Intermedio
<365 dias No Amp Sintomatico Intermedio
<365 dias No Amp No favorable Intermedio
<365 dias Amp Alto

No amp: No amplificado; Amp: Amplificado.
DI: indice de DNA

Dicha asignacion determina el plan de tratamiento para cada paciente. Los
pacientes asignados a los grupos de bajo, intermedio y alto riesgo tienen
una supervivencia total tras tres afios después del diagnostico de mas del
90%, entre 70% y 90% vy alrededor del 30% respectivamente.

Vandesompele y colaboradores propusieron asimismo otro modelo para
mejorar la evaluacién del riesgo y la estratificacion de la terapia
(Vandesompele et al., 2005). Mediante el andlisis de los datos obtenidos a partir
del estudio de 231 tumores con la técnica de CGH (hibridacién genémica
comparada), identificaron tres importantes grupos clinicogenéticos. Dentro
del subgrupo 1 se incluyen los nifios menores de 1 afio con un estadio bajo,
un indice de contenido de DNA en el tumor cerca de la triploidia,
alteraciones numeéricas e histologia favorable. Este grupo de pacientes tiene
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un pronastico excelente. El subgrupo 2 incluye a los pacientes mayores, con
indices de DNA en tumor cerca de la diploidia/tetraploidia y estadio 4,
caracterizados por tener histologia desfavorable, ganancia parcial de 174,
pérdida de 11q y/o 3p. Estos pacientes tienen una supervivencia a los 5
afios de aproximadamente un 40%. Los pacientes del subgrupo 3 tienen
una supervivencia parecida. Estos presentan tumores con indices DNA
diploides/tetraploides con estadios de tumor altos e histologia desfavorable.
Ademas presentan ganancia parcial de 17q, pérdida de 1p y amplificacion
de MYCN. Los pacientes del subgrupo 2 son generalmente mayores que los
del subgrupo 3 (edad media al diagndstico de 41 meses frente a 26).

Los perfiles de expresion génica en los tumores también se han utilizado
para identificar patrones predictivos del pronéstico clinico (Ohira et al., 2003;
Hiyama et al., 2004; Takita et al., 2004; Wei et al., 2004; Krasnoselsky et al., 2005). Los
diferentes grupos de investigacion comparan los perfiles obtenidos de
tumores con diferente pronéstico (favorable y desfavorable) para evidenciar
diferencias entre ellos y asi identificar nuevos marcadores prondsticos o
dianas terapéuticas en neuroblastomas agresivos (Ohira et al., 2003; Hiyama et
al., 2004; Takita et al, 2004). Krasnoselsky y colaboradores identifican un
conjunto de genes implicados en el ciclo celular y/o en la segregacion
cromosOmica que distingue a los tumores estadio 4 del resto de los
tumores. Wei y colaboradores identifican 19 genes (entre ellos MYCN,
CD44, DLK1, SLIT3 y ROBO2) que predicen el pronéstico en un 98% de los
pacientes de neuroblastoma estudiados (Krasnoselsky et al, 2005). Sin
embargo, la integracién de estos hallazgos en los algoritmos de prediccion
del riesgo clinico requiere estudios independientes con grandes grupos de
pacientes tratados uniformemente.

Estas clasificaciones se han utilizado de manera internacional durante
muchos afos, lo que ha evidenciado algunos problemas que han impulsado
el disefio de nuevos sistemas de clasificacion. De hecho, la mayoria de ellas
dependen del estudio del tumor para la asignacion del riesgo y muchos de
los protocolos de tratamiento se inician de manera previa a la cirugia,
dependiendo incluso el estadiaje de la pericia del cirujano. Por ello, los
grandes grupos cooperativos a nivel internacional discutieron un nuevo
sistema de estratificacion de los pacientes agrupandolos segun el riesgo en
4 grupos, riesgo muy bajo, riesgo bajo, riesgo intermedio y alto riesgo.
Ademas, el International Neuroblastoma Risk Group Staging System
(INRGSS) establecié una estratificacion tumoral al diagnéstico previa al
inicio del tratamiento. Esta clasificacion establece dos estadios localizados y
dos metastasicos (Cohn et al., 2009; Monclair et al., 2009) (Tabla 4).
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Tabla 4: Estadiaje internacional seguin el INRGSS.

Estadio Descripcién

L1 Tumor localizado que no afecte a estructuras vitales como se
define en la lista de Factores de riesgo definidos por imagen y
confinado en un compartimento del cuerpo.

L2 Tumor locorregional con presencia de uno o mas factores de
riesgo definidos por imagen.

M Enfermedad metastatica a distancia (excepto estadios MS).

MS Enfermedad metastatica en nifilos menores de 18 meses con

metastasis confinadas a la piel, higado y/o médula 6sea.

2.3.- Histopatologia

Los tumores neuroblasticos pertenecen al grupo de tumores infantiles de
células pequenas, redondas y azules. Otros miembros de este grupo son los
linfomas linfoblasticos, el Sarcoma de Ewing, los tumores
neuroectodérmicos primitivos, los rabdomiosarcomas y otros sarcomas de
partes blandas de células pequefias indiferenciadas (Brodeur et al., 2006).

Histéricamente, los tumores neuroblasticos se han dividido en tres
categorias atendiendo a su morfologia y basandose en la presencia de
neuroblastos y/o células gangliociticas diferenciadas. Las tres categorias
resultantes de esta clasificacion son el neuroblastoma, el
ganglioneuroblastoma y el ganglioneuroma (Brodeur et al., 2006). En 1984 el
grupo de Shimada y colaboradores, propusieron un nuevo sistema de
clasificacion basado en la cantidad del estroma schwanniano, el grado de
diferenciacion, el indice de mitosis-cariorrexis y la edad al diagndstico,
distinguiendo dos grupos de histopronéstico: favorable y desfavorable
(Shimada et al, 1984). Actualmente se utiliza la Internacional Neuroblastoma
Pathology Classification (INPC), basada en la clasificacion original de
Shimada con pequefias modificaciones (Shimada et al., 1999; Shimada et al.,
2001). Esta clasificacion divide a los tumores neuroblasticos periféricos en
cuatro categorias morfoldgicas basicas y sus subtipos:

1. Neuroblastoma indiferenciado, pobremente diferenciado vy
diferenciado.

2. Ganglioneuroblastoma.

3. Ganglioneuroma.

4. Ganglioneuroblastoma nodular.

Los neuroblastomas estan compuestos de células uniformes, pequefas y
redondas, con escaso citoplasma y frecuentemente cromatina con
estructura granular (Brodeur et al., 2006). Diferentes parametros como son el
grado de diferenciacién basado en la presencia o ausencia de neuropilo, la
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diferenciacion ganglionar de las células tumorales (indiferenciado,
pobremente diferenciado o en diferenciacién), y la presencia o ausencia de
calcificacion permiten diferenciar subtipos del tumor. Las células del tumor
pueden formar rosetas, que estan compuestas por grupos de neuroblastos
alrededor de un nucleo de neuropilos. El tipo de tumor homdélogo mas
diferenciado y benigno del neuroblastoma es el ganglioneuroma. Se
compone de células ganglionares maduras envueltas de un estroma
compuesto por células de Schwann. El grado de diferenciacién de los
ganglioneuroblastomas es intermedio entre los neuroblastomas y los
ganglioneuromas. Este tipo de tumor presenta grandes areas de estroma
compuestas por células de Schwann que rodea a islas de tejido
neuroblastico pobres de estroma, como también pequefios focos dispersos
(tipo intermedio) o grandes nodulos visibles (tipo nodular) (Figura 4).

En base a diferentes caracteristicas como la edad del paciente y las
caracteristicas morfolégicas (grado de diferenciacion neuroblastica,
presencia o ausencia de estroma schwaniano e indice de mitosis-
cariorrexis) podemos clasificar los tumores neuroblasticos como de
histologia favorable o histologia no favorable (Tabla 5) (Shimada et al., 1999;
Peuchmaur et al., 2003).

Figura 4: Tumores neuroblasticos en varios grados de diferenciacion (A) Se
observan células de Schwann y células ganglionares prominentes
(marcadas con flechas) en el estroma rico de neuroblastoma (B) El estroma
pobre de neuroblastoma consistente en células pequefias, redondas y
azules densamente empaquetadas con escaso citoplasma (Adaptado de Maris
et al., 2007).

Los neuroblastomas pobremente diferenciados y diferenciados con indice
de mitosis-cariorrexis bajo e intermedio, en pacientes menores de 18 meses
y los neuroblastomas diferenciados con indice de mitosis-cariorrexis bajo,
en pacientes entre 18 meses y 5 afios de edad se clasifican como
favorables. Todo el resto de neuroblastomas se consideran desfavorables.
Los ganglioneuroblastomas nodulares se clasifican de acuerdo a la
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histologia de los nddulos neuroblasticos con el mismo criterio que los
neuroblastomas. Los gangliobeuroblastomas y los ganglioneuromas se
consideran de prondstico favorable.

Tabla 5: Evaluacién en grupos pronostico segun la clasificacion INPC

(modificado de Shimada et al., 1999).

INPC Histologia Clasificacion de Grupo
Shimada Original prondstico
Neuroblastoma (Estroma Schwaniano pobre) Estroma pobre
Favorable Favorable Favorable
< 1,5 afios Pobremente diferenciado y MKI
bajo o intermedio
1,5-5 afos Diferenciado y MKI bajo
Desfavorable Desfavorable Desfavorable
< 1,5 afios a.- tumor indiferenciado
b.- MKI alto
1,5-5 afos a.- tumor indiferenciado o
pobremente diferenciado
b.- MKI alto o intermedio
> 5 afios Todos los tumores
Ganglioneuroblastoma Estroma Schwaniano rico Estroma rico Intermedio  Favorable
intermedio Favorable
Ganglioneuroma Estroma Schwaniano dominate
En maduracion Diferenciado (favorable) Favorable

Maduro

Ganglioneuroma

Ganglioneuroblastoma
nodular

(Estroma schwaniano
compuesto; estroma rico/ pobre

Estroma rico nodular
(desfavorable)

Desfavorable

y dominante)
MKI: indice de mitosis-cariorrexis

2.4.- Genética

El neuroblastoma, como la mayoria de los tumores, presenta una compleja
variedad de alteraciones genéticas. Gran parte de ellas se adquieren en las
células tumorales y algunas pueden llegar a predecir la evolucién clinica,
teniendo en algunos casos valor pronéstico independiente de la
enfermedad. Estos datos apoyan la estratificacion de los pacientes en los
diferentes grupos de riesgo, que permiten adaptar asi los tratamientos. En la
practica clinica se utilizan tratamientos intensivos para los casos de alto
riesgo y se disminuye el tratamiento para evitar los efectos adversos en
pacientes con tumores relativamente benignos (Bown, 2001). En los ultimos
afios se han incrementado los ensayos clinicos que tienen en cuenta las
variables genéticas del tumor en la eleccion del tratamiento, de esta manera
se pretende adecuar las diferentes posibilidades terapéuticas a los distintos
grupos de riesgo determinados por todas las variables existentes y de las
caracteristicas genéticas del tumor. En la figura 5 se muestra la variabilidad

34



Introduccién

de alteraciones gendmicas que se han observado en los tumores de
neuroblastoma.

Entre las alteraciones gendmicas que podemos encontrar en los
neuroblastomas agresivos se encuentran la diploidia y la tetraploidia (Maris et
al, 1999), la amplificacién del oncogén MYCN (Brodeur et al., 1984; Christiansen et
al, 1995), la delecion de la region cromosdmica 1p36 (Christiansen et al., 1988;
Caron et al, 1996) y la ganancia de la region cromosomica 17q (Plantaz et al.,
1997; Bown et al., 1999). Ademas, se han descrito como marcadores de posible
valor pronéstico las pérdidas de heterozigosidad frecuentes en otras
regiones cromosémicas especialmente en 2q, 3p, 4p, 9p, 11q, 14q y 18q
(Takita et al., 1995, Ejescar et al., 1998; Luttikhuis et al., 2001; Westermann et al., 2002). Se
han descrito asociaciones entre pérdidas de 11q, 3p y 14q, que a su vez se
correlacionan inversamente con la amplificacién de MYCN vy la delecién de
1p, y que identifican subgrupos diferentes de tumores avanzados (Takita et al.,
1995; Ejescar et al., 1998; Luttikhuis et al., 2001).
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Figura 5: Frecuencias de ganancias y pérdidas gendémicas estudiadas
mediante Array-CGH en tumores de NB (rojo: ganancias; verde: pérdidas).
Las lineas verticales corresponden a la separacion entre los cromosomas.
A: Casos con alteraciones cromosomicas numéricas. B: Casos con
alteraciones segmentarias (adaptado de Schleiermacher el al., 2011).
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2.4.1.- Ploidia

Utilizando la técnica de la citometria de flujo, Look y colaboradores
consiguieron distinguir entre tumores diploides e hiperdiploides en cuanto al
contenido de DNA en series de casos de neuroblastoma. Los tumores
hiperdiploides mostraban un indice de contenido de DNA que oscilaba en el
entre 1,07 a 2,42. En este estudio, el contenido en DNA se asociaba con el
estadio del tumor, asi, la diploidia se relacioné con estadios avanzados del
mismo. Ademas observaron que la amplificacién de MYCN estaba presente
de forma estadisticamente significativa en los tumores diploides. Por otra
parte los tumores hiperdiploides mostraron una asociacion significativa con
una mejor respuesta a la quimioterapia en nifios con neuroblastomas
irresecables (Look et al., 1984). En estudios posteriores se aumentd el nimero
de pacientes analizados con enfermedad avanzada. La hiperploidia se
asocio claramente con alta supervivencia a largo plazo en nifios mayores y
menores de un afio (Look et al, 1991). Sin embargo, no se observé ninguna
asociacion entre la ploidia y el comportamiento clinico en nifios mayores de
2 afnos.

Por otra parte, otros grupos distinguian tres niveles de ploidia,
pseudodiploide, pseudotriploide y pseudotetraploide, observando que
algunas alteraciones estructurales como la delecibn de 1p eran mas
frecuentes en tumores diploides y tetraploides y como lo descrito por otros
grupos, la amplificacion de MYCN estaba restringida al grupo diploide
(Hayashi et al., 1989; Ladenstein et al., 2001).

El indice de DNA en las células de neuroblastoma se utiliza para predecir la
respuesta al tratamiento y el prondstico de los pacientes, especialmente en
los nifios menores de 1 afio con estadio avanzado de la enfermedad.
Basandonos en la ploidia, los neuroblastomas se pueden dividir en dos
subgrupos. La mayoria de las lineas celulares de neuroblastomas y los
tumores de estadios avanzados tienen aproximadamente un contenido
diploide o tetraploide en cuanto al nimero de cromosomas, por el contrario
los neuroblastomas con pronéstico favorable, especialmente en nifios
menores de un afio, se caracterizan por tener un indice de DNA
hiperdiploide o aproximadamente triploide (Brodeur et al., 1997; Maris et al., 1999).
Virtualmente todos los tumores diploides y tetraploides muestran diferentes
alteraciones genéticas que incluyen amplificaciones, deleciones 'y
translocaciones desequilibradas resultado de la inestabilidad gendmica. En
el caso de los tumores hiperdiploides y triploides no se observan estos
hallazgos. Estos tumores tienen basicamente defectos en la mitosis y la
segregacion cromosomica y por ello se caracterizan por ganancias de todos
los cromosomas con pocos reordenamientos estructurales (Maris et al., 1999).
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2.4.2.- Amplificacion de MYCN

EL proto-oncogén MYCN se encuentra en el brazo corto del cromosoma 2
(2p24.3) y se clon6 originalmente en 1983. Se identific6 como una
secuencia amplificada de DNA con homologia parcial al proto-oncogén MYC
(c-myc) en lineas celulares de neuroblastoma que presentaban los
fenébmenos de amplificacion por dobles diminutos o zonas
homogéneamente tefiidas (Figura 6) (Kohl et al., 1983; Schwab et al., 1983). Estos
fendmenos son representativos de amplificacion del DNA y se asocian a la
delecion del brazo corto del cromosoma 1 (Biedler et al., 1973; Brodeur et al.,
1977). El contenido genético de la regién 2p24.3 se transpone a los dobles
diminutos durante el proceso de amplificacion, y los dobles diminutos se
integran linealmente en regiones cromosomicas al azar formando las
regiones homogéneamente teflidas. Como resultado del proceso de
amplificacion normalmente acaba habiendo desde 50 a 400 copias del gen
por célula, lo que provoca altos niveles de expresién del mismo (Seeger et al.,
1988). Un nimero medio de copias (de 3 a 10) representa, bien un bajo nivel
de amplificacién o bien aneuploidia. Brodeur y colaboradores fueron los
primeros que observaron que la amplificacion de MYCN se encontraba en
un importante porcentaje de tumores primarios no tratados y que se
correlacionaba de manera importante con estadios avanzados (Brodeur et al.,
1984). Seeger y colaboradores demostraron que la amplificacion se
correlacionaba con una progresion rapida de la enfermedad y mal
pronoéstico (Seeger et al., 1985). Investigaciones posteriores han confirmado
que la amplificacién del oncogén MYCN por encima de 10 copias por
genoma haploide es una variable pronéstica independiente muy potente. La
evaluacion del estado de MYCN al diagnéstico en el tumor es esencial para
la evaluacion inicial de todos los pacientes con neuroblastoma (Maris el al.,
1999).
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Figura 6: Amplificacién del oncogén MYCN observada mediante diferentes
técnicas. A: amplificacion de MYCN por dobles diminutos. B: Nucleo en
interfase donde se observa la amplificaciéon de MYCN por hibridacién in situ
fluorescente (FISH) con una sonda marcada en rojo. C: Apariencia de la
amplificacion de MYCN mediante CGH. D: Amplificacion de MYCN
observada en un Southern Blot (adaptado de Bown, 2001).
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La amplificacion del oncogén MYCN esta presente en aproximadamente un
20% de pacientes con NB y se suele asociar a estadios avanzados y que
progresan con rapidez a pesar del tratamiento (Meyer y Penn, 2008). De hecho
el porcentaje de pacientes con amplificacion del oncogén aumenta al 40%
en pacientes con enfermedad avanzada y sélo esta presente en un 5-10%
de pacientes en estadios bajos.

La amplificacion de MYCN se asocia a niveles muy elevados de expresion
de la proteina MYCN (Nisen et al., 1988; Slavc et al 1990), sin embargo el
significado pronostico independiente de la presencia del RNA mensajero de
MYCN o de la proteina sigue sin estar totalmente aclarado. Se sabe que
esta sobreexpresion afecta de forma directa o indirecta a genes implicados
en la regulacion del ciclo celular (MDM2, MCM2, ODC vy ID2), apoptosis
(TP53), diferenciacion (CDC42 y PAX3), resistencia a drogas (MRP1) y
estabilidad del mismo MYCN (Aurora kinasa A) (Figura 7) (Huang et al., 2013;
Bell et al., 2010).
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Figura 7: Rutas y genes alterados por la sobreexpresion de MYCN (adaptada
de Huang et al., 2013).
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La region gendmica que se amplifica con MYCN es muy grande,
extendiéndose normalmente de 500 a 1000 Kb. Debido al gran tamafio de la
zona amplificada, se ha postulado que algunos de los genes adicionales
amplificados cercanos a MYCN podrian contribuir al fenotipo del tumor.
Mapas de alta resolucion del locus donde se sitia MYCN muestran que
existe una region de 130Kb que es la diana central de la amplificacion (Reiter
et al, 1996). En esta region diana no se han descrito otros genes, pero a 300
Kb en 5" se localiza el gen DDX1 que se coamplifica junto a MYCN en
aproximadamente un 40-50% de los casos (George et al., 1996). DDX1 no se
ha visto amplificado en ausencia de la amplificacién de MYCN, por lo tanto
se piensa que MYCN es el responsable del fenotipo agresivo de los tumores
que presentan amplificacién en el locus 2p24.3, pero que DDX1 podria
contribuir a la naturaleza agresiva de los tumores que presentan
amplificacion del oncogén.

De la misma manera, el gen NBAS, localizado en la misma regién a 400 Kb
de MYCN, se puede coamplificar (Wimmer et al., 1999), sin embargo al igual
gue la contribucion de la amplificacién del gen DDX1 parece que no tenga
una asociacion significativa con el fenotipo o la agresividad de los tumores
de neuroblastoma (Kaneko et al., 2007).

2.4.3.- Delecién de 1p

Brodeur y colaboradores fueron los primeros que observaron que las
deleciones en el brazo corto del cromosoma 1 (1p) eran una caracteristica
comun en los cariotipos de las lineas celulares de neuroblastoma y en los
tumores avanzados (Brodeur et al., 1977; Brodeur et al., 1981). Estudios genéticos
moleculares posteriores han confirmado estas alteraciones describiendo la
pérdida de heterozigosidad en la zona en un rango que oscila desde 30% al
50% de los tumores primarios (Figura 8) (Brodeur et al., 1977; Gilbert et al., 1984,
Brodeur et al., 1989).
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Figura 8: Delecibn de 1p observada mediante diferentes técnicas. A:
Cariotipo con bandas G; B: Hibridacién FISH; C: CGH metafésica (adaptado
de Bown, 2001).
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La mayoria de las deleciones de 1p son grandes, abarcando casi todo el
brazo corto del cromosoma, siendo la zona mas distal la region mas
frecuentemente delecionada (1p36.2 a 1p36.3) (Biegel et al., 1993; Cheng et al.,
1995; Martinsson et al., 1995; White et al., 1995; White et al., 1997; White et al., 2001).
Takeda vy colaboradores dividieron sus tumores con pérdida de
heterozigosidad en 1p en dos grupos: los que poseian grandes deleciones
terminales que abarcaban la region desde 1pter a 1p32 y otro grupo con
deleciones intersticiales pequefias en 1p36 (Takeda et al., 1994). Estos autores
describieron una relacion entre las deleciones terminales grandes en 1p, la
amplificacion de MYCN y un mal pronéstico de la enfermedad. Caron y
colaboradores confirmaron estos resultados (Caron et al., 1993). La totalidad de
estos hallazgos sugieren la existencia de al menos dos genes supresores
de tumores localizados en 1p (uno en 1p36.3 y otro en 1p35-p36.1). Se han
analizado varios genes como posibles genes supresores de tumores de la
zona 1p36. Entre estos genes se encuentran TP73 homodlogo de TP53,
CDC2L1 homoélogo de CDK2; los factores de trascripcion HKR3, DAN,
PAX7, ID3 y E2F2; los factores de elongacién de la transcripcion TCEBS3; y
dos miembros de la familia de factores de necrosis tumoral TNFN2 y DR3.
Sin embargo todos estos genes excepto HKR3 y DR3 se encuentran fuera
de la regidon consenso de pérdida y en ellos no se han encontrado
mutaciones en el alelo no delecionado (Maris et al., 1999).

Debido a que se ha descrito una fuerte correlacion entre la delecion de 1p y
caracteristicas de alto riesgo como la edad de diagnéstico por encima de 1
afio, enfermedad metastatica o la amplificacion de MYCN, el valor
prondstico independiente de esta alteracion sigue sin estar del todo claro.
Un estudio retrospectivo realizado por el Children’s Oncology Group indica
que la delecién de 1p junto con la delecién de 11q muestra una asociacion
con mal prondstico en un subgrupo de pacientes con caracteristicas de bajo
riesgo y riesgo intermedio (Attiyeh et al, 2005). Asi, con todos los datos
disponibles, actualmente, en neuroblastomas localizados (estadios 1y 2) y
estadios 4S, la delecion de 1p permite identificar a un grupo de pacientes,
generalmente sin MYCN amplificado ni otros factores adversos, como
enfermos de alto riesgo.

2.4.4.- Gananciade 17q

Las alteraciones recurrentes que afectan al brazo largo del cromosoma 17
se describieron por primera vez por Gilbert y colaboradores al analizar
cariotipos con bandas G procedentes de cultivos celulares de tumores
primarios de neuroblastoma y de diferentes lineas celulares (Gilbert et al.,
1984). Actualmente se conoce que la translocacion desequilibrada que tiene
como resultado la ganancia de 17q y la pérdida parcial en el otro
cromosoma afectado, es la alteracibn cromosémica mas comun en los
neuroblastomas primarios. El cromosoma que se encuentra mAas
frecuentemente implicado en la translocacion desequilibrada es el
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cromosoma 1, aunque se ha descrito la alteracién también en otros
cromosomas (Figura 9) (Savelyeva et al 1994; Van Roy et al., 1994; Lastowska et al.,
1997-A). Estudios posteriores demostraron que la ganancia en la zona
17923.1-17qter se puede observar en un 50-75% de los tumores primarios
de neuroblastoma (Altura et al 1997; Lastowska et al., 1997-A; Plantaz et al., 1997). La
region minima de ganancia se acotd mediante mapeo con FISH y abarca
25Mb situadas en la region cromosémica 17g23.1-17qter (Meddeb et al., 1996).

La ganancia de 17q se asocia a caracteristicas pronésticas adversas y por
lo tanto puede ser Util para la estratificacion del tratamiento (Caron, 1995;
Lastowska et al., 1997-B; Theissen et al., 2014).
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Figura 9: Translocacion desequilibrada que tiene como resultado la pérdida
de 1p36 y la ganancia de 17qg21-qter (adaptado de Brodeur et al., 1988).

2.4.5.- Alteraciones en el cromosoma 11

Estudios genéticos moleculares demostraron que la pérdida en 11q se
podia observar en aproximadamente un tercio de los tumores primarios de
neuroblastoma (Srivatsan et al., 1993; Takita et al., 1995; Brinkschmidt et al., 1997;
Lastowska et al., 1997-A; Plantaz et al., 1997). Posteriormente, se demostré que
este niumero podia ser incluso mayor y que la delecion alélica en 11923 en
una extensa serie estudiada llegé a ser del 44% (Guo et al., 1999; Maris et al.,
2001). La region de pérdida mas comun esta situada en 11g23, indicando
una posible ubicacién de un gen supresor de tumores para neuroblastoma.

En contraste con la pérdida de 1p, esta pérdida de 11q estd inversamente
correlacionada con la amplificacién de MYCN. Esta circunstancia hizo que
esta alteracién cobrara importancia en la estratificacion de los pacientes y
asi que se beneficiaran de una mejor adecuacion terapéutica. Aunque en
los pacientes que presentan la pérdida de 11q no se observa disminucién
de la supervivencia, si que se observé una disminucién significativa de la
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supervivencia global en aquellos casos donde el MYCN no estaba
amplificado (Maris et al., 2001; Guo et al., 1999).

2.4.6.- Alteraciones en el cromosoma 14

La delecion del brazo largo del cromosoma 14 (14q) es también una
alteracién que se puede encontrar frecuentemente en los neuroblastomas.
La pérdida de 14qg se identific6 por primera vez en 1989 en 6 de 12
neuroblastomas estudiados por Suzuki y colaboradores utilizando un
marcador FRLP situado en la regién 14932 (Suzuki et al, 1989). Los datos
recogidos de estudios posteriores sobre un total de 180 tumores mostraron
pérdida de la regién 14932 en un 27% de los casos (Fong et al., 1992; Takayama
et al; 1992; Srivatsan et al., 1993; Takita el al., 1995). Un estudio realizado con 372
neuroblastomas  primarios, hecho con marcadores espaciados
uniformemente a lo largo de 14q, observé la pérdida en un 22% de los
casos y defini6 una region comdn de pérdida contenida en 14g23-qter
(Thompson et al., 2001). La pérdida de 14q esta fuertemente correlacionada con
la pérdida de 11qg e inversamente correlacionada con la presencia de la
amplificacion de MYCN. Ademas esté presente en todos los grupos clinicos
de riesgo, indicando que dicha alteracién es de aparicion temprana en el
desarrollo del tumor.

2.4.7.- Alteraciones gendmicas en otros cromosomas

A lo largo de los afios se han descrito multitud de alteraciones genémicas
en otras localizaciones cromosémicas. Entre ellas estan las situadas en 2q,
3p, 4p, 9p 0 14q, e incluso algunas han demostrado estar asociadas con el
prondstico de la enfermedad. Por otra parte, se ha descrito que puede
existir una evolucion o acumulacién de alteraciones gendmicas que se
pueden observar en los tumores en recaida que no estaban presentes en el
tumor primario, especialmente en aquellos tumores diagnosticados como
localizados y que acabaron evolucionando a tumores metastéaticos.

Por ejemplo, la pérdida de 2q (293.3) se asocia a la pérdida de expresién
del gen CASP8 (Teitz et al., 2000). En el caso de 3p la region minima de
pérdida se ha delimitado en la regién 3p25.3-p14.3, identificandose en ella
el gen supresor de tumores RASSF1A (Ejeskar et al., 1998). En el caso de 4p
la region minima de pérdida de localizé en 4pl16 y se propuso una posible
asociacion con NB hereditario (Perri et al., 2002). En el caso de 9p la region de
pérdida se localizo en 9p21 y en 14q en 14q21.32 (Thompson et al., 2001). La
LOH para 3p y 149 se asocian a la pérdida de 11q en tumores localizados
con MYCN no amplificado (Spitz et al., 2003). La pérdida de 9p se encuentra
en una baja frecuencia en tumores detectados clinicamente e incluye los
supresores de tumores CDKN2A y CDKN2B, sin embargo, no se han
encontrado alteraciones como mutaciones puntuales, deleciones, u otras
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alteraciones que supongan la pérdida total de la funcién de ambos genes
(Takita et al., 1997; lolascon et al., 1998).

Los estudios actuales realizados mediante hibridacion genémica comparada
sobre array (Array-CGH) han permitido la deteccibn de todas estas
alteraciones y el rastreo de alteraciones gendmicas globales de forma
simultanea, sin embargo, en estos momentos es necesario un gran esfuerzo
global para la integracién de toda esta informacion y el posible valor clinico,
lo que posibilitara una mejor estratificacion de los pacientes en subgrupos
de riesgo.

2.4.8.- Neuroblastoma familiar

El NB se considera generalmente un tumor esporadico, pero en un 1-2% de
casos se puede observar una agregacion familiar de la enfermedad (Shojaei-
Brosseau et al., 2004). En la mayor parte de los casos (90%), dicha agrupacion
familiar se atribuye a mutaciones germinales en PHOX2B (Mosse et al., 2004,
Trochet el al., 2004) o en ALK (Chen et al., 2008; Janoueix-Lerosey et al., 2008; Mosse et
al, 2008). En pacientes con NB familiar o esporadico junto con otras
neurocristopatias (enfermedades originadas de alteraciones en la cresta
neural) como la Enfermedad de Hirschsprung y la hipoventilacion central
congénita, se han descrito mutaciones en PHOX2B. Las mutaciones en ALK
estan presentes en un 5-15% de neuroblastomas esporadicos (George et al.,
2008; Mosse et al., 2008), siendo asi el gen descrito con un mayor porcentaje de
mutaciones de predisposicidon conocido (Pugh et al, 2013). Actualmente, se
recomienda el estudio genético tanto de ALK como de PHOX2B en
pacientes con antecedentes familiares de neuroblastoma u otras
neurocristopatias con el fin de detectar posibles familiares portadores
asintomaticos y asi realizar un diagnostico temprano de la enfermedad
(Deyell y Attiyeh , 2011).

Estudios recientes de secuenciacion gendmica, han permitido describir
mutaciones somaticas en tumores esporadicos y mutaciones germinales en
casos familiares en diferentes genes que podrian predisponer el desarrollo
del neuroblastoma (Pugh et al, 2013). Los genes alterados en los casos
esporadicos resultaron ser ALK, PTPN11, ATRX, ORST1, PDE6G, MYCN y
NRAS. En casos familiares se encontraron posibles mutaciones candidatas
en los genes ALK, CHEK2, PINK1, PARD1, TP53 y PALB2. Futuros
estudios gendmicos permitiran avanzar en este tipo de estudios de reciente
inicio y poder concluir el posible valor de estos cambios en la
predisposicion, desarrollo, respuesta al tratamiento, respuesta a farmacos o
pronéstico de la enfermedad
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2.5.- Mecanismos de invasién y metastasis en neuroblastoma

En los dltimos 100 afos, multitud de investigadores han estudiado el
proceso de metastasis. En 1889 Stephen Paget propuso la teoria de la
semilla y el suelo (seed and soil), esta teoria sugiere que la metastasis
depende de la estrecha relacién entre algunas células tumorales (the seed)
y el microentorno del organo especifico (the soil). Segun esta teoria, la
metastasis sélo se desarrolla cuando el suelo y la semilla son compatibles
(Fidler., 2003). Con el descubrimiento de los genes especificos responsables
de las metéstasis y factores especificos de crecimiento y quemoquinas que
se expresan en los drganos colonizados por las células tumorales, se esta
demostrando que esta teoria es basicamente correcta.

La metéstasis es un proceso altamente complejo y organizado que consiste
en multiples etapas interrelacionadas, durante las cuales, las células
tumorales abandonan el tumor primario, acceden al sistema circulatorio, son
transportadas a sitios distantes, eventualmente salen de la circulacién y
crecen en un microentorno diferente. La primera etapa de la metastasis es
la invasion local, esta etapa requiere que las células malignas pierdan las
adhesiones célula-célula y se conviertan en maviles, este proceso permite la
invasion de los tejidos circundantes. Durante la segunda etapa, la
intravasacion, las células tumorales penetran en el endotelio sanguineo o
linfatico y entran en la circulacién vascular o linfatica. Una pequefia cantidad
de células circulantes son capaces de sobrevivir y forman agregados de
células tumorales o émbolos junto a leucocitos circulantes y plaquetas y se
detienen en sitios alejados del tumor primario. Cuando se detienen, algunas
células son capaces de extravasarse y colonizar el sitio metastatico. Bajo la
influencia de un complejo nimero de factores del entorno, las células
tumorales pueden sufrir cambios genéticos y epigenéticos adicionales que
les puede permitir proliferar y generar la respuesta angiogénica necesaria
para la formacién de una masa metastética grande (Ara et al., 2006).

Como ya hemos mencionado, alrededor de un 50% de los pacientes con
neuroblastoma han desarrollado lesiones malignas fuera del tumor primario
en el momento del diagnéstico. Las métastasis en neuroblastoma tienen
lugar en un 70% de los casos en la médula 6sea y en un 56% en hueso, y
con frecuencia en ambos (Dubuois et al., 1999).

Los mecanismos que permiten la invasiéon de la médula 6sea y el hueso han
sido dilucidados en la dUltima década. Los determinantes genéticos
indicadores de la aparicion de metastasis en neuroblastoma son las
alteraciones cromosoOmicas. Las ganancias cromosémicas se asocian
generalmente con estadios bajos y regresion espontanea, por el contrario
las pérdidas cromosémicas suelen reflejar tendencias metéstéticas. Como
ya hemos explicado anteriormente, las pérdidas en 1p, 3p y 1llq, la
ganancia desequilibrada en 17q y la amplificacion de MYCN indican
generalmente comportamiento metastatico (Morowitz et al., 2003; McArdle et al.,
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2004). En el caso de MYCN y TrkB contribuyen ambos al fenotipo
metastéatico controlando la expresion de multiples proteinas que promueven
la migracién celular, la proliferacion y la supervivencia de las células
tumorales en sitios remotos del tumor primario (Hecht et al., 2005; Ara et al.,
2006).

2.5.1.- Invasion de la circulacién

Los diferentes mecanismos de invasion de la circulacién, colonizacion de
organos especificos como la médula 6sea y la invasion de la misma son
altamente complejos. En estos mecanismos influyen diferentes factores
como los cambios epigenéticos en las células, cambios en la expresion de
integrinas, alteraciéon de los mecanismos de adhesion célula-célula,
expresién de proteasas, etc (Figura 10). Entre los cambios epigenéticos
estan los que ocurren en la metilacion de pl16 (Macaluso et al., 2003; Guo et al.,
2004), que es un inhibidor del ciclo celular que ejerce un control en los
estadios tempranos de la tumorogénesis. La ruta pRB/p16/Ciclina D1 juega
un papel importante en la progresion del ciclo celular. Alteraciones en
alguno de los componentes de esta ruta provocados por cambios genéticos
como deleciones, mutaciones puntuales o alteraciones epigenéticas asi
como la inhibiciébn de pl6 por hipermetilacion, tiene como resultado la
progresion tumoral promoviéndose la transicion de G1 a la fase S en el ciclo
celular, fendbmeno que se observa frecuentemente en neoplasias humanas.
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Figura 10: Proceso de metastasis 6sea en neuroblastoma (modificado de Ara et
al., 2006).
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2.5.2.- Invasion de la médula 6sea

La colonizacién metastatica de 6rganos especificos esta influenciada por
interacciones entre las células circulantes tumorales y las células del érgano
diana. Entre los factores implicados en estas interacciones estan las
guemogquinas.

El factor derivado del estroma 1 (SDF-1)/CXCL12 se expresa de manera
abundante en las células del estroma de la médula 6sea y por los
osteoclastos promoviendo las metéstasis 0seas en el cancer de prostata
(Taichman et al., 2002). Las células de neuroblastoma expresan el receptor de
la quemoquina CXCR4 para el SDF-1 y de esta manera responden siendo
atraidas a los sitios ricos en SDF-1. La expresiéon de CXCR4 en tumores
primarios de neuroblastoma se correlaciona con la presencia de metéstasis
en hueso y médula 6sea (Russel et al., 2004). Los diferentes datos sobre este
tema sugieren que el eje CXCR4/SDF-1 juega un importante papel no solo
en el alojamiento de las células de neuroblastoma en la médula ésea sino
que también las dota con una ventaja selectiva para la colonizacion,
proliferacion y supervivencia en el micro ambiente de este tejido.

2.5.3.- Invasién del hueso

El hueso es un tejido compuesto por colageno tipo 1 y minerales en forma
de hidroxiapatita resistente a la destruccién. En condiciones fisiolégicas
normales, particularmente en nifios, es uno de los tejidos mas activos y esta
sometido a constante remodelacion. Bajo condiciones patol6gicas como la
metastasis 0sea, el hueso sufre una remodelacién produciéndose cambios
en el balance entre la formacion de osteoblastos en el hueso y la
degradacion de osteoclastos (Kozlow et al., 2005).

Entre los mecanismos implicados en la activacién de los osteoclastos en
neuroblastoma esta la produccién del receptor de activacion del ligando
NFkB (RANKL) (Figura 11). Algunas células de neuroblastoma producen
altos niveles de RANKL y bajos niveles de osteoprogeterina (OPG).
Utilizando anticuerpos contra RANKL u oligonucleétidos antisentido, se ha
visto que la activacibn de los osteoclastos por estas células de
neuroblastoma se pueden bloguear con OPG (Granchi et al., 2004).
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Figura 11: Mecanismos de invasion del hueso en neuroblastoma (modificado
de Ara et al., 2006). 1zquierda: Las células de neuroblastoma expresan RANKL
estimulando directamente a los osteoclastos. La produccién del péptido
hormona-relacionado paratiroideo (PTHrP) que es estimulado por BDNF
producido por osteoblastos, potencia la expresion de RANKL en los
osteoblastos, que tiene como resultado la activacion y maduracion de
osteoclastos. Derecha: En ausencia de expresion de RANKL, las células de
neuroblastoma pueden interactuar con las células madre mesenquimales de
la médula 6sea (BM-MSC) o con los macréfagos asociados a tumor (TAM)
que secreta SDF-1, MMPs y factores activadores de osteoclastos (OAFs)
como IL-6, IL-8 y factores inhibidores de la migraciéon de macréfagos (MIP-

1p).

2.6.- Enfermedad minima residual
2.6.1.- Introduccién

En el momento del diagnéstico aproximadamente un 50% de los pacientes
con neuroblastoma debutan con metastasis siendo las mas frecuentes las
de la médula 6sea (MO) (Moss et al., 1991; DuBois et al., 1999). En el caso de los
pacientes de alto riesgo, tienen un prondstico clinico adverso y necesitan de
terapias multimodales intensivas incluyendo trasplante autélogo de células
madre hematopoyéticas (Hartmann et al., 1999; Cotterill et al., 2000). De acuerdo
con las recomendaciones del INSS, el estudio de la médula 6sea mediante
citomorfologia convencional es el método aceptado para la deteccion de
células tumorales de neuroblastoma diseminadas (Brodeur et al., 1988; Brodeur et
al., 1993). Desde hace unos afios se ha estado trabajando en el desarrollo de
nuevas aproximaciones mas sensibles y especificas para garantizar el
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correcto estadiaje y asesoramiento del riesgo al diagndstico. Estos métodos
se pueden aplicar también para la monitorizacion de la terapia durante el
tratamiento y la deteccion de las recaidas antes de que las metastasis sean
evidentes, pudiendo asi intervenir de manera mas temprana. Ademas, el
estudio de los productos de leucaféresis para trasplante, podria ser crucial
para evitar la reinfusién de células madre contaminadas con células
tumorales que pueden iniciar una recaida (Brenner et al., 1993; Deisseroth et al.,
1994; Rill et al., 1994, Chambon et al., 2013). Sin embargo la aplicacion clinica de
los mismos debe estar precedida por un proceso de estandarizacion y
validacion en grandes series de pacientes y estudios multicéntricos (Beiske et
al., 2005).

Entre las técnicas disponibles actualmente para la deteccion de células
tumorales circulantes, las mas utilizadas son la inmunocitologia, la RT-PCR
y la citometria de flujo. Estas técnicas difieren en algunos aspectos como
las dianas utilizadas (células individuales o transcritos de RNA); los
parametros que se miden (numero de células tumorales, expresién de
antigenos, citomorfologia, alteraciones citogenéticas y nivel o niamero de
transcritos de RNA); especificidad (utilizando un solo parametro o varios
para el analisis); y sensibilidad (nimero de células analizadas) (Beiske et al.,
2005). Las ventajas e inconvenientes de estos métodos seran expuestos a lo
largo de la tesis.

2.6.2.- Métodos citomorfolégicos

Desde hace mas de 30 afios el estudio morfolégico de aspirados de médula
Osea (Head el al., 1979) y de cilindros 6seos (Bostrom et al., 1985) ha sido la
metodologia aceptada para la deteccion de EMR. Ambos métodos se basan
en la identificacion de agrupamientos o rosetas de células tumorales (Mills et
al., 1986) o cambios en el estroma (Reid et al., 1988). Aunque la mayoria de los
estudios comparativos atribuyen una mayor sensibilidad a las biopsias
Oseas, en particular cuando son tomadas tras quimioterapia, la
representatividad de las mismas es inferior (Brisigotti et al, 1998), ya que una
gran proporcién de muestras son inadecuadas especialmente en nifios muy
pequefios. Este fendmeno se debe a la dificultad de la extraccion de la
muestra atribuida a las caracteristicas del tejido 6seo en edades tan
tempranas (Reid et al., 1997). Uno de los problemas de este método es su
escasa sensibilidad ya que solo es capaz de detectar células tumorales si
su presencia es como minimo del 1% del total de células estudiadas (Cheung
etal, 1997-A, Mehes et al., 2003).

2.6.3.- Inmunocitologia
La inmunocitologia es una técnica que aprovecha las propiedades de los

anticuerpos monoclonales de unirse a determinada estirpe celular que tiene
una elevada expresion de ciertos antigenos. Los anticuerpos unidos se
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pueden detectar mediante microscopia Optica o de fluorescencia y ademas
estas técnicas permiten la evaluacion morfologica y la cuantificacion hasta
el nivel de células aisladas. Un aspecto a tener en cuenta es que no todas
las células inmunopositivas tienen porqué ser tumorales, por ello se pueden
combinar este tipo de estudios con otras técnicas para verificar la naturaleza
neoplasica de las células inmunotefidas.

2.6.3.1.- Antigenos

Tras la introduccion de la técnica del hibridoma en 1978, los anticuerpos
monoclonales anti cerebro fetal y anti lineas celulares de neuroblastoma
fueron en aumento (Kennett et al., 1979; Reynolds et al., 1982; Kemshead et al., 1983;
Schulz et al., 1984) y se fue demostrando su eficacia para el reconocimiento de
células de neuroblastoma y caracterizando dichos antigenos. Ademas, se
establecieron anticuerpos mono y policlonales como marcadores neuronales
(enolasa especifica de neuronas (Dhillon et al., 1982), sinaptofisina (Gould et al.,
1987), cromafina A (Helman et al., 1988)) que se unen a las células del tumor
primario y metastaticas. Sin embargo, respecto a la fiabilidad para la
deteccion de la EMR en médula ésea, algunos de estos marcadores
muestran una o mas restricciones. Por ejemplo, marcajes heterogéneos en
células tumorales en pacientes individuales, reactividad cruzada con células
hematopoyéticas normales (Sugimoto et al, 1988) y expresién diferencial en
tumor primario versus células metastaticas o células tumorales
indiferenciadas versus células diferenciadas (Nowicki et al, 2002). Para
controlar la reaccién cruzada con las células hematopoyéticas se han
propuesto diferentes estrategias como la cohibridacién con anti-HLA-DR
(Evans et al., 1985), anti-CD210 (Sugimoto et al., 1988) o anti-CD45 (Combaret et al.,
1989). Para salvar la expresion heterogénea de marcadores individuales inter
e intra tumorales, algunos investigadores realizaron marcajes simultaneos
con cécteles de anticuerpos con diferentes especificidades (Moss et al., 1991;
Seeger et al., 2000).

De todos los marcadores descritos hasta ahora, dos son los que mayor
sensibilidad y/o especificidad han mostrado en la deteccion de EMR en
neuroblastoma. Por una parte, el anticuerpo monoclonal UJ13A descrito por
Rogers y colaboradores que mostré mayor sensibilidad y especificidad que
otros especimenes aislados por ellos mismos (Rogers et al, 1989) y que
ademas ha sido utilizado por otros grupos (Favrot et al., 1986, Combaret et al.,
1989). Este anticuerpo reconoce la molécula de adhesion neuronal CD56 (N-
CAM) (Goldman et al., 1984; Patel et al., 1989) que se expresa con niveles altos en
practicamente todos los neuroblastomas. En contraste a su alta sensibilidad,
su especificidad es limitada, ya que CD56 se expresa también en
osteoblastos, y en bajos niveles en células natural killer, algunas clases de
células plasmaticas y en macrofagos (Combaret et al., 1989; Nagai et al., 1994). El
otro marcador es el digangliésido GD2; en este caso se trata de un
glicoesfingolipido de membrana que se detecta en la mayoria de los
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neuroblastomas (Shochat et al., 1977; Schulz et al., 1984, Cheung et al., 1985). Los
neuroblastomas indiferenciados resultan ser fuertemente positivos, pero a
medida que se van diferenciando van perdiendo gradualmente el antigeno.
GD2 se expresa también en melanomas, gliomas y focalmente en
rabdomiosarcomas y osteosarcomas (Sariola et al, 1991). Se ha descrito que
los anticuerpos especificos GD2 no se unen a células hematopoyéticas
normales (Cheung et al., 1985), por tanto es apropiado para los estudios de
EMR en neuroblastoma. Este antigeno ademas de regularse perdiéndose
durante la diferenciacion neuroblastica, se recambia continuamente en la
superficie de los neuroblastos (Ladisch et al., 1987). Los macrofagos de la
médula O6sea pueden ingerir el antigeno soluble que estad presente en
plasma de los pacientes o se pueden adherir inespecificamente a las
superficie de células hematopoyéticas, esto contribuye a tener falsos
positivos en la inmunotincién (Figura 12).

B

g o

Figura 12: Ejemplos de falsos positivos observables con la tincién
inmunocitolégica con el anticuerpo GD2. A: La célula de la imagen no
cumple los criterios de célula neuroblastica, ni el ratio nucleo/citoplasma ni
la estructura vesicular del citoplasma son los adecuados. La célula tiene
estructura citologica de histiocito. B: La célula de la izquierda tiene el mismo
tamafio y muestra la misma intensidad de tincion inmunocitoldgica que la de
la derecha, sin embargo la forma y el ratio nidcleo/citoplasma del nacleo no
es el adecuado. La célula contiene material GD2 positivo en el citoplasma,
esta imagen es tipica de los macréfagos. C: La célula de la derecha muestra
una fuerte tincion GD2 sobre el ndcleo, sin embargo al no poder valorar la
morfologia del mismo no se podria considerar una célula positiva. La célula
de la izquierda si que cumpliria con los criterios de célula neuroblastica de
neuroblasoma (modificado de Swerts et al., 2005).
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En algunos estudios se han utilizado anticuerpos asociados a antigenos de
neuroblastoma en cortes de biopsias para detectar células tumorales
mediante inmunohistologia. Algunos de ellos muestran un aumento de la
sensibilidad comparado con la histomorfologia convencional (Oppedal et al.,
1989; Crary et al., 1992), pero la inmunohistologia nunca ha conseguido ganar
terreno frente a la inmunocitologia, que es la técnica anatomopatoldgica
mayormente aceptada para la deteccion de EMR. Existen tres razones por
las cuales han prevalecido los estudios inmunocitolégicos de aspirados de
médula 6sea:

A.- La molécula GD2 se detecta de manera mucho mas facil en células no
fijadas o fijadas con etanoles o paraformaldehido que en células tumorales
incluidas en parafina.

B.- Las biopsias aunque son mas sensibles, son menos representativas que
los aspirados y la técnica es inadecuada en nifios muy pequefios (Reid et al.,
1988).

C.- Cuando el nimero de células tumorales es bajo su contaje es mas
preciso en aspirados de médula 6sea. La valoracién de los detalles
morfolégicos como el nucleo, el citoplasma y la localizacién de la tincion
inmunocitolégica también es mucho mas sencilla que en las secciones
tisulares (Beiske et al., 2005).

2.6.3.2.- Métodos de deteccién Inmunocitolégicos

Los métodos utilizados en la deteccién inmunocitolégica son la microscopia
Optica convencional y la microscopia de fluorescencia (Favrot et al., 1986; Beck
et al, 1988. Ambos métodos presentan ventajas y desventajas; la
microscopia optica convencional normalmente implica reacciones
enzima/substrato en las que esta implicada la actividad fosfatasa alcalina.
Este método es Optimo para la determinacion de los criterios
citomorfoldgicos celulares claves para la consideracion de la célula como
tumoral. Ademas la tincidn enzimaética es estable en el tiempo lo que facilita
la revisién de las preparaciones por grupos especializados de cientificos en
microscopios  Opticos  multicabezal, elemento esencial para la
estandarizacion metodolédgica en estudios multicéntricos. Por el contrario,
las técnicas basadas en reacciones enziméticas no son Utiles para la
deteccion simultanea de un segundo antigeno en la misma localizacion
subcelular, porque los complejos moleculares del enzima, substrato y
cromégeno cubren un nimero indeterminado de epitopos que impedirian la
correcta deteccion de un segundo antigeno. La combinacion con
anticuerpos marcados con fluorescencia tampoco esta recomendada ya que
existe una fuerte reaccién de autofluorescencia de la mayoria de los
fluorocromos utilizados en las reacciones fosfatasa alcalina/substrato (Beiske
etal., 2005).
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La deteccién basada en métodos fluorescentes presenta algunas ventajas
frente a los métodos basados en detecciones enziméticas de los
anticuerpos unidos al antigeno que se quiere detectar. Los fluorocromos son
moléculas pequefias que no necesitan de reacciones quimicas para su
visualizacion. Este metodologia por lo tanto es ideal para la deteccion de
mas de un antigeno simultaneamente o la deteccién de antigenos, genes o
cromosomas en células aisladas (Figura 13). Sin embargo, no todas las
caracteristicas morfoldgicas celulares se pueden identificar mediante esta
técnica utilizando la contratincion nuclear con DAPI. Los resultados se
registran en forma de iméagenes digitales lo que impide tener informacién
por ejemplo del tamafio celular y tampoco se pueden revisar
simultdneamente por varios investigadores en un microscopio multicabezal.

Figura 13: Analisis inmunocitolégico/citogenético combinado (GD2/MYCN).
La muestra se tifi6 con un anticuerpo anti-GD2 marcado con fluoresceina
(A) y posteriormente con una sonda de MYCN marcada con fluoresceina y
una sonda de referencia del cromosoma 2 marcada con rodamina (B). El
andlisis de las imégenes demuestra una tincibn moderada y discontinua de
GD2 (A) y la amplificacion de MYCN (B) (modificado de Swerts et al., 2005).

Mehes y colaboradores desarrollaron una técnica automatizada para la
deteccion inmunocitolégica fluorescente del antigeno GD2 combinada con el
FISH para detectar la amplificacion de MYCN o ganancias en 1p, 2q o0 17q
(Mehes et al., 2001-A). Aplicando dicha técnica estudiaron aspirados de médula
Osea en neuroblastomas de todos los estadios para averiguar el origen de
las células GD2 positivas en la médula ésea. Aplicando estos ensayos a
pacientes con estadio clinico 1, 2A, 2B o 3 fueron capaces de detectar
células GD2 positivas en un rango incluso menor de 10°®, dichas células no
presentaban alteraciones citogenéticas vistas en el tumor, sin embargo no
se observé lo mismo en los estadios 4 y 4S. Con ello se concluy6 que la
gran mayoria de las células GD2 positivas en pacientes con estadios bajos
no representan células de neuroblastoma (Mehes et al., 2001-B).
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2.6.3.3.- Significado clinico

Varios estudios han intentado correlacionar el nimero de células tumorales
detectadas mediante las técnicas inmunocitolégicas,
inmunocitolégicas/FISH con la evolucion de los pacientes. Moss y
colaboradores observaron diferencias estadisticamente significativas en la
progresion libre de enfermedad en estadios 2 y 3 mayores de 1 afio donde
se detectaron mas de 5 células tumorales por cada 10° células normales
(Moss et al., 1991). En los pacientes con estadio 4 menores de 1 afio el punto
de corte fué de 20 células por 10°. Seeger y colaboradores realizaron un
estudio donde incorporaron un total de 466 pacientes con enfermedad
metastatica. Centrandose en el calculo de la supervivencia libre de
enfermedad a los 3 afos, concluyeron que el valor umbral de 100 células
tumorales por cada 10° células normales, era un valor predictivo
estadisticamente significativo en aspirados analizados antes de la terapia,
después de 12 semanas del inicio del tratamiento, en la recogida de células
de la médula 6sea para el trasplante y al final de la quimioterapia de
induccion, pero no después de 4 semanas de tratamiento. Sélo en el
momento de la recogida de la médula 6sea para el trasplante, un ndmero
menor de células (20 por 10°) resultd tener un valor prondéstico también
adverso (Seeger et al., 2000). En contraste con el estudio publicado por Moss y
colaboradores el numero de células tumorales en médula 6sea en pacientes
con estadio 3 no mostr6 ninguna influencia en el prondstico de estos
pacientes.

En relaciéon con los estudios realizados en sangre periférica, Seeger y
colaboradores confirmaron los resultados de estudios previos indicando que
el hallazgo de un numero bajo de células tumorales circulantes era
comparable a lo que ocurria en la médula 6sea. La presencia de mas de
una célula tumoral por cada 10° células normales, anunciaba la reduccion
de la supervivencia libre de enfermedad so6lo en el momento del diagndstico,
pero no en el momento de la recoleccion de células de médula 6sea para el
trasplante (Moss et al., 1990-A; Faulkner et al., 1998; Seeger et al., 2000).

En un estudio posterior, Modritz y colaboradores aplicando la técnica
combinada de Inmunocitologia/FISH nombrada anteriormente, se
propusieron demostrar el valor pronostico del aclaramiento de la médula
Osea en pacientes con estadio 4, utilizando la sensibilidad de 1 célula por
millén. Considerando la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios,
observaron diferencias significativas entre pacientes que maostraron
aclaramiento de la médula 6sea tras 4 ciclos de induccion frente a los que
no mostraron dicho aclaramiento. Sin embargo el valor predictivo del rapido
aclaramiento de la médula ésea era vélido solamente en pacientes con
amplificacion de MYCN y/o delecion de 1p (Modritz et al., 2004).
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2.6.4.- RT-PCR

Los métodos moleculares aplicados a la deteccidon de células tumorales
circulantes se basan en el estudio de expresién de ciertos genes mediante
la técnica de la retrotranscripcion seguida de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Los genes utilizados para este tipo de estudios
deben cumplir al menos estas tres condiciones:

1.- Se deben expresar en la mayoria de los tumores. Actualmente los
marcadores mayormente utilizados se expresan al menos en el 95% de los
mismos.

2.- El nivel de expresién génica debe ser elevado para facilitar su deteccién.
Niveles de expresion bajos condicionarian el alcanzar el rango maximo de
deteccion de la técnica que puede llegar a detectar 1 célula tumoral entre un
millén de células normales.

3.- La expresion debe ser especifica de las células tumorales, por lo tanto
no debe expresarse en los tejidos normales donde debamos diagnosticar la
EMR. En nuestro caso los marcadores no pueden expresarse en las células
de la sangre periférica ni en las de la médula 6sea.

Ademas para el aumento de la sensibilidad y la especificidad de la técnica,
asi como para salvar el escollo de la heterogeneidad tumoral, se han
propuesto alternativas como son el estudio de la expresion de varios
marcadores simultdneamente.

En la mayoria de tumores sdlidos, incluido el neuroblastoma, las dianas
especificas para la deteccion de células tumorales no estdn bien definidas,
de hecho, en los Ultimos afios se han propuesto diferentes combinaciones
de dianas de estudio, incluso diferentes en MO y sangre periférica (SP) sin
llegar a ninglin consenso (Stutterheim et al., 2008; Stutterheim et al., 2009; Hartomo et
al., 2013; Viprey et al, 2014; Cheung et al, 2015). Este tipo de aproximaciones
requieren, la identificacion de las dianas de ARN mensajero (mMRNA) que se
expresan en el tumor pero no en los tejidos de estudio. Utilizando esta
metodologia, se ha detectado enfermedad con significado clinico en
muestras de SP (Burchill et al., 1995; Kuroda et al., 1997; Shono et al., 2000; Burchill et
al., 2001-A; Cheung et al., 2004; Viprey et al, 2014) y de MO (Miyajima et al., 1996;
Kuroda et al., 1997; Cheung et al., 2000; Seeger et al., 2000; Shono et al., 2000; Cheung et
al., 2001-A; Fukuda et al., 2001; Horibe et al., 2001; Viprey et al., 2014, Cheung et al., 2015)
en pacientes con neuroblastoma al diagnostico, durante la terapia, al final
del tratamiento y en las recaidas. Algunos de estos autores describen que la
persistencia en la expresion de las dianas de mRNA en médula 0sea o
sangre periférica en pacientes con estadio 4 a pesar de la quimioterapia
intensiva, predicen la recaida (Burchill et al., 2001-A; Fukuda et al., 2001) y sugieren
el uso de nuevas estrategias terapéuticas en los mismos.
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2.6.4.1.- Dianas de estudio

Se han descrito multitud de dianas para la deteccion de EMR en
neuroblastoma mediante RT-PCR. Algunos de estos marcadores han
mostrado algunas restricciones, por ejemplo la expresién en tejido normal
(sangre periférica y médula 6sea) o expresion so6lo en un pequefio
porcentaje de tumores. En este apartado haremos un pequefio resumen de
algunos de ellos.

Aproximadamente un 95-98% de los tumores de neuroblastoma expresan
catecolaminas, en consecuencia el primer enzima de la sintesis de las
mismas, la tirosina hidroxilasa (TH), ha sido una de las dianas mas
explotadas en el estudio de EMR en este tumor (Burchill et al., 1994; Miyajima et
al., 1995; Miyajima et al., 1996, Kuroda et al., 1997; Trager et al., 2003; Burchill., 2004,
Stutterheim et al., 2008; Stutterheim et al., 2009; Viprey et al, 2014). Una posible
restriccién descrita para la utilizacion de este marcador es la existencia de
una regulacion feedback en la sintesis de las mismas, que se da entre la
expresion de TH y el transportador de la noradrenalina. Asi la expresion de
TH esta correlacionada inversamente con el transportador de noradrenalina
en neuroblastomas humanos (Lode et al.,1995). EI MIBG entra en las células
tumorales via el transportador de la noradrenalina y la mayoria de los
neuroblastomas tienen una fuerte captacion de MIBG, por lo tanto en los
casos donde se administra MIBG, la expresion de TH podria estar regulada,
disminuyendo su expresion en algunas células y no ser detectable por RT-
PCR. Sin embargo este marcador sigue siendo uno de los mayoritariamente
utilizados en este tipo de estudios.

La expresion de un segundo grupo de genes que también se ha utilizado en
la deteccion de células diseminadas son las familias génicas de antigenos
especificos de testiculo. Estos antigenos se expresan en tumores humanos
con diferentes tipos histoldgicos, sin embargo no se expresan en tejidos
normales excepto testiculo y placenta (De Plaen et al, 1999). Diversos grupos
han demostrado la expresién de los genes de la familia MAGE (melanoma
antigen encoding genes A) en neuroblastoma (Matsumura et al., 1994; Chen et al.,
1996, Corrias et al., 1996, Ishida et al., 1996). La otra familia génica es la familia
GAGE expresado por un gran ndmero de tumores, siendo un marcador
sensible para la deteccion de células de neuroblastoma en sangre periférica
y médula ésea (Cheung et al., 1997-B).

Diversos miembros de la familia MAGE han sido utilizados como
marcadores de EMR (MAGE-A1 a MAGE-A6), sin embargo los mas
utilizados han sido el MAGE-Al y el MAGE-A3. Estos antigenos se
expresan especificamente en células germinales masculinas durante la
espermatogénesis, pero también han mostrado expresion ectopica en varios
tipos de tumores como melanoma (van der Bruggen et al., 1994; van den Eynde et
al., 1995; Daherba et al, 1998), carcinoma de pulmén (Weynants et al, 1994),

55



Introduccion

carcinoma de mama (Russo et al., 1995), carcinomas de cabeza y cuello (Eura et
al., 1995), carcinoma de esoéfago (Quillien et al., 1997), carcinoma hepatocelular
(Yamashita et al., 1996), carcinoma de vejiga (Patard et al., 1995) y carcinoma
gastrico (Lietal., 1996).

La familia MAGE-A esta formada por 12 miembros (MAGE-Al a MAGE-A12)
localizados en el cromosoma X (Xg28). La localizacién subcelular de las
proteinas MAGE-A es diversa, MAGE-Al y MAGE-A3 se localizan en el
citosol en las células de melanoma, sin embargo MAGE-A1 también se ha
detectado en el ndcleo y el citoplasma en espermatogonias (Schultz-Thater et
al., 1994). Los miembros MAGE-A10 y MAGE-A11 se han detectado sobre
todo en el nlcleo de las células tumorales (Jurk et al., 1998; Rimoldi et al., 1999).
El gen MAGE-A1 codifica un antigeno humano reconocido por los linfocitos
T citoliticos (células T natural Killer) (Rogner et al 1995). La expresion de
MAGE-A1 en tumores de neuroblastoma ha sido estudiada por diversos
grupos llegando determinar que se expresa en un 44-66% de las muestras
tumorales. Esta expresion se correlaciona con la ausencia de amplificacién
de MYCN y con niveles normales de ferritina sérica (Soling et al., 1999; Wolfl et
al., 2005). Aunque MAGE-A1 se ha propuesto como marcador para la
deteccion de EMR en neuroblastoma, el que no exista una relacion entre su
expresion con el estadio del tumor y que no se exprese de manera estable a
lo largo de la progresién tumoral hace que su utilidad sea realmente limitada
(Cheung et al., 2001-B).

La familia génica GAGE tiene grandes similitudes con los miembros de la
familia MAGE. Los genes de la familia GAGE se sitian en el cromosoma X,
especificamente en Xpl1l1l.2-p11.4 y consta de un total de 8 miembros
(GAGE-1 a GAGE-8) (De Backer et al., 1999). Al igual que los genes MAGE, los
genes de la familia GAGE se expresan de forma especifica en tejido
testicular normal y en varios tipos de tumores con origenes histolégicos
diversos (Cheung et al, 1998). También codifican antigenos humanos
reconocidos por los linfocitos T citoliticos (células T natural Killer). Su
expresion en tumores de neuroblastoma es ligeramente superior que en la
familia MAGE llegando a ser de un 80%. En este caso la utilidad como
marcador de EMR en neuroblastoma también tiene una serie de
limitaciones, por una parte aunque su expresion en tumores es mayor que
en el caso de los genes MAGE, sigue siendo insuficiente ya que en un 20%
de los casos no resultaria Util. Por otra parte la especificidad del mismo
también se ha puesto en duda ya que se ha descrito su expresion en
muestras control de sangre periférica (Cheung et al., 1998).

Otro marcador ampliamente estudiado es la GD2 sintasa (5-1,4-N-acetil-
galactosaminil-transferasa, GD2/GM2 sintasa), este enzima cataliza la
transferencia de la pB-1,4-N-acetilgalactosamina al precursor de los
gangliésidos GD3/GM3 respectivamente (Furukawa et al., 1996). Dicho mRNA
codifica para una glicosiltransferasa clave para la sintesis del gangliésido
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GD2, ampliamente utilizado para la deteccion de EMR en neuroblastoma
mediante inmunocitologia (Hoon et al, 2001). El enzima GD2 sintasa se
expresa de forma homogénea en tumores de neuroblastoma de todos los
estadios. La densidad de GD2 en células de neuroblastoma es realmente
alta, aproximadamente de 5-10x10° moléculas por célula (Wu et al., 1986) y se
pierde raramente después de terapias con anticuerpos anti-GD2 (Kramer et al.,
1998). Como en muchos otros marcadores, GD2 también esta presente en
otras neoplasias como el osteosarcoma (Heiner et al., 1987), los sarcomas de
partes blandas (Chang et al., 1992), meduloblastoma y astrocitomas de alto
grado (Longee et al., 1991, Shinoura et al., 1992), retinoblastoma (Saarinen et al.,
1991), melanoma (Cheresh et al., 1985) y tumores microciticos de pulmén (Grant
et al., 1996). Su alta tasa de expresion junto con la posibilidad de comparar
los resultados frente a la deteccion de GD2 por inmunocitologia ha hecho
que numerosos grupos hayan estudiado su validez para el estudio de EMR.

Se han descrito otros muchos marcadores para la deteccion de EMR en
neuroblastoma, pero la mayoria de ellos han sido utilizados por un sélo
grupo de investigacion o unos pocos. Entre estos marcadores podemos
encontrar el PGP 9.5 (Protein Gene Product 9.5) (Wang et al., 2000), ELAVL4
(embryonic letal, abnormal vision, Drosophila-like4) (Swerts et al., 2006), STX
(sialyltransferase, ST8Siall) (Cheung et al, 2006), ppGalNAc-T 13 (UDP-N-
acatyl-a-D-galactosamine-polypeptide N-acatylgalactosaminyltransferase
13) (Berois et al., 2006), Cromogranina A (Pagani et al., 2002), CCND1 (Ciclina D1)
(Cheung et al., 2007) y DDC (dopamina decarboxilasa) (Bozzi et al., 2004). Aunque
alguno de ellos podria llegar a tener importancia en el manejo clinico de los
pacientes, hardn falta estudios multicéntricos donde intervengan un gran
namero de pacientes para demostrar su eficacia clinica en la deteccion de
células tumorales de neuroblastoma.

2.6.4.2.- Métodos de deteccion

Los métodos moleculares basados en el estudio del RNA mensajero para
deteccion de EMR en las diferentes neoplasias han ido evolucionando a lo
largo del tiempo, permitiendo asi el aumento de sensibilidad, especificidad y
automatizacion de los estudios. Ademas con la introduccion de la tecnologia
de la RT-PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real (QF-PCR) ha sido
posible la cuantificacion absoluta o relativa de las moléculas de mRNA
diana.

Los diferentes métodos descritos presentan ventajas e inconvenientes. Los
experimentos basados en la reamplificacion de productos de PCR (PCR
anidada y semianidada) presentan grandes problemas de falsos positivos
debido a la alta tasa de contaminacion de los segundos ciclos de
amplificado. Los métodos basados en la amplificacion y posterior hibridacion
de los productos de PCR obtenidos (Southern Blot), presentan una buena
sensibilidad y fiabilidad pero metodolégicamente son caros, largos y
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laboriosos. La opcion mas utilizada actualmente es la RT-PCR cuantitativa
en tiempo real, la mayoria de los estudios utilizan la tecnologia TagMan,
que permite una alta sensibilidad, especificidad en las dianas amplificadas,
rapidez y sencillez de los experimentos y la posible cuantificaciéon de los
productos amplificados. La cuantificacién de las moléculas de mRNA diana,
sin embargo, no permite la relacién directa con el nimero de células
tumorales presentes en la muestra original ya que existen varios
impedimentos que dificultan esta correlacion. Parte de estos problemas son
metodoldgicos, un ejemplo es la dificultad de cuantificar el nimero de
células utilizadas de partida en la extraccién de RNA, ya que aunque se
cuantifiquen y estandaricen, la efectividad de la extraccion es independiente
entre muestras. El otro problema importante viene impuesto por la
naturaleza del tumor, ya que se ha demostrado que diferentes lineas
celulares de neuroblastoma muestran diferentes niveles de expresion de las
dianas utilizadas, en el caso de TH va desde 21,9 transcritos por célula en
la linea celular CHP-212 a 0,55 transcritos en la linea celular SK-N-F1
(Kagedal B. comunicacion personal). También los datos obtenidos por Ifversen y
colaboradores con muestras procedentes de pacientes con neuroblastoma,
donde el nimero de transcritos de TH oscila de 0,1 a 680 transcritos por
célula (Ifversen et al., 2005), nos corroboran la imposibilidad de la correlacion
directa entre el nimero de moléculas de mRNA y el nimero de células
tumorales.

Bozzi y colaboradores proponen la deteccion de la dopamina decarboxilasa
(DDC) con la técnica de RT-PCR seguida de una PCR anidada y la
deteccion de los productos amplificados mediante la visualizacion directa en
un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio. En ensayos in vitro
mezclando linfocitos de sangre periférica de individuos control y células
tumorales de dos lineas celulares de neuroblastoma (SK-N-5Y y SK-N-BEg
consiguen una sensibilidad de deteccion de 1 célula tumoral entre 10

células normales sélo con el primer experimento de PCR y una sensibilidad
de 1/10° tras la PCR anidada del producto de PCR inicial (Figura 14) (Bozzi et
al., 2004). Corrias y colaboradores utilizan una metodologia similar para la
deteccion de TH y PGP 9.5, pero en este caso la sensibilidad que alcanzan
es la deteccién de 1 célula tumoral entre 10° células normales (Corrias et al.,
2004).
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M 107 10Y 10° 108 10

Figura 14: Sensibilidad de PCR anidada para la deteccién de DDC.

El mayor nivel de sensibilidad conseguido es el que se muestra en la linea
marcada con 1, que corresponde a la deteccién de 1 célula tumoral de la
linea celular SK-N-BE entre un millén de células normales. M = marcador
molecular; W = agua (adaptado de Bozzi et al., 2004).

Diferentes grupos han utilizado una estrategia basada en la amplificacion
por PCR de las moléculas de mRNA diana y la posterior hibridacion
mediante la técnica de Southern Blot. Burchill y colaboradores utilizan como
diana para la deteccién de EMR la expresion de TH. Tras la RT-PCR, la
amplificacion y la electroforesis transfieren los productos de PCR a una
membrana de nglon e hibridan la misma con un oligonucleétido especifico
marcado con *P que tiene como diana parte del producto de PCR
amplificado. La sensibilidad que describen basandose en experimentos de
dilucion de células tumorales de la linea celular de neuroblastoma IMR-32
es la deteccion de 1 célula tumoral diluida en 2 ml de sangre periférica
control (Burchill et al., 2001-A). Cheung y colaboradores utilizan en uno de sus
trabajos una tecnologia similar para GAGE, aunque la deteccion final de la
hibridacién en la membrana de nylon se realiza mediante métodos
guimioluminsicentes. La sensibilidad obtenida en este caso es similar a la
anterior y 500 veces mayor a la lograda con la visualizacion directa de los
productos de PCR en el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (Figura
15) (Cheung et al., 1997-B).
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Figura 15: Deteccién mediante RT-PCR de GAGE en una dilucién seriada
de RNA extraida de la linea celular LA-N-1-55N. A: gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio. B: Deteccién quimioluminiscente del Southern Blot
tras la hibridacién con una sonda especifica. La flecha sefiala el fragmento
de 239 pares de bases especifico de GAGE (adaptado de Cheung et al., 1998).

Como ya hemos mencionado anteriormente la RT-PCR cuantitativa en
tiempo real es la técnica de eleccion actualmente para la deteccién de EMR
(Figura 16). La mayoria de las publicaciones optan por el desarrollo de
meétodos de cuantificacion relativa, comparando los niveles de mRNA del
gen diana con la expresion de genes de expresion constitutiva como p2-
microglobulina o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPD). Viprey y
colaboradores disefiaron un procedimiento estandar para la deteccion de
TH utilizando como gen de expresién constitutiva S2-microglobulina. La
sensibilidad conseguida es la deteccién de 1 célula tumoral en un millén de
células normales. La peculiaridad de este estudio es el intento de disefiar
una metodologia estandar aplicable a estudios multicéntricos para averiguar
el posible valor clinico de la deteccién de EMR en neuroblastoma (Viprey et
al., 2007). El marco de aplicacion de dicha metodologia se pretendia que
fueran los diferentes protocolos disefiados por el grupo europeo de
neuroblastoma, perteneciente a la Sociedad Internacional de Oncologia
Pediatrica (SIOPEN).

Cheung y colaboradores utilizan también un método cuantitativo para la
deteccion del marcador GD2, siendo el gen de expresion constitutiva de
eleccion GAPD. En este caso al existir expresion de dicho marcador en
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muestras normales a niveles muy bajos, se establece un rango de corte por
debajo del cual las muestras son consideradas negativas. Dicho rango se
estima calculando la media de expresion relativa de GD2 en 31 muestras
normales de médula ésea y sumandole a la misma 2 desviaciones estandar.
La sensibilidad descrita en este caso también es de 1/10°(Cheung et al.,, 1997-
B).

En la mayoria de los marcadores descritos al inicio de este estudio o
durante la parte experimental del mismo, ELAVL4 (Swerts et al., 2006), STX
(Cheung et al., 2006), (Ciclina D1) (Cheung et al, 2007) se realiza una
cuantificacion relativa utilizando como genes de expresiéon constitutiva
GAPD en el caso de STX y Ciclina D1 y f2- microglobulina en el caso de
ELAVL4. En el caso de ppGalNAc-T 13 (Berois et al, 2006), se opta sin
embargo por una cuantificacion absoluta. En todos los casos las
sensibilidades logradas son semejantes, en el rango de deteccion de 1
célula tumoral en un millén de células normales.
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Figura 16: Esquema de amplificacién generado por la amplificacién
mediante RT-PCR de TH en una serie de muestras de pacientes con
neuroblastoma.

La alta sensibilidad de este tipo de métodos la hace susceptible de detectar
transcripcion ilegitima de los genes utilizados como diana, por lo tanto la
validacion clinica de estos marcadores es vital. Por otra, parte la utilidad
clinica de la deteccion molecular de células circulantes se cifie a cada uno
de los estudios realizados, esto se debe al pequefio nimero de pacientes
estudiados, la variabilidad de dianas y genes de expresion constitutiva
utiizada y de la metodologia. Por ello se necesitan grandes estudios
multicéntricos como los planteados por el grupo europeo de neuroblastoma
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para poder resolver toda una serie de cuestiones como la posible utilizacién
de los resultados obtenidos en la estratificacion de los pacientes, la
evaluacion de la eficacia del tratamiento, la monitorizacion de la enfermedad
y la evaluacion de la respuesta, la deteccion de EMR vy el valor pronéstico
de los mismos (Figura 17) (Beiske et al., 2005).
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Figura 17: Potencial utilidad clinica de la deteccién por RT-PCR de células
residuales de neuroblastoma (modificado de Beiske et al., 2005).

2.6.4.3.- Significado clinico

Aunque la deteccién de células de neuroblastoma en médula 6sea o sangre
periférica no es suficiente para el desarrollo de lesiones metastéticas
evidentes, la presencia de dichas células es necesaria para la difusion de la
enfermedad. Uno de los mayores desafios en los ultimos afios ha sido
dilucidar si la deteccion de micrometastasis con estos métodos mas
sensibles, nos provee de una herramienta mas fiable para la identificacion
de pacientes de neuroblastoma de alto riesgo que los métodos rutinarios
actuales.

Al diagnostico, la presencia de células de neuroblastoma detectadas por
RT-PCR en médula ésea, o el nivel alto de transcritos de los marcadores
estudiados, identifica a grupos de pacientes con un pronostico desfavorable
y de ultra alto riesgo asociado con el estadio de la enfermedad (Cheung et al.,
2001-B; Horibe et al., 2001; Viprey et al., 2014). La relacion de la deteccién de EMR
con el estadio de la enfermedad es una buena evidencia de que el uso de
estos métodos més sensibles nos puede proporcionar datos de importancia
clinica. Otro aspecto interesante es que la frecuencia de infiltraciébn por
células de neuroblastoma detectada por RT-PCR, en los primeros estudios
publicados en nifios con estadio 4 al diagnostico, es del 95-100% (Miyajima et
al., 1995; Shono et al., 2000; Horibe et al., 2001), sin embargo en el caso de la
citologia convencional sélo alcanza el 90% (Reid et al., 1991). Estos datos
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sugieren que la RT-PCR o la inmunocitologia son dos métodos mas
sensibles para la deteccion de la EMR en neuroblastoma, sin embargo si la
presencia o no de células tumorales tienen un valor pronéstico depende de
la diana estudiada y varia en los diferentes estudios publicados.

La identificacién de micrometastasis en médula 6sea en pacientes estadio 4
actualmente es poco relevante, ya que estos nifios son considerados de alto
riesgo y tratados como tal, sin embargo se podrian beneficiar de terapias
mas intensivas. Estos métodos nos podrian ayudar a identificar a los
pacientes que no responden al tratamiento y que, por lo tanto, las
estrategias terapéuticas aplicadas no son las idéneas.

Aunque la informaciéon sobre la frecuencia de deteccion de células de
neuroblastoma en estadios 1, 2, 3 y 4S es limitada, se ha descrito que un
37% de las médulas éseas analizadas en nifios de bajo riesgo fue positiva
por RT-PCR (Shono et al, 2000). Este dato implica que en todos estos
pacientes la EMR ha pasado desapercibida con los estudios de citologia
convencional. En este grupo de nifios, si que es importante establecer si la
deteccion de células de neuroblastoma por técnicas mas sensibles tiene
una importancia clinica, ya que se podrian beneficiar de tratamientos mas
adecuados (Burchill, 2004).

La deteccién de células de neuroblastoma al diagnéstico mediante RT-PCR
en sangre periférica identifica a grupos de pacientes con un prondstico
desfavorable. Se suelen detectar células tumorales en sangre periférica en
estadios 4 y raramente en estadios 1, 2 o 3 (Burchill et al., 1995; Gao et al., 1997).
La deteccion de enfermedad diseminada en sangre periférica en pacientes
con estadio 3 parece que se correlaciona con un resultado pobre del
tratamiento de estos pacientes (Burchill et al., 1995), estos datos apoyarian el
cambio de nivel de riesgo de los mismos.

En niflos con enfermedad avanzada (estadio 4 mayores de 1 afio), la
deteccion de células tumorales en sangre periférica es un buen predictor de
una progresion rapida de la enfermedad (Burchill et al., 2001-A), esto también
apoyaria la hip6tesis de utilizar nuevas estrategias terapéuticas en estos
pacientes dirigidas al aumento de su supervivencia.

La frecuencia en la deteccion de células tumorales de neuroblastoma en
sangre periférica al diagnéstico es menor que en médula 6sea (50% frente
al 95-100% en pacientes de alto riesgo con estadio avanzado). El estudio
del valor clinico de la presencia de metéstasis en estos dos compartimentos
es esencial para determinar su utilidad en la practica clinica y para entender
el proceso metastatico en neuroblastoma.

Una de las aplicaciones mas importantes de la deteccion de
micrometastasis en pacientes de alto riesgo puede llegar a ser la evaluacion
de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. Existen diferentes estudios
que sugieren que mediante la utilizacién de la RT-PCR en muestras
secuenciales de médula 6sea y sangre periférica se puede hacer un
seguimiento de dicha respuesta (Miyajima et al., 1996, Burchill et al., 2001-A; Horibe
et al., 2001; Trager et al., 2003; Viprey et al., 2014, Cheung et al, 2015). Ademas la
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deteccion de células de neuroblastoma en nifios en remision clinica puede
ser una herramienta clinica potente para la deteccion de micrometastasis
antes de la recaida clinica.

Por otra parte la correlacion observada entre la deteccién de células
tumorales en los productos de aféresis y el mal comportamiento clinico post-
trasplante, sugiere que la reinfusion de células tumorales influye en la
recaida (Moss et al., 1994; Burchill et al., 2001-B; Chambon et al., 2013). La deteccién
de células tumorales en los productos de aféresis refleja el avanzado estado
de la enfermedad en el paciente, ademas en estos nifios se suele observar
una mayor agresividad de la enfermedad y por lo tanto una mayor
probabilidad de recaidas (Brenner et al., 1993; Rill et al., 1994).

La deteccibn de micrometéstasis podria dar lugar a la redefinicion de
remisién completa libre de enfermedad y recaida. Sin embargo, como ya
hemos comentado anteriormente, es necesaria la aplicacion de los mismos
a grandes protocolos multicéntricos con dianas y métodos homogéneos
para alcanzar el nimero necesario de pacientes que permitan la extraccion
de conclusiones con utilidad clinica que finalmente ayuden a conseguir un
aumento de la supervivencia de los pacientes.

2.6.5.- Citometria de flujo

La Citometria de Flujo es una técnica de andlisis celular multiparamétrico
cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas
(generalmente células), alineadas y de una en una, por delante de un haz
de laser focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce
sefiales que corresponden a diferentes parametros de la célula y que son
recogidos por distintos detectores. Estos convierten dichas sefiales en
sefiales electrénicas que posteriormente seran digitalizadas para permitir la
medida simultdnea de varios parametros en una misma célula. Se utiliza
para el analisis y la definiciébn del perfil inmunofenotipico de las células
neoplasicas, asi como para establecer la presencia de fenotipos aberrantes.
Si se aplican anticuerpos monoclonales especificos, dirigidos contra
proteinas de membrana o intracitoplasméticas, que llevan apareado un
fluorocromo, estas se pueden detectar y visualizar mediante un sistema
informético apropiado. Ademas posee una sensibilidad superior a 1 x 10*, es
decir, es capaz de detectar una célula tumoral entre 10.000 células
normales. (Sievers et al, 2000; Coustan-Smith et al., 2002 ; Dworzak et al., 2002 ;
Bjorklund et al., 2003).

El ensayo de citometria de flujo de tres colores para la deteccion de células
diseminadas de neuroblastoma en sangre periférica y médula 6sea fue
desarrollado por Komada y colaboradores en 1998 (Komada et al., 1998). Este
ensayo se basa en la deteccién de CD9, CD56 y CD45.
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CD9 es una proteina transmembrana que se expresa de manera
consistente en las células de neuroblastoma (Komada et al., 1986). El
anticuerpo CD56 esta presente en un subgrupo de células T CD4 y CD8
positivas en sangre periférica, células derivadas neurales y tumores,
linfocitos granulares grandes vy leucemias mieloides, carcinomas
microciticos de pulmén y mielomas. El antigeno CD45 comdn en los
leucocitos y ausente en las células de neuroblastoma fue utilizado como
marcador negativo. En este estudio las células CD9+/CD56+/CD45- se
considerasen células de neuroblastoma siempre que mostraran una
morfologia compatible con células neuroblasticas.

Posteriormente, se introdujeron diferentes mejoras reemplazando CD9 por
CD81 ya que sospechaban que la interaccién entre CD9 y las plaquetas
podria conducir a la agregacion plaquetar (Nagai et al., 2000). EI CD81 es un
miembro multimérico del complejo de transduccion de sefales de la
superficie celular que se expresa en células hematopoyéticas, endoteliales y
epiteliales y que también se ha descrito en células de neuroblastoma (Oren et
al., 1990). Con esta segunda combinacion, Nagai y colaboradores lograron la
detecci?n de células tumorales CD81+/CD56+/CD45- a una concentracion
de 5/10°.

Warzynski y colaboradores evaluaron diferentes combinaciones de
anticuerpos, proponiendo la de Anti-GD2/CD56/CD45 (Warzynski et al., 2002).
Posteriormente afiadieron CD81 a la combinacion previa y en ensayos con
muestras de pacientes y muestras preparadas artificialmente con diferentes
concentsraciones de células tumorales llegaron a conseguir una sensibilidad
de 2/10°.

Tsang y colaboradores compararon el ensayo de citometria de flujo de tres
colores CD81/CD56/CD45 con la deteccion de TH mediante RT-PCR
encontrando una buena correlacion entre ambas técnicas. Teniendo en
cuenta la ventaja de la citometria de flujo en el analisis de gran nimero de
células, este grupo recomendé la combinacion de la citometria de flujo con
la deteccidn de TH para valorar la regresion del tumor y monitorizar la EMR
en pacientes con neuroblastoma (Tsang et al., 2003).

El uso de la citometria de flujo de cuatro colores utilizando las
combinaciones CD9/CD81/CD56/CD45 y Anti-GD2/CD81/CD56/CD45 ha
sido publicada por el grupo de Swerts y colaboradores (Swerts et al., 2004). En
este estudio y mediante la utilizacién de controles artificiales se consiguio
una sensibilidad de deteccién de una célula tumoral entre 10° células
normales. Ademas demostraron una fuerte correlacion entre los resultados
obtenidos mediante la citometria de flujo y los obtenidos mediante técnicas
inmunocitolégicas.
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La citometria de flujo se ha utilizado en los dltimos tiempos de manera
habitual en la practica clinica, tanto en el campo de la hematologia como en
oncologia y presenta una serie de ventajas: proporciona informacién sobre
multiples parametros celulares, permite identificar células apoptéticas y
fragmentos celulares, se pueden rastrear muchisimas células en poco
tiempo y tiene un cociente costo/efectividad bajo. Sin embargo, la citometria
de flujo tiene también limitaciones, en contraste con la inmunocitologia o la
RT-PCR, es virtualmente imposible detectar una célula de neuroblastoma
entre un millon de células normales.

2.7.- Prondstico y terapia

Los datos obtenidos por diferentes grupos cooperativos internacionales
apoyan la hipétesis de que el comportamiento clinico de los pacientes de
neuroblastoma puede ser predicho basandose en el andlisis de un panel de
variables prondsticas.

Los enfermos se clasifican, por tanto, en grupos de riesgo con
recomendaciones terapéuticas diferentes para cada uno de ellos. En la tabla
6 podemos observar las clasificaciones en uso por los mayores grupos
cooperativos internacionales en neuroblastoma que se utilizaban en el punto
de partida del presente estudio. Estas clasificaciones no son idénticas, de
hecho existe sélo un 85% de concordancia y por tanto en este apartado nos
referiremos a la clasificacién en grupos de riesgo de la seccién europea de
neuroblastoma de la sociedad internacional de oncologia pediatrica (ESIOP-
neuroblastoma).
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Tabla 6: Clasificacion en grupos pronésticos utilizados por diferentes grupos internacionales: Grupo Aleman de
Neuroblastoma (GPOH), Children’s Oncology Group (COG), Grupo de Neuroblastoma de SIOP-Europa y Grupo Japonés
de Neuroblastoma (Reproducido de Castel et al., 2005).

Riesgo GPOH COG ESIOP Japon
Bajo Estadio 1 cualquier edad y N- Estadio 2-3, 4S < 1 afio, Estadio 1, 2 > 1afio sin Estadio 4 en lactante sin
myc asintomatico amplificacion N-myc metéstasis en hueso,
Estadio 2-3, 4S < 1 afio, Estadio 2 > 1 afio extirpable Estadio 1,2,4S en lactantes, sin  pulmones o SNC
asintomatico Estadio 1,2, 4S de cualquier amplificacion N-myc Estadios 1y 2
edad sin amplificacién N-myc Estadio 4 en lactante sin Menores de 1 afio
Shimada favorable metéastasis en hueso, Estadio 1,2,3, 4S sin
Hiperdiploide o casi triploide pulmones o SNC amplificacion N-myc
Intermedio Estadios 2,3, 4S < 1 afio Estadio 2, 4 < 1 afio, sin Estadio 3, < 1 afio y sin Estadio 3 > 1 afio y sin
con sintomas amenazadores amplificacion N-myc amplificacion N-myc amplificacion N-myc
Estadios 2 y 3 mayores de 1 Estadio 4S, < 1 afio, sin Estadio 3 > 1 afio y sin Estadio 4 en lactantes sin
afo, inextirpable amplificacién N-myc, con amplificacion N-myc amplificacion N-myc
Shimada desfavorable y /o Estadio 4 en lactantes con
tumor diploide metastasis en hueso,

Estadio 3 mayor de 1 afio, sin SNC, pulmén o pleura sin
amplificacion N-Myc y Shimada amplificacion N-myc

favorable
Alto Estadio 1,2,3, 4S cualquier Estadio 4 mayor de 1 afio Estadio 4 > 1 afio > 1 afio, estadio 4 y sin
edad con NMA Estadio 3 > 1 afio, con NMA y Estadio 2,3, > 1 afioy NMA amplificacion N-myc
Estadio 4 cualquier edad y N- /o s6lo Shimada desfavorable Estadio 2,3,4,4S, < lafio y NMA Cualquier edad y estadio con
myc Estadio 2,3,4,4S < lafio y NMA NMA

Estadio 2 > 1afio, NMA'y
Shimada desfavorable

NMA: Amplificacién de MYCN; SNC: Sistema nervioso central
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Actualmente y utilizando la clasificacion del estadiaje INRGSS mostrado en
la Tabla 4, la edad y las caracteristicas del Tumor los pacientes se han
pasado a clasificar en cuatro grupos de riesgo, el muy bajo, bajo, intermedio
y alto riesgo. La clasificacion resultante se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7: Esquema de Clasificacion del riesgo INRG pre tratamiento en
neuroblastoma. L: tumor localizado, M: metastatico, MS: metastatico
especial, GN: ganglioneuroma, GNB: ganglioneuroblastoma, NA: No
amplificado, Amp: Amplificado. Riesgo muy bajo: Supervivencia Libre de
Eventos (SLE) a los 5 afios >85%; Bajo Riesgo: SLE a los 5 afios >75% a
<85%; Riesgo Intermedio: SLE a los 5 afios 250 a <75%; Alto Riesgo: SLE a
los 5 afios <50%. Reproducido de “The international Neuroblastoma Risk
Group (INRG) classification system: an INRG Task Force report” (Cohn et al.,
2009).

. . " Grado de
Estadio Edad Clasificacién . L . Grupo de
A diferenciacion MYCN 11 Ploidia .
INRG meses Histolégica del tumor q riesgo
L1/L2 GN diferenciado A Muy Bajo
GNB enfremezclado
L1 Todos excepto NA B Muy Bajo
GN diferenciado Am K Alto
GNB enfremezclado p
L2 Todos excepto No D Bajo
<18 GN diferenciado NA i G Intermedio
GNB enfremezclado
. . No E Bajo
Diferenciado NA S H Intermedio
218 GNB nodular; I?obrenjenie
neuroblastoma diferenciado o NA
indiferenciado
Amp N Alto
M <18 NA Hiperdiploide F Bajo
<12 NA Diploide | Intermedio
12a<18 NA Diploide J Intermedio
<18 Amp 0 Alto
218 P Alto
MS NA No C Muy Bajo
<18 Si Q Alto
Amp R Alto

En los siguientes apartados se describiran los grupos pronéstico asignados
a los pacientes estudiados en el presente trabajo. Esta decision se tomé en
base a que la practica totalidad de las muestras son de pacientes
diagnosticados antes de la instauracion de la nueva clasificacion y por lo
tanto los grupos de riesgo asignados y los tratamientos se ajustan a la
misma.

2.7.1.- Grupo de pronéstico favorable
Dentro de este grupo se clasifica a los pacientes con neuroblastoma estadio

1 o 2 de cualquier edad y el estadio 4S, sin amplificacion de MYCN,
teniendo todos ellos un pronostico excelente con una tasa de curacion
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superior al 90% (Coterill et al., 2000). Estos pacientes requieren un tratamiento
minimo, generalmente solo cirugia, a excepcion de los casos que presentan
sintomas de compresién medular o bien afectacién hepatica o de otra indole
gue compromete la vida (Pérez et al., 2000).

Estudios prospectivos demostraron que la cirugia es suficiente tratamiento
para los neuroblastomas estadio 1 y 2 sin amplificacion de MYCN. El
estudio colaborativo del grupo europeo LNESG-1 obtuvo una supervivencia
del 94 % en 125 casos de neuroblastoma estadio 2 sin amplificacion de
MYCN tratados sOlo con cirugia (revisado en Castel et al, 2005), y la
supervivencia y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) fueron del 98 %
y 81 % en 233 pacientes estadio 2 tratados de forma similar por el
Children’s Cancer Group (CCG); y del 99% y 93% respectivamente para
141 nifios en estadio 1 (Pérez et al., 2000).

La capacidad de regresion espontanea es una de las caracteristicas tipicas
del estadio 4S del neuroblastoma, sin embargo algunos casos presentan un
comportamiento inicial muy agresivo, que puede conducir a la muerte del
nifio por insuficiencia hepatica o respiratoria. De acuerdo con los resultados
de un estudio retrospectivo realizado por el Pediatric Oncology Group en
110 lactantes con neuroblastoma 4S, la extirpacién del tumor primitivo
podria no ser necesaria para la supervivencia (Katzenstein et al., 1998; Nickerson
et al., 2000).

2.7.2.- Grupo pronéstico intermedio

Este grupo esta compuesto por nifios con neuroblastoma estadio 3 sin
amplificacion de MYCN de cualquier edad y estadio 4, también sin
amplificacion, en lactantes (Tabla 5). Se trata de un grupo mas bien
pequefio de pacientes y alcanza excelentes resultados terapéuticos con
cirugia y quimioterapia de intensidad moderada con una tasa de curacion
del 70-90% (Mattay et al., 1998).

Las discusiones terapéuticas sobre el estadio 3 se han centrado
fundamentalmente en las posibilidades de extirpacion al diagnéstico o tras
quimioterapia. Después de recibir quimioterapia preoperatoria el 70%—-90%
de los neuroblastomas estadio 3 se convierten en extirpables. Ademés el
procedimiento quirdrgico es mas seguro tras la aplicacién de quimioterapia,
con menor tasa de complicaciones (West el al., 1993; Powis et al, 1996). Se
recomienda por tanto, tras la realizacion de una biopsia para estudiar
factores prondsticos, la administracion de un ciclo corto de quimioterapia
para inducir la regresion y mejorar las posibilidades de reseccion, seguidos
por 2 o 4 ciclos de quimioterapia postoperatoria.

Los lactantes con neuroblastoma estadio 3 sin amplificacion de MYCN
tienen muy buen pronéstico con quimioterapia suave y cirugia. En el
protocolo N-1-87 del grupo espafiol de neuroblastoma se pudo realizar una
reseccion retardada en todos los pacientes de estas caracteristicas y la SLE
a los 5 afios fue del 93% (Castel et al., 1995).
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El prondstico de los lactantes con neuroblastoma estadio 4 es mucho mejor
que el de los nifios mayores. El tratamiento ha sido similar al recibido por los
de mayor edad, pero la mayor toxicidad en los pequefios y un mejor
conocimiento de los factores prondésticos han hecho cambiar la estrategia.
En la actualidad se consideran de riesgo intermedio y el objetivo es mejorar
su supervivencia con quimioterapia de intensidad moderada. El factor
prondstico mas importante es la amplificacion de MYCN, Schmidt y
colaboradores encontraron una SLE del 10% para los lactantes estadio 4
con amplificacion de MYCN (Schmidt et al., 2000). Para los no amplificados el
tipo de metastasis también influye en la evoluciéon, siendo de peor
prondstico las dseas visibles en radiologia convencional, las pleurales y en
el sistema nervioso central (Minard et al., 2000).

2.7.3.- Grupo de alto riesgo

Es el grupo mas numeroso en la presente clasificacién, compuesto
principalmente por pacientes mayores de 18 meses con estadio 4, pero
también incluye a cualquier otro estadio de la enfermedad (excluyendo el 1)
con amplificacién de MYCN, independientemente de la edad. El prondstico
de estos enfermos sigue siendo malo, incluso con tratamientos muy
agresivos, pero ha mejorado notablemente en los ultimos afios. Se ha
pasado de una SLE a los 5 afios del 8% en 1985 a un 30% en pacientes
tratados en protocolos controlados a partir de 1990 (Hayes et al., 1989; Matthay
et al., 1999; Castel et al., 2001; Kaneko et al., 2002). Los estudios bioldgicos y otros
factores clinicos que tienen valor prondéstico en el neuroblastoma localizado
son irrelevantes en los pacientes de alto riesgo. Sélo la amplificacion del
MYCN confiere un valor pronéstico negativo a los tumores que la presentan.
El tratamiento para estos pacientes consta de varias partes: quimioterapia
de induccién, cirugia, megaterapia con trasplante autélogo y tratamiento de
enfermedad residual minima (Castel et al., 2005).

2.7.3.1.- Quimioterapia de induccion

Esta opcidn terapéutica intenta controlar las metastasis y hacer extirpable el
tumor primitivo. Se han descrito multitud de esquemas para este fin, casi
todos utilizan ciclofosfamida, vincristina, etoposido y carboplatino o
cisplatino, en diferentes dosis y con resultados similares. La tasa de
respuesta oscila entre el 64% y el 86% de los casos, pero no todos los
estudios han utilizado las recomendaciones del INRC para la evaluacion de
la respuesta, asi que la comparacién de su eficacia resulta dificil en
ocasiones.

El intervalo entre los ciclos de quimioterapia parece influir en la respuesta,
de tal forma que serian mas efectivos aquellos protocolos que tienen
intervalos libres méas cortos entre los ciclos (Cheung et al., 1991; Pinkerton et al.,
2000; Castel et al., 2001). Tampoco se ha demostrado que el grado de
respuesta a la quimioterapia de induccién influya en la evolucién a largo
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plazo. Sélo existe una diferencia clara entre pacientes “respondedores” y
“no respondedores”, pero la supervivencia es similar para los que consiguen
remisiébn completa, o remisién parcial tras la quimioterapia de induccién
aislada o combinada con cirugia (Castel et al., 1999).

En Europa no se ha demostrado una evidencia clara de que ninguno de los
regimenes de induccioén utilizado en los diferentes paises sea superior a los
otros. Los regimenes de quimioterapia utilizados en EE.UU., por ejemplo
CCG 3891, también han encontrado resultados parecidos (Stram et al., 1996).
Kaneko y colaboradores han publicado los resultados de los estudios
japoneses en el neuroblastoma estadio 4. En su Ultimo estudio, han
intensificado la terapéutica de los pacientes con amplificacion de MYCN
obteniendo una mejoria en la SLE. Es dificil concluir si esta mejoria en
supervivencia es el resultado de una quimioterapia de induccibn mas
agresiva, de un mayor numero de pacientes que reciben trasplante de
médula 6sea, o de otros factores. Sin embargo aporta nuevas evidencias de
que un tratamiento mas intensivo mejora el prondstico de los pacientes con
neuroblastoma estadio 4 y con amplificacion de MYCN (Kaneko et al., 2002).

2.7.3.2.- Trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos

La respuesta obtenida con la quimioterapia de induccion y la cirugia se
consolida generalmente con quimioterapia a altas dosis y trasplante
autolégo de MO. Dos estudios aleatorizados para el tratamiento de
consolidaciéon en pacientes con neuroblastoma estadio 4 han demostrado
que la quimioterapia mieloablativa, con trasplante autol6go de progenitores
hematopoyéticos, es superior a la quimioterapia convencional de
mantenimiento (Matthay et al., 1999; Pritchard et al., 2005). El estudio realizado por
el CCG, incluy6 a 379 pacientes elegibles que, después de una
quimioterapia de induccion comun a todos y cirugia, fueron aleatorizados
para recibir quimiorradioterapia con trasplante autélogo de médula Gsea
purgada o 3 ciclos de quimioterapia de consolidacién. La SLE a los 3 afios
fue significativamente mejor para los pacientes trasplantados, en
comparacién con los que recibieron quimioterapia, 34% y 21%
respectivamente (p < 0,001), ademés no hubo diferencia en muertes téxicas
(Matthay et al., 1999).

La irradiacion corporal total ya no se utiliza practicamente como régimen de
acondicionamiento en el neuroblastoma debido a su alto potencial de
toxicidad en enfermos jovenes y la no clara demostracion de una mayor
eficacia. Tampoco se ha encontrado ninguna ventaja para el trasplante
alogénico en comparacion con el autologo, tanto en un estudio prospectivo
realizado por el CCG, como en un estudio retrospectivo de casos controles
del European Bone Marrow Transplantation Registry (Matthay et al, 1994;
Ladenstein et al., 1998). Debido a las claras ventajas de obtencién de
progenitores, asi como a la recuperacidon mas rapida de los pacientes, las
células madre obtenidas a partir de sangre periférica han sustituido a la
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médula 6sea para el trasplante en el neuroblastoma, lo mismo que en otros
tumores solidos.

Se ha utilizado un nimero muy amplio de terapéuticas mieloablativas,
muchas de ellas en un namero limitado de pacientes, haciendo dificil la
comparacién de su respectiva eficacia antitumoral y toxicidad. Todas las
pautas incluyen melfalan combinado con otros farmacos. En Europa la
combinacion mas ampliamente utilizada ha sido el busulfan/melfalan
(Bumel). Hartmann y colaboradores realizaron un andlisis retrospectivo de
factores prondsticos, en 218 pacientes afectos de neuroblastoma
metastatico que habian sido trasplantados. La probabilidad de SLE a los 5
afios era del 29%. En el analisis multivariante se detectaron 3 factores
favorables independientes. Estos fueron: edad inferior a 2 afios, ausencia
de metastasis en médula 6sea al diagnostico y tratamiento mieloablativo
con Bumel. El tipo de régimen mieloablativo parecia ser el factor con mayor
importancia prondéstica (Hartmann et al., 1999).

Otra cuestién no aclarada por el momento es la necesidad de purgar la
médula 6sea para rescate. Seeger y colaboradores estudiaron la médula
O6sea de los pacientes con neuroblastoma mediante inmunocitologia con
anticuerpos monoclonales antigangliésidos, demostrando que el 81 % de los
pacientes tenian células tumorales al diagndstico y 14% de ellos mantenian
células tumorales, después de la quimioterapia de induccion. La cantidad de
células tumorales en la médula ésea al diagnéstico, en el momento de la
recoleccion de la médula 6sea para el trasplante y al final de la induccién,
tuvieron un claro efecto desfavorable en la SLE (Seeger et al., 2000).

Estudios de RT-PCR para TH en médula 6sea, sangre periférica y aféresis
han confirmado el problema de la contaminacién por células tumorales en
diferentes momentos de la enfermedad, incluso en aféresis con seleccion
positiva para CD34, asi como la influencia pronostica negativa en la
evolucion de la enfermedad, como ya hemos comentado anteriormente.

2.7.3.3.- Tratamiento de la EMR

Con el uso de la quimioterapia de induccion, cirugia y megaterapia con
trasplante autolégo, la tasa de respuesta oscila entre el 60% y el 80% de
todos los pacientes, pero muchos de ellos recaen posteriormente. Las
recaidas son locales, pero sobre todo metastéticas y guardan relacién con
la persistencia de enfermedad residual minima. Para intentar controlar este
fendmeno se estan utilizando agentes diferenciadores como los retinoides y
anticuerpos monoclonales (Castel et al., 2005).

2.7.3.3.1.- Agentes diferenciadores

Los agentes diferenciadores redirigen las células hacia su fenotipo normal y
por tanto pueden suprimir la aparicion de nuevas lesiones malignas.
Numerosos trabajos han demostrado que el acido 13 cisretinoico (13-cis-
Ra) es efectivo para inducir la diferenciacion del neuroblastoma y producir
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apoptosis in vitro. Este fendmeno, conducia a una marcada disminucién en
la proliferacién de las células del neuroblastoma (Reynolds et al., 1991). Estos
resultados prometedores condujeron a la realizacion de dos estudios
prospectivos, aleatorizados, multicéntricos para ver si se producia beneficio
administrando el acido 13 cis-Ra, después de terminar toda la quimioterapia
citotéxica. En el primer estudio realizado en Europa, 175 nifios con
neuroblastoma en estadio 3 y 4, que habian obtenido una buena respuesta
con la quimioterapia convencional, fueron distribuidos al azar en 2 ramas,
una que recibia acido 13 cis-retinoico (0,75 mg por Kg y dia) y otra placebo,
ambos de forma continuada por un periodo de 2 afios. La toxicidad fue muy
discreta pero no se observé ninguna mejoria en la SLE en el grupo que
recibié 13 cis-Ra (Kohler et al., 2000). Simultdaneamente el CCG realizé un
estudio prospectivo y aleatorizado en 259 nifios con neuroblastoma estadio
4. Los 130 pacientes que recibieron 13 cis-Ra (160 mg m2 y dia), por 14
dias al mes, durante 6 meses tuvieron un aumento de supervivencia a los 3
afios (46% frente a 29% para el resto p=0,027) (Matthay et al., 1999).

2.7.3.3.2.- Anticuerpos monoclonales

Como ya hemos descrito anteriormente, los gangliésidos son antigenos de
superficie de la membrana que estan presentes en todas las células del
neuroblastoma, mientras que en los tejidos normales sélo existen en el
sistema nervioso. El Grupo del Memorial Sloan Kettering Cancer Center ha
usado anticuerpos anti-GD2 murinos (3F8) desde 1980 como tratamiento,
solos o conjugados con un is6topo radiactivo, habiendo conseguido mejorar
la supervivencia en sus pacientes con neuroblastoma de alto riesgo. El
estudio actual del COG para pacientes de alto riesgo compara de forma
aleatorizada la administracién de 13 cis-Ra solo, con 13 cis-Ra + Anti GD2.
El protocolo HR-NBL1 del Grupo ESIOP estéa realizando una aleatorizacién
similar.
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Il.- HipGtesis de trabajo

Tradicionalmente, en el estadiaje de los pacientes con neuroblastoma al
diagndstico, para valorar la afectacion de la médula ésea se han utilizado
técnicas citolégicas e histolégicas. Sin embargo, estas técnicas tienen una
sensibilidad insuficiente, sobre todo durante o después del tratamiento, que
no permite detectar la infiltracion de células tumorales por debajo de un
umbral de un 1%. Por ello, se han desarrollado técnicas como la
inmunocitologia o la RT-PCR que aumentan considerablemente dicha
sensibilidad.

Se ha demostrado que la deteccion de enfermedad metastatica es un factor
de mal prondstico en los pacientes, como en otros muchos tumores sdlidos,
que disminuye la supervivencia. El estudio de las micrometastasis al
diagndstico, durante el tratamiento y en el seguimiento posterior, puede
tener un impacto sobre la clasificacién en grupos de riesgo de los pacientes,
asi como en el seguimiento de la evolucion de la enfermedad.

Con los antecedentes anteriores, nos planteamos las siguientes hipotesis de
partida:

1.- El estudio de la enfermedad minima residual en pacientes con
neuroblastoma en médula Gsea, sangre periférica o productos de
leucaféresis permitird conocer mas a fondo los procesos metastaticos.
Ademas puede ser de utilidad clinica para establecer grupos de riesgo al
diagndstico, monitorizar y cuantificar la respuesta al tratamiento sobre la
enfermedad metastatica, detectar aféresis contaminadas con células
tumorales o predecir una posible recaida de forma precoz antes de la
aparicién de otros signos clinicos.

2.- Determinar el método mas sensible y especifico permitira un pronéstico
mas preciso de la enfermedad y mejor seguimiento de la misma.

3.- El empleo de sangre periférica como material para la blsqueda de
enfermedad minoma residual puede evitar la realizacién innecesaria de
métodos més invasivos como la biopsia de médula 6sea, al menos en
determinados tipos de pacientes 0 momentos de la enfermedad.
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lll.- Objetivos

1. Desarrollar nuevos marcadores de enfermedad minima residual
especificos para el neuroblastoma que permitan aumentar la
sensibilidad y salvar la heterogeneidad tumoral.

2. Evaluar la sensibilidad y especificidad de diferentes marcadores de
enfermedad minima residual.

3. Valorar la utilidad predictiva de la expresién de los diferentes
marcadores empleados al diagndstico en la muestra tumoral.

4. Evaluar del impacto sobre la supervivencia de la deteccion de los
diferentes marcadores en los distintos tipos de tejidos estudiados y
momentos de la enfermedad, tanto en pacientes de alto riesgo,
como en tumores localizados.
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IV.- Material y métodos

1.- Pacientes y muestras biolégicas

1.1.- Pacientes

A lo largo del trabajo experimental se recogieron muestras pertenecientes a
462 pacientes de Neuroblastoma. El periodo de recogida de las muestras
fue desde mitad de 1999 a principios de 2010. La clasificacion de los
estadios se realizd segun la clasificacion INSS (Brodeur et al., 1993) y en todos
los casos se realizd una revision centralizada de la Anatomia Patoldgica del
tumor segun los criterios de Shimada (Shimada et al, 2001). Ademas, en la
mayoria de ellos se realizé el estudio centralizado de la amplificacion del
oncogén MYCN vy otras alteraciones gendmicas en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Valencia. También, en todos los casos, la afectacién ésea y de la médula
Osea se valor6 en el momento del diagnéstico mediante la realizacién de 2
biopsias déseas y 2 aspirados de médula 6sea. La distribucion de los
pacientes por sexo y estadio se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Distribucién por estadios y sexo de los nifios reclutados para el
estudio.

Estadio INSS
Caracteristicas 1 2 3 4 4S Desconocido  Total
n 85 37 111 174 35 20 462
Sexo
Nifio 43 15 65 111 23 8 265
Nifia 42 22 46 63 12 12 197

Las muestras fueron remitidas desde 34 hospitales espafioles y pertenecian
a pacientes incluidos en los diferentes estudios nacionales y europeos de la
Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP) y la
SIOPEN (N-11-92, LNESG, N-AR-99, N98/E3, EUNS, HR-NBN1, INES, N-I-
87 y N-VI-00). Los hospitales remitentes y el nUmero de pacientes incluidos
de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 9.

Ademés de los pacientes incluidos, también se recibieron muestras de
pacientes con sospecha de Neuroblastoma y que fueron excluidos, bien
porque finalmente no se confirmd el diagnéstico, ya que se trataba de otra
neoplasia, o porque nunca se recibié la confirmacion del mismo por parte
del hospital remitente.
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Tabla 9: Hospitales remitentes con el nimero de pacientes incluidos en el

estudio de cada uno de ellos.

Hospital Remitente Ciudad Pacientes
Hospital Universitario La Fe Valencia 106
Hospital Virgen del Rocio Sevilla 45
Hospital Gregorio Marafion Madrid 29
Hospital Nifio Jesus Madrid 24
Hospital General de Alicante Alicante 24
Hospital Virgen de la Arrixaca Murcia 19
Hospital de Cruces Bilbao 19
Hospital Son Dureta Palma de Mallorca 17
Hospital Central de Asturias Oviedo 14
Hospital San Rafael Madrid 14
Hospital Virgen del Camino Pamplona 13
Hospital de Malaga Malaga 13
Hospital Reina Sofia Cérdoba 12
Hospital Universitario de Canarias Tenerife 12
Hospital de Donostia San Sebastian 12
Hospital 12 de Octubre Madrid 11
Hospital Virgen de la Salud Toledo 11
Hospital Clinico de Santiago Santiago de Compostela 8
Hospital Xeral Cies Vigo 8
Hospital Miguel Servet Zaragoza 7
Hospital Virgen de la Macarena Sevilla 7
Hospital Parc Tauli Sabadell 6
Hospital Infanta Cristina Badajoz 5
Hospital General Yague Burgos 4
Hospital Sant Pau i de la Santa Creu Barcelona 4
Complejo Hospitalario Torrecadenas Almeria 4
Centro Hospitalario de Jaén Jaén 3
Hospital Virgen de las Nieves Granada 2
Hospital Juan Canalejo La Corufia 2
Hospital de Albacete Albacete 2
Hospital Sant Joan de Déu Barcelona 2
Hospital Nuestra Sefiora de la Candelaria Tenerife 1
Hospital Rio Ortega Valladolid 1
Hospital Germans Trias i Pujol Badalona 1
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1.2.- Muestras biolégicas

En el periodo mencionado en el apartado anterior se recibieron un total de
2280 muestras distribuidas de la siguiente manera:

- 59 Tumores (M

- 1117 Sangres periféricas (SP)
- 1039 Aspirados de médula 6sea (MO)
- 65 Productos de Leucaféresis (AF)

Ademas se utilizaron muestras de sangre periférica y médula Osea
procedentes de individuos sanos remitidos al Hospital Universitario La Fe
para diferentes controles nunca relacionados con patologias oncolégicas.

Las muestras tumorales que se obtuvieron en los quir6fanos del Hospital La
Fe, se trasladaron en fresco tras la cirugia, al departamento de Anatomia
Patoldgica de inmediato. Tras la separaciéon por parte del anatomopatdlogo
fueron congeladas en un arcén congelador a —80 °C. El resto de muestras
tumorales se recibieron por mensajeria urgente conservadas en medio de
cultivo o congeladas en hielo carbonico. Tras la recepcion se congelaron a -
80 °C. Las muestras de sangre periférica, médula ésea y aféresis se
recibieron anticoaguladas en tubos con EDTA en fresco. Las muestras
procedentes de otros hospitales se recibieron mediante mensajeria urgente
bien a temperatura ambiente o refrigeradas a 4 °C. Todas las muestras
fueron debidamente clasificadas e identificadas para su posterior
localizacion, procesado y utilizacién en los diferentes procesos del estudio.
Ademas como controles positivos de células tumorales o RNA tumoral se
utilizé la linea celular de neuroblastoma IMR-32.

Las muestras tumorales se recogieron atendiendo a las siguientes
recomendaciones establecidas para el almacenaje de tejidos en bancos de
tumores:

- No interferir con el diagnéstico anatomopatolégico, fenotipico o
molecular. Es decir, sélo se almacené el excedente de tejido no
necesario para el correcto diagnéstico y andlisis de factores
prondsticos en el tumor.

- La toma de la muestra para su almacenaje se realizo por parte de
personal especializado. En nuestro caso el anatomopatdlogo,
encargado del posterior diagnostico, fue el encargado de la
seleccion, separacion y congelacion del tejido.

La rapidez en el traslado del tejido tumoral y el procesado previo a la
congelacion es de vital importancia para la conservacion del mismo. La
calidad de las muestras depende en gran medida de la rapidez y la forma de
obtencién, asi como el procesamiento y el tipo de transporte hasta el banco
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de tumores. Estas variables son especialmente importantes en nuestro caso
por la necesidad de obtencién de RNA a partir del tejido tumoral.

El resto de muestras biolégicas (MO, SP y AF) se recogieron atendiendo a
las diferentes recomendaciones internacionales referidas a la recoleccion en
los diferentes momentos del tratamiento, extraccién, transporte y
conservacion. En todos los casos, la toma de las mismas no interfirié en el
diagndstico del paciente ni supuso un proceso adicional de toma de
muestras diferente al necesario para el seguimiento marcado por los
diferentes protocolos de tratamiento.

A partir del afio 2002 en el protocolo HR-NBL1 y posteriormente tras la
publicacién de la Ley de Investigacion Biomédica (Ley 14/2007), para la
cesion de las muestras excedentes de diagnéstico, se solicitd
consentimiento informado para la utilizaciéon de las mismas en los diferentes
estudios de investigacion.

2.- Extraccion de RNA tumoral

La extraccibn de RNA es un proceso relativamente sencillo pero con una
serie de peculiaridades que lo hacen ciertamente especial. La inestabilidad
del RNA, por la presencia de enzimas RNasas que lo degradan
rapidamente, obliga a tomar una serie precauciones en todo el proceso. La
extraccion se debe realizar en un ambiente extremadamente limpio y
aséptico, en nuestro caso la extraccion se realizé6 en una campana de flujo
laminar para cultivos. Otra precaucion es la utilizacion de material libre de
RNasas que se use Unicamente para el manejo de RNA, asi el material
como puntas, pipetas, tubos y soluciones deberan cumplir estas
condiciones.

El método de eleccion para el aislamiento fue la utilizacion de un Kit
comercial, concretamente el RNasy mini kit (Quiagen), cuyo protocolo
adaptado pasamos a detallar:

2.1.- Toma de la muestra

Un pequefio fragmento de tejido tumoral congelado, fue separado de la
pieza principal evitando la descongelacion de la misma. La eleccion del
fragmento para el estudio se hizo tras la revision macroscopica de la pieza
con el objetivo de evitar fragmentos hematicos o necrosados. Es importante
para los estudios posteriores que el RNA obtenido sea de la maxima calidad
y que proceda, a ser posible, Unicamente de tejido tumoral y no de restos de
tejido normal, por ello hay que evitar los bordes de la pieza, tejido
necrosado y tejido hematico.

88



Material y métodos

2.2.- Disgregacioén fisica del tejido y lisis

El fragmento fue depositado en una placa Petri estéril, donde se procedié a
la disgregacion fisica del mismo con la ayuda de una hoja de bisturi,
afiadiendo la solucién de lisis directamente a la placa antes de la recogida
de la muestra. La solucién de lisis, ademas de producir el lisado tisular,
ayuda a la estabilizacion del RNA.

La lisis celular se realizé con el tampon RLT (RNasy mini kit; Quiagen) en
presencia de f-mercaptoetanol.

Los lisados tisulares se almacenaron a —80°C para la posterior purificacion o
se procesaron en el momento.
2.3.- Aislamiento del RNA

A continuacién detallamos el protocolo utilizado en nuestro caso siguiendo
las recomendaciones del fabricante con alguna modificacién:

1. Adadir a 350 pl del lisado celular 350 pl de etanol al 70% libre de
RNasas.

2. Mezclar bien y aplicar a la columna.

3. Centrifugar 15 seg a 10.000 rpm.

4. Desechar eluido y afiadir 700 ul de RW1.

5. Centrifugar a 10.000 rpm 15 seg.

6. Cambiar la columna a un tubo de elucién nuevo.

7. Aplicar 500 ul de RPE con Etanol.

8. Centrifugar 15 seg a 10.000 rpm.

9. Desechar eluido.

10. Aplicar otros 500 pl de RPE.

11. Centrifugar 2 min a 13.000 rpm.

12. Pasar la columna al tubo donde se recoge finalmente el RNA.

13. Aplicar 50 pl de H,O sin hacer burbujas en la columna.

14. Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

15. Congelar el RNA a — 80°C.
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3.- Extraccién de RNA procedente de sangre periférica, médula 6sea y
aféresis.

En los tres casos, previo al aislamiento del RNA, era necesario separar las
células nucleadas del resto de componentes celulares y no celulares de las
muestras. Para este fin realizamos en todos los casos una separacion por
gradiente de densidades utilizando ficol. Ademas como en algunos
protocolos posteriores se necesitaban células nucleadas intactas este fue el
procedimiento elegido también para obtenerlas.

3.1- Separacién de células nucleadas por gradiente de densidades:
Linfoprep

Al proceso de separacion de células nucleadas con gradientes de ficol lo
nombraremos de ahora en adelante con el nombre genérico de linfoprep. El
protocolo utilizado lo detallamos a continuacion.

1. Diluir la muestra en un volumen de suero fisiolégico en un tubo
nuevo (V/V).

2. Adadir un volumen de ficol (Lymphoprep AXIS-SHIELD PoC AS)

a un tubo nuevo y depositar lentamente la muestra diluida

encima del ficol sin que se mezclen las fases.

Centrifugar a 800 g durante 20 minutos

Recuperar el anillo de células nucleadas con una pipeta pasteur.

Lavar con 10 ml de suero fisiolégico y dividir la muestra en dos

tubos.

6. Centrifugar 10 min a 800 g

7. Desechar el sobrenadante de ambos tubos

arw

Cada uno de los tubos se procesé a partir de este punto de forma diferente.

- Al tubo para la extraccion de RNA se le afiadieron de 350 a 1000 pl
del tampén de lisis celular RLT del Kit de extraccion de RNA
mencionado anteriormente, en funcién de la cantidad de tejido y se
transfiri6 a un criotubo. Tras este paso, se continué con el
aislamiento del RNA o se congel6 el lisado a —80 °C.

- El tubo dedicado a la utilizacion de células intactas se procedio a la
disgregacion celular en tampon fosfato salino pH 7,4 (PBS) y se
reservo para los procesos que mas adelante detallaremos.
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3.2- Aislamiento del RNA

El aislamiento se realizé siguiendo el mismo protocolo detallado en el
apartado 2.3 y con las mismas precauciones para evitar la degradacion del
RNA.

4.- Retrotranscripcién

Para los estudios moleculares de expresion génica basados en analisis por
PCR es necesaria la obtencion de una cantidad suficiente de cDNA. Este
tipo de DNA se gener6 por retrotranscripcién a partir del RNA extraido de
los diferentes tejidos. Este proceso se llevé a cabo con el TF GeneAmp
Gold RNA Core Kit (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del
fabricante con pequefias modificaciones.

El proceso utilizado se detalla a continuacion:

En un tubo eppendorf se preparé la siguiente mezcla de reaccion.

Mezcla de reaccién

Tampon (5X) 5ul
MgCl, (25 mM) 4l
dNTP’s (10 mM) 4 ul
Ditiotreitol 4 ul
Hexameros al azar (50 um) 1yl
Poli-T (50 um) 1l
Inhibidor de Rnasas (20 u/ul) 1l
MMLYV (retrotranscriptasa) (50 u/ul) 0,6 ul
H,0O libre de RNasas 6,4 ul
RNA 10 ul

Un total de 10 pl de RNA se afiadieron a los 30 pl de la mezcla anterior para
proceder a la retrotranscripcion en un volumen total de 40 pl. El programa
empleado para la reaccién enziméatica fue el siguiente:

25°C 15 minutos
42 °C 30 minutos

Tras la reaccion los tubos se centrifugaron brevemente para llevar al fondo
del tubo las gotas evaporadas en la tapa y automaticamente se congelaron
a—-20°C.
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El cDNA es una molécula poco estable, por esta razén es imprescindible
guardarlo siempre a —20 °C y disminuir en la medida de lo posible los ciclos
de congelacion y descongelacion.

5.- Detecciéon de la EMR mediante métodos basados en la PCR

En este apartado describiremos los diferentes protocolos aplicados para el
estudio de expresion de los genes diana utilizados para la deteccion de
EMR en neuroblastoma. El apartado se ha dividido en dos grandes sub
apartados, la deteccion de los genes diana mediante RT-PCR seguida de
Southern Blot y la deteccién mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real.

5.1.- Deteccion mediante RT-PCR seguida de Southern Blot

Tras la retrotranscripcién se optimizaron diferentes protocolos de PCR para
la deteccion de los diferentes genes dianas, cada uno de estos protocolos
los detallaremos seguidamente.

5.1.1.- PCR de g2-microglobulina

Para comprobar la integridad del RNA aislado, asi como el funcionamiento
correcto de la retrotranscripcién, se procedié en cada uno de los casos a la
amplificacion mediante PCR de un fragmento de un gen de expresion
constitutiva. En nuestro caso se utilizé un fragmento de 333 pares de bases
de la f2-microglobulina humana.

Es necesaria la realizacién de este tipo de estudio en cualquier proceso en
el que existan diferentes procesos con efectividades variables individuales,
como puede ser tanto la extraccion del RNA como la propia
retrotranscripcion. Ademas debido a la peculiaridad de nuestro estudio es
mas necesaria esta comprobacion, ya que la ausencia de expresion del
resto de genes que planteamos en el estudio ha de deberse a que
realmente no existe expresion o esta disminuida y no a ausencia de RNA de
partida o algun fallo durante la retrotranscripcion.

Los cebadores utilizados asi como las condiciones de PCR utilizadas se
describen a continuacion.

92



Material y métodos

Cebadores

Cebador Secuencia5 — 3

BETA2 D CTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGG

BETA2 R GCTTACATGTCTCGATCCCACTAAA

Mezcla de reaccién

Componentes Volumen
Tampédn (10X Netzime Fermentas) 2,5ul
MgCl, (50 mM) 0,75 ul
dNTP’s (10 mM) 0,5 ul
Cebador BETA2 D (10 pmol/ul) 1yl
Cebador BETA2 R (10 pmol/ul) 1yl
Taqg polimerasa (Netzime Fermentas 5 U/ul) 0,2 ul
cDNA 15u
H,O hasta 25 ul 17,55 ul

Programa de PCR:

95°C 3 minutos

95°C 30 segundos

59°C 30 segundos x 35 ciclos
72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

El producto amplificado se visualizd en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio tal y como detallaremos posteriormente.

93



Material y métodos

5.1.2.-PCR deTH

Cebadores

Cebador Secuencia5 — 3

THD TGTCAGAGCTGGACAAGTGT

THR GATATTGTCTTCCCGGTAGC

Mezcla de reaccién

Componentes Volumen
Tampédn (10X Roche con MgCly) 2,5l
dNTP’s (10 mM) 0,5
Cebador TH D (10 pmol/ul) 1 ul
Cebador TH R (10 pmol/ul) 1yl
Taq polimerasa (Taq polimerasa Roche 5 U/ul) 0,2 ul
cDNA 1,5 ul
H,O hasta 25 ul 18,3 pl

Programa de PCR:

95°C 3 minutos

95°C 45 segundos

59°C 45 segundos x 35 ciclos

72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

El producto amplificado de 299 pares de bases se visualizé en geles de

agarosa tefiidos con bromuro de etidio tal y como detallaremos
posteriormente.
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5.1.3.- PCR de MAGE-A1

Cebador Secuencia5 — 3

MAGE1 D CGGCCGAAGGAACCTGACCCAG

MAGE1 R GCTGGAACCCTCACTGGGTTGCC

Mezcla de reaccién

Componentes Volumen
Tampoén (10X Tampon Gold) 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1ul
dNTP’s (10 mM) 0,5 ul
Cebador MAGE1 D (10 pmol/ul) 1ul
Cebador MAGE1 R (10 pmol/pul) 1ul
Taq polimerasa (Taq Gold Applied Biosystems 5 U/ul) 0,2 ul
cDNA 1,5l
H,O hasta 25 ul 17,3 ul

Programa de PCR:

95°C 5 minutos

95°C 30 segundos

58°C 45 segundos x 35 ciclos

72°C 1 minuto

72°C 7 minutos

El producto amplificado de 421 pares de bases se visualizé en geles de

agarosa tefiidos con bromuro de etidio tal y como detallaremos
posteriormente.
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5.1.4.- PCR de MAGE-A3

Cebador Secuencia5 — 3

MAGE3 D GAAGCCGGCCCAGGCTCG

MAGE3 R GGAGTCCTCATAGGATTGGCTCC

Mezcla de reaccién

Componentes Volumen
Tampoén (10X Tampon Gold) 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1ul
dNTP’s (10 mM) 0,5 ul
Cebador MAGE3 D (10 pmol/ul) 1ul
Cebador MAGE3 R (10 pmol/pul) 1ul
Taqg polimerasa (Taq Gold Applied Biosystems 5 U/ul) 0,2 ul
cDNA 1,5 ul
H,O hasta 25 ul 17,3 ul

Programa de PCR:

95°C 5 minutos

95°C 30 segundos

59°C 45 segundos x 35 ciclos

72°C 45 segundos

72°C 7 minutos

El producto amplificado de 423 pares de bases se visualizé en geles de

agarosa tefiidos con bromuro de etidio tal y como detallaremos
posteriormente.
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5.1.5.- PCR de GAGE

La deteccion de los genes de la familia GAGE se realizé utilizando tres
juegos de cebadores diferentes. Por una parte se amplificaron todos los
genes simultaneamente (GAGE 1 a 8) utlizando la combinacion de
cebadores GAGENd y GAGENr. Por otra parte, la amplificacién de los
miembros GAGE 1, GAGE 2 y GAGE 8 que presentan una alta homologia
se realizé utilizando los cebadores GAGE(A)d y GAGENTr. Finalmente la
deteccion de los genes GAGE 3 a GAGE 7 se realizd con los cebadores
GAGE(B)d y GAGENTr. Destacar que la secuencia amplificada de los 8
miembros de la familia es idéntica excepto tres nucleétidos que se
degeneraron en el disefio y la sintesis del cebador GAGENd (Figura 18).

Las secuencias de los cebadores utilizados y las condiciones de PCR se
detallan a continuacién. Las bases divergentes entre los grupos estan
subrayadas.

Cebador Secuencia5— 3’

GAGENd 5 GAC CAA G(A/G)C GCT A(C/T)G TA(G/C)AGC CT 3’

GAGENr 5°CCT GCC CAT CAG GAC CAT CTT CA 3.

GAGE(B)d 5" GACCAAGGCGCTATGTACAGCCT 3

GAGE(A)d 5" GACCAAGACGCTACGTAGAGCCT 3

Mezcla de reaccién

Componentes Volumen
Tampon (10X Tampon Gold) 25ul
MgCl, (25 mM) 1l
dNTP’s (10 mM) 0,5 pl
Cebador D (10 pmol/ul) 1ul
Cebador R (10 pmol/ul) 1l
Taq polimerasa (Taq Gold Applied Biosystems 5 U/ul) 0,2 ul
cDNA 1,5 pl
H,O hasta 25 ul 17,3 ul
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Programa de PCR:
95°C 5 minutos

95°C 45 segundos
65°C 60 segundos x 40 ciclos
72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

La polimerasa utilizada fue una polimerasa HotStart suministrada en el kit
de retrotranscripcion Gene Amp Gold Core Kit; Applied Biosystems, el
tampon de PCR fue el Gold suministrado con la polimerasa.

El producto amplificado de 249 pares de bases se visualizé en geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio tal y como detallaremos
posteriormente.
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GRAGENd
GARGE (A d
-
GAGE3 TCGACCTAT TATTGECCT AGAC CARGGOGCTATGTACAGCC TR C TGAAGTGATTGGECCT
GAGES T AT TAT TGO TG AC AR GGG TATGTACAGLC TR C TGARGTGATTEGECCT
GAGE4 TR TR TAT TG O TAGRC AR GGG TATGTACAGCCTECTGARATGATTGGECCT
GAGES TCEACCTAT TATTGEOCTAGRL CARGGCGC TATGTACAGLC TR CTGAAGTGATTGGGOCT
GAGET TCGACCTAT TATTGGOC T AGAC CARGGCGC TATGTACAGCCTECTGARATGATTGGGLOT
GAGETB TCCGARCCTATTATTGECC TAGAD CAR CTGARATGATTGEECCT
GAGEL TCGACCTATC——— GG TAGAL CARGACGL TALGTAGAGLL TR CTGARATGATTGGGLCT
GAGER TCOACCTATC= ==GGCCTAGACCARGACGC TACGTAGAGCCTLCT CARATGAT TGGGECT
GhGEZ TCGACCTATC = ==GGECCTH CCAAGACGCTACGTAGAGCCTE CTGARATGATTGGGECT
kR A E ko w EAh A e AR AT AN A RANE R i-l-A_OA'n’:r FEE kTR E Kk E T
GAGE (B} d o
GAGE3 ATGCEECCCEAGCAGTTCAGTGATGAAGTOGARCCAGC ARCACCTEARGARGGEGARMCCA
GRGES ATGCGECCLGAGCAGT TCAGTGATGAAGTGGAACCAGE RACACCTGRAGRAGGEGARTCA
GAGEY ATGCGGECCOGAGCAGT TCAGTGATGRAGTGGAACCAGE BACACCTGRAGRAGGGGARCCA
GAGEG ATGCGECCOGRGCAGTTCAG TGATGARGTGERACCAGE ARCACCTGRAGRAGGGGARC CA
GRGET ATGCGECCOGAGIAGT TCAGTGATGARGTESARCCAGC ARCACC TEAAGAAGECGARCCA
GRGETE ATGCGGCCEGRGIAGT TCAGTGATGAAGTGGAACCAGC ARCACC TGAAGRAGGCEARCCA
GAGEL ATGCGECCoBAGCAGT TOAGT GATEARGTCOAACCAGCARCACC TGAAGAAGGGEARCTA
GAGES ATGCGECCCGAGCAGTTCAGTGATGARGT GRRAACCAGC ARCACC TGAAGARGEGEARLCR
GAGEZ AT GGG GAGC AGT T A TEAT G ARGT GGAACCAGCARCACCTGRAAGRAGGGEARCCR
R o oS
GRGE3 GCAACTCARCGTCAGGRTCCTGCAGC TG TCAGGAGGEAGAGEATGAGGGAGTATCTGCA
GAGES GCALCTCARCEIC AGSATCCTGCAGCT G TCAGGAGGHEAGAGGATGACG EAGCATCTECA
GREES GUAACTCARCGICAGGAT CUTECAGUTECTC AGGAGGEAGRGEATGAGGGRAGIATCTGCA
GAGES GUARCTCARCGICAGGATC O TGCAGU TG TC AGGAGGEAGRGEATGREGGAGIATCTECA
GAGET G AA T ARG T AGGA T TECAG LT RO TC AGCAGGLACAGCATGACLGAGCATCTECA
GAGETE AR CTCAACETCAGGAT CCTECACGCTGUTC AGGAGGEACAGEATGACGGGRGIATITEOA
GAGE1 GCRACTCARCGTCAGGATCC TGCAGCTGCTCAGEAGGEAGRGEATGAGGEAGLATCTGEN
GAGEE GCRACTCAACGTCAGGATCC TGLAGCTGCTCAGGAGGGAGRGEATGAGGGAGCATCTGCA
GAGEZ GCARACTCRACGTCAGGATCCTGCAGCTGCTCAGGAGGGAGRGEATEAGEGAGCATCTECA
R I
GRGEX GETCARGEGICGRAGCCTGAAGI TGATAGCC AGGARCAGGETCACC CACAGAC TGEETGET
GRAGES GGTCARGGGCIGARGCCTGARGC TEATAGCC AGGAACAGGGTCACCCACAGACTGGGTGT
GRGES GOTCALGGECCOARGCCTGARGC TGATAGCC AGGARCAGE GTCACCCACAGACTGGGTGT
GAGEE GOTCAAGEEOECAAGCETGAAGE TG ATAGCCAGGARCAGEGTCACCCACAGACTEGETET
GAGET GETCAAGEECIGAAGCOTGAAGCTCATAGCCAGEAACAGEGT CACCCATAGAC TGGGTGT
GAGETE GGTOAAGGGCC GAAGCCTGAAGC TCATAGCCAGGARCAGGGTCACCCACAGAC TGGETGT
GRGEL GO AL GGG ARG T A AGC T GATAGCCAGCARC AGEGTCACCCACAGAC THGETGT
GARGES GGTCAR CoGARGCOTERAGC T RATAGLCAGGRACAGLGTCACCCACAGAC TEZGETGT
GAGE 2 GGTCRA COERRGOOTGRAGCTCATAGCCAGGRRDAGLGTCACCCACAGAL TEGEETGT
T AT AN AN E R TANERTEET AR T AT R AR R TR AT RN R AN AT AR
GHGE3 GRGTIGRASATGETCCTGATGEGCAGGRGATGGACC LG CARAT CCAGAGGAGGTGAAR
GAGES GRAGTHTGAASATGGTCCTGATGEGC AGEREATEGACC CECCARATCCAGAGGAGE TG AAR
GAGE4 GRGTETGARGRATGETCCTGATGEEL AGERGATEEACC OGO CARATICAGAGGAGETGRAN
GHEES GRGTEATEAAGATGATCCTGATGEGC AGGREETEGACC OGO CARATCCAGAGGAGETGAAR
GAGET GRETETGAASATGETCCTGATGEGCAGGRGATEGACCCGC CARATCCAGAGEAGETGAAR
GAZETR GRETETGARGATCATCOTEATGECC ACCRGATEGACCOGC CARRTCCAGAGGAGETGAAA
GAGEL GRETGTGARGATGET CCTGATGEECAGGRGATEGACCOEC CARATCCAGAGGAGGTGARA
GAGER GRGTETGARGATGETCCTGATGEECAGGRGATEGACCCEC CARATCCAGAGGAGGTGARA
GAGEZ GROTAICAASATCGT CCTEAT GEECACCREGATCEACCCOCCAMTCCAGACCACGTGARA

I T e R AR

-+

GAGENC

Figura 18: alineamiento de los genes de la familia GAGE. Los cebadores
descritos en la tabla se sefialan en el alineamiento.
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5.2.- Southern blot

Con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad de los estudios se
procedid en todos los casos a la transferencia de los productos de PCR
separados mediante electroforesis en geles de agarosa mediante la técnica
de Southern blot.

En cada amplificacion de los diferentes marcadores se incluyeron controles
negativos y controles positivos (cDNA procedente de la linea celular IMR-
32). Ademas en cada electroforesis se incluyé un control de sensibilidad
preparado con una dilucién 1/10.000 del producto de PCR correspondiente
a cada marcador amplificado a partir de una muestra tumoral diluida en un
tampon que contenia DNA de esperma de salmén (50 ng/ml).

Las sondas para la hibridacién se obtuvieron a partir de un marcaje por PCR
de los productos especificos de cada marcador utilizando dUTP unido a
digoxigenina previamente secuenciados. Los protocolos de marcaje y
secuenciacion se describen posteriormente.

5.2.1.- Electroforesis en geles de agarosa

En este apartado describiremos la utilizacion de geles de agarosa que se
utilizaron tanto para la comprobacién de la PCR de £2-microglobulina como
para las electroforesis preparativas para la realizacién del Southern blot del
resto de genes.

Los geles utilizados fueron, salvo excepciones, a una concentracién del 1%
en tampon TBE. Las electroforesis se realizaron a 100V durante 2 horas en
cubetas horizontales usando como tampoén electroforético también TBE.
Tras la electroforesis se procedié a la tincién de los geles en un tamp6n
TBE con bromuro de etidio, tras lo cual se observaron y fotografiaron
exponiéndolos a una fuente de luz ultravioleta.

5.2.2.- Transferencia

Desnaturalizacion y neutralizacién

El gel de agarosa se someti6 a un tratamiento con una solucion
desnaturalizante (Solucién A) y una solucion neutralizante (Solucién B).

- 1 lavado de 30 minutos en agitacién en Solucion A
- 1 lavado de 30 minutos en agitacion en Solucion B
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Montaje del Southern blot

Tras los lavados se procedié a la transferencia segun el esquema de la
figura 19. Como tampdn de transferencia se utilizé SSC 20X y la membrana
utilizada fue una membrana de nylon cargada positivamente de Boehringer
Mannheim.

Peso E ‘
Vidrio *—m“} [ ]

Toallitas de

papel k—l_k%

Papeles Watman i

EIVIV]

Puente de papel Watman 3

embrana de Nylon

% Gel
|

R
Soporte

Cubeta

Tampén 33C 20X

Figura 19: Esquema del dispositivo de transferencia.

La transferencia se dej6é aproximadamente durante 16 horas.

Fijacion

Después de la transferencia los filtros se lavaron brevemente en SSC 2X y
se dejaron secar 5 minutos a 80 °C. Inmediatamente se fijaron
calentandolos % hora a 120 °C en un horno seco.

5.2.3.- Prehibridacion e hibridacién

Prehibridacion

Los filtros se colocaron en tubos de hibridacion en contacto con la solucion

de hibridacién al menos durante 4 horas a 42 °C en un horno de hibridacién
en rotacion constante.
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Hibridacién

La hibridacién también se realiz6 a 42 °C durante 12-16 horas. Las sondas
se desnaturalizaron 10 minutos a 95 °C y luego se enfriaron en hielo 3
minutos antes de afadirlas al tubo de hibridacion.

5.2.4.- Lavados y deteccién

El protocolo de lavados y deteccion utilizado fue el recomendado por
Boehringer Mannheim con modificaciones. El método de deteccidn utilizado
fue el quimioluminiscente para conseguir una mayor sensibilidad de
deteccion de la hibridacion.

1. 2lavados de 5 minutos en agitacién con la solucion:
Sol. Primer lavado: SSC 2X + SDS 0.1%

2. 2lavados de 15 minutos a 65 °C y agitacién con la solucion:
Sol Segundo lavado: SSC 0.5X + SDS 0.1%

3. Equilibrar 2 minutos con la solucién de Deteccion 1

4. Incubacion durante % hora con la solucion de Deteccién 2
(Deteccion 1 con 0,5% de agente de bloqueo)

5. Incubacion durante Y con solucion de Deteccibn 2 con
anticuerpo anti-digoxigenina

6. 2 lavados de 15 minutos en agitacion con la solucién de
Deteccion 1 con tween 20

7. Equilibrar 1 minuto la membrana con solucion de Deteccion 3

8. Incubacion durante 5 minutos con la solucién de deteccién 3 con
el substrato CDP-Star

Tras los lavados se eliminé el exceso de humedad a la membrana, se selld
en una bolsa de plastico y se puso en contacto con dos peliculas de rayos
X. Las peliculas se dejaron aproximadamente 2 horas antes del revelado.
Los revelados se realizaron en procesadoras automaticas de placas de
rayos X.

5.2.5.- Marcaje de las sondas

Para el marcaje de las sondas se utilizd el método de la incorporacion de
digoxigenina-11-dUTP al DNA de la sonda mediante la amplificacion por
PCR. En cada una de las sondas preparadas (TH, MAGE-Al, MAGE-A3 y
GAGE) se utilizaron las condiciones de PCR descritas en el apartado 5.1
con la salvedad que se utiliz6 una mezcla de dinucleétidos con el dUTP
(dATP, dCTP, dGTP 100uM, dTTP 65uM y digoxigenina-11-dUTP 35uM).
Como DNA molde se utilizé 1 pl del producto de PCR de cada amplificado
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procedente de un amplificado previamente secuenciado mediante
secuenciacioén directa para comprobar la especificidad del mismo.

La comprobacion del marcaje se hizo mediante la técnica de retraso en gel
de agarosa. Esta técnica se basa en observar el retraso en la migracion
durante la electroforesis de las moléculas marcadas de DNA debido a la
incorporacion del digoxigenina-11-dUTP.

Tras la comprobacién se purifico la sonda mediante precipitacion y se
incorporé a la solucién de hibridacion.
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Soluciones

Gel de agarosa al 1%:

- 1 gr de agarosa

Tampoén de carga 6X:

- 0,05% de azul de bromofenol

- 100 ml TBE 1X. - 100 mM EDTA 0,5 M pH 8.0
- 50% glicerol

TBE 1X: Bromuro de Etidio:

Se utilizé como tampon de |- 0,5 ug/ml en TBE

electroforesis, tampén de tincién con
BrEt y para la preparacion de los geles
de agarosa.

-89 mM Tris

- 89 mM Acido Bérico

-2mM EDTA

Solucién A Solucién B

-NaCl15M - Tris-HCI 0,5 M
-NaOHO0,5M - NaCl 3M

SSC 20X Solucién de hibridacion

- NaCl 175,32 gr
- Citrato sédico 88,2 gr
- H,O hasta 1 litro

- SSC 5X

- Formamida desionizada 50% (V/V)

- Agente de bloqueo (Blocking Roche)
5%

- N-lauroilsarcosina 0,1%

- SDS 0,02%

Deteccién 1

- Tris-HCI 100 mM pH 7,5

Deteccién 1 con Tween 20

- 0,3% Tween 20 en Deteccién 1

- NaCl 150 mM

Deteccion 2 Anticuerpo anti-digoxigenina

- Agente de bloqueo (Blocking Roche) |- Dilucién 1/5000 en solucién de
0,5 % en tampon de Deteccién 1 Deteccién 2

Deteccion 3 CDP (Roche)

- Tris-HCI 100 mM pH 9,5 - Dilucion 1/100 en solucion de
- NaCl 100 mM deteccion 3
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5.3.- Deteccidon mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real

El método utilizado para este ensayo fue la cuantificacion relativa, por ello
ademas de los genes problema TH y DCX se utilizé el gen de expresion
constitutiva gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenesa (GAPD). La PCR
cuantitativa se realizé6 mediante el uso de sondas TagMan-MGB® (Applied
Biosystems). Estas sondas estan formadas por oligonucleétidos de 20 a 25
bases que llevan un fluorocromo en uno de sus extremos y un secuestrador
de fluorescencia en el extremo opuesto. Esta construccién sintética impide
la emision de fluorescencia mientras la sonda estd intacta. Ademas en la
mezcla de la sonda van incluidos los cebadores de la PCR del fragmento
gue se va a amplificar. La sonda es complementaria al centro del fragmento
que se pretende detectar y cuando la polimerasa, que posee actividad 5’ —3’
exonucleasa, llega a la posicion de la misma, comienza a degradarla. Esto
hace que el fluorocromo se separe fisicamente del secuestrador y pueda
emitir su fluorescencia. La fluorescencia emitida serd directamente
proporcional a la cantidad de producto sintetizado. La ventaja que presentan
este tipo de sondas es la alta especificidad, ya que si la sonda presenta
algun desapareamiento al llegar la polimerasa saltara de su sitio de union
sin ser degradada y no se emitira fluorescencia. En la figura 20 mostramos
un esquema del proceso.
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Figura 20: PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real con sondas
TagMan. 1. La sonda TagMan, con el fluorocromo en un extremo y el
secuestrador en el otro aparea con el fragmento que se desea amplificar. 2.
Cuando la polimerasa alcanza la posicién en la que hibrida la sonda, su
actividad exonucleasa 5—3’ comienza a degradarla. 3. Esta degradacion
permite que el fluorocromo se separe fisicamente del secuestrador,
pudiéndose registrar su fluorescencia. 4. La polimerasa completa su
elongacion y puede comenzar un nuevo ciclo.
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5.3.1.- Protocolo de amplificacién

Las reacciones de amplificacion se realizaron utilizando la mezcla de
reaccion TagMan Universal Master Mix (56 mM MgCl,; 200 mM de cada
nucleétido dATP, dCTP, dGTP y dUTP; 0.05 unidades/ml AmpliTag Gold
DNA polimerasa y 0.01 unidades/ml AmpErase UNG) (Applied Biosystems),
que incluye todos los reactivos necesarios excepto las sondas TagMan®, los
cebadores y el cDNA. Las sondas TagMan® MGB contienen tanto la sonda
a una concentracién de 5 nM como los cebadores a una concentracion de
18 nM. Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron las recomendadas
por el fabricante.

Todas las muestras se amplificaron por duplicado para cada marcador,
excepto en el caso de las curvas de calibracion donde la amplificacion fue
por triplicado.

Sondas

Las sondas y cebadores utilizados pertenecen a la coleccién de ensayos de
expresién génica diseflados por Applied Bios¥stems. Dichos ensayos
conocidos por el nombre de Assays-on-Demand’™, estan disefiados para
evitar la amplificacion de DNA gendémico colocando la sonda en el punto de
unién entre dos exones y son previamente probados para comprobar su
eficacia de amplificacion en las condiciones estandar propuestas para todos
estos ensayos.

La secuencia de los cebadores y de las sondas no estd publicamente
disponibles, por lo que solamente daremos el nimero de referencia de los
mismos.

Assays-on-Demand 'V Gen

Hs99999905 m1 GAPD
Hs00165941 m1 TH
Hs00167057 m1 DCX

Mezcla de reaccién

Componentes Volumen
Mix (2X) 12,5 pl
Sonda TagMan (20X) 1,25 pl
cDNA 1,5 ul
H,O hasta 25 pl 9,75
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Programa de PCR:

50°C 2 minutos
95°C 10 minutos

95°C 15 segundos
x 50 ciclos
65°C 1 minuto

5.3.2.- Andlisis de los resultados

El método utilizado para el analisis fue la cuantificacion relativa por
comparacion del valor Ct. En nuestro caso se compararon los valores de C+
de los dos genes problema (DCX y TH) frente al gen de expresion
constitutiva (GAPD).

Los Assays-on-Demand™ segin las directrices del fabricante estan
disefiados para que la eficiencia en la amplificacién sea cercana a 1. Esto
significa que la cantidad de diana normalizada respecto de una referencia
enddgena y relativa al calibrador viene dada por la ecuacion:

-AACT
2

Donde:
AC+ = Ct (marcador) - C; (GAPD)

Como la aplicacién del método esta condicionada a que las eficiencias en la
amplificacion de la diana y la referencia sean practicamente iguales, este
punto se comprob6 analizando la variacion de AC+ en funcién de la dilucion
de la muestra. Al haberse realizado para cada sonda una amplificacién con
3 réplicas de 5 diluciones diferentes, se calculé la media de C; para cada
dilucién, tanto para los genes problema como para GAPD, obteniendo el
valor de AC;. La pendiente de la recta de regresion que pasa por dichos
puntos debe ser lo mas proxima a 1. Si su valor absoluto es menor de 0,1,
puede aplicarse el método que hemos descrito.

6.- Secuenciacion

La secuenciacion fue el método de eleccién para comprobar los productos
de PCR que se utilizaron con posterioridad para elaborar las sondas
necesarias en los experimentos de hibridaciéon de las membranas del
Southern blot.
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El método de secuenciacion utilizado esta basado en el método de los
didesoxinuclettidos (método de Sanger). El kit utilizado fue el BigDye
terminator 1.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems), que incorpora en
una Unica mezcla todos los componentes necesarios para la secuenciacion,
excepto el DNA y el cebador. En esta mezcla se incluyen los cuatro
desoxiribonucle6tidos (dNTPs) al 90% y una mezcla de
didesoxirribonucledtidos (ddNTPs) al 10%, marcados con 4 flourocromos
diferentes, una polimerasa y el tamp6n de reaccion.

6.1.- Purificacién de la reaccién de PCR

Previamente a la realizacién de la reaccion de secuenciacién, se necesita
purificar los productos de PCR que se quieren secuenciar. Con dicho
proceso se eliminan los restos de dNTPs sobrantes y secuencias de DNA
de cadena sencilla (restos de oligonucleétidos). EI método utilizado fue la
reaccion enzimética con el enzima ExoSap IT (USB corporation). Dicha
enzima contiene una exonucleasa | y una fosfatasa alcalina. El protocolo
utilizado fue el siguiente:

Mezcla de reaccion:
2 pl de ExoSap
8 ul de producto de PCR

Incubacioén:
15 minutos a 37 °C
15 minutos a 80 °C

6.2.- Reaccion de secuenciacion

La mezcla de reaccidn utilizada fue la siguiente:

Reactivos Cantidad
PREMIX 2 ul

Producto de PCR purificado

(10-30 ng/wl) oH

Primer 3,2 pmoles (1 ul)
Tampon 2ul
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Programa de PCR
94°C 3 minutos
96 °C 10 segundos

50°C 6 segundos x 25 ciclos
60°C 4 minutos

6.3.- Purificacion.

Existen diferentes métodos de purificacién, en nuestro caso se utilizé la
precipitacion. En este proceso se consiguen eliminar los restos de sales
oligonucledtidos y fluorocromos no incorporados previamente a la
electroforesis.

Precipitacion con etanol y acetato sodico:

1. Afadir a los 10 pl de la reaccion de secuenciacion 40 ul de H,O
para aumentar el volumen.

Transferir todo el volumen a un tubo de microcentrifuga de 1,5
ml.

Anadir 5 pl de AcNa 3M pH=5,2 y 100 pl de Etanol absoluto
Centrifugar 20 minutos a 13.000 rpm

Eliminar totalmente el sobrenadante.

Lavar con 250 ul de etanol al 70%.

Centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm.

Eliminar totalmente el sobrenadante.

Secar.

N

©ONO UMW

6.4.- Electroforesis capilar.

A las reacciones de secuenciacion se les afiadio 25 pl de TSR (Template
Supresion Reagent) y se desnaturalizaron a 95°C durante 3 minutos
enfriandolas posteriormente en hielo. La electroforesis capilar se realiz6 en
el secuenciador automatico ABI 310 de Applied Biosystems en condiciones
estandar.

Tras la electroforesis las secuencias fueron examinadas y procesadas con
la ayuda del programa Sequencing Analysis (Applied Biosystems).
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7.- Analisis de secuencias.

Las secuencias se obtuvieron en dos formatos diferentes, el
electroferograma y la secuencia en formato texto. Tras el andlisis de los
electroferogramas se procedié al alineamiento de las mismas con las
secuencias consenso de las bases de datos. El algoritmo utilizado fue el
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI.

8.- Inmunocitologia

La inmunocitologia fue otro de los métodos empleados en nuestro caso para
la deteccion de micrometastasis en neuroblastoma. En esta seccion
describiremos el procedimiento técnico de la hibridacién con el anticuerpo
GD2 asi como los criterios utilizados para la interpretacion de los resultados.

8.1.- Preparacion de los citoextensiones

Como ya explicamos en el apartado 3.1 de esta seccion, tras la separacién
de las células nucleadas de la sangre periférica, médula 6ésea o
leucaféresis, se reservd una parte de las mismas disgregadas en tampon
PBS. Estas células las destinamos a la preparacion de las extensiones
celulares para su posterior inmunotincién con el anticuerpo anti-GD2
descrito en los antecedentes.

Se realizd un contaje de células disgregadas en PBS utilizando una cadmara
cuentaglébulos Birker siguiendo las recomendaciones del fabricante. Tras
el contaje y la estimacion de la concentracion se diluyeron a una
concentracion de 10° células por mililitro.

Tras la dilucién se procedié a realizar las extensiones utilizando una
citocentrifuga. Este proceso nos permite, mediante centrifugacion, extender
un nimero conocido de células de manera homogénea. En nuestro caso se
procedi6 a centrifugar 1 ml de la suspensién celular (lO6 células totales) en
un area de 17 mm de diametro. Tener las células concentradas en un area
pequefia y localizada es muy importante tanto desde el punto de vista
técnico (permite el ahorro de reactivos y conocer en todo momento la
localizacion de las células) como desde el punto de vista de observacion al
microscopio (nos permite recorrer de manera mas sencilla el area de
observacion y tener en ella todas las células concentradas).

La citocentrifugacion se hizo en una centrifuga Hettich durante 7 minutos a
7500 rpm. Los citospines (llamaremos asi a las extensiones) se dejaron
secar durante toda la noche a temperatura ambiente. Si la hibridacion se iba
a realizar en menos de una semana las preparaciones se reservaban a
temperatura ambiente, en caso contrario se congelaron a —20 °C para su
correcta conservacion.
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8.2.- Fijacion

Las células nucleadas se fijaron con paraformaldehido al 4% preparado en
PBS pH 7,2-7,4 durante 10 minutos. Las fijaciones se realizaron
individualmente en horizontal para evitar la posible contaminacién que
supone una fijacion en una jarra coplin. La utilizaciéon del paraformaldehido
es importante ya que otros fijadores no conservan la morfologia nuclear
intacta necesaria para la correcta interpretacion de los resultados.

8.3.- Inmunotincién

La inmunotincién se realiz6 en camara humeda durante todo el proceso
colocando las preparaciones en horizontal encima de barras de vidrio
paralelas. Se inmunotifieron 2 preparaciones de cada caso y un control
negativo del mismo al que no se le afiadié anticuerpo primario. El proceso lo
detallamos a continuacion.

1. Lavar durante 5 minutos 2 veces con PBS.

2. Incubar 30 minutos con el anticuerpo primario anti-GD2
(anticuerpo ratén anti-GD2 14.G2a BD Pharmigen) diluido 1/100
en BSA/PBS al 1% a temperatura ambiente. Para el ahorro de
anticuerpos se procedid a cubrir con parafim el &rea de
hibridacion y asi extender correctamente una cantidad minima
del mismo (50ul).

3. Lavar durante 5 minutos 2 veces con TBS.

4. Incubar con el anticuerpo secundario conejo anti-ratén (DAKO)
diluido 1/20 en BSA/PBS durante %2 hora.

5. Lavar durante 5 minutos 2 veces con TBS.

6. Incubar durante % hora con el complejo asociado a la fosfatasa
alcalina APAAP (DAKO) diluido 1/20 en BSA/PBS.

7. Lavar durante 5 minutos 2 veces con TBS.

8. Incubar 15 minutos con el substrato (Fuchsin+ Substrate
Chromogene System DAKO). El substrato se debe preparar
previamente dejandolo activar durante 1 minuto y se debe utilizar
durante los 30 minutos siguentes a su preparacion.

9. Lavar 5 minutos en agua destilada y agitacién

10. Contrastar con hematoxilina durante 5 minutos

11. Lavar con agua

12. Montar las preparaciones con una resina acuosa.
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Soluciones
TBS (Tampdn Tris-HCl salino 0,95 M pH 7,4)

Solucién I: 18,0 g Tris
17,4 g NaCl
Hasta 3000 ml H,O
Ajustar el pH hasta 7,4 con HCI

Solucién Il 200 ml solucién | + 800 ml de suero salino
(0,9 % NaCl)

Guardar las soluciones entre 2-8 °C.
BSA/PBS

300 ml de PBS
3 gr de albumina sérica bovina (Sigma)
0,3 gr de azida sédica

8.4.- Evaluacioén de los resultados

La inspeccién de los citospines inmunotefidos se hizo a microscopia optica
convencional. La observacién consistid en la valoracién del area total de
cada una de las preparaciones previo visualizado del control negativo de las
mismas. Se contaron el total de células inmunotefidas (células tumorales)
que cumplian los criterios que detallamos seguidamente.

Criterios de inclusién:

- Morfologia:
e nlcleos redondos
e cromatina granular
e citoplasma pequefio
- Inmunotincion
e Sefial intensa
Alrededor de la membrana
No debe enmascarar el nicleo
No puede restringirse a compartimentos subcelulares

Criterios de exclusién:

- Células positivas fuera del &rea del citospin.
- Células rodeadas por material amorfo tefiido positivamente.
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9.- Analisis Estadistico.

En el andlisis de los resultados se utilizaron diferentes métodos estadisticos.
El test xz (Chi-cuadrado) para comparar diferencias de proporciones entre
grupos. El calculo de la pendiente, la interseccion con el eje Y y el
coeficiente de correlacion en la obtencién de las curvas estandar realizadas
para TH, DCX y GAPD. Calculos de medias, medianas y desviaciones
tipicas y la correlacion de Pearson en los conjuntos de valores cuantitativos.
Por otra parte, se utilizé el test de la t de Student para comparar las
diferencias entre las medias de los valores de PCR cuantitativa obtenidos
en diferentes momentos del tratamiento.

Para la realizacion y comparacion de las curvas se supervivencia se empled
el método de Kaplan-Meier, utilizando como valor de significatividad del test
el estadistico Log-Rang inferior a p=0,05 para la identificacion de diferencias
significativas entre los grupos. En este sentido, también se utilizé la
regresién de COX mediante inclusiones sucesivas de variables y un nivel de
significacién inferior a p=0,05 para evaluar la posible independencia de
variables clinicas y bioldgicas de la enfermedad conocidas, junto con la
presencia/expresion de alguno de los marcadores estudiados.

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el paquete estadistico
SPSS 15.0 y SPSS 17.0 en entorno Windows.
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V.- Resultados
1.- Introduccién

En el disefio de cualquier trabajo de investigacion uno de los primeros
pasos es el planteamiento de los posibles objetivos que se desean alcanzar.
En nuestro caso, tal y como planteamos anteriornente, los objetivos se
centraron en:

- La evaluacién de diferentes aproximaciones técnicas para la
deteccion de células tumorales en médula 6sea y sangre periférica.

- La valoracién de la sensibilidad y especificidad de diferentes
marcadores previamente descritos.

- Labusqueda y validacién de nuevas dianas de deteccion.

- La evaluacion del significado clinico de la deteccién de dichas
dianas en los diferentes tejidos estudiados y en los diferentes
momentos de la enfermedad.

Para abordar los objetivos mas metodolégicos, se decidié en un primer
término, elegir mdltiples dianas ya descritas como marcadores de
enfermedad metastética, la blsqueda y validacién de nuevas dianas y la
utilizacion de diferentes técnicas de deteccidon. Los marcadores elegidos
inicialmente fueron MAGE-Al, MAGE-A3, GAGE y TH utilizando como
técnica de deteccion la RT-PCR y el gangliosido GD2 detectado mediante
inmunocitologia. La  metodologia utilizada para la deteccién
inmunocitolégica se mantuvo a lo largo de todo el estudio, sin embargo, en
la deteccion de células tumorales mediante RT-PCR se cambid el sistema
de deteccion desde una primera aproximacion mediante Southern blot a la
deteccion mediante PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real, por ser
mucho mas automatizable, sencilla y sensible.

A lo largo del presente apartado se desgranaran los diferentes resultados
obtenidos para el abordaje de los objetivos planteados. De esta manera, se
plantearan los resultados en diferentes bloques. Un primer bloque estara
orientado a la descripcion y validacion de los marcadores y las técnicas
utilizadas a lo largo del trabajo, un segundo bloque centrado en estudio de
las diferentes dianas en tumor primario y un dltimo bloque centrado en el
estudio del valor pronostico de la deteccion de EMR en los diferentes
grupos de pacientes y momentos de la enfermedad.

2.- Validacién de los marcadores para el estudio de EMR
Como ya comentamos en la introduccién (apartado 2.6.4), los marcadores

para la deteccién de EMR deben cumplir una serie de condiciones. En todos
los casos los primeros experimentos, tras la puesta a punto de la técnica de
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deteccion, fue la validacion de los mismos comprobando que cumplian
dichos criterios.

2.1.- Descripcion de DCX como marcador de EMR en neuroblastoma.

Nuestra propia experiencia, junto con los datos publicados en la bibliografia
cuando iniciamos este estudio, nos llevé a marcarnos como objetivo la
busqueda de nuevos marcadores de EMR en neuroblastoma. Los datos
bibliogréaficos consultados, mostraban que se estaban utilizando diferentes
dianas en los estudios de células circulantes en neuroblastoma. Estos
marcadores eran MAGE-Al, MAGE-A3, GAGE, TH, PGP9.5, etc, pero sélo
TH parecia ser idoneo para este tipo de estudios. No obstante, la
heterogeneidad tumoral ponia de manifiesto la necesidad de la utilizacion de
mas de un marcador para no basar el diagnéstico (la existencia de
micrometastasis) en un Unico dato. Se realiz6 una busqueda de nuevos
marcadores que cumplieran una serie de condiciones como tener un patrén
de expresién especifico de células nerviosas en migracién y que no tuvieran
expresién en los tejidos diana de nuestro estudio (sangre periférica y
médula 6sea).

Uno de los genes que resultd cumplir estos criterios fue DCX. El estudio
mutacional de este gen ya se realizaba en nuestro laboratorio en casos de
lisencefalia ligada al cromosoma X en varones o en casos de heterotopia
laminar subcortical en mujeres. Los conocimientos previos que se tenian del
gen nos animaron a intentar validar su utilizacion como marcador de EMR
en neuroblastoma.

Las pruebas de especificidad, nimero de tumores que expresaban dicho
gen y el nivel de expresidon del mismo se muestran en los siguientes
apartados junto con la validacion del resto de marcadores utilizados a lo
largo del trabajo.

2.2.- Especificidad de los marcadores

Para comprobar la especificidad de las diferentes dianas, estudiamos series
de muestras procedentes de individuos control, con el fin de comprobar que
no se expresaban en las mismas.

En el caso de la deteccion mediante RT-PCR/Southern, que fue la primera
técnica puesta a punto, utilizamos 35 muestras de sangre periférica
procedentes de individuos sanos remitidos al hospital para diferentes
controles (cirugias menores, controles de salud rutinarios, etc.) y nunca
relacionados con posibles patologias neoplasicas. A dichas muestras se les
aplicé la técnica que posteriormente se utilizé en las muestras de pacientes
con neuroblastoma. De forma resumida, se realizé la separacion de células
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mononucleadas, extraccion de RNA, retrotranscripcion, amplificacion
mediante PCR utilizando cebadores especificos para cada marcador y
Southern blot utilizando como sonda el mismo producto de PCR
previamente secuenciado y marcado con digoxigenina-dUTP.

En el caso de TH, MAGE-Al y MAGE-A3 ninguna de las muestras control
mostro expresion residual de estos genes por lo que se consideraron a priori
potenciales candidatos para el estudio de EMR en neuroblastoma.

En el caso del gen GAGE el resultado fue diferente, se detectd la expresion
de estos genes en 20 de las 35 muestras utilizadas (59%) (Figura 21). En
un apartado posterior profundizaremos sobre la expresién de los mismos
tanto en muestras control como en una serie de muestras procedentes de
pacientes con neuroblastoma.
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Figura 21: Gel de agarosa y Southern blot tras la amplificacion mediante
RT-PCR de los genes GAGE de 15 muestras de sangre periférica
procedentes de controles sanos. Carrera 1: marcador de pesos
moleculares; carrera 2: control negativo de la PCR; carreras 3 y 19: dilucion
1/10.000 del producto de PCR obtenido a partir de una muestra tumoral
diluida en un tampoén que contiene ADN de esperma de salmén (50ng/ul);
carreras 4-18: muestras procedentes de controles sanos; carrera 20 control
positivo.
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Cuando la deteccion se realizé mediante RT-PCR cuantitativa (DCX y TH) la
metodologia utilizada fue la misma que hemos resumido anteriormente
excepto la amplificacion por PCR y la deteccion de los productos
amplificados. En este caso, como se describe en el apartado de
metodologia, la amplificacién se realizdé en un termociclador disefiado para
la deteccion mediante fluorescencia de los productos de PCR en tiempo
real. Los controles de TH se repitieron ya que el fragmento amplificado era
diferente y porque se pensaba que la sensibilidad de la técnica podia ser
mayor.

En esta ocasion se utilizaron un total de 34 muestras control de sangre
periférica y 7 muestras de médula ésea, procedentes de individuos sanos.

En ninguno de los casos se evidencié expresion de TH ni de DCX en las
muestras de sangre periférica y médula 6ésea estudiadas (Figura 22).
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Figura 22: Graficas de amplificacion mediante PCR en tiempo real de 10
individuos control sanos.

2.3.- Expresioén de los marcadores en tejido tumoral

Para el estudio de expresién de los diferentes marcadores en tumor, se
utilizé una coleccion de 59 tumores primarios de neuroblastoma. En este
caso se pretendia estudiar el nUmero de casos que mostraban expresion de
cada uno de los genes que pretendiamos utilizar y demostrar en todos los
casos, que los niveles de expresion eran muy elevados lo que nos indicaria
gue podrian ser Utiles para detectar pequefios porcentajes de células
tumorales. Se estudiaron 53 tumores en el caso de MAGE-A1 y MAGE-A3
(Figura 23), 33 en el caso de GAGE, 58 en el caso de TH (estudiados
mediante PCR/Southern) y 59 para DCX detectado Unicamente mediante
QF-PCR. En el caso de TH, también se estudiaron 12 tumores mediante
QF-PCR vy los resultados obtenidos fueron idénticos a los observados
mediante RT-PCR/Southern.
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Figura 23: Gel de agarosa y southern blot tras la amplificacion mediante
RT-PCR de MAGE-A3 con 15 muestras tumorales. Carrera 1: marcador de
pesos moleculares; carrera 2: control negativo de la PCR; carrera 3 y 19:
dilucién 1/10.000 del producto de PCR obtenido a partir de una muestra
tumoral diluida en un tampén que contiene ADN de esperma de salmén
(50ng/ul); carreras 4-18: muestras tumorales; carrera 20: control positivo.

Los porcentajes de expresion en los 59 tumores se muestran en la Figura
24,

121



Resultados

Frecuencias Tumores
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TH MAGE-A1 MAGE-A3 DCX GAGE
Marcadores TH | MAGE-A1 | MAGE-A3 | DCX | GAGE
Frecuencia deteccién % 95 43 55 98 54
n 59 53 53 58 34

Figura 24: Frecuencias de expresion de TH, MAGE-Al, MAGE-A3, DCX y
GAGE en los tumores primarios estudiados.

Como podemos observar en la figura, los marcadores que demostraron una
mayor frecuencia de expresion en tumores fueron TH y DCX, ambos se
expresaban en la practica totalidad de las muestras tumorales estudiadas.
S6lo en uno de los tumores no detecté expresién de DCX, esta muestra
tampoco mostré expresion del resto de genes estudiados por lo que se
podria tratar de un caso en el que no se expresara ninguno de ellos o que
se tratara de tejido sano del paciente. Por tanto, con la combinacién de TH y
DCX estariamos cubriendo la practica totalidad de los casos. En el resto de
marcadores, la frecuencia de tumores en los que se detect6 expresion de
estos genes fue de aproximadamente la mitad. La posible utilizacién futura
para la deteccion de EMR se veria condicionada por los datos obtenidos.

Los niveles de expresion de los marcadores en los tumores se midieron de
forma diferente a lo largo de la tesis. En el caso de MAGE-A1, MAGE-A3,
GAGE y TH detectados mediante RT-PCR/Southern se comprobd que se
podian detectar diluciones 1/10.000 de los productos de PCR resultado de
la amplificacion de los mismos, lo que demostraba que la expresion en el
tejido tumoral era elevada. Posteriormente con la introduccién de la técnica
de la PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron cuantificaciones relativas
de la expresion de TH y DCX. Dicha cuantificaciéon se realizé midiendo la
expresion de los mismos frente al gen de expresion constitutiva GAPD. Los
resultados demostraron que la expresién de ambos era muy elevada. Los
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rangos de expresion mostrados fueron semejantes a los del gen de
expresion constitutiva e incluso mayores. Los datos obtenidos para algunos
tumores se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Valores obtenidos en 10 de los tumores primarios estudiados
mediante RT-PCR cuantitativa. Los datos que se muestran se obtuvieron al
restar al CT obtenido con TH y DCX el CT obtenido con la misma muestra al
amplificar el gen de expresion constitutiva (ACT).

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ACT TH -06 -047 -331 527 -1,97 057 -149 226 506 1,64

ACTDCX 05 1,28 -0,29 629 0,28 152 -0,84 363 7,3 3,46

3.- Exclusion de la expresion de los genes GAGE como marcadores de
EMR en neuroblastoma

En vista de la alta tasa de expresion de GAGE en las muestras procedentes
de individuos control y que en las publicaciones previas existentes sélo
referian un falso positivo en una muestra de un control de sangre periférica
(Cheung et al., 1998-A), se decidié profundizar alrededor de este hallazgo.

Por una parte se procedio al estudio de la homologia entre los 8 genes de
dicha familia, sobre todo en la zona diana que estdbamos amplificando. El
alineamiento lo podemos observar en la figura 18 del apartado de material y
métodos. La homologia resulté ser superior al 90% y ademas el
alineamiento reflejaba la existencia de dos subgrupos, uno formado por los
genes GAGE 1, 2 y 8 y otro formado por los genes GAGE del 3 al 7. Para
poder comparar con los estudios previos, ademas de los cebadores
disefiados para amplificar simultdneamente todos los miembros de la familia
disefiamos cebadores para amplificar el subgrupo formado por GAGE 1,2 y
8y el grupo GAGE 3 al 7.

Para la parte experimental, ademés de las 35 muestras de controles sanos,
se utilizaron muestras de sangre periférica y médula ésea de 75 pacientes
de neuroblastoma en diferentes momentos de la enfermedad (diagnostico,
durante el tratamiento y seguimiento tras el final del tratamiento). De estos
pacientes, 32 se clasificaban como estadio 4, 18 estadio 3, 7 estadio 2 y 18
estadio 1. También se usaron 34 muestras tumorales. En el caso de los
tumores, Gnicamente se amplificé el total de la familia génica (GAGE 1 al 8),
tal y como nos habiamos planteado en un principio en el estudio. Ademas
de la deteccion de GAGE, también se amplificaron MAGE-Al, MAGE-A3 y
TH. Todos estos estudios se disefiaron con el fin de poder comparar la
expresién de todos ellos en pacientes en estadios 1y 2 y en estadios 3y 4
asi como dilucidar la utilidad de los genes GAGE en la deteccion de EMR en
neuroblastoma.
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En el caso de las muestras control se estudié por una parte el total de la
familia simultdneamente y por otra parte los dos subgrupos de genes por
separado. Este disefio nos permitié la comparacién de nuestros resultados
con los previamente descritos, donde utilizaban la presencia de la expresion
de los genes del subgrupo GAGE 1, 2 y 8 para la deteccion de EMR en este
tumor.

Los resultados obtenidos los podemos observar en la tabla 11. En el caso
de las muestras clinicas s6lo mostramos los resultados de las que se
obtuvieron al diagndstico de la enfermedad.

Tabla 11: Frecuencias de expresion de los diferentes marcadores en las
muestras de sangre periférica y médula ésea estudiadas.

SANGRE PERIFERICA MEDULA OSEA

CONTROLES Estadio1ly 2 Estadio 3y 4 Estadioly2 Estadio3y4

TH 0/35 2/15 (13%)  18/46 (39%)  2/11 (18%)  24/43 (56%)
MAGE-A1
MAGE-A3 0/35 1/15 (6%) 6/46 (13%) 0/11 15/43 (35%)

GAGE 1-8 20/35 (59%)  6/10 (60%)  15/24 (62%)  4/6 (66%)  17/23 (74%)

GAGE 1,28  10/35 (29%)

GAGE 3-7 18/35 (51%)

Como ya hemos mencionado anteriormente, en el caso de las muestras
control observamos la expresién del total de los genes de la familia GAGE
en un 59% de ellas. En el caso del subgrupo de los genes GAGE 1,2y 8 en
el porcentaje fue del 29%. En este caso, dos de las muestras control
mostraron un alto nivel de expresibn ya que se podia visualizar
directamente el producto de PCR amplificado en el gel agarosa tefiido con
bromuro de etidio, esto supone aproximadamente un 5%, porcentaje que es
concordante con lo publicado anteriormente. En el subgrupo formado por los
genes GAGE 3 al GAGE 7, el nUmero de casos positivos fue mucho mayor
pudiéndose detectar expresion en 18 de los 35 controles estudiados (51%).

Las frecuencias de expresion génica de GAGE observadas en muestras
control son similares a las que se observan en las muestras de los
pacientes. Al comparar los resultados de la expresion de GAGE en las
muestras clinicas no se observan diferencias entre los pacientes estadio 1 y
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2 y los pacientes 3 y 4 tanto en MO como en SP. Ademas, en el caso de los
estadios localizados 1 y 2, no es habitual la existencia de micrometéastasis, y
los resultados de GAGE significarian la existencia de células metastaticas
en un ndamero elevadisimo de casos, contradiciendo otros muchos estudios.
Por otra parte, los resultados obtenidos en estos casos con TH y los genes
MAGE son los que se esperarian de la deteccion de enfermedad minima
residual en estos pacientes con métodos muy sensibles, lo que nos
demuestra que la técnica utilizada fue adecuada.

4.- Validacién de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real de GAPD, THy
DCX.

Para la validaciéon de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real de GAPD, TH 'y
DCX se hicieron dos tipos de experimentos, por una parte el andlisis de las
curvas estandar de los tres genes y por otra parte la estimacién de la
variabilidad en la cuantificacion entre las réplicas. Ambos tipos de
experimentos son imprescindibles para garantizar la fiabilidad vy
reproducibilidad de la técnica, lo que permite finalmente obtener una
cuantificacion fiable de los niveles de expresién de los diferentes genes.

4.1.- Andlisis de las curvas estandar.

Para la realizacion de las curvas estandar, se amplificaron por triplicado la
muestra pura y 5 diluciones seriadas de cDNA tumoral (de 1/10 a
1/100.000) utilizando las condiciones de PCR reflejadas en el apartado de
material y métodos. Un ejemplo del resultado obtenido para el gen GAPD se
muestra en la Figura 25. La parte A de figura nos muestra las curvas de
amplificacion de derecha a izquierda para la muestra sin diluir y las
diluciones 1/10 a 1/10.000. En este caso, la dilucion 1/100.000 no mostrd
amplificacion. El apartado B de la grafica nos muestra la curva estandar
calculada a partir del punto de corte del delta RN (intensidad de
fluorescencia) marcado por la barra verde horizontal en el grafico A. Dicha
gréfica nos muestra el ajuste del experimento al rango dinamico de
amplificacion en este caso. Los resultados obtenidos de la pendiente,
interseccion con el eje Y y coeficiente de correlacion para TH, DCX y GAPD
se muestran en la Tabla 12.
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Figura 25: Curvas de amplificacion (A) y curva estandar (B) obtenida en la
amplificacion de diluciones seriadas de cDNA tumoral para el gen GAPD.
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Tabla 12: Pendiente, interseccion con el eje Y y coeficiente de correlacion
obtenidos de las curvas estandar realizadas para TH, DCX y GAPD.

TH DCX GAPD

Pendiente -3.026 -3.288 -3.981
Interseccidn con el eje Y 41.060 42.573 41.104
Coeficiente de correlacion R? 0.998 0.994 0.995

Como se puede observar en la tabla, el coeficiente de correlacién en los tres
casos es practicamente 1. Este dato nos indica que la PCR se comporta de
forma cuantitativa, en el rango de concentraciones estudiado,
independientemente de la cantidad inicial de RNA molde. La pendiente, en
este tipo de curvas, esta en relacion con la eficiencia de la amplificacion, en
los tres casos esta alrededor del 100%. En el caso de la interseccion con el
eje Y, nos indica la sensibilidad del proceso, que en este caso es similar
para los tres ensayos. Esta situacion permite comparar de manera fiable los
resultados de las cuantificaciones obtenidas para todos ellos.

4.2.- Estimacion de la variabilidad entre las réplicas.

Este tipo de experimento nos permite evaluar la variabilidad en la
cuantificacion en las diferentes réplicas debida a los errores de pipeteo.
Para la estimacion de esta variabilidad calculamos la desviacion de los
valores de Ct en dos diluciones diferentes (1/10 y 1/100) y 12 réplicas para
cada uno de los genes utilizados en el estudio. La variaciéon obtenida fue
aproximadamente 0,1, lo que supone un error relativo inferior al 1%. Este
dato confirma que esta metodologia ofrece un alto grado de precisién y
reproducibilidad.

5.- Comparacion de los estudios de expresion realizados para TH,
mediante Southern Blot y QF-PCR.

Uno de los objetivos del trabajo era la evaluacion de las diferentes técnicas
de estudio de la enfermedad minima residual en Neuroblastoma. El Unico
marcador estudiado con mas de una aproximacion diferente fue TH. Las dos
técnicas utilizadas estan basadas en la PCR, en ambos casos la extraccion
del RNA vy la posterior retrotranscripcion fue comdn y la parte de
amplificacion y posterior deteccion fue diferente. En los inicios del estudio
utilizamos la aproximacion de la amplificacion mediante PCR, electroforesis
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en gel de agarosa del producto de PCR obtenido, la transferencia a una
membrana de nylon mediante Southern blot y para su posterior hibridacién
con una sonda especifica y deteccién con quimioluminiscencia. Al adquirir
un termociclador para PCR cuantitativa en tiempo real, adaptamos la
deteccion de la expresion de TH a esta tecnologia.

A continuacion presentaremos la comparacién de los resultados apareados
obtenidos con ambas técnicas en un total de 918 muestras, distribuidas de
la siguiente manera:

- 12 Tumores
- 480 MO

- 401 SP

- 25AF

La concordancia en el total de las muestras estudiadas con ambas técnicas
fue del 87% (Tabla 13 y Tabla 14). Por el contrario, 96 muestras mostraron
expresién para TH mediante PCR cuantitativa en tiempo real y no para
PCR/Southern. En la mayoria de los casos el nivel de expresion observado
fue muy bajo (Media ACT =17,26, Desviacion tipica=3,41). En cambio, 23
muestras fueron positivas por Southern y negativas por QF-PCR. En todos
los casos se trataba de muestras antiguas de la coleccién en las que no se
estudiaron simultdneamente en el tiempo ambos marcadores. Los estudios
por Southern blot se realizaron tras la recepcién de la muestra y en el caso
de la QF-PCR se realiz6 de manera retrospectiva sobre las muestras
antiguas y prospectivamente desde el momento de la introduccion de esta
técnica. Ademés, en aquellas donde se observé expresibn de DCX
mediante QF-PCR siempre fue baja (Media ACT=18,28, desviacion
tipica=1,39). Este fendmeno podria explicarse por la fragilidad y el alto
grado de degradacion de las muestras de cDNA a lo largo del tiempo y
sometidas a ciclos de congelacion y descongelacion para realizar los
diferentes experimentos.

En las 172 muestras positivas donde existe concordancia en la expresion de
TH estudiada con ambos métodos la media de los ACT obtenidos mediante
QF-PCR fue de 11,12 con una desviacion tipica de 5,46.

Todos los datos obtenidos para el total de las muestras nos demuestran que
la técnica mas sensible es la QF-PCR.
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Tabla 13: Tabla de contingencia de la deteccién de la expresién de TH
mediante PCR/Southern frente a la deteccion mediante QF-PCR en la
totalidad de muestras apareadas.

Marcadores QF TH+ | QF TH- | Total
TH Southern + | 172 23 195
TH Southern - | 96 627 723
Total 268 650 918

Si separamos los resultados por tipo de muestra, en el caso de los tumores,
la concordancia en los 12 casos estudiados fue del 100%. Al observar las
aféresis la concordancia también es muy elevada, en este caso del 96%. En
las 25 aféresis estudiadas sélo una de ellas mostré6 expresion de TH
detectada por ambas técnicas y s6lo observamos una discordancia en una
muestra en la que se detecté expresion de TH mediante QF-PCR
(ACT=20,07) y no mediante PCR/Southern.

En el caso de las muestras de sangre periférica y médula o6sea los
resultados se muestran en la Tabla 5.5.2.

Tabla 14: Tabla de contingencia de la deteccién de la expresién de TH
mediante PCR/Southern frente a la deteccion mediante QF-PCR en sangre
periférica y médula 6sea.

Marcadores MO SP
QF TH+ | QF TH- | Total | QF TH+ | QF TH - | Total
TH Southern + | 127 12 139 32 11 43
TH Southern - | 57 268 341 38 320 358
Total 184 296 480 70 331 401

La coincidencia en el caso de las muestras de médula 6sea fue del 83% y
en la sangre periférica del 88%. Al igual que en la totalidad de muestras la
PCR cuantitativa en tiempo real mostré6 una mayor sensibilidad en la
deteccion de expresion de la TH. La proporcidon de muestras discrepantes
cuando se detectd expresion mediante PCR/Southern y no con QF-PCR fue
de 2,5% en MO y 2,7% en SP y como ya hemos comentado en el apartado
anterior corresponden a muestras antiguas que no se estudiaron
simultdneamente. La media de los valores de ACT en los casos donde se
detectd so6lo expresién mediante QF-PCR en médula 6sea fue de 17,31y la
desviacion tipica de 3,88. En el caso de la sangre periférica fue de 17,11
con una desviacion tipica de 2,61. En ambos casos el valor de la media de
los valores de ACT revela un nivel de expresion bajo.

Con la técnica de PCR/Southern las muestras se clasificaron segun si la
expresion de los marcadores era evidente en la electroforesis en el gel de
agarosa, asignandole un nivel de expresion 2, en aquellos casos donde sélo
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se observaba tras el Southern se le asigno un valor 1 y aquellos en los que
no se observé expresion se les asigno el valor 0. La correspondencia entre
estos valores con los que se obtuvieron con la QF-PCR se muestra en la
Figura 26. En los casos donde el valor asignado mediante PCR/Southern
fue 0, para hacer la media de los valores obtenidos mediante QF-PCR soélo
se utilizaron aquellos en los que se detectd expresion del gen.
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Figura 26: Diagrama de cajas para los valores de 22T obtenidos mediante

QF-PCR clasificados segun los valores obtenidos mediante PCR/Southern.

Estos valores muestran que existen diferencias entre las medianas en los
niveles de expresion obtenidos mediante PCR cuantitativa en tiempo real,
en funcion del resultado obtenido con la técnica de la PCR/Southern. Sin
embargo, podemos observar que los rangos de valores presentan cierto
solapamiento, especialmente para los valores extremos.

6.- Comparaciéon de los estudios de expresién realizados mediante RT-
PCR cuantitativa en tiempo real para la expresion de THy DCX.

Tras los andlisis de los datos de validacion de los diferentes marcadores y
técnicas mostrados en los apartados anteriores, se decidié realizar la
comparacion de los datos obtenidos de la expresion génica por RT-PCR
cuantitativa con los marcadores TH y DCX.
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Una primera valoracién de la utilizacion de estos dos marcadores consistio
en el andlisis de los resultados obtenidos para ambos en la totalidad de las
muestras estudiadas.

A continuacién presentaremos la comparacion de los resultados obtenidos
con ambas técnicas en un total de 1339 muestras, distribuidas de la
siguiente manera:

- 12 Tumores
- 765 MO

- 529 SP

- 33AF

El primer andlisis realizado fue el grado de coincidencia en la expresién de
ambos marcadores en el total de las muestras que fue del 87% (Tabla 15).
Un total de 91 muestras mostraron expresion para TH y no para DCX y en
88 casos se evidenci6 el fenémeno contrario, en la mayoria de los casos el
nivel de expresion observado fue muy bajo (Media ACT =18,33, Desviacion
tipica=3,41 en el caso de TH positivo y DCX negativo y de 18,09 Desviacion
tipica=2,72 en el caso contrario). En esta ocasion, todas las muestras se
estudiaron simultaneamente, por lo que las diferencias en la expresion de
ambos marcadores se podria explicar bien por la no expresion de alguno de
los dos en las células tumorales o por los bajos niveles de expresién
detectados en las muestras discordantes y que pudieran estar cerca del
limite de sensibilidad de la técnica.

Tabla 15: Tabla de contingencia de la deteccion de la expresion de DCX y
TH mediante QF-PCR en la totalidad de muestras apareadas estudiadas.

Marcadores | DCX negativo | DCX positivo
TH negativo | 838 88
TH positivo | 91 322

El analisis anterior también se realiz6 en funcién del tipo de muestra. Los
resultados obtenidos (Tabla 16) ponen de manifiesto que existe una total
coincidencia en la expresion de ambos marcadores en tumor, este dato era
esperable ya que ambos marcadores mostraron expresion en la mayoria de
los casos estudiados, como hemos visto en el apartado 2.3 de los
resultados. En este apartado, sélo mostramos los resultados observados en
12 de ellos, ya que no se dispone del dato de expresion mediante QF-PCR
para TH del resto. Por otra parte, los resultados obtenidos en MO y SP son
similares a los obtenidos en la totalidad de las muestras, la coincidencia en
el caso de la MO es de un 85,35% y del 87,73% en el caso de la SP. Por
ultimo, en el caso de las aféresis, la mayoria son negativas para ambos
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marcadores, solo existe expresion de ambos en una de ellas, del mismo
modo que existe expresion de TH y no de DCX en otra muestra y el caso
contrario en otra.

Tabla 16: Tabla de contingencia de la deteccién de la expresion de DCX y
TH mediante QF-PCR en tumor, aféresis, sangre periférica y médula ésea.

Muestra T MO SP AF
Marcadores | DCX- | DCX+ | DCX- | DCX+ | DCX- | DCX+ | DCX- | DCX+
TH- 0 0 420 51 388 36 30 1
TH+ 0 12 62 232 28 77 1 1

Tras el andlisis descriptivo, realizamos una correlacion entre el grado de
expresion de ambos marcadores utilizando los valores de 2**°", tanto con el
total de las muestras considerando los dobles negativos, como en aquellos
casos donde Unicamente ambos marcadores resultaron positivos, en ambos
supuestos, la correlacion resulté ser positiva con un nivel de significatividad
del 0,01. Los resultados se muestran en la Tabla 17 y la Tabla 18.

Tabla 17: Correlacion de Pearson entre los niveles de expresion
observados mediante la técnica de QF-PCR para los marcadores TH y DCX.

2—AACT TH 2—AACT DCX

22T T Correlacion de Pearson 1 792(*)

Sig. (bilateral) ,000

N 1339 1339

22T bex  Correlacion de Pearson ,792(*) 1
Sig. (bilateral) ,000

N 1339 1339

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

El analisis de regresion mostré un valor de R* de 0,627.
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Tabla 18: Correlacion de Pearson entre los niveles de expresion
observados mediante la técnica de QF-PCR en los casos doble positivos
para los marcadores TH y DCX.

2-AACT DCX 2-AACT TH
2**T'DCX  Correlacién de Pearson 1 ,790(**)
Sig. (bilateral) ,000
N 322 322
2™¢'TH  Correlacion de Pearson ,790(**) 1
Sig. (bilateral) ,000
N 322 322

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

El analisis de regresién mostré un valor de R? de 0,624.

Por otra parte realizamos la representacion de la correlacion de los valores
de ACT de los casos dobles positivos para los diferentes tipos de muestras,
los resultados de muestran en la Figura 27.
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T T T T
10,00 0,00 1000 20,00 30,00
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Figura 27: Correlacién entre los valores de expresion de DCX y TH en los
diferentes tipos de muestras estudiadas (MO, SP, AFy T).
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La gréafica nos demuestra que la mayor tasa de expresion se observa en los
tumores seguido por altos valores de expresién en MO y en los rangos mas
bajos de expresién ya observamos las muestras de SP, AF y MO.

7.- Estudio mediante inmunocitologia con anticuerpos Anti-GD2.

Se realizé hibridacion inmunaocitoldgica con anticuerpos Anti-GD2 en un total
de 405 muestras de 117 pacientes, de los cuales 48 estaban diagnosticados
de enfermedad localizada (11 estadio 1, 13 estadio 2, 24 estadio 3) y 67 con
enfermedad diseminada (62 estadio 4, 5 estadio 4S). En 2 pacientes no se
dispone del dato. La evaluacion de los resultados, se realizé mediante 2
observadores y siguiendo los criterios descritos en el punto 8 del apartado
de material y métodos.

La distribucién de las muestras fue:

- 22 AF
- 219MO
- 164 SP

Los resultados observados se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19: Resultados obtenidos en el estudio de EMR mediante
inmunocitologia por tipo de muestra, en pacientes con enfermedad
localizada y enfermedad diseminada. Las tres muestras pertenecientes a los
dos pacientes de los que no se dispone del dato del estadio no fueron
consideradas.

SP MO AF | Total
Localizados Diseminados Localizados Diseminados
GD2+ | 4(8%) 18 (16%) 14 (23%) 63 (40%) 3 102
GD2- 46 (92%) 96 (84%) 48 (77%) 93 (60%) 17 | 300
Total 50 114 60 156 20 | 402

Como se puede observar en la tabla, tanto en SP como en MO el ndmero
de muestras positivas es mayor en los casos con enfermedad diseminada
gue en los casos con tumores localizados, como cabria esperar por la
clasificacién de los pacientes. El andlisis estadistico realizado mediante el
estadistico Chi-cuadrado en SP, no arroj6 diferencias significativas entre el
namero de muestras positivas y negativas obtenidas en casos localizados y
diseminados (p=0,178), sin embargo, en el caso de las muestras de MO, si
gue existen diferencias significativas en el nimero de muestras en las que
se detectaron células tumorales en los dos grupos de pacientes (p=0,013).
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Tras la observacién de los datos anteriores, se decidid hacer un andlisis
pormenorizado de los mismos. Para ello se separaron los resultados por
estadios y momentos de la enfermedad. El primer grupo de muestras
analizadas fueron las pertenecientes al diagnostico. Los resultados se
muestran en la Tabla 20.

Tabla 20: Resultados obtenidos en el momento del diagndstico en las
muestras estudiadas mediante inmunocitologia con el anticuerpo Anti-GD2.

Estadio
Muestras | 1 2 3 4 4S Total
MO 1/7 0/3 8/19 29/33 1/2 64
SP 1/5 0/1 2/7 10/16 1/1 30

Como se puede observar en la tabla, el mayor porcentaje de muestras
positivas se concentra en los casos diseminados siendo de un 87% en los
estadio 4 en MO y de un 62% en el caso de la SP, sin embargo,
observamos un alto nimero de muestras positivas en los casos estadio 3
que alcanza un 42% en el caso de la MO y un 28% en el caso de la SP.

En el otro momento en el que se disponen de un nimero suficiente de
muestras es en el de la cirugia. En este caso, se dispone de 29 muestras (8
SP y 21 MO). En todos los casos las muestras pertenecen a pacientes
estadio 3 y 4. Todas las muestras de SP fueron negativas, en el caso de las
muestras de MO, se observaron 7 muestras positivas con un bajo nimero
de células tumorales. Dichas muestras pertenecen a 5 pacientes diferentes,
un paciente estadio 3 (considerado paciente del grupo de Alto Riesgo) y 4
pacientes estadio 4.

Finalmente, también se disponia de muestras de 16 pacientes en el
momento de la recaida (1 paciente estadio 1, 3 pacientes estadio 3 y 12
pacientes estadio 4). Los resultados observados en las 46 muestras
disponibles se detallan en la Tabla 21.

Tabla 21: Resultados obtenidos en el momento de la recaida en las
muestras estudiadas mediante inmunocitologia con el anticuerpo Anti-GD2.

Estadio N° Muestras _N° Muestras | Muestras
pacientes SP pacientes MO AF
1 1 0/1 1 22
4 10 4/12 10 16/24

Como podemos observar, sélo se dispone de un numero considerable de
muestras en el caso de los pacientes estadio 4. Si analizamos estos datos,
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podemos observar que un 40% de los pacientes resultd ser positivo en el
andlisis realizado en sangre periférica. Esta cifra aumenté al 80% en el caso
de la MO.

Debido a la complejidad de la técnica y la dedicacién de tiempo necesaria
para la obtencién de los resultados al microscopio, se decidié hacer un
analisis comparativo de los resultados obtenidos mediante inmunocitologia y
la deteccion de EMR mediante la expresion de TH y DCX utilizando la QF-
PCR con el fin de valorar la posible utilidad de la misma. Dicho analisis se
realizé en un total de 252 muestras de las que se disponia de los tres datos
(150 MO, 90 SP y 12 AF). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
22.

Tabla 22: Resumen de los resultados obtenidos para las muestras
estudiadas mediante inmunocitologia con Anti-GD2 y QF-PCR de la
expresion de TH y DCX. La tabla muestra el nUmero de muestras positivas
en cada uno de los casos.

Marcadores Muestras
MO (n=150) SP (n=90) AF (n=12)
DCX + 71 27 0
TH + 67 20 1
GD2 + 47 11 0

Solo en 4 casos se observd la presencia de células tumorales mediante la
utilizacion de la inmunocitologia y no se observé expresiéon de DCX o TH.
Las diferencias fueron en tres MO, en dos de ellas se observé una Unica
célula tumoral en el citospin y en la otra se observaron 10 células tumorales
y en una SP donde se observaron 2 células tumorales.

Un total de 117 muestras fueron positivas para alguno de los tres
marcadores, y como hemos comentado antes, s6lo en 4 de ellas se pueden
considerar positivas para GD2 y no para TH y DCX lo que supone un 3,4%
del total de positivos y un 1,5% de discordancia frente a la deteccion
combinada de EMR mediante QF-PCR (TH+DCX). Por el contrario, GD2
resultd negativo en un 52% de muestras con expresién de TH o DCX.

8.- Evaluacion del valor prondstico de la expresion de los marcadores
de EMR en tumor primario.

Para la evaluacion del posible valor pronéstico de la expresion de los
marcadores estudiados en la evolucién de la enfermedad, se utilizaron un
total de 59 tumores primarios de neuroblastoma. Debido a la duracion del
proyecto y a la ausencia de material tumoral suficiente, no fue posible la
determinacion de la expresion de los marcadores en todos los tumores. En
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la siguiente tabla resumimos las principales caracteristicas clinicas de los
mismos.

Tabla 23: Distribucién y principales caracteristicas clinicas de la serie de
tumores utilizadas para la evaluacion del valor pronéstico de la expresion de
los diferentes marcadores de EMR.

Estadio INSS
Caracteristicas 1 2 3 4 4S Total
n 16 5 18 17 3 59
Sexo
Nifio 6 2 12 8 2 30
Nifa 10 3 6 9 1 29
Amplificacion
MYCN
Amplificado 0 0 1 8 1 10
No Amplificado 16 5 15 8 2 46
Edad al
diagndstico
>18 meses 5 4 12 6 3 30
<18 meses 11 1 6 11 0 29

Los datos de MYCN mostrados en la tabla, y los mostrados a lo largo del
trabajo, se obtuvieron mediante la técnica de FISH segln las
recomendaciones de la European Association for Quality Assurance
(ENQUA) en el laboratorio Espafiol de Referencia para estudios bioldgicos
de Neuroblastoma. Dicho laboratorio esta situado en el Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia.

En los pacientes de los que se estudié muestra tumoral, el tiempo minimo
de seguimiento fue de 5,7 afios, el maximo de 17,7 afios y la mediana de
tiempo de seguimiento de 7,6 afios.

Para todos los casos se evalu6 la posible correlacion entre la expresion de
cada uno de los marcadores y la evolucién de la enfermedad. Las curvas de
supervivencia y SLE obtenidas para los diferentes marcadores se muestran
en la Figura 28.
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A: TH, izquierda supervivencia total (p= 0,837), derecha supervivencia libre
de eventos (p= 0,185).
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B: DCX, izquierda supervivencia total (p= 0,565), derecha supervivencia
libre de eventos (p= 0,467).
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C: GAGE, izquierda supervivencia total (p= 0,457),

libre de eventos (p= 0,134).
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D: MAGE-A1, izquierda supervivencia total (p= 0,005), derecha
supervivencia libre de eventos (p= 0,001).
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E: MAGE-A3, izquierda supervivencia total (p= 0,382), derecha
supervivencia libre de eventos (p= 0,097).
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Figura 28: Curvas de Supervivencia y Supervivencia Libre de Eventos
obtenidas en el analisis de los diferentes marcadores analizados en tumor
primario.

Como se puede observar en las diferentes curvas de supervivencia y SLE,
sélo en el caso de MAGE-Al, existe una correlacion estadisticamente
significativa entre la expresién de dicho gen en tejido tumoral y el prondstico
de la enfermedad. La presencia de expresion resulté ser un factor
prondstico positivo. En pacientes cuyos tumores expresan MAGE-A1 se ve
aumentada de forma estadisticamente significativa tanto la supervivencia
(p=0,005) como la SLE (p=0,001).

Tras la observacion de estos resultados se decidié profundizar en el andlisis
de los datos obtenidos investigado su correlacion con pardmetros clinicos
de los pacientes y biolégicos del tumor.

Para determinar si la correlacion entre supervivencia y expresion de MAGE-
Al era exclusiva de algin subgrupo de tumores, se dividieron los tumores
en dos subgrupos, tumores localizados (estadios 1, 2 y 3) y tumores
diseminados (estadios 4 y 4S). También se procedié a comparar los datos
obtenidos con los de la expresién de MAGE-A3, ya que se trata de genes de
la misma familia pero diferente comportamiento. En la Tabla 24 podemos
observar los datos de expresiéon de ambos genes en los dos subgrupos de
tumores.
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Tabla 24: Expresion de MAGE-Al1 y MAGE-A3 frente a estadio tumoral
agrupado en tumores localizados y diseminados.

MAGE-A1 MAGE-A3
Tumores Tumores Total Tumores Tumores Total
Localizados Diseminados Localizados Diseminados
Ausencia 16 14 30 14 10 24
Expresion
Expresion 19 4 23 21 8 29
p= 0,024 53 p= 0,215 53

Como podemos ver, MAGE-AL se expresa en 23/53 tumores y MAGE-A3 en
29/53 tumores. Asi mismo existe una correlacién significativa entre la
expresion de MAGE-A1 y el estadio tumoral (p=0,024), con una expresion
predominante en tumores localizados. Sin embargo en el caso de MAGE-A3
no se observa una asociacién significativa de la expresion del mismo y el
estadio tumoral.

Al analizar la expresion de MAGE-Al1 y MAGE-A3 con otras caracteristicas
biolégicas del tumor como la amplificacion de MYCN o parametros clinicos
como la edad al diagnéstico (separada en mayores o menores de 18
meses) o el sexo, no observamos ninguna correlacion significativa.

Aungque no se observaron diferencias significativas entre la expresion de
TH, DCX o GAGE vy la supervivencia o la SLE, y pese al pequefio nUmero
de muestras disponible, también se realizaron los analisis de supervivencia
en funcion del estadio del tumor (localizados y diseminaos), sexo, edad al
diagnéstico o amplificacion de MYCN. En este caso sélo se observaron
diferencias significativas entre la expresion de GAGE y la SLE en el
subgrupo de nifias (p=0,013). En el caso de TH, al analizar separadamente
los tumores segun la amplificacién de MYCN, se observé una tendencia en
la SLE en los tumores no amplificados, sin embargo no se alcanzé la
significatividad (p=0,057). Los resultados obtenidos se pueden observar en
la Figura 29.
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Figura 29: Curvas de Supervivencia Libre de Eventos obtenidas en el
analisis de GAGE en nifias y TH en Tumores con MYCN no amplificado.

Los posteriores estudios los centramos en el andlisis del posible valor
prondstico de la expresion de MAGE-Al en los diferentes subgrupos de
tumores. Los resultados obtenidos los podemos observar en las siguientes
figuras.
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Figura 30: Curvas de Supervivencia y Supervivencia Libre de Eventos
obtenidas en el analisis de MAGE-A1 segun el sexo de los pacientes.

Este analisis nos muestra que la expresion de MAGE-A1 en tumor primario
es un indicador de buen prondstico en la SLE, independientemente del sexo
de los pacientes. En el caso de la supervivencia total, observamos que este
indicador solamente es significativo en el grupo de nifios, aunque en el de
las nifias se sigue observando la misma tendencia.

143



Resultados

MAGE 1

084

Expresion n=19

b

Supervivencia acum

Ausencia de expresion n—=16

00

0 S \I\'l 15 0
SLE ANOS

Figura 31. Curva de Supervivencia Libre de Eventos obtenidas en el
analisis de MAGE-A1 en tumores localizados.

El analisis de la supervivencia global y la SLE en los tumores divididos en
localizados y diseminados, Unicamente demostré una asociacion
significativa entre el aumento de la SLE y la expresién de MAGE-A1 para
los tumores localizados.
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Figura 32: Curvas de Supervivencia y Supervivencia Libre de Eventos
obtenidas en el analisis de MAGE-A1 segun el estado de MYCN en la
totalidad de tumores.

Al realizar el analisis en funcién de la amplificacion de MYCN, tal y como
podemos observar en la figura 32, en todos los casos existe una asociacion
entre la expresion de MAGE-Al y el pronéstico de la enfermedad
independientemente del estado de MYCN.

También se analizaron las funciones de supervivencia y SLE para el grupo
de tumores diseminados con ausencia de amplificacién del oncogén MYCN,
donde no se observé una asociacion significativa entre ambos factores.

Al no existir tumores localizados con amplificacion de MYCN, las curvas de
supervivencia global, asi como el célculo de la SLE para este grupo no se
pudieron realizar, ya que existia un solo estado para el mismo. De la misma
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manera, todos los tumores con MYCN amplificado pertenecen al grupo de
tumores diseminados y por tanto, los resultados de este grupo son los que
podemos observar en la Figura 28 C.

Para tratar de estudiar la independencia de la influencia de la expresion de
MAGE-A1 y MYCN en el pronéstico de la enfermedad y la influencia de
ambos, se realiz6 una regresion de Cox introduciendo en el modelo estos
factores, la edad al diagnéstico y la variable de tumores localizados versus
diseminados. Los resultados del test estadistico lo podemos observar en la
Tabla 25.

Tabla 25: Resultados de las variables MAGE-Al, MYCN, edad al
diagndstico y tumores localizados vs diseminados, incluidas en la regresion
de Cox para la supervivencia total y la supervivencia libre de eventos.

95% del Intervalo de
SUPERVIVENCIA VARIABLES Sig. Exp(B) Confianza para Exp(B)
Minimo Maximo
Localizado
Vs 0,292 2,184 0,510 9,342
diseminado
Paso 1 MAGE-A1 0,004 0,035 0,004 0,344
MYCN 0,000 15,822 3,366 74,373
Edad al
Total Diagnéstico 0,141 2,355 0,752 7,375
MAGE-A1 0,004 0,038 0,004 0,359
Paso 2 EAJ;NN 0,000 21,735 4,974 94,981
) = 0,168 2,097 0,697 6,309
diagnéstico
Paso 3 MAGE-A1 0,007 0,052 0,006 0,447
MYCN 0,000 20,876 4,948 88,070
Localizado
Vs 0,470 1,533 0,481 4,886
diseminado
Paso 1 MAGE-A1 0,003 0,103 0,023 0,457
MYCN 0,008 4,507 1,479 13,736
Edad al
Libre de diagndstico 0874 0,927 0,363 2,310
eventos Localizado
VS 0,422 1,576 0,519 4,781
Paso 2 diseminado
MAGE-A1 0,003 0,102 0,023 0,449
MYCN 0,008 4,454 1,475 13,452
Paso 3 MAGE-A1 0,002 0,097 0,022 0,427
MYCN 0,002 5,306 1,869 15,059

Los valores de significatividad demuestran diferencias significativas en la
Supervivencia y la SLE con la amplificacion de MYCN o la expresion de
MAGE-A1 por lo que ambos factores tienen un valor predictivo
independiente en ambos casos. En el caso de MYCN, tal y como se espera,
la amplificacion del mismo resulta ser un factor de mal pronéstico de la
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enfermedad, tanto en la supervivencia global como en la supervivencia libre
de enfermedad. En el caso de MAGE-Al, como se habia observado
previamente en el analisis de las curvas de supervivencia, la expresion del
mismo, demostrd ser un factor de buen pronéstico en ambos casos.

Por otra parte, si observamos el valor calculado del coeficiente Exp(B) para
MAGE-Al1 y MYCN, correspondiente al riesgo relativo de cada factor, ambos
presentan, en nuestra serie, un valor equivalente como valor prondstico de
la enfermedad, adverso en el caso de MYCN y de buen prondstico en el
caso de MAGE-AL.

9.- Resultados del estudio de EMR en pacientes con enfermedad no
metastética.

Para el siguiente analisis se disponia de datos de 232 pacientes con
diagndstico de Neuroblastoma no metastatico, 86 estadio 1, 36 estadio 2 y
109 estadio 3.

Tanto en el presente apartado como en el resto de estudios de EMR que
presentaremos, no disponiamos de muestras de MO y SP de todos los
pacientes, asi como tampoco de datos de todos los marcadores estudiados
a lo largo del trabajo. Ademas, con el fin de reclutar el nUmero maximo de
pacientes, se utilizaron todos los casos aunque sélo se dispusiera de una de
ellas, ya que el tratamiento de los resultados se hizo por separado.

De la misma manera, en los analisis de datos, se tratara indistintamente de
pacientes 0 muestras, ya que cada muestra considerada pertenece a un
Unico paciente en el momento estudiado. En el caso de existir varias
muestras de MO, se fusionaron los datos, de manera que se consideré la
positividad de cada marcador tanto si era positivo en ambas o si lo era en
sélo una.

Al tratarse de pacientes con enfermedad localizada, el tnico momento en el
se disponia de suficiente nimero de muestras para la realizacion de
cualquier tipo de analisis estadistico robusto fue el diagnéstico de la
enfermedad. El otro momento del que se disponian muestras suficientes fue
la recaida, aunque en numero claramente inferior. El resto de muestras
procesadas pertenecian a diferentes momentos de seguimiento de los
pacientes en funcion del protocolo de tratamiento. La gran variabilidad no
nos permiti® un andlisis agrupado de los datos por momentos del
tratamiento.
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9.1.- Estudio global de EMR en pacientes con enfermedad localizada al
diagnéstico.

Para el andlisis de la presencia de enfermedad residual, se seleccionaron
aquellos pacientes de los que se disponia de muestra de MO o SP en el
momento del diagnéstico.

En una primera aproximacién, se calcularon las frecuencias de casos
positivos de manera global tanto en MO como en SP, los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 26. Posteriormente ya se analizaron
pormenorizadamente todos ellos.

Tabla 26: Datos obtenidos en el total de las muestras de MO y SP
estudiadas al diagndstico en pacientes con enfermedad localizada.

TH MAGE-A1 MAGE-A3 QF-DCX QF-TH GD2

% MO + 13,6 6,9 5,3 19,4 17,3 30
n 125 58 57 108 104 20
%SP+ 11,5 1,7 1,7 15,8 12,6 231
n 122 59 59 95 95 13

El analisis de los datos nos permiti6 observar una baja frecuencia en la
deteccion de EMR en los pacientes con enfermedad localizada. En todos los
marcadores estudiados se observa un mayor porcentaje de pacientes
positivos en el caso de la MO que en la SP. Los datos obtenidos en el
estudio de TH mediante PCR/Southern blot y QF-PCR cuantitativa,
demuestran una mayor sensibilidad de la PCR cuantitativa frente al estudio
mediante Southern blot, dato que es concordante al obtenido en el global de
la serie de muestras estudiadas a lo largo de todo el trabajo.

La mayor frecuencia de deteccidon de células tumorales se obtuvo mediante
inmunocitologia para GD2. El dato es sorprendente, ya que la sensibilidad
tedrica de la técnica es inferior a la de la PCR. Este resultado podria tener
su explicacion en un posible efecto aleatorio debido al bajo nimero de
muestras estudiadas tanto para MO como para SP.

Los siguientes marcadores con indice de deteccion mas elevado fueron
DCX y TH estudiados mediante QF-PCR, con unos resultados muy
homogéneos, obteniéndose un mayor nimero de casos positivos para DCX
tanto en MO como en SP.

La combinacion de todos los datos obtenidos nos permitié observar que en
un 27% de las MO y en un 23% de las SP estudiadas, al menos uno de los
marcadores estudiados demostrd la posible existencia de células tumorales
circulantes en pacientes con enfermedad localizada.
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9.1.1- Estudio de EMR en MO al diagnéstico de pacientes con tumor
localizado.

Para el estudio de EMR al diagnostico en MO se disponia de muestras de
161 pacientes. Los datos clinicos basicos de los mismos se muestran en la
Tabla 27.

Tabla 27: Distribucién y principales caracteristicas clinicas de la serie de
muestras de MO utilizadas, para la evaluacién del valor pronéstico de la
expresion de los diferentes marcadores de EMR en pacientes con
enfermedad localizada.

Estadio INSS
Caracteristicas 1 2 3 Total
n 61 19 81 161
Sexo
Nifio 29 9 48 86
Nifia 32 10 33 75
Amplificacion
MYCN
Amplificado 0 2 22 24
No Amplificado 55 16 52 123
No disponible 6 1 7 14
Edad al
diagndstico
>18 meses 28 5 44 77
<18 meses 33 14 37 84

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 28.

Tanto en este apartado como en el resto de analisis de supervivencia,
ademas de los resultados separados por estadios y marcadores, también se
agruparon los datos de QF-PCR para la positividad de cualquiera de los dos
genes analizados (TH y DCX) y una ultima fila para considerar la positividad
de cualquiera de los marcadores analizados.

La decision de fusionar los datos obtenidos mediante QF-PCR para TH y
DCX se debe a que ambos son los dos marcadores que se expresan en la
mayoria de los tumores, que ambos se han determinado por la misma
técnica y que es la técnica que ha demostrado mayor sensibilidad y
sencillez. Estos factores han determinado el que ademas de realizar analisis
de supervivencia por separado, consideramos interesante realizar un
andlisis conjunto de los mismos.
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Por Ultimo, se decidi6 combinar la totalidad de los datos de todos los
marcadores, para aprovechar este pardmetro en los analisis de
supervivencia y poder valorar de esta manera cada marcador por separado
y todos ellos en conjunto.

A partir de los datos presentados y con el fin de valorar el posible factor
prondstico de la deteccién de enfermedad residual para cada uno de los
marcadores, se realizaron analisis de supervivencia y supervivencia libre de
eventos. Los resultados obtenidos los pasamos a detallar a continuacion.

Tabla 28: Datos obtenidos para la totalidad de marcadores en MO al
diagnostico en pacientes con enfermedad localizada. En cada casilla se
muestra el nimero de casos positivos frente a la totalidad de casos
estudiados.

Médula Osea
Estadio 1 | Estadio 2 | Estadio 3 | Todos los estadios

TH 4/49 1/15 12/61 17/125
MAGE-A1 0/25 0/3 4/30 4/58
MAGE-A3 1/25 0/3 2129 4/57
QF-DCX 6/38 1/15 14/55 21/108
QF-TH 5/35 2/14 11/55 18/104
QF DCX+TH 9/35 3/14 17/55 29/104
GD2 1/6 0/3 5/11 6/20
Cualquier

o e vositivo | 14/61 3/19 27/81 44/161

Como podemos observar en los datos presentados anteriormente, el mayor
namero de casos positivos se dan en los pacientes clasificados en estadio
3. El bajo nimero de pacientes en estadio 2 impide sacar conclusiones en
ellos.

De la misma manera que en los datos globales, los marcadores que
presentan una mayor tasa de casos positivos son DCX, TH y GD2.

Como ya hemos comentado anteriormente, en el caso de la comparacion de
los datos obtenidos para TH mediante las dos técnicas utilizadas, sigue
mostrando una mayor sensibilidad la deteccion de la expresion del mismo
mediante QF-PCR.

En el caso de MAGE-A1l y MAGE-A3, mostraron el menor porcentaje de
pacientes positivos. En los pacientes estadio 1 y 2 sélo se detect6 un caso
con expresion de MAGE-AL.

En una primera aproximacion, se considerd0 a todos los pacientes con
enfermedad localizada en un Unico grupo y se realizaron los andlisis de
supervivencia y supervivencia libre de eventos considerando como factor
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pronéstico la expresion o positividad de cada uno de los marcadores
analizados.

Los p valores y los graficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 29 y la Figura 33-A y la Figura 33-B respectivamente.

Tabla 29: Valores de significatividad obtenidos en los andlisis de
supervivencia y supervivencia libore de eventos para cada uno de los
marcadores en MO al diagnéstico en pacientes con enfermedad localizada.

P-valor (Log-Rank)
Marcador s . . Supervivencia Libre
upervivencia
de Eventos

TH 0,778 0,094
MAGE-A1 0,270 0,007*
MAGE-A3 0,132 0,000*
QF-DCX 0,429 0,773
QF-TH 0,983 0,270
QF-PCR (DCX+TH) 0,480 0,299
GD2 0,893 0,350
Cualquier Marcador 0,543 0,097

Como se puede ver en la tabla, s6lo pudimos observar una correlacion
estadisticamente significativa entre la supervivencia libre de eventos y la
expresion de MAGE-Al y MAGE-A3. En ambos casos, la expresion de
ambos genes demostré ser un factor pronéstico adverso.
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Figura 33-A: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
MO al diagndstico en pacientes con enfermedad localizada. La curva QF-PCR
(TH+DCX) representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para
estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos
censurados.
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marcadores en MO al diagnéstico en pacientes con enfermedad localizada. La curva
QF-PCR (TH+DCX) representa la combinacion de resultados obtenidos por QF-PCR
para estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados
de todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos
censurados.
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Finalmente se procedio al analisis de supervivencia separando los casos
por estadios. En el caso de los pacientes en estadio 1 y 2, dicho analisis no
fue posible ya que en todos los casos los pacientes estaban vivos y sélo
hubo cinco recaidas (dos pacientes estadio 1 y tres pacientes estadio 2). De
esta manera, el analisis sélo se realiz6 en los pacientes clasificados en
estadio 3.

En este caso sélo pudimos observar una correlacidon estadisticamente
significativa entre la supervivencia libre de eventos y la expresién de MAGE-
Al (p=0,0009), que demostré ser un factor pronéstico adverso. En cuanto a
MAGE-A3, que en el total de muestras de pacientes con enfermedad
localizada mostré6 el mismo comportamiento, en este caso muestra una
tendencia similar sin llegar a la significatividad (p=0,144) (Figura 34).
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Figura 34: Curvas de supervivencia libre de eventos obtenidas para la
expresion de MAGE-Al y MAGE-A3 en muestras de MO al diagnoéstico en
pacientes estadio 3.
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9.1.2- Estudio de EMR en SP al diagndstico en pacientes con
enfermedad localizada.

Para el estudio de EMR al diagnéstico en SP se disponia de muestras de
153 pacientes. Los datos clinicos basicos de los mismos se muestran en la
Tabla 30.

Tabla 30: Distribucién y principales caracteristicas clinicas de la serie de
muestras de SP al diagndstico, en pacientes con enfermedad localizada,
utilizadas para la evaluacion del valor pronoéstico de la expresion de los
diferentes marcadores de EMR.

Estadio INSS
Caracteristicas 1 2 3 Total
n 62 16 75 153
Sexo
Nifio 35 8 43 86
Nifia 27 8 32 67
Amplificacion
MYCN
Amplificado 0 1 18 19
No Amplificado 58 14 50 122
No disponible 4 1 7 12
Edad al
diagndstico
>18 meses 25 6 44 75
<18 meses 37 10 31 78

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 31.
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Tabla 31: Datos obtenidos para la totalidad de marcadores estudiados en
SP al diagnéstico en pacientes con enfermedad localizada. En cada casilla
se muestra el nimero de casos positivos frente a la totalidad de casos
estudiados.

Sangre Periférica
Estadio 1 | Estadio 2 | Estadio 3 | Todos los estadios

TH 3/50 0/10 11/62 14/122
MAGE-A1 0/26 0/2 1/31 1/59
MAGE-A3 1/26 0/2 0/31 1/59
QF-DCX 6/36 0/12 9/47 15/95
QF-TH 5/36 1/12 6/47 12/95
QF DCX+TH 10/36 1/12 11/47 22/95
GD2 1/5 0/1 217 3/13
Cualquier

marc?ador positive 13/62 1/16 21/75 35/153

De manera similar a lo que se observd en las muestras de MO al
diagndstico, el mayor nimero de casos positivos se dan en los pacientes
clasificados en estadio 3, sin embargo, la diferencia no alcanza la
significacion (test exacto de Fisher). En el caso de la deteccién de TH, esta
tendencia se invierte en la deteccibn mediante QF-PCR. Este mismo
fenémeno lo observamos en los datos conjuntos de QF-PCR. En el caso de
los pacientes en estadio 2, el bajo nUmero de pacientes no nos permite
saber si realmente la expresion de los diferentes marcadores queda en un
nivel intermedio entre los pacientes en estadio 1 y 3 o se trata de un
fenémeno debido al azar.

De la misma manera que en los datos globales, los marcadores que
presentan una mayor frecuencia de casos positivos son DCX, TH y GD2.

En el caso de MAGE-A1l y MAGE-A3, mostraron el menor porcentaje de
pacientes positivos. Sélo se detecté un caso positivo para MAGE-AL en un
paciente estadio 3 y un caso positivo para MAGE-A3 en un paciente estadio
1.

A partir de los datos presentados y con el fin de valorar el posible factor
prondstico de la deteccién de enfermedad residual para cada uno de los
marcadores, se realizaron andlisis de supervivencia y supervivencia libre de
eventos. Los resultados obtenidos los pasamos a detallar a continuacién.

En una primera aproximacion, se consideré a todos los pacientes en un
Unico grupo considerando como factor prondstico la expresion o positividad
de cada uno de los marcadores analizados.
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Los p valores y los graficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 32, la Figura 35-A y la Figura 35-B respectivamente.

Tabla 32: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia y supervivencia libore de eventos para cada uno de los
marcadores en SP al diagndstico en pacientes con enfermedad localizada.

P-valor (Log-Rank)
Marcador . . Supervivencia Libre
Supervivencia d
e Eventos

TH 0,852 0,332
MAGE-A1 0,006* 0,013*
MAGE-A3 0,762 0,683
QF-DCX 0,138 0,232
QF-TH 0,888 0,817
QF-PCR (DCX+TH) 0,581 0,897
GD2 ND ND
Cualquier Marcador 0,328 0,571

En el caso de la deteccion de GD2 no se pudo calcular la curva de
supervivencia porque se censuraron todos los casos.

Como se puede ver en la tabla, s6lo pudimos observar una correlacion
estadisticamente significativa entre la supervivencia libre de eventos y la
expresion de MAGE-Al. La expresion del gen demostré ser un factor
prondstico adverso, aunque somos conscientes que este resultado se basa
en un bajo nimero de casos.
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Figura 35-A: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
SP al diagnostico en pacientes con enfermedad localizada. La curva QF-PCR
(TH+DCX) representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para
estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos
censurados.
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Figura 35-B: Curvas de supervivencia libre de eventos obtenidas para los diferentes
marcadores en SP al diagndstico en pacientes con enfermedad localizada. La curva
QF-PCR (TH+DCX) representa la combinacion de resultados obtenidos por QF-PCR
para estos marcadores. La ultima curva representa la combinacion de los resultados
de todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos
censurados.
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Siguiendo el esquema utilizado en la MO, se procedid al analisis de
supervivencia separando los casos por estadios. En el caso de los
pacientes en estadio 1 y 2, como en el caso anterior, el analisis no fue
posible ya que en todos los casos los pacientes estaban vivos, y s6lo hubo
seis recaidas (dos pacientes estadio 1 y cuatro pacientes estadio 2). De
esta manera, el andlisis solo se realizé6 en los pacientes clasificados en
estadio 3.

En este caso no pudimos observar ninguna correlacién estadisticamente
significativa entre la supervivencia o la supervivencia libre de eventos y la
expresion de ninguno de los marcadores. En el caso de MAGE-A1, que en
el analisis con el total de las muestras de pacientes con enfermedad
localizada si que mostrd una correlacion estadisticamente significativa, no la
alcanz6 con las muestras de los pacientes estadio 3. Los resultados se
muestran en la Figura 36.
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Figura 36: Curvas de supervivencia y supervivencia libre de eventos
obtenidas para la expresion de MAGE-A1 en muestras de SP al diagndstico
en pacientes estadio 3.
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9.2.- Estudio de EMR en pacientes con enfermedad localizada en la
recaida.

Para el presente apartado se seleccionaron las muestras de MO y SP de
pacientes que sufrieron una recaida. Al tratarse de pacientes con
enfermedad localizada, existen muy pocos casos en los que se produjo
dicho evento. Aunque se disponia de pocas muestras, se decidid analizar
los datos obtenidos en las mismas, ya que los resultados, aunque
probablemente no tuvieran mucha entidad, si que podrian mostrar posibles
tendencias que se podrian llegar a observar en una serie méas grande.

Como se realiz6 en el grupo de muestras al diagnostico, la primera
aproximacion en el analisis de datos fue el estudio de las frecuencias de
casos positivos de manera global tanto en MO como en SP, los resultados
obtenidos los podemos observar en la Tabla 33. Como hemos hecho
anteriormente, se ha trabajado con una muestra por paciente, fusionando
los datos de los aspirados de MO, en el caso de que hubiese mas de uno en
la recaida.

Tabla 33: Tabla de datos obtenidos en el total de las muestras de MO y SP
en la recaida en pacientes con enfermedad localizada.

TH MAGE-A1 MAGE-A3 QF-DCX QF-TH GD2

MO+ 7 2 2 5 5 3
n 12 7 7 11 10 3
SP + 2 0 0 3 4 0
n 13 9 5 10 10 2

De forma contraria que en el andlisis realizado al diagnéstico, en este grupo
de pacientes, observamos un alto porcentaje de pacientes positivos para los
diferentes marcadores en la recaida. De la misma manera, el porcentaje de
muestras positivas es mayor en los aspirados de médula 6sea que en las
muestras de sangre periférica.

El mayor grado de deteccién de células tumorales se obtuvo mediante
inmunocitologia para GD2 en MO, pero sélo se disponia de tres muestras,
por lo que el dato es poco fiable.

Los siguientes marcadores con indice de deteccion mas elevado fueron
DCX y TH, con unos resultados muy homogéneos, obteniéndose un mayor
namero de casos positivos para TH tanto en MO como en SP.

Sorprende también el porcentaje de casos positivos para TH detectados
mediante Southern blot en MO que son ligeramente superiores a los
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obtenidos mediante QF-PCR, ya que en el resto de analisis, tanto globales
como pormenorizados, observamos el fenémeno contrario.

La combinacion de todos los datos obtenidos nos permitié observar que en
un 75% de las MO y en un 33% de las SP, al menos uno de los marcadores
demostro6 la posible existencia de células tumorales circulantes en pacientes
con enfermedad localizada en el momento de la recaida.

9.2.1- Estudio de EMR en MO en la recaida de pacientes con
enfermedad localizada.

Para el estudio de EMR en la recaida se disponia de muestras de 16
pacientes. Los datos clinicos basicos de los mismos se muestran en la
Tabla 34

Tabla 34: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de MO utilizadas para la evaluacion del valor pronéstico de la expresién de
los diferentes marcadores de EMR en la recaida en pacientes con
enfermedad localizada.

Estadio INSS
Caracteristicas 1 2 3 Total
n 1 4 11 16
Sexo
Nifio 0 1 5 6
Nifia 1 3 6 10
Amplificacion
MYCN
Amplificado 0 0 4 4
No Amplificado 1 4 6 11
No disponible 0 0 1 1
Edad al
diagndstico
>18 meses 0 2 7 9
<18 meses 1 2 4 7

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los andlisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 33. En este caso se decidié no
separarlos por estadios debido al bajo nimero de muestras disponibles.

Los p valores y los gréaficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 35y la Figura 37.
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Tabla 35: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de

supervivencia para cada uno de los marcadores analizados.

Marcador P-vallor (Log-Rank)
Supervivencia

TH 0,107

MAGE-Al 0,187

MAGE-A3 0,429

QF-DCX 0,003*

QF-TH 0,105

QF-PCR (DCX+TH) 0,004*

GD2 ND

Cualquier Marcador 0,054

En el caso de la deteccion de GD2 no se pudo calcular la curva de
supervivencia porque se censuraron todos los casos.

En este analisis pudimos observar una asociacion entre la expresion de
DCX, DCX+TH o la expresion de cualquiera de los marcadoresy la
supervivencia de los pacientes. Esta asociacion fue estadisticamente
significativa en el caso de DCX y la expresion conjunta de DCX y TH, en el
caso de la expresion de cualquiera de los marcadores, el p valor calculado
esta proximo a la significatividad.

En todos los casos mencionados, dicha asociacion se daba con un mal
prondstico de la enfermedad. De todos modos, como ya hemos expresado
anteriormente, el pequefio tamafio muestral, nos obliga a considerar con
mucha cautela los resultados obtenidos.
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Figura 37: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
MO en la recaida en pacientes con enfermedad localizada. La curva QF-PCR
(TH+DCX) representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para
estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos
censurados.
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9.2.2- Estudio de EMR en SP en la recaida en pacientes con
enfermedad localizada.

Para el estudio de EMR en la recaida se disponia de muestras de 18
pacientes. Los datos clinicos basicos de los mismos se muestran en la
Tabla 36.

Tabla 36: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de SP utilizadas para la evaluacion del valor prondstico de la expresion de
los diferentes marcadores de EMR en la recaida en pacientes con
enfermedad localizada.

Estadio INSS
Caracteristicas 1 2 3 Total
n 1 4 13 18
Sexo
Nifio 0 1 8 9
Nifia 1 3 5 9
Amplificacion
MYCN
Amplificado 0 0 4 4
No Amplificado 1 4 7 12
No disponible 0 0 2 2
Edad al
diagnéstico
>18 meses 0 2 10 12
<18 meses 1 2 3 6

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 33. En este caso, como en la MO, se
decidid no separarlos por estadios debido al bajo nimero de muestras
disponibles.

Los p valores obtenidos se muestran en la Tabla 37.
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Tabla 37: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia para cada uno de los marcadores en SP en pacientes con
enfermedad localizada en la recaida.

Marcador P-valor (Log-Rank) |
Supervivencia

TH 0,035*

MAGE-Al ND

MAGE-A3 ND

QF-DCX 0,017*

QF-TH 0,156

QF-PCR (DCX+TH) 0,156

GD2 ND

Cualquier Marcador 0,073

En la deteccién de GD2, MAGE-A1 y MAGE-A3 no se pudo calcular la curva
de supervivencia. Esto se debié a que se censuraron todos los casos en el
caso de GD2 y en el caso de MAGE-Al y MAGE-A3, no se detectd
expresién en ninguna de las muestras, por lo que sélo existe un valor para
cada estado.

Como observamos en la tabla, solo en la deteccion de TH mediante
Southern blot y DCX se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia de los pacientes con diferencias de expresién en los mismos.
La figura 38 muestra las dos curvas obtenidas para ambos.
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Figura 38: Curvas de supervivencia obtenidas para TH (Southern blot) y
DCX en SP en la recaida en pacientes con enfermedad localizada.

10.- Resultados del estudio de EMR en pacientes estadio 4S.

Para el siguiente apartado se disponia de datos de 35 pacientes con
diagndstico de neuroblastoma estadio 4S. Sin embargo, no se disponia de
muestras de MO y SP de todos ellos asi como datos de todos los
marcadores estudiados a lo largo del trabajo.

Al tratarse de un nimero reducido, el inico momento del que disponiamos
de muestras homogéneas para la realizaciéon de cualquier tipo de analisis
fue al diagnoéstico de la enfermedad. El resto de muestras procesadas
pertenecian a diferentes momentos, lo que no nos permiti6 un analisis
detallado por momentos del tratamiento.

Para el andlisis de la presencia de enfermedad residual, se seleccionaron
aquellos pacientes de los que se disponia de muestra de MO o SP en el
momento del diagnéstico.

En una primera aproximacion, se calcul6 la frecuencia de casos positivos de
manera global tanto en MO como en SP, los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 38. En el caso de existir varias muestras de MO, se
fusionaron los datos. Se consider0 la positividad de cada marcador tanto si
era positivo en ambas o si lo era en sélo una.
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Tabla 38: Frecuencia relativa de la expresion de cada marcador en el total
de las muestras de MO y SP al diagnostico en pacientes estadio 4S.

TH MAGE-A1 MAGE-A3 QF-DCX QF-TH GD2

% MO + 56,3 7,1 0 80 60 50
n 16 14 14 10 10 2
%SP+ 455 0 0 33,3 55,6 100
n 11 9 9 9 9 1

Como podemos observar en los datos presentados, los marcadores que
mostraron un mayor porcentaje de casos positivos tanto en SP como en MO
fueron TH y DCX. El caso de GD2 no lo consideramos ya que sélo se
estudiaron dos muestras de MO y una de SP. En el caso de MAGE-Al y
MAGE-AS, s6lo en una muestra de MO se detectd expresion del primero.

En todos los casos, el porcentaje de muestras de MO en las que se detectd
la expresion de cualquiera de los marcadores fue mayor que en SP. Si
consideramos la combinacion de TH y DCX un 80% de las muestras de MO
y un 44% de las de SP al diagndstico mostraron la presencia de células
tumorales. La combinacién de cualquier marcador positivo arroj6 datos
similares en ambos tejidos.

El andlisis de supervivencia y supervivencia libre de eventos en SP y MO no
fue posible por ausencia de eventos ya que en algunos casos existia un
solo valor para cada estado, y en los casos en que si existian dos valores
por estado, se censuraron todos los casos.

11.- Resultados del estudio de EMR en pacientes del grupo de Alto
Riesgo.

Para el abordaje del presente apartado partimos de un total de 1208
muestras pertenecientes a 178 pacientes clasificados como de Alto Riesgo.
Esta categoria, incluye a los pacientes estadio 4, a excepciéon de los
menores de 18 meses sin MYCN amplificado, y los pacientes estadio 2 y 3
con amplificacion de MYCN. De esta manera los pacientes se distribuyen en
3 pacientes estadio 2, 27 pacientes estadio 3 y 148 pacientes estadio 4.

Del total de la muestras, se disponia de 661 MO, 470 SP, 61 AF y 16 T. Los
estudios de los tumores ya los tratamos en un apartado anterior. Por otra
parte, a pesar del gran ndmero de muestras, como observaremos
posteriormente, muchas de ellas no nos fueron de utilidad en los analisis
realizados en esta seccién del trabajo. La razén principal es que muchas de
ellas pertenecen a diversos momentos del tratamiento no homogéneos. Por
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ello, los resultados de este apartado se centran en dos momentos: el
diagnéstico de la enfermedad y la evaluacion de los pacientes tras la
quimioterapia de induccién, por la importancia del momento y por el numero
de muestras disponibles. Aunque no existe un gran nimero de muestras,
como en el caso de los pacientes con enfermedad localizada, dedicaremos
también un apartado al estudio de las muestras de la recaida.

Finalmente también describiremos los resultados obtenidos en las aféresis.

11.1.- Estudio de EMR en pacientes de alto riesgo al diagnéstico.

Para el andlisis de la presencia de enfermedad residual, se seleccionaron
aquellos pacientes de los que se disponia de muestra de MO o SP en el
momento del diagnéstico.

En una primera aproximacién, se calcularon las frecuencias de casos
positivos de manera global tanto en MO como en SP, los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 39. Posteriormente ya se analizaron
pormenorizadamente todos ellos.

Tabla 39: Tabla de datos obtenidos en el total de las muestras de MO y SP
al diagnéstico en pacientes de alto riesgo.

TH MAGE-A1 MAGE-A3 QF-DCX QF-TH GD2

% MO+ 62,5 36,4 50 77 75,9 78,6
n 80 44 44 87 87 28
%SP+ 423 12,8 23,1 65,2 58 55,6
n 71 39 39 69 69 18

El andlisis de los datos nos permiti6 observar una elevada frecuencia de
pacientes en los que fueron positivos los diferentes marcadores utilizados al
diagndstico.

Se obtuvo un porcentaje muy similar de deteccién de células tumorales
tanto en los estudios mediante inmunocitologia para GD2 como en los
estudios de expresibn de DCX y TH mediante QF-PCR. Estos tres
marcadores fueron los que demostraron un mayor ndmero de pacientes
positivos. El dato es sorprendente, ya que la sensibilidad tedrica de la
técnica inmunohistoquimica es inferior a la de la PCR. En este caso, al
tratarse de muestras al diagnostico en pacientes en su mayoria con
enfermedad diseminada, la sensibilidad en este momento no deberia ser
limitante, ya que se espera alto grado de infiltracion de células tumorales en
MO.
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Los marcadores que demostraron una menor tasa de positivos fueron
MAGE-Al1 y MAGE-A3, siendo la tasa de positividad mayor en el segundo
de ellos.

La combinacion de todos los datos obtenidos nos permitié observar que en
un 79,8% de las muestras de MO y en un 68,2% de las de SP, al menos
uno de los marcadores demostro la existencia de células tumorales en estos
tejidos en pacientes de alto riesgo al diagnéstico.

11.1.1- Estudio de EMR en MO en pacientes de alto riesgo al
diagnéstico.

El presente apartado se desarroll6 con los resultados obtenidos en 104
pacientes de los que de disponia de muestra de MO al diagnéstico. Los
datos clinicos béasicos de los mismos se muestran en la Tabla 40.

Tabla 40: Distribucién y principales caracteristicas de la serie de muestras
de MO utilizadas para la evaluacion del valor pronéstico de la expresién de
los diferentes marcadores de EMR al diagndstico en pacientes de alto
riesgo.

Estadio INSS
Caracteristicas 2 3 4 Total
n 3 15 86 104
Sexo
Nifio 0 12 55 67
Nifia 3 3 31 37
Amplificacion
MYCN
Amplificado 3 15 45 63
No Amplificado 0 0 32 32
No disponible 0 0 9 9
Edad al
diagndstico
>18 meses 1 12 75 88
<18 meses 2 3 11 16

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 41.
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Tabla 41: Datos obtenidos para la totalidad de marcadores en MO al
diagnostico en pacientes de alto riesgo. En cada casilla se muestra el
namero de casos positivos frente a la totalidad de casos estudiados.

Médula Osea

Estadio 2 | Estadio 3 | Estadio 4 | Todos los estadios
TH 1/3 3/13 46/64 50/80
MAGE-A1 0/1 0/4 16/39 16/44
MAGE-A3 0/1 0/4 22/39 22/44
QF-DCX 1/3 4/15 62/69 67/87
QF-TH 0/3 3/15 63/69 66/87
QF DCX+TH 1/3 5/15 63/69 69/87
GD2 0/2 3/6 19/20 22/28
Cualquier 1/3 6/15 76/86 83/104
marcador positivo

Como se puede observar en los datos presentados en la tabla, existe una
marcada diferencia entre las frecuencias de expresion de los diferentes
marcadores en los distintos estadios dentro del grupo de pacientes de alto
riesgo. El porcentaje de casos positivos en los pacientes estadio 4 es, en la
mayoria de casos, el doble que en los estadios 2 y 3. En algunos casos,
observamos un mayor porcentaje de positividad en pacientes en estadio 2
que en pacientes en estadio 3, pero el escaso numero de muestras
disponibles de casos de alto riesgo en estadio 2 al diagnéstico (n=3) hace
que no podamos tener este dato en consideracion. Por otra parte, no se
aprecian diferencias significativas entre los pacientes estadio 2 y 3, a pesar
del pequefio nimero de muestras.

Los marcadores que mostraron una menor tasa de casos positivos fueron
MAGE-Al1 y MAGE-AS, siendo en este caso MAGE-A1, el marcador que
menor porcentaje de MO positivas al diagndstico mostro.

Por otra parte, los marcadores que demostraron una mayor tasa de
deteccion de células tumorales fueron GD2, DCX y TH, con porcentajes
muy similares, rondando en todos los casos el 80% de las muestras
estudiadas.

A partir de los datos presentados y con el fin de valorar el posible valor
prondstico de la deteccion de enfermedad residual al diagnéstico para cada
uno de los marcadores, se realizaron analisis de supervivencia y
supervivencia libre de eventos.

Al tratarse de pacientes de alto riesgo y no disponer de un elevado nimero
de ellos en estadio 2, se trataron todos los pacientes en un Unico grupo y
después separadamente los pacientes estadio 3 y 4 Unicamente.
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Los p valores y los gréficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 42, la Figura 39-A y la Figura 39-B.

Tabla 42: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia y supervivencia libre de eventos para cada uno de los
marcadores analizados en MO al diagnéstico en pacientes de alto riesgo.

P-valor (Log-Rank)
Marcador Supervivencia Supervivencia Libre
de Eventos
TH 0,716 0,836
MAGE-A1 0,948 0,352
MAGE-A3 0,200 0,296
QF-DCX 0,711 0,567
QF-TH 0,958 0,182
QF-PCR (DCX+TH) 0,444 0,581
GD2 0,925 0,379
Cualquier Marcador 0,913 0,667

Como podemos observar, no existen diferencias significativas entre la
expresién de los diferentes marcadores analizados en MO al diagnéstico y
la supervivencia 0 supervivencia libre de eventos en los pacientes
analizados.

En los andlisis de supervivencia realizados separadamente para los
pacientes estadio 3 o 4, tampoco observamos diferencias significativas
entre la expresion de los diferentes marcadores y la supervivencia o la
supervivencia libre de eventos.
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Figura 39-A: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
MO al diagnéstico en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR (TH+DCX)
representa la combinacion de resultados obtenidos por QF-PCR para estos
marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de todos
los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del marcador y la
linea verde la expresién del mismo. El signo + representa los casos censurados.
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Figura 39-B: Curvas de supervivencia libre de eventos obtenidas para los diferentes
marcadores en MO al diagndstico en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR
(TH+DCX) representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para
estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos

censurados.
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11.1.2- Estudio de EMR en SP en pacientes de alto riesgo al
diagnostico.

El presente apartado se desarroll6 con los resultados obtenidos en 88
pacientes de los que de disponia de muestra de SP al diagnéstico. Los
datos clinicos béasicos se muestran en la Tabla 43.

Tabla 43: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
SP utilizadas, para la evaluacion del valor pronéstico de la expresién de los
diferentes marcadores de EMR en pacientes de alto riesgo al diagnostico.

Estadio INSS
Caracteristicas 2 3 4 Total
n 1 14 73 88
Sexo
Nifio 0 11 45 56
Nifia 1 3 28 32
Amplificacion
MYCN
Amplificado 1 14 31 46
No Amplificado 0 0 28 28
No disponible 0 0 14 14
Edad al
diagndstico
>18 meses 1 12 65 78
<18 meses 0 2 8 10

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 44.
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Tabla 44: Datos obtenidos para la totalidad de marcadores en SP al
diagnostico en pacientes de alto riesgo. En cada casilla se muestra el
namero de casos positivos frente a la totalidad de casos estudiados.

Sangre Periférica

Estadio 2 | Estadio 3 | Estadio 4 | Todos los estadios
TH 0/1 4/14 26/56 30/71
MAGE-A1 0/0 0/4 5/35 5/39
MAGE-A3 0/0 0/4 9/35 9/39
QF-DCX 0/1 4/13 41/55 45/69
QF-TH 1/1 2/13 37/55 40/69
QF DCX+TH 1/1 4/13 45/55 50/69
GD2 0/1 1/3 9/15 10/19
Cualquier 1/1 5/14 54/73 60/88
marcador positivo

De manera similar a lo que observamos en la MO al diagndstico, existe una
marcada diferencia entre la frecuencia de expresion de los diferentes
marcadores en los diferentes estadios dentro del grupo de pacientes de alto
riesgo. El porcentaje de casos positivos en los pacientes estadio 4 es en la
mayoria de casos mucho mas del doble que en los estadios 3.

Los marcadores que mostraron una menor tasa de casos positivos fueron
igualmente MAGE-Al y MAGE-A3.

Por otra parte, los marcadores que demostraron una mayor tasa de
deteccion de células tumorales fueron GD2, DCX y TH, con porcentajes
muy similares rondando en todos los casos el 60% y 70% respectivamente
de las muestras.

Al tratarse de pacientes de alto riesgo y disponer sélo de una muestra de un
paciente en estadio 2, se trataron todos los pacientes en un Unico grupo y
después separadamente para los estadios 3 y 4.

Los p valores y los gréficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 45 y la Figura 40-A y la Figura 40-B.
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Tabla 45: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia y supervivencia libre de eventos para cada uno de los
marcadores en SP al diagndstico en pacientes de alto riesgo.

P-valor (Log-Rank)
Marcador Supervivencia Supervivencia Libre
de Eventos
TH 0,412 0,420
MAGE-A1 0,223 0,478
MAGE-A3 0,049* 0,163
QF-DCX 0,199 0,774
QF-TH 0,714 0,494
QF-PCR (DCX+TH) 0,248 0,738
GD2 0,086 0,051
Cualquier Marcador 0,246 0,423

Como se puede ver en la tabla, s6lo pudimos observar una correlacién
estadisticamente significativa entre la supervivencia y la expresion de
MAGE-A3. La expresion de MAGE-A3 en SP al diagnoéstico en pacientes de
alto riesgo, demostro ser un factor pronéstico adverso. La detecciéon de GD2
también mostré una tendencia similar, tanto en la supervivencia como en la
supervivencia libre de eventos quedandose en ambos casos al borde de la

significatividad.
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Figura 40-A: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
SP al diagnéstico en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR (TH+DCX)
representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para estos
marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de todos
los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del marcador y la
linea verde la expresién del mismo. El signo + representa los casos censurados.
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estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
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Como en el caso de la MO, se realiz6 el andlisis de supervivencia por
separado para los pacientes estadio 3 y 4. En este caso si que se
observaron diferencias significativas tanto en la supervivencia como en la
supervivencia libre de eventos en los pacientes estadio 4 que fueron
positivos para GD2. La presencia de células tumorales, detectadas
mediante este marcador, resulté ser un factor de pronéstico adverso para la
enfermedad. Las graficas de supervivencia para GD2 se muestran en la
Figura 41.

La expresion de MAGE-A3 detectada en los pacientes estadio 4, en el
andlisis de la supervivencia global, mostré6 una tendencia similar a la
observada en la serie global de alto riesgo quedando cerca de la
significatividad. Para el resto de marcadores, no se observaron diferencias
significativas entre la presencia o ausencia de expresién y la supervivencia.

ESTADIO: 4
104 - ANTI-GD2
—Ausencia de
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ESTADIO: 4
10 ANTI-GD2
—Ausencia de
| deteccion GD2
S Deteccion GD2
0,8 Ausencia de
+— deteccién GD2
censurado
. Deteccién GD2
censurado
0,671
0,41 ‘
0,2
0,0 p:0,012
T T T T T T
0 2 4 5} 8 10

Supervivencia Libre de Eventos Afios

Figura 41: Curvas de supervivencia y supervivencia libre de eventos
obtenidas para la deteccién de GD2 en sangre periférica al diagndstico en
pacientes de alto riesgo.

11.2.- Estudio de EMR en pacientes de alto riesgo tras quimioterapia de
induccion.

Como hemos hecho hasta el momento, se seleccionaron aquellos pacientes
de los que se disponia de muestra de MO o SP tomada al final de la
quimioterapia de induccion.

En una primera aproximacién, se calcularon las frecuencias de casos
positivos de manera global tanto en MO como en SP, los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 46.

Tabla 46: Datos obtenidos en el total de las muestras de MO y SP tras
quimioterapia de induccién en pacientes de alto riesgo.

TH MAGE-A1 MAGE-A3 QF-DCX QF-TH GD2

% MO + 30,6 17,2 17,2 35,9 31,3 15
n 49 29 29 64 64 20
% SP + 8,8 9,1 0 7,9 13,2 0
n 34 22 22 38 38 11
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En todos los marcadores se observa un mayor porcentaje de pacientes
positivos en el caso de la MO que en la SP. En sangre periférica no se
observé ningln caso positivo para MAGE-A3 o GD2. Los datos obtenidos
en el estudio de TH mediante PCR/Southern blot y QF-PCR cuantitativa,
demuestran una sensibilidad muy similar de ambas técnicas, siendo
levemente inferior la primera de ellas.

En este caso, el porcentaje mayor de casos positivos se observo para los
marcadores DCX y TH detectados mediante QF-PCR. En este momento del
tratamiento se espera un bajo nimero de casos positivos y un bajo nimero
de células tumorales, los datos observados serian concordantes con una
mayor sensibilidad de la PCR frente a la deteccion de células tumorales
mediante inmunocitologia.

De manera similar a lo observado a lo largo de todo el estudio, los
marcadores que demostraron una menor tasa de positivos en MO fueron
MAGE-Al1 y MAGE-A3. Sin embargo, en el caso de la SP, MAGE-A1 mostré
un porcentaje similar de casos positivos a los observados para TH y DCX.

La combinacion de todos los datos obtenidos nos permitié observar que en
un 44,3% de las MO y en un 20,7% de las SP, al menos uno de los
marcadores demostré la presencia de células tumorales en estos tejidos, en
pacientes de alto riesgo tras la quimioterapia de induccion.

El andlisis de los datos, en términos generales, nos permite observar un
fuerte descenso de casos positivos frente a los datos obtenidos al
diagndstico de la enfermedad. Dicho descenso se produce tanto en MO
como en SP, siendo en sangre periférica mucho mas acusado (Figura 42).
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Figura 42: Frecuencias de casos positivos al diagndstico y tras
quimioterapia de induccién en pacientes de Alto Riesgo para cada uno de
los marcadores estudiados.
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Con el fin de comprobar si la disminucion de la expresion de los marcadores
tras la quimioterapia de induccién, era tanto en porcentaje como en el nivel
de expresioén de los mismos, se utilizaron los datos obtenidos mediante PCR
cuantitativa para los marcadores DCX y TH. Para ello se compararon las
medias de los valores obtenidos para ambos marcadores en SP y MO en
los dos momentos estudiados. Los resultados se muestran en la Tabla 47.

Tabla 47: Media y desviacion tipica (DT) de valores de ACT positivos
obtenidos mediante PCR cuantitativa para los marcadores TH y DCX al
diagndstico y tras quimioterapia de inducciéon en SP y MO en pacientes de
alto riesgo.

Diagnéstico Fin Induccién
Marcador | Muestra n media | DT n media | DT
DCX MO 119 9,57 4,69 28 18,51 3,18
SP 48 13,89 3,15 4 21,13 2,34
T™H MO 119 10,28 4,87 29 16,49 2,77
SP 44 14,22 2,80 6 21,35 3,19

Tras quimioterapia de induccién, un elevado nimero de casos se negativiza
y en los que no ocurre, como podemos observar en la tabla, la diferencia en
las medias entre este momento y el diagnéstico es elevada. La diferencia en
los valores de ACT supone una expresion de hasta 1000 veces menor para
cada uno de los genes analizados incluso en aquellos casos en los que se
mantiene cierta expresion de estos marcadores. Estos datos nos revelan
una clara disminucién del porcentaje de células tumorales frente a las
células normales en las muestras de SP y MO tras la quimioterapia de
induccion respecto a las detectadas al diagnostico de la enfermedad. Asi,
tras la quimioterapia de induccién observamos tanto un menor nimero de
pacientes con células tumorales detectadas en ambos tejidos, como una
disminucién de la proporcion de células tumorales en las muestras positivas.

Ademas, mediante el estadistico t de comparaciéon de medias para muestras
relacionadas, se demostré que existen diferencias significativas entre los
valores observados para las muestras de SP y MO al diagndéstico y tras la
guimioterapia de induccidon para ambos marcadores. Los resultados se
muestran en la Tabla 48.
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Tabla 48: Prueba t para muestras relacionadas, de la comparacién de las
medias de los valores de ACT en muestras de SP y MO al diagndstico y tras
quimioterapia de induccion para los marcadores DCX y TH en pacientes de
alto riesgo.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
confianza para la
Desviacion | Errortip. de diferencia
Media tip. la media Inferior Superior 1 gl Sig. (bilateral)
Par1  MO_DX_DCX-MO_
Fin_Induce_DCX -7,87464 7,06502 1,33516 | -10,61417 | -513511 -5,898 27 000
Par2  WMO_DX_TH-MO_
Fin_Induce_TH -6,80897 642289 1,19270 | -9,25210 | -4,36583 -5,709 28 000
Par3 SP_DX_DCX-SP_
Fin_Induc_DCX -6,31750 271875 1,35938 | -10,64364 | -1,99136 -4 647 3 019
Pard SP_DX_TH-SP_
Fin_Induce_TH -8,47500 322172 1,31526 |-11,85599 | -5,09401 -5.444 5 0m

11.2.1- Estudio de EMR en MO tras quimioterapia de induccion en
pacientes de alto riesgo.

El presente apartado se desarrollé con los resultados obtenidos en 79
pacientes de los que de disponia de muestra de MO tras quimioterapia de
induccion. Los datos clinicos bésicos de los mismos se muestran en la
Tabla 49.

Tabla 49: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de MO utilizadas, para la evaluacion del valor pronéstico de la expresion de
los diferentes marcadores de EMR tras quimioterapia de induccién en
pacientes de alto riesgo.

Estadio INSS
Caracteristicas 2 3 4 Total
n 2 5 72 79
Sexo
Nifio 0 3 45 48
Nifia 2 2 27 31
Amplificacion
MYCN
Amplificado 2 5 40 47
No Amplificado 0 0 29 29
No disponible 0 0 3 3
Edad al
diagndstico
>18 meses 0 5 64 69
<18 meses 2 0 8 10
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Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los andlisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 50.

Tabla 50: Datos obtenidos para la totalidad de marcadores en MO tras
quimioterapia de induccién en pacientes de alto riesgo. En cada casilla se
muestra el ndmero de casos positivos frente a la totalidad de casos
estudiados.

Médula Osea

Estadio 2 | Estadio 3 | Estadio 4 | Todos los estadios
TH 1/2 0/3 14/44 15/49
MAGE-A1l 0/1 1/1 4127 5/29
MAGE-A3 0/1 0/1 5/27 5/29
QF-DCX 1/2 1/5 21/57 23/64
QF-TH 0/2 1/5 19/57 20/64
QF DCX+TH 1/2 2/5 23/57 26/64
GD2 0/2 0/1 3/17 3/20
Cualquier 1/2 2/5 30/72 33/79
marcador positivo

Si nos centramos en los pacientes estadio 4, los marcadores que mostraron
una menor tasa de casos positivos fueron MAGE-A1l, MAGE-A3 y GD2,
siendo en este caso MAGE-AL, el marcador que menor porcentaje de MO
positivas tras quimioterapia de induccidn mostré. Por otra parte, los
marcadores que demostraron una mayor tasa de deteccion de células
tumorales fueron DCX y TH, es este caso, los porcentajes obtenidos son
muy similares siendo del 35% y 31% respectivamente. La combinacion de
resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa elevd este porcentaje
alrededor del 40%, al igual que la combinacién de cualquier marcador
positivo.

Al tratarse de pacientes de alto riesgo y disponer s6lo de dos muestras de
pacientes estadio 2 y cinco de estadio 3, se trataron todos los pacientes en
un unico grupo y después separadamente sélo los pacientes estadio 4.

Los p valores y los gréficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 51y la Figura 43-A y la Figura 43-B.
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Tabla 51: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia y supervivencia libre de eventos para cada uno de los
marcadores en MO tras quimioterapia de induccién en pacientes de alto
riesgo.

P-valor (Log-Rank)
Marcador Supervivencia Supervivencia Libre
de Eventos
TH 0,769 0,400
MAGE-A1 0,816 0,871
MAGE-A3 0,580 0,768
QF-DCX 0,017* 0,128
QF-TH 0,938 0,392
QF-PCR (DCX+TH) 0,179 0,118
GD2 0,630 0,797
Cualquier Marcador 0,234 0,311

Como se puede ver en la tabla, s6lo pudimos observar una correlacién
estadisticamente significativa entre la supervivencia y la expresion de DCX.
La expresion de DCX en MO tras quimioterapia de induccion en pacientes
de alto riesgo, demostré ser un factor pronéstico adverso.

Si observamos las curvas de supervivencia, generalmente, la deteccion de
cualquiera de los marcadores estudiados, parece ser un factor adverso
tanto en la supervivencia como en la supervivencia libre de eventos, dichas
diferencias, sin embargo, no fueron estadisticamente significativas a
excepcion del caso mencionado anteriormente.
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Figura 43-A: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
MO tras quimioterapia de induccién en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR
(TH+DCX) representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para
estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos
censurados.

187



Resultados

o B ] @ 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

0.0 MAGE-A1

|

|

z 1 i 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

0.0 MAGE-A3

o B 2] L 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

0.0 QF-DCX

o 3 ] o 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

QF-TH

] i o 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

QF (TH+DCX)

1.0

0.0

2 a @ 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

ANTI-GD2

0.0

2 1 [ 8
Supervivencia Libre de Eventos Afios

o

CUALQUIER MARCADOR POSITIVO
E ] o 5
Supervivencia Libre de Eventos Afios

10

Figura 43-B: Curvas de supervivencia libre de eventos obtenidas para los diferentes
marcadores en MO tras quimioterapia de induccion en pacientes de alto riesgo. La
curva QF-PCR (TH+DCX) representa la combinacion de resultados obtenidos por
QF-PCR para estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacién de los
resultados de todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de
expresion del marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo +

representa los casos censurados.
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Tras el analisis de supervivencia en el total de pacientes de alto riesgo, tal y
como explicamos anteriormente, se realizé el mismo andlisis por separado
en los pacientes estadio 4. En este caso se observaron diferencias
significativas tanto en la supervivencia como en la supervivencia libre de
eventos en aquellos pacientes que fueron positivos para DCX. La presencia
de células tumorales detectadas mediante este marcador, resulté ser un
factor de pronostico adverso para la enfermedad. Los graficos de
supervivencia y SLE para DCX se muestran en la Figura 44.

Para el resto de marcadores, no se observaron diferencias significativas
entre la presencia o ausencia de expresion y la supervivencia o la SLE.
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Figura 44: Curvas de supervivencia y supervivencia libre de eventos
obtenidas para la deteccién de DCX en médula ésea tras quimioterapia de
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induccion en pacientes estadio 4.

11.2.2- Estudio de EMR en SP tras quimioterapia de induccién en

pacientes de alto riesgo.

El presente apartado se desarroll6 con los resultados obtenidos en 53
pacientes de los que de disponia de muestra de SP tras quimioterapia de
induccién. Los datos clinicos béasicos de los mismos se muestran en la

Tabla 52.
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Tabla 52: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de SP utilizadas, para la evaluacion del valor pronéstico de la expresion de
los diferentes marcadores de EMR tras quimioterapia de induccién en

pacientes de

alto riesgo.

Estadio INSS
Caracteristicas 3 4 Total
n 4 49 53
Sexo
Nifio 3 28 31
Nifia 1 21 22
Amplificacién
MYCN
Amplificado 4 22 26
No Amplificado 0 20 20
No disponible 0 7 7
Edad al
diagnostico
>18 meses 4 43 47
<18 meses 0 6 6

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 53.

Tabla 53: Datos obtenidos para la totalidad de marcadores en SP tras
guimioterapia de induccion en pacientes de alto riesgo. En cada casilla se
muestra el nimero de casos positivos frente a la totalidad de casos

estudiados.
Sangre Periférica
Estadio 3 Estadio 4 Todos los estadios

TH 0/2 3/32 3/34
MAGE-A1 1/1 1/21 2/22
MAGE-A3 0/1 0/21 0/22
QF-DCX 0/2 3/36 3/38
QF-TH 0/2 5/36 5/38
QF DCX+TH 0/2 6/36 6/38
GD2 0/0 0/11 0/11
Cualquier marcador 1/4 14/49 15/53
positivo
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Si nos centramos en los pacientes estadio 4, los marcadores que mostraron
una menor tasa de casos positivos fueron GD2, MAGE-A3 en los que
ningin caso fue positivo, seguidos de MAGE-Al. Por otra parte, los
marcadores que demostraron una mayor tasa de deteccion de células
tumorales fueron TH y DCX, con porcentajes de 138% y 83 %
respectivamente. La combinacion de resultados obtenidos mediante PCR
cuantitativa elevo este porcentaje al 16,6% y la combinacion de cualquier
marcador positivo fue de un 28,5%.

Al tratarse de pacientes de alto riesgo y disponer s6lo de muestras de
cuatro pacientes estadio 3, se trataron todos los pacientes en un Unico
grupo y después separadamente sélo los pacientes estadio 4.

Los p valores y los gréficos de supervivencia obtenidos se muestran en la
Tabla 54 y la Figura 45-A y la Figura 45-B.

Tabla 54: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia y supervivencia libre de eventos para cada uno de los
marcadores en SP tras quimioterapia de induccién en pacientes de alto
riesgo.

P-valor (Log-Rank)
Marcador Supervivencia Supervivencia Libre
de Eventos

TH 0,490 0,973
MAGE-A1 0,754 0,544
MAGE-A3 ND ND

QF-DCX 0,452 0,844
QF-TH 0,487 0,594
QF-PCR (DCX+TH) 0,196 0,409
GD2 ND ND

Cualquier Marcador 0,781 0,691

En el caso de la deteccion de MAGE-A3 y GD2 no se pudo calcular la curva
de supervivencia ya que no se detectd expresion en ninguna de las
muestras, por lo que sélo existe un valor para cada estado.

Los resultados obtenidos revelaron que no existen diferencias significativas
entre la expresion de los diferentes marcadores analizados en SP tras
guimioterapia de induccién y la supervivencia o supervivencia libre de
eventos en estos pacientes.
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Figura 45-A: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
SP tras quimioterapia de induccién en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR
(TH+DCX) representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para
estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de
todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del
marcador y la linea verde la expresién del mismo. El signo + representa los casos

censurados.
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Figura 45-B: Curvas de supervivencia libre de eventos obtenidas para los diferentes
marcadores en SP tras quimioterapia de induccién en pacientes de alto riesgo. La
curva QF-PCR (TH+DCX) representa la combinacion de resultados obtenidos por
QF-PCR para estos marcadores. La Ultima curva representa la combinacién de los
resultados de todos los marcadores. La linea azul representa la ausencia de
expresion del marcador y la linea verde la expresion del mismo. El signo +
representa los casos censurados.
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Tras el andlisis de supervivencia en el total de pacientes de alto riesgo, se
realizé el mismo andlisis por separado en los pacientes estadio 4. En la
totalidad de los marcadores, no se observaron diferencias significativas
entre la presencia 0 ausencia de expresion y la supervivencia o la SLE.

11.3.- Estudio de EMR en pacientes de alto riesgo en la recaida.

Para los analisis del presente apartado se seleccionaron las muestras de
MO y SP de pacientes de alto riesgo en la recaida. Aunque no se disponia
de un alto nimero de muestras, se decidié analizar los datos obtenidos en
las mismas, para poder tener una vision de la EMR en este momento de la
enfermedad y las posibles tendencias en el valor prondstico de la expresion
de los diferentes marcadores en la supervivencia.

Como se realiz6 en el grupo de muestras al diagndstico o tras la
quimioterapia de induccién, la primera aproximacion en el analisis de datos
fue el estudio de las frecuencias de casos positivos de manera global tanto
en MO como en SP, los resultados obtenidos los podemos observar en la
Tabla 55.

Tabla 55: Datos obtenidos en el total de las muestras de MO y SP en la
recaida en pacientes de alto riesgo.

TH MAGE-A1 MAGE-A3 QF-DCX QF-TH GD2

MO+ 80,8 42,9 28,6 79,2 70,8 81,8
n 26 14 14 24 24 11
SP+ 57,1 23,1 7,7 86,7 73,3 37,5
n 21 13 13 15 15 8

Como se puede derivar del analisis de los datos, se observa una elevada
frecuencia de pacientes en los que se detect6 positividad de los diferentes
marcadores. En la mayoria de los casos pudimos observar un mayor
porcentaje de pacientes positivos en el caso de la MO que en la SP a
excepcion de DCX y TH estudiados mediante QF-PCR. La mayor
sensibilidad, al igual que en la totalidad del estudio, se obtuvo con el estudio
de DCX, TH y GD2. Los marcadores que mostraron menor frecuencia de
deteccion fueron MAGE-A3 seguido por MAGE-AL.

La combinacion de todos los datos obtenidos nos permitié observar que en
un 86,5% de las MO y en un 71,4% de las SP estudiadas, al menos uno de
los marcadores demostr6 la posible existencia de células tumorales
circulantes en pacientes de alto riesgo en el momento de la recaida.
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Si comparamos los datos obtenidos al diagndstico, tras quimioterapia de
induccion y en la recaida (Figura 46), al diagnéstico existe una alta
proporcién de pacientes en los que se detecta infiltracion de células
tumorales en MO y células circulantes en SP. La proporcién de células
positivas desciende de manera significativa tras la quimioterapia de
induccion y aumenta de nuevo a valores similares al diagnéstico en la
recaida.

En el caso de la SP, la frecuencia de casos positivos en la recaida para
todos los marcadores, es muy superior a la observada al diagnéstico.
Mientras que en las muestras de MO, los valores son similares para GD2,
MAGE-A3, TH y DCX detectados mediante QF.PCR. En el caso de MAGE-
Al y TH detectado por Southern blot, la frecuencia de casos positivos es
mayor en la recaida que en el diagnéstico.
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Figura 46: Frecuencias de casos positivos para la totalidad de marcadores
en MO y SP al diagnéstico, tras quimioterapia de induccion y en la recaida
(A). Evolucién de las tendencias de los marcadores en los tres momentos
estudiados en MO (B) y en SP (C).

11.3.1- Estudio de EMR en MO en la recaida en pacientes de alto
riesgo.

Para el estudio de EMR en la recaida se disponia de muestras de 37
pacientes. Los datos clinicos basicos de los mismos se muestran en la
Tabla 56.
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Tabla 56: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de MO utilizadas para la evaluacion del valor pronéstico de la expresién de
los diferentes marcadores de EMR en pacientes de alto riesgo en la recaida.

Estadio INSS
Caracteristicas 3 4 Total
n 4 33 37
Sexo
Nifio 4 22 26
Nifia 0 11 11
Amplificacion
MYCN
Amplificado 4 12 16
No Amplificado 0 18 18
No disponible 0 3 3
Edad al
diagndstico
>18 meses 4 30 34
<18 meses 0 3 3

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los andlisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 55. En este caso se decidié hacer el
andlisis en conjunto y separadamente sélo en el caso de los estadio 4, ya
que sélo se disponia de muestra de 3 casos de pacientes estadio 3.

Los p valores y los graficos de supervivencia obtenidos para el conjunto de
pacientes se muestran en la Tabla 57 y la Figura 47.

Tabla 57: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia para cada uno de los marcadores en MO de pacientes de alto
riesgo en la recaida.

Marcador P-valor (Log-Rank) |
Supervivencia
TH 0,088
MAGE-A1 0,420
MAGE-A3 0,489
QF-DCX 0,094
QF-TH 0,042*
QF-PCR (DCX+TH) 0,094
GD2 0,656
Cualquier Marcador 0,038*
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En este andlisis pudimos observar una asociacién estadisticamente
significativa entre la expresion de TH detectada mediante QF-PCR o la
expresién de cualquiera de los marcadores estudiados y la supervivencia de
los pacientes. En el caso de la expresion de TH detectada mediante
Southern blot y DCX, también se observa dicha asociacién no llegandose a
la significatividad. En ambos casos, dicha asociacién se daba con un peor
prondstico de la enfermedad.
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Figura 47: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en
MO en la recaida en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR (TH+DCX)
representa la combinacién de resultados obtenidos por QF-PCR para estos
marcadores. La Ultima curva representa la combinacion de los resultados de todos
los marcadores. La linea azul representa la ausencia de expresion del marcador y la
linea verde la expresion del mismo. El signo + representa los casos censurados.
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Seguidamente, se procedio al andlisis se supervivencia en los casos estadio
4 por separado. En este caso no pudimos observar ninguna asociacion
estadisticamente significativa entre la supervivencia y la expresion de
ninguno de los marcadores. En el caso de TH detectada mediante QF-PCR
o0 de cualquier marcador positivo, que en el andlisis de todos los datos
mostraron diferencias significativas, mostraron la misma tendencia sin
alcanzar la significatividad. Ambas curvas de supervivencia se muestran en
la Figura 48.
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Figura 48: Curvas de supervivencia obtenidas para TH detectado por QF-
PCR y para la combinacion de los resultados de todos los marcadores en
MO de pacientes estadio 4 en la recaida.
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11.3.2- Estudio de EMR en SP en la recaida en pacientes de alto riesgo.

Para el estudio de EMR en SP en la recaida se disponia de muestras de 28
pacientes. Los datos clinicos basicos de los mismos se muestran en la
Tabla 58.

Tabla 58: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de SP utilizadas, para la evaluacion del valor pronéstico de la expresién de
los diferentes marcadores de EMR en pacientes de alto riesgo en la recaida.

Estadio INSS
Caracteristicas 3 4 Total
n 3 25 28
Sexo
Nifio 3 17 20
Nifia 0 8 8
Amplificacion
MYCN
Amplificado 3 8 11
No Amplificado 0 14 14
No disponible 0 3 3
Edad al
diagndstico
>18 meses 3 24 27
<18 meses 0 1 1

Los resultados obtenidos que sirvieron de base para los analisis de
supervivencia se muestran en la Tabla 55. Se decidi6 hacer el analisis en
conjunto y separadamente solo en el caso de los estadio 4, ya que solo se
disponia de muestras de tres pacientes estadio 3.

Los p valores y los gréaficos de supervivencia obtenidos para el conjunto de
pacientes se muestran en la Tabla 59 y la Figura 49.
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Tabla 59: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia para cada uno de los marcadores en SP de pacientes de alto

riesgo en la recaida.

Marcador P-valor (Log-Rank) |
Supervivencia
TH 0,615
MAGE-Al 0,849
MAGE-A3 0,560
QF-DCX 0,728
QF-TH 0,389
QF-PCR (DCX+TH) 0,728
GD2 0,716
Cualquier Marcador 0,113

Como podemos observar en la tabla, no existen diferencias significativas
entre la expresién de los diferentes marcadores analizados en SP en la
recaida y la supervivencia en los pacientes analizados.

En los andlisis de supervivencia realizados separadamente para pacientes
estadio 4, tampoco observamos diferencias significativas entre la expresion
de los diferentes marcadores y la supervivencia.
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Figura 49: Curvas de supervivencia obtenidas para los diferentes marcadores en SP
en la recaida en pacientes de alto riesgo. La curva QF-PCR (TH+DCX) representa la
combinacion de resultados obtenidos por QF-PCR para estos marcadores. La Ultima
curva representa la combinacion de los resultados de todos los marcadores. La linea
azul representa la ausencia de expresion del marcador y la linea verde la expresion
del mismo. El signo + representa los casos censurados.
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11.4.- Deteccion de células tumorales en Aféresis.

Uno de los posibles problemas en el tratamiento de pacientes de alto riesgo
es la reinfusion de células tumorales presentes en los productos de
leucaféresis en el trasplante autdlogo. Para valorar esta posibilidad
planteamos incluir en el estudio de EMR este tipo de muestras y analizarlas
con la misma metodologia aplicada en todo el proyecto.

A lo largo del estudio se procesaron 61 aféresis de 41 pacientes diferentes.
Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la Tabla 60.

Tabla 60: Distribucion y principales caracteristicas de la serie de muestras
de AF de pacientes de alto riesgo en las que se estudié la presencia de
células tumorales.

Estadio INSS
Caracteristicas 2 3 4 Total
n 1 1 39 41
Sexo
Nifio 0 1 22 23
Nifia 1 0 17 18
Amplificacién
MYCN
Amplificado 0 1 15 16
No Amplificado 1 0 22 23
No disponible 0 0 2 2
Edad al
diagnostico
>18 meses 1 1 31 33
<18 meses 0 0 8 8

Solo ocho muestras de siete pacientes diferentes resultaron positivas para
al menos uno de los marcadores estudiados. En la Tabla 5.10.4.2 se
muestran dichos resultados.
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Tabla 61: Resultados obtenidos en las ocho muestras de aféresis que
resultaron positivas para al menos uno de los marcadores de EMR
analizados.

CODIGO MUESTRA ESTADIO TH MAGE1 MAGE3 QF-DCX QF-TH ANTIGD2

TI1-132 AF1 4 0 1 0

TI-169 AF2 4 0 0 1

TI-244 AF1 4 0 0 0 1
TI1-284 AF1 4 0 0 0 1
TI-284 AF2 4 0 0 0 1
TI-285 AF1 4 0 0 0 0 1 0
TI-391 AF1 4 1 1 1 1 1

T1-460 AF1 4 0 1 0

Del total de los 41 pacientes, un 63,4% sufrieron una recaida y un 53,6%
fallecieron. En aquellos en los que al menos uno de los marcadores de EMR
fue positivo en las aféresis, el porcentaje de recaidas fue de
aproximadamente un 60% y el de fallecimientos del 62%. Aunque las
diferencias entre los dos grupos (vivos vs fallecidos) son pequefias, se
realiz6 una comparacion entre ellos mediante el test exacto de Fisher no
observandose diferencias significativas.

Al observar estos datos, y aunque el nUmero de pacientes estudiados para
cada marcador era pequefio decidimos hacer un analisis de supervivencia y
de SLE en los 41 pacientes de los que disponiamos muestra. Los p valores
obtenidos se muestran en la Tabla 62.

Tabla 62: Valores de significatividad obtenidos en los analisis de
supervivencia para cada uno de los marcadores en AF de pacientes de alto
riesgo.

P-valor (Log-Rank)
Marcador Supervivencia Supervivencia Libre
de Eventos

TH 0.013* 0.000**
MAGE-A1 0.220 0.116
MAGE-A3 0.010* 0.002*
QF-DCX 0.786 0.951
QF-TH 0.003* 0.000**
QF-PCR (DCX+TH) 0.285 0.501
GD2 0.710 0.837
TH (Southern+QF-PCR) 0.010* 0.002*
Cualquier Marcador 0.258 0.440
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En este caso se observaron diferencias significativas tanto en la
supervivencia como en la supervivencia libre de eventos en aquellos
pacientes que fueron positivos para TH y MAGE-A3. La presencia de
células tumorales detectadas mediante estos marcadores, resulté ser un
factor de prondstico adverso para la enfermedad. En el resto de
marcadores, no se observaron diferencias significativas entre la deteccion
de los mismos y la supervivencia y SLE. En el caso de TH, se observo este
fendmeno tanto en los casos estudiados mediante PCR/Southern como en
los estudiados mediante QF-PCR. Ademas, al disponer de pocos datos, se
combinaron todos los datos obtenidos con ambas técnicas para este
marcador y se comprobd que el valor predictivo no cambiaba. El pequefio
namero de muestras nos obligaria a ampliar la serie para poder corroborar
los datos obtenidos. Los graficos de supervivencia y SLE de los marcadores
que fueron significativos se muestran en la Figura 50.

e e 5

0.0

TH (Southern + QF-PCR)

1.0

0.0

H E s 10

Supervivencia Afios

p=0,010

MAGE-A3
T 3 )

Supervivencia Afios

. p=0,010 o

0.0

p=0,002

TH (Southern + QF-PCR)

0.8

0.4

0.0

H E ) 10

Supervivencia Libre de Eventos Afios

p=0,002

o

MAGE-A3
4' ‘ 5 10

Supervivencia Libre de Eventos Afios

Figura 50: Curvas de supervivencia y supervivencia libre de eventos
obtenidas para los TH y MAGE-A3 en aféresis de pacientes de alto riesgo.
La linea azul representa la ausencia de expresion del marcador y la linea
verde la expresién del mismo. El signo + representa los casos censurados.
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VI.- Discusién
1.- Validacion de los marcadores para el estudio de EMR

El neuroblastoma es el tumor sdlido extracraneal méas frecuente de la
infancia y supone alrededor del 10% de la totalidad de los tumores en nifios.
El desarrollo del mismo implica tanto factores embrionarios como
tumorogénicos, este hecho hace que el tumor sea altamente heterogéneo
tanto clinica como biolégicamente. El neuroblastoma se origina a partir de
las células de la cresta neural cuyo destino normal es el desarrollo del
sistema nervioso simpatico (Brodeur, 2003). A lo largo de los afios se han
establecido diferentes factores pronésticos de la enfermedad, como la edad
al diagnostico, el estadiaje INSS, la histologia del tumor o las caracteristicas
genéticas y gendmicas del mismo (Maris, 2005). A pesar de la disponibilidad
de un gran abanico de marcadores clinicos y biol6gicos utilizados como
factores prondstico y el uso se terapias multimodales, los resultados en
estos pacientes siguen sin ser oOptimos. Debido a ello, en las Ultimas
décadas se han dedicado grandes esfuerzos tanto en la blsqueda de
nuevos factores pronéstico como en la optimizacion de terapias
individualizadas mas efectivas.

Desde el descubrimiento hace 25 afios de células circulantes en sangre
periférica de neuroblastoma en la mayoria de pacientes con enfermedad
diseminada (Moss et al, 1990-A), se han dedicado muchos esfuerzos al
desarrollo y validacién de nuevos métodos y marcadores para la deteccion
de la enfermedad minima residual en los mismos. Aproximadamente un
40% de los casos considerados de alto riesgo presentan diseminacion en
médula 6sea, nédulos linfaticos, higado u otros 6rganos. En pacientes
mayores de un afio, la presencia de células tumorales en médula 6sea es
un indicador de pronéstico adverso de la enfermedad, implicando la
aplicacién de pautas de tratamiento de alto riesgo (Hartmann et al., 1999; Cotterill
et al, 2000). Cualquier metodologia utilizada para la deteccion de EMR en
médula dsea requiere al menos una sensibilidad del 0,1% (Cheung et al., 1997-
A; Mehes el at, 2003). Alrededor de este punto, se han desarrollado varias
técnicas para la monitorizacion de la enfermedad diseminada entre las que
se encuentra la QF-PCR, la inmunocitologia o la citometria de flujo.

El marcador ideal para la deteccion de EMR ha de cumplir una serie de
caracteristicas entre las que estan la ausencia de expresion en tejidos
normales (en este caso especialmente en MO, SP y AF). El antigeno GD2,
detectado mediante inmunocitologia, es un marcador altamente especifico,
pero se ha detectado expresién del mismo en células normales (Martinez el al.,
2007). En este caso, el andlisis citogenético de las células positivas o la
morfologia de las mismas incrementa significativamente la especificidad
(Mehes et al., 2001-B; Swerts et al., 2005). Por otra parte, se han propuesto
multitud de dianas detectadas mediante QF-PCR, entre ellas estan TH, GD2
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sintasa, GAGE, MAGE, etc., pero en algunos casos se ha descrito
expresion residual de los mismos, en células no tumorales de los tejidos de
interés (Cheung et al., 1997-B; Cheung et al., 1998; Hoon et al., 2001; Viprey et al., 2007).
La presencia de expresion residual de los marcadores en MO, SP o AF
limita la sensibilidad y especificidad de la deteccion de EMR mediante estos
métodos.

Estos antecedentes nos motivaron al desarrollo de la primera parte del
presente trabajo, que consiste en la busqueda de nuevos marcadores
especificos de EMR en neuroblastoma y a la validacion de los mismos junto
a marcadores previamente descritos que pretendiamos utilizar.

1.1.- Descripcion de DCX como marcador de EMR en neuroblastoma.

Como hemos comentado anteriormente, en el caso del neuroblastoma
existe una alta heterogeneidad tumoral. La utilizaciéon de varios marcadores
nos permitiria, en cierta manera, salvar el escollo de la heterogeneidad de
las células metastaticas derivadas del tumor primario y asi aumentar la
probabilidad de deteccion de las mismas por cualquiera de los marcadores
estudiados. Este hecho nos permitiria aumentar la especificidad y la
sensibilidad en la deteccion de enfermedad minima en sangre periférica,
médula 6ésea o productos de aféresis.

La aproximacion que nos propusimos en un primer momento fue la
busqueda de nuevos marcadores mediante estudios de expresion
diferencial entre muestras que habian resultado negativas para los estudios
de EMR y muestras positivas. La complejidad de la técnica y la poca
probabilidad a priori de obtener resultados positivos, nos decantaron por
cambiar dicha estrategia. La nueva aproximacién consistié en la busqueda
in silico de nuevos marcadores que cumplieran una serie de condiciones.
Las condiciones basicas que debian cumplir eran las planteadas
anteriormente y el tener un patrén de expresién especifico de células
nerviosas en migracion.

Las busquedas en fuentes bibliograficas, junto a la experiencia del Dr.
Martinez, codirector del presente trabajo, en el estudio mutacional del gen
DCX, nos llevé a iniciar el analisis y la validacién de la expresion del mismo
como posible marcador de EMR en neuroblastoma.

Mutaciones en el gen DCX provocan lisencefalia ligada al X en varones y
heterotopia laminar cortical en mujeres. La inactivacion del cromosoma X
implica una compensacion de dosis en mujeres con mutaciones en el gen,
siendo el resultado un mosaicismo funcional celular. De esta manera existen
dos poblaciones de neuronas las que expresan el alelo mutado y las que
expresan el alelo normal. Las mujeres que presentan un mosaico debido a
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la inactivaciébn, muestran un rango variable de fenotipos en el
neurodesarrollo dependiendo del grado de expresion del alelo mutado
(Gleeson et al., 1999; Guerrini et al., 2003).

El gen de la doblecortina se localiza en Xq22.3-g23. Codifica para una
proteina asociada a microtibulos que favorece la nucleacién, el ensamblaje
y la estabilidad de los profilamentos de microtibulos. Muestra una expresion
especifica en neuronas en migracion del sistema nervioso central y
periférico. Su expresion es necesaria para la migracion neuronal en el
coértex, y estd probablemente implicada en la regulacion dinamica de la
morfologia de las neuronas en migracion (Gleeson et al., 1999; Lo Turco, 2004;
Tanaka et al, 2004). Pertenece a una superfamilia de proteinas que se
caracterizan por la existencia de uno o dos dominios conservados tipo DCX.
DCX interacciona fisicamente con LIS1, in vitro se ha demostrado que
ambas proteinas promueven la polimerizacién de la tubulina de forma
aditiva. Ademas, DCX esta implicado en la regulacion del citoesqueleto de
actina de forma directa e indirecta. También participa en la regulacion de la
proliferacion de las neuronas en el desarrollo del cerebro junto a LIS1. En
modelos animales en los que se han combinado la haploinsufieciencia de
LIS1 y la total supresion de DCX existe un defecto muy severo de la
migracion y la proliferacién neuronal, ya observada en los mutantes de
ambos genes por separado (Pramparo et al., 2011). Ademas, DCX juega un
papel importante en la migracion de neuronas en el raton adulto al bulbo
olfativo (Rakic, 1974).

Por otra parte, Messi y colaboradores en 2008 (Messi et al., 2008), estudiaron
la expresibn de DCX en células en cultivo de la linea celular de
neuroblastoma SK-N-SH. Dicha linea celular posee tres tipos celulares con
morfologia diferente, distinguibles mediante microscopia de contraste de
fases y caracteristicas funcionales también diferentes. En los experimentos
realizados, demostraron que existe una expresion diferencial de DCX en los
diferentes subtipos celulares de la linea celular. DCX se expresa de manera
exclusiva en las células que presentan una alta motilidad y poder invasivo.
Estos datos sugieren que la deteccién de DCX en células tumorales de
pacientes con NB previo a tratamiento o tras diferentes fases del mismo
podria sefialar un conjunto de tumores con mayor agresividad y también
podria predecir la recaida tras el tratamiento.

Esta serie de evidencias, las ya existentes en el momento en el que se
propuso el marcador junto con las que se han ido acumulando
posteriormente, respaldan la propuesta de la utilizacion de la expresion de
DCX como marcador de EMR en neuroblastoma.
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1.2.- Especificidad de los marcadores

Un primer paso antes de la utilizacién de cualquier marcador para el estudio
de EMR es la validacion de la especificidad del mismo. Este tipo de
validaciones son preceptivas en cualquier estudio similar, tanto si se van a
utilizar marcadores nuevos, como marcadores ya descritos.

Stutterheim y colaboradores propusieron a PHOX2B como posible marcador
de EMR en neuroblastoma. Estudiaron 35 MO, 37 SP y 24 AF de individuos
sanos mediante QF-PCR y no detectan la expresion del mismo en ninguna
de las muestras. De esta manera concluyeron que cualquier expresion de
PHOX2B en muestras de pacientes indicaria que la muestra es positiva
(Stutterheim et al., 2008).

Estos mismos autores, en una publicacién posterior en 2009, realizan una
validacion de un panel de 33 genes. En este caso descartan los marcadores
que muestran tasas elevadas de expresion en las muestras control y eligen
aguellos que presentan bajas o nulas tasas de expresion en estas muestras.
Al final se quedan con 10 potenciales marcadores (PHOX2B, TH, DDC,
DBH, CHRNA3, GAP43, SNAP91, STNM2, STNM4, CHGB y BAGALNT1)
para ser sometidos al resto de validaciones (Stutterheim et al., 2009).

Cheung vy colaboradores realizan experimentos similares con los
marcadores BAGALNT1, PHOX2B, CCND1 y ISL1 utilizando como criterio
de muestra positiva aquella que superara el umbral de expresion de
cualquiera los marcadores en muestras normales, definida como la media
mas dos desviaciones estéandar de los niveles detectados en MO o SP de
donantes sanos (Cheung et al., 2015).

Los resultados observados en los ejemplos anteriores, como en los de otros
muchos estudios publicados, demuestran la utilidad de este tipo de
ensayos, tanto para la definicion de posibles nuevas dianas como para la
determinacion de los umbrales de expresion residuales en tejidos normales.
La ausencia total de expresibn mostrada en alguno de ellos, como la
presencia de niveles bajos de expresion, condiciona la interpretacion de los
resultados obtenidos en muestras de pacientes.

Por otra parte, diversos aspectos técnicos como la falta de homogeneidad
en la cantidad de RNA de partida, el proceso de retrotranscripcion, los
oligonucleotidos utilizados en la amplificacion mediante PCR e incluso el
equipo utilizado condicionan la especificidad e incluso la sensibilidad de
este tipo de experimentos. Todo ello hace imprescindible este tipo de
validaciones en cada uno de los laboratorios que realizan estos ensayos.

En nuestro caso, se utilizaron muestras de sangre periférica y médula 6sea
de donantes sanos (sin ninguna patologia relacionada con procesos
oncoldgicos) y las sometimos a las técnicas utilizadas en las diferentes

214



Discusién

fases del trabajo (RT-PCR/Southern Blot o RT-PCR/QF-PCR). En el caso de
MAGE-A1, MAGE-A3 y TH estudiados mediante Southern blot no se detecté
la expresion de ninguno de ellos en las muestras control. EI mismo
resultado lo obtuvimos en el estudio de DCX y TH mediante QF-PCR. Estos
resultados nos permiten considerar como muestras positivas, todas aquellas
muestras de los pacientes en las que se observe expresion de cualquiera de
ellos.

En el caso de la deteccion de la expresion de los genes de la familia GAGE,
el resultado mostré la expresién en 20 de las 35 muestras de sangre
periférica estudiadas (59%) de controles sanos. Este alto porcentaje de
muestras control positivas era totalmente discordante con los datos
publicados previamente, lo que nos hizo profundizar en la posible causa del
mismo. Dichos resultados los discutiremos en un apartado posterior.

1.3.- Expresion de los marcadores en tejido tumoral

Uno de los requisitos importantes que debe cumplir cualquier marcador
utilizado en el rastreo de EMR es tener un nivel y una frecuencia elevada de
expresién en tumor primario. Estas caracteristicas nos garantizan el poder
detectar, en una alta proporcion de los casos, las células metastaticas
procedentes del tumor en tejidos periféricos. Bajas frecuencias de
expresion, restringen Unicamente la utilizacion de los marcadores a un
limitado nimero de casos, aquellos en los que el tumor primario expresara
dicho marcador. Esta circunstancia hace que la aplicacion de un marcador
esté condicionada al estudio previo de su tumor primario. En nuestro caso,
este estudio no hubiera sido posible en la mayoria de los casos. De la
misma manera, un bajo nivel de expresién condiciona la sensibilidad
deseada de este tipo de andlisis.

En este apartado estudiamos la frecuencia y el nivel de expresion en los
tumores de NB disponibles. Los resultados se pueden observar en la Figura
24. DCX y TH mostraron expresién en la practica totalidad de los tumores,
98% y 95% respectivamente. En el caso de MAGE-A3 la frecuencia de
deteccion fue del 55% seguida de GAGE del 54% y MAGE-A1 del 43%.

Los niveles de expresién se midieron de diferentes maneras en funcion de
la técnica utilizada para el estudio de cada marcador. En los casos
estudiados mediante Southern Blot (MAGE-Al, MAGE-A3 y GAGE), se
realizaron diluciones seriadas de los productos de PCR obtenidos a partir de
tumor primario, llegando a detectar diluciones 1/10.000. Por otra parte en el
caso de la QF-PCR (TH y DCX) se midieron los niveles de expresion de
cada marcador frente a un gen de expresiéon constitutiva (GAPD), dando
como resultado niveles de expresion similares o superiores a GAPD,
demostrando altas tasas de expresion de ambos.
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La frecuencia de expresion de los marcadores que presentamos en tumores
primarios de neuroblastoma, a excepcién de DCX, ya habia sido descrita
previamente. En el caso de MAGE-A1 los datos obtenidos por otros grupos
oscilaban entre el 44-66% (Cheung et al., 1998; Soling et al., 1999; Brichard and
Godechal, 2013). Para MAGE-A3 los porcentajes se encuentraban entre el 33-
76% (Cheung et al., 1998; Soling et al., 1999; Brichard and Godechal, 2013). En el caso
de GAGE la frecuencia descrita era del 82% (Cheung et al, 1997-B).
Finalmente, en el caso de TH, existe una alta coincidencia de los grupos en
gue la frecuencia de expresién en tumor primario es de alrededor del 98%
(Naito et al., 1991; Burchill et al., 1994).

Los resultados obtenidos en nuestra serie son totalmente concordantes a
los obtenidos previamente por otros grupos a excepcion de GAGE en el que
si que existe una marcada diferencia del 82% descrito al 54% obtenido en
nuestro caso. Dicho resultado se podria explicar por las diferencias
metodoldgicas ya que los oligonucleoétidos utilizados para la amplificacion de
la familia génica fueron diferentes, o por el nimero limitado de tumores que
se utiliz6 en ambos casos.

Estos datos confirman que TH haya sido durante muchos afios el marcador
mayormente utilizado en la deteccién de EMR en neuroblastoma mediante
RT-PCR. La justificacion utilizada por la mayoria de los grupos para la
utilizacion de marcadores como MAGE-A1 o MAGE-AS3, que se expresan en
una limitada proporcion de tumores, es salvar la heterogeneidad tumoral,
mismo razonamiento al planteado por nuestro grupo para realizar la
busqueda de nuevos marcadores.

El analisis de todos los datos obtenidos nos lleva a proponer como
marcadores Optimos para el estudio de EMR en neuroblastoma TH y DCX
por los siguientes motivos:

- No se ha observado expresion residual de los mismos en
muestras de SP y MO de individuos sanos.

- Se ha detectado expresion en la préactica totalidad de los
tumores primarios de neuroblastoma estudiados.

- Los niveles de expresion de ambos en tumor primario son
elevados.

No obstante, aunque el resto de marcadores no parecian ser optimos tras
los ensayos de validacion, seguimos adelante con su estudio. En el caso de
GAGE, para esclarecer la posible utilidad del mismo en este tipo de
estudios, dadas las discordancias entre nuestros resultados y los publicados
y en el caso de los genes de la familia MAGE-A, por el posible valor
prondstico de la deteccion de su expresion.
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Por otra parte, DCX resulté especialmente interesante porque ademas de
ser un marcador nuevo, propuesto por nuestro grupo, podria tener una
posible utilidad como factor pronéstico al expresarse en células con alta
motilidad y gran poder invasivo en la linea celular de NB SK-N-SH.

2.- Exclusién de la expresion de los genes GAGE como marcadores de
EMR en neuroblastoma

Al observar la alta tasa de expresion de GAGE en las muestras de SP
procedentes de individuos sanos y que en las publicaciones previas
existentes sélo referian un falso positivo en una muestra de un control de
sangre periférica (Cheung et al., 1998), se decidio profundizar alrededor de este
hallazgo con el fin de cuestionar la posible utilidad del estudio de la
expresion de los genes de esta familia como marcadores de EMR.

Van der Eyden estudio la expresién de los genes familia GAGE (GAGE-1 a
GAGE-6) en diferentes tejidos normales y tejidos tumorales (Van der Eyden et
al., 1995). Sus resultados demostraron la ausencia de expresion en tejidos
normales excepto en testiculo, sin embargo, pudo observar que en una gran
variedad de tumores de diferentes tipos histolégicos (melanoma, sarcomas,
carcinoma de pulmén de células grandes, tumores de cabeza y cuello, etc.)
se expresaba al menos en uno de ellos.

Asumiendo que la expresion de estos genes parecia ser especifica de
tumores, Cheung y colaboradores propusieron el uso del estudio de la
expresion de los antigenos de la familia GAGE como potenciales
marcadores en el estudio de la EMR en neuroblastoma (Cheung and Cheung,
1997-B). En este trabajo estudiaron 9 muestras de MO de voluntarios sanos y
no observaron expresion en ninguna de ellas. Sin embargo, en un trabajo
posterior, el mismo grupo estudié 17 MO y 17 SP de donantes sanos,
detectando expresion de GAGE en una de las sangres periféricas (Cheung et
al., 1998). En este caso midieron la expresion Unicamente de los miembros
de la familia GAGE-1, GAGE-2 y GAGE-8. En el momento de la descripcion
de estos hallazgos, no existian méas series de muestras de donantes sanos
estudiadas para la expresion de estos genes.

En vista de los datos publicados altamente discordantes con los resultados
preliminares obtenidos con nuestra serie de muestras de SP de donantes
sanos (20 muestras positivas de un total de 35 sangres estudiadas,
estudiando de forma simultanea la expresion de todos los miembros de la
familia), decidimos profundizar en estos hallazgos, con el fin de defender o
rechazar la posible utilidad del estudio de la expresion de estos genes en
muestras de SP o MO de pacientes con NB con el fin de detectar
enfermedad residual.
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Las discrepancias observadas con las publicaciones previas podrian
explicarse en parte por las diferencias en el disefio experimental. En el caso
del grupo de Cheung, el estudio se restringia a 3 miembros de la familia
(GAGE-1, -2 y -8), mientras que el disefio realizado por nuestro grupo
permitia estudiar la expresion de todos los genes de la familia GAGE
simultaneamente. Ante estos hallazgos, disefiamos oligonucleétidos para el
estudio por separado de estos tres miembros de la familia y asi poder
comparar nuestros resultados con los publicados previamente. Si
observamos la Tabla 5.3 de los resultados, en este caso pudimos observar
que 10 de las 35 muestras (29%) de SP de voluntarios sanos estudiados
resultaron ser positivas.

Por otra parte, las diferencias en la metodologia de deteccion aplicada,
también podrian explicar las diferencias observadas, ya que conseguimos
una mayor sensibilidad que la descrita por el grupo de Cheung. En nuestro
caso utilizamos oligonucle6tidos mas largos, un mayor nimero de ciclos de
PCR vy transferimos los productos de PCR a una membrana de niléon
mediante Southern blot y los hibridamos posteriormente con una sonda
marcada  con digoxigenina  detectando la  senfal mediante
inmunofluorescencia. La sensibilidad conseguida por el grupo de Cheung
era inferior que en nuestro caso que conseguimos detectar hasta diluciones
1/10.000 de productos de PCR a partir de células de una linea celular o de
tumor primario. En este sentido, en nuestro caso, en 2 de los 35 controles
estudiados ya conseguimos observar la expresion de GAGE directamente
en el gel de agarosa, esta proporcion seria concordante con la publicada
previamente.

También se han descrito bajas tasas de expresiéon de otros antigenos
especificos de cancer y de testiculo (CT15, CT16 y NY-ESO-1) en células
normales no gametogénicas. Este hecho demuestra que la expresion de los
mismos no esta siempre restringida a tejido normal testicular. Por lo tanto, el
aumento de la sensibilidad de las técnicas compromete su posible
utilizacion como marcador de EMR en neuroblastoma u otros tumores
sélidos.

La expresion observada en una proporcion importante de muestras de
donantes sanos estudiados, junto con los resultados obtenidos en las
diferentes muestras y grupos de pacientes con NB estudiados nos hace
concluir que los genes de la familia GAGE no son Utiles para el estudio de
EMR en neuroblastoma.

3.- Validacion de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real de GAPD, TH y
DCX.

Tras la adquisicion de un equipo de PCR cuantitativa en tiempo real, nos
replanteamos la metodologia de deteccion de EMR. El analisis preliminar de
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los datos obtenidos, algunos ya discutidos anteriormente, nos hizo decidir
continuar y centrar el estudio a partir de ese momento en dos de las dianas:
TH que habia demostrado ser el marcador mas eficiente hasta el momento
(Burchill et al., 1994, Miyajima et al., 1995; Miyajima et al., 1996; Kuroda et al., 1997, Trager
et al., 2003; Burchill., 2004; Stutterheim et al., 2008; Stutterheim et al., 2009) y DCX,
nuevo marcador propuesto por nuestro grupo que cumplia los requisitos
para ser un buen marcador de células tumorales circulantes en
neuroblastoma.

La QF-PCR presenta una serie de ventajas ante otros métodos. Una mayor
sensibilidad frente a las citologias (sensibilidad de deteccién de 1 célula
tumoral entre 10.000 células normales) (Cheung et al., 1997-A; Mehes et al., 2003),
o la inmunocitologia con GD2 en MO (sensibilidad 1 célula tumoral en
100.000 células normales) (Swerts et al, 2005). La sensibilidad descrita
alcanzada en el caso de la QF-PCR es la posibilidad de detectar una célula
tumoral entre un millén de células normales (Viprey et al., 2007). Por otra parte,
se trataba de una técnica menos laboriosa y mas barata. No necesita de
técnicas de post procesado de la muestra tras la PCR para la deteccion de
los productos de la misma, evitando la utilizacion de productos
contaminantes como el bromuro de etidio o la formamida y disminuyendo de
forma importante el tiempo de obtenciébn de los resultados. Ademas
disminuye de forma significativa el riesgo de contaminacion debido a que la
amplificacion y el proceso de deteccion concurren de forma simultanea y
cerrada en el termociclador.

Al tratarse de un método cuantitativo, realizamos un andlisis de validacion.
Se realiz6 una amplificacién de los dos marcadores (TH, DCX) y un gen de
expresién constitutiva (GAPD) utilizando diluciones seriadas (1 a 1/100000)
de un cDNA tumoral. Los resultados obtenidos nos permitieron calcular el
coeficiente de correlacion de la curva patrén, que en los tres casos fue
cercano a 1. Este dato nos indica que el disefio de la PCR es cuantitativa en
todo el rango estudiado y que por lo tanto el comportamiento es
independiente a la cantidad de cDNA molde de partida. Por otra parte se
calculé la pendiente, este dato esta relacionado con la eficiencia, en los tres
casos la misma mostrd estar proxima al 100%. Por dltimo se calculé la
interseccion con el eje de la Y, mostrando los tres la misma sensibilidad.
Los parametros obtenidos fueron 6ptimos segun los estandares de calidad
sugeridos por la casa comercial proveedora del termociclador, las sondas,
oligonucledtidos y el resto de reactivos utilizados (Applied Biosystems).

Finalmente, se analizo la variabilidad observada entre las réplicas con el fin
de evaluar la amplificaciéon independiente entre los tubos en los tres
marcadores, ademéas de evaluar los posibles errores de pipeteo. La
variabilidad entre los valores de ACT fue de 0,1, lo que confirmd que la
técnica disefiada muestra una alta precision y reproducibilidad.
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Ademas de estos experimentos, se aproveché la participacién de nuestro
grupo de investigaciéon en el Grupo de Trabajo SIOPEN para la
estandarizacion de procedimientos en el estudio de enfermedad minima
residual en neuroblastoma para el analisis de la sensibilidad de la
metodologia utilizada (Viprey et al, 2007). Resumidamente, se analizaron
muestras de sangre periférica de donantes sanos a las que se afadié
diferentes numeros de células tumorales de la linea celular de
neuroblastoma IMR-32 o las mismas muestras a las que se les afadio
cantidades crecientes de RNA procedente de la misma linea celular. Los
resultados obtenidos en dichos experimentos (no mostrados en la presente
tesis) permitieron demostrar que la metodologia disefiada permite la
deteccién de 1-10 células tumorales en un pool de 10° células normales.

Los resultados obtenidos nos garantizan la fiabilidad de la cuantificacion de
los transcritos, la reproducibilidad y la sensibilidad de la técnica. Por otra
parte, el comportamiento similar entre los marcadores nos permite la
comparacién de los valores obtenidos en la cuantificacion de forma
altamente fiable. En resumen, se trata de una metodologia adecuada para
la obtencidn de datos robustos en las muestras biolégicas de los pacientes
con neuroblastoma.

4.- Comparacion de los estudios de expresion realizados para TH,
mediante Southern Blot y QF-PCR.

El desarrollo de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real aumenta el alcance y
el potencial para la monitorizacién de la enfermedad minima residual,
dotandonos de la posibilidad de disponer de andlisis cuantitativos, una
sensibilidad superior y una interpretacion mas objetiva. Ademas dada su
mayor sencillez a nivel técnico, nos permite disponer de una herramienta de
alto rendimiento debido a la eliminacién de todos los pasos post PCR y la
posibilidad de realizar una la cuantificacion precisa de uno o varios
marcadores en multitud de muestras clinicas. Una de las desventajas es
que no permite la cuantificacién exacta del nimero células tumorales en la
muestra estudiada debido a que el nivel de expresién del mRNA de cada
marcador varia en las diferentes muestras e incluso células (Beiske et al.,
2009).

En la bibliografia consultada al inicio del estudio, existian diferentes
aproximaciones técnicas para el estudio de la EMR, algunas de ellas se
basaban en una Unica ronda de PCR y deteccion de la sefial en geles de
agarosa (Burchill et al.,1994; Corrias et al., 2004), la deteccion de los productos de
PCR amplificados en geles de agarosa tras dos rondas de amplificacion
(PCR anidada) (Shono et al, 2000; Fukuda et al, 2001) o la amplificacion
mediante una ronda de PCR y la posterior deteccibn mediante la técnica de
Southern blot (Cheung et al., 1997-B; Scarcella et al., 1999).
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Por otra parte, todos los grupos en publicaciones posteriores adoptaban la
técnica de QF-PCR (Cheung et al., 2006; Cheung et al., 2007; Viprey et al., 2007),
justificada por todas las ventajas que hemos mencionado anteriormente, sin
embargo, en ninguno de los casos se describian las diferencias en cuanto a
los resultados obtenidos con ambas aproximaciones.

Esta circunstancia y la de disponer de un numero elevado de casos
apareados estudiados mediante RT-PCR/Southern blot y QF-PCR nos
permitié realizar un andlisis comparativo de los datos existentes.

Tanto el analisis simultaneo de la totalidad de las muestras, como el analisis
por separado segun el tipo de muestra analizada, permitieron concluir que
existe una alta correlacién en la deteccion de TH mediante ambas técnicas.
La coincidencia global fue del 87% (Tabla 13), siendo del 83% en MO, del
88% en SP, del 96% en AF y del 100% en T (Tabla 14).

Pudimos observar 96 muestras en las que la QF-PCR fue positiva y la RT-
PCR/Southern negativa y el caso contrario s6lo se dio en 23. La proporcién
de discrepancia fue muy similar en SP y en MO. Esta aparente
contradiccion en 23 muestras que habian sido positivas en el estudio por
RT-PCR/Southern resultaron negativas en el estudio posterior por QF-PCR
se puede explicar porque en todos los casos se trataba de muestras
historicas que no se habian estudiado de manera simultanea. El estudio de
QF-PCR se realiz6 de manera retrospectiva por lo que el resultado se pudo
ver influido por la fragilidad de las muestras de cDNA. En el caso de las
muestras histéricas, habian pasado varias veces por ciclos de congelacion
descongelacion para el andlisis de los diferentes marcadores y de todas las
pruebas realizadas a lo largo de la tesis. Por lo tanto, en este tipo de
trabajos, la fiabilidad de los estudios de EMR va a depender mucho de la
integridad de las muestras y de su correcta utilizaciéon y conservacion.

Por otra parte, se analizaron los valores de ACT observados en las
muestras positivas mediante QF-PCR y negativas mediante Southern blot.
Los resultados de dicho analisis demostraron que se trataba de muestras en
las que se habian detectado valores muy bajos de expresién de TH,
demostrando una mayor sensibilidad de la QF-PCR.

Finalmente los resultados positivos de PCR cuantitativa se clasificaron en
tres grupos en funcion del resultado de la RT-PCR/Southern. Un primer
grupo si la expresion de los marcadores era evidente en la electroforesis en
el gel de agarosa, asignandole un nivel de expresion 2, un segundo grupo
en aquellos casos donde solo se observaba tras el Southern se le asigné un
valor 1 y un tercer grupo para aquellos en los que no se observé expresion
se les asigné el valor 0 (Figura 26). Los resultados permitieron observar
diferencias en las medianas de los tres grupos aunque los rangos de
valores fueron solapantes. La mayoria de las muestras que habian sido
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negativas por Southern Blot, tenian valores de 2*°" que indican unos

niveles de expresion muy bajos, mientras que la mayoria de las muestras a
las que se habia asignado un nivel 2 de expresion en la RT-PCR/Southern,
mostraron niveles de 22T tipicos de una expresion elevada.

En conclusién, la QF-PCR ha demostrado una mayor sensibilidad en la
deteccion de la expresion de TH a la obtenida mediante RT-PCR/Southern,
siendo la primera aproximacion la técnica optima para la deteccién de EMR
en neuroblastoma.

5.- Comparacién de los estudios de expresién realizados mediante RT-
PCR cuantitativa en tiempo real para la expresién de THy DCX.

Numerosos investigadores han utilizado la QF-PCR como herramienta de
estudio de EMR en diferentes tipos de tumores. La mayor especificidad en
este tipo de analisis se consigue cuando la diana de estudio es especifica
del tumor, un ejemplo lo encontramos en la deteccion del reordenamiento
EWS-ETS mediante la deteccion del transcrito quimera especifico en los
tumores de la familia del Sarcoma de Ewing. Sin embargo, en muchos
tumores, incluyendo el neuroblastoma, no se han descrito marcadores
especificos del tumor, lo que ha supuesto la utilizacion de marcadores
especificos de tejido. Esta aproximacion supone la identificacion de dianas
especificas del tumor que no se encuentren en los tejidos estudiados para la
deteccion de la enfermedad residual (Beiske et al., 2005).

Las células de los tumores de neuroblastoma son secretoras de
catecolaminas, en consecuencia, el primer enzima de la ruta de la sintesis
de las mismas, la Tirosina Hidroxilasa (TH), ha sido ampliamente estudiada
para la deteccion de células tumorales mediante RT-PCR (Burchill, 2004).
Multitud de marcadores han sido descritos con el mismo objetivo. Un
ejemplo es GD2 sintasa, que es un antigeno que se expresa de forma
ubicua y de forma permanente y abundante en neuroblastoma (Cheung et al.,
2001-A).

La detecciébn de TH mediante QF-PCR ha permitido la detecciéon de
enfermedad residual con significado clinico y con una alta sensibilidad y
especificidad comparada con los métodos microscépicos convencionales.
Sin embargo, no en todos los casos permite la deteccion de células
tumorales en MO o SP en nifios con enfermedad avanzada. Este hecho se
ha interpretado como un falso negativo. La aparente ausencia de células
tumorales en estas muestras puede ser debida a la propia heterogeneidad
del tumor, la dilucién de las células tumorales en el conjunto de células
normales del tejido o a posibles problemas técnicos. Ademas en muchos
tumores se ha demostrado que existen diferencias en los niveles de
expresion de los diferentes marcadores analizados, lo que sugiere que la
deteccion de células tumorales mediante RT-PCR se debe realizar mediante
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la utilizacibn de mudltiples marcadores (Stutterheim et al, 2008). Esta
aproximacion permite sefialar como resultado positivo la deteccion de la
expresién de cualquiera de ellos, interpretandose finalmente como
infiltracion de células tumorales.

En este sentido, nuestro grupo propuso el estudio simultdneo de TH y DCX
como marcadores especificos de EMR en neuroblastoma mediante QF-
PCR.

Para valorar la posible utiidad de DCX en muestras de pacientes, se
compararon los resultados con TH, del que ya existen multitud de estudios
publicados. La coincidencia entre ambos marcadores fue del 87%,
encontrdndose discrepancias en 91 muestras en las que se encontrd
expresién de TH y no de DCX y 88 muestras en la que observamos el
resultado contrario (Tabla 15). En este caso, aunque el nivel de expresion
de cualquiera de ellos en las muestras discrepantes fue muy bajo, las
diferencias no se pueden deber a la posible degradacion de la muestra ya
que en estos casos, todos los estudios se realizaron de manera simultanea.
Los resultados en las muestras por separado de MO y SP fueron similares a
los observados en el conjunto total (Tabla 16). La posible explicacién, como
hemos mencionado anteriormente, puede ser por diferencias en los niveles
de expresion de las diferentes dianas en tumores distintos.

Por otra parte se realizdé una correlacion de Pearson entre los niveles de
expresién de ambos marcadores (Tabla 17, Tabla 18 y Figura 27) utilizando
la totalidad de los datos y seleccionando Unicamente los casos doblemente
positivos. En ambos supuestos se observé una correlacion altamente
significativa entre los niveles de expresion de ambos marcadores (p<0,001).
Este dato nos demuestra un comportamiento muy similar entre ambos
genes, lo que demuestra la utilidad de DCX en el estudio de EMR en
neuroblastoma.

Bozzi y colaboradores hacen un estudio similar al nuestro estudiando DDC y
TH en pacientes diagnosticados de neuroblastoma con enfermedad
diseminada. Ellos también observan una buena correlacién entre la
expresion de estos marcadores en las muestras estudiadas. Al igual que en
nuestro caso, proponen el estudio de mas de un marcador de manera
simultanea como estrategia para el estudio de EMR en este tumor (Bozzi et
al., 2004).

A la vista de los resultados, proponemos la deteccion de la expresién de TH
y DCX como herramienta para la deteccién y monitorizacion de la EMR en
neuroblastoma.
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6.- Estudio mediante inmunocitologia con anticuerpos Anti-GD?2.

Actualmente, el anticuerpo Anti-GD2 es una molécula aceptada para el
tratamiento de los neuroblastomas de alto riesgo (Yu et al., 2010, Cheung et al
2012). Las estrategias ensayadas para la implantacion de dicho tratamiento
son variadas, desde anticuerpos conjugados con radioisGtopos, drogas,
nano particulas y receptores antigénicos quiméricos. El gangliésido GD2 se
expresa en algunos tipos de células madre y en diversos tipos de tumores
sélidos pediatricos y de adultos entre los que se encuentran: el
neuroblastoma, astrocitomas, retinoblastoma, el sarcoma de Ewin,
rabdomiosarcomas, osteosarcomas, leiomiosarcomas, liposarcomas,
fibrosarcomas, cancer de pulmén de células pequefias, melanoma y cancer
de mama. Este anticuerpo tiene multitud de ventajas en el tratamiento
dirigido del neuroblastoma, una de las mas importantes es su alta densidad
de expresién en células tumorales y una restriccion importante de expresion
en tejidos normales (Suzuki and Cheung, 2015).

Las mismas caracteristicas que sirvieron de base para proponer un uso
terapéutico del anticuerpo Anti-GD2 sirvieron para proponerlo como
marcador de deteccion de EMR.

En este sentido, varios han sido los estudios que han intentado
correlacionar el nimero de células detectadas mediante las técnicas
inmunocitolégicas o inmunocitologicas/FISH con la evolucion de los
pacientes. Los resultados obtenidos en todos ellos son dificimente
comparables, ya que tanto la metodologia utilizada como el tratamiento de
los resultados han sido diferentes.

En el presente apartado nos centraremos en la parte mas descriptiva de los
datos obtenidos dejando el andlisis del valor pronéstico de la deteccion
inmunocitolégica para apartados posteriores.

Los datos obtenidos en el presente apartado demuestran un mayor nimero
de casos positivos en las muestras analizadas tanto de MO como de SP en
los casos con enfermedad diseminada. Dicha diferencia sélo resulté ser
significativa en el caso de la MO (Tabla 19).

En los pacientes con enfermedad localizada (11 estadio 1, 13 estadio 2 y 24
estadio 3), en un 23% de las muestras de MO y en un 8% de las de SP se
observaron células tumorales positivas para GD2.

Pocos son los estudios realizados en este grupo de pacientes por lo que la
valoracion de los mismos es dificil, sin embargo, los datos obtenidos son
similares con los previamente publicados. Corrias y colaboradores,
describen un 14% de muestras positivas en un estudio realizado en un
grupo de 126 pacientes con enfermedad localizada (59 estadio 1, 35 estadio
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2 y 32 estadio 3) (Corrias et al., 2008). Por otra parte, Mehes y colaboradores,
describen un 38,5% de positividad en MO para casos localizados (3 estadio
1, 3 estadio 2 y 7 estadio 3) (Mehes et al., 2001-B). Las diferencias observadas
podrian ser perfectamente explicables por el bajo nimero de pacientes
estudiados en nuestro caso o en el caso de Mehes y colaboradores, y por
las diferencias en los porcentajes de pacientes de cada estadio incluidos.
De hecho, el mayor porcentaje de casos positivos lo observamos los datos
publicados por Mehes y colaboradores, donde los pacientes estadio 3
representan el 54% del total frente al 25% en el caso de la serie publicada
por Corrias y colaboradores, o al 50% de nuestra serie. En los tres casos, el
porcentaje de positividad en muestras de MO de los pacientes en estadio 3
es marcadamente superior a los observados en los estadios 1y 2.

En el caso de pacientes con enfermedad diseminada, el numero de estudios
realizados es mayor, aunque la mayoria se centran en pacientes estadio 4.
Ademas, algunos de ellos muestran los datos en el diagnéstico y en
diferentes momentos del tratamiento, lo que nos permite el poder valorar la
respuesta al mismo.

Nuestros datos muestran un 87% de los pacientes estadio 4 positivos al
diagnéstico en MO y un 62% en SP. Los datos obtenidos son concordantes
con los obtenidos por el grupo de Seeger, en el que se describe un 81% de
casos positivos al diagnéstico en MO y un 58% en SP (Seeger et al., 2000). Los
datos publicados por Cheung y colaboradores, muestran un 100% de casos
positivos, aunque sélo se estudian 13 casos al diagndstico (Cheung et al.,
1998). En el caso del grupo de Mehes, este porcentaje es del 95%, aunque
ellos utilizan inmunofluorescencia en vez de inmunocitologia (Mehes et al.,
2001-B). Como conclusién, podemos decir que en la practica totalidad de los
casos con neuroblastoma estadio 4, la inmunocitologia ha permitido la
deteccion de la presencia de células tumorales en la MO de los pacientes al
diagndstico.

En nuestro estudio, no disponemos de numero suficiente de muestras a lo
largo del tratamiento para poder valorar la eficiencia del mismo, sélo
disponemos de 29 muestras de sangre periférica (de pacientes estadio 3 y
4) en el momento de la cirugia que resultaron ser negativas y 21 muestras
de MO, de las que 7 fueron positivas (seis MO positivas de cuatro pacientes
estadio 4 y una MO positiva de un paciente estadio 3 de alto riesgo). Si nos
centramos en los pacientes estadio 4, en un 30% de los pacientes en el
momento de la cirugia (tras la quimioterapia de induccion) se detectaron
células tumorales de neuroblastoma en la médula ésea, aunque el nimero
de células en todos los casos fue muy bajo.

Seeger y colaboradores, como ya hemos comentado antes, describen un
porcentaje del 81% de los pacientes positivos en MO al diagnéstico. Dicho
porcentaje disminuye al 55% tras 4 semanas de tratamiento, al 25% a las 12

225



Discusién

semanas, al 19% en el momento de la recogida de la AF y a un 14% tras
guimioterapia de induccién. En sangre periférica, el porcentaje disminuye
del 58% al diagndstico al 5% tras quimioterapia de induccion (Seeger et al.,
2000).

En el estudio publicado por Cheung y colaboradores, ya mencionado, la
evolucién observada es del 100% al diagnéstico al 36% tras la quimioterapia
de induccion en los estudios en MO (Cheung et al., 1998).

En todos los estudios podemos observar una disminucion notable de las
células tumorales detectadas en MO o SP tras los tratamientos, sin
embargo, los porcentajes observados no son facilmente comparables, ya
que los momentos de la toma de las muestras y los tratamientos recibidos
por los pacientes son diferentes. En resumen, tras la quimioterapia de
induccidn la disminucion oscila del 87% al 30% en nuestro caso, del 81% al
14% en el estudio de Seeger y colaboradores y del 100% al 36% en el caso
de Cheung y colaboradores.

Otro dato que se valoré en nuestra serie de pacientes, fue la presencia de
células tumorales positivas para GD2 en la recaida. En este caso, solo se
disponia de muestras suficientes de pacientes estadio 4, un 40% de las SP
analizadas resultaron positivas para este marcador, aumentado este
porcentaje al 80% en el caso de la MO. Este dato también es analizado por
el grupo de Cheung, observando un 64% de MO positivas también en
pacientes estadio 4 en la recaida (Cheung et al., 1998).

Como hemos podido observar, la valoracion de los datos obtenidos en
nuestro estudio es ciertamente complicada. Por una parte, existen
diferencias en las técnicas utilizadas, en la valoracién de la positividad de
las muestras, el criterio de célula positiva en cada uno de los casos y
muchas veces depende de la interpretacion del observador. En este punto,
es necesario tanto la utilizacién de técnicas y protocolos estandar, como
criterios uniformes de valoracion de los resultados. En nuestro caso se
utilizaron las recomendaciones del grupo europeo de neuroblastoma
publicados por Swerts y colaboradores (Swerts et al., en 2005), en los que
colaboramos directamente en su elaboracién y control de calidad. Ademas,
en todos los casos, la revision de las muestras tuvo lugar simultdneamente
por dos observadores y los casos dudosos fueron revisados por el grupo
europeo de EMR de la ESIOP.

Por otra parte, y no menos importante, los protocolos y esquemas de
tratamiento utilizados en los pacientes incluidos en las diferentes
publicaciones fueron distintos, este hecho es otro escollo en la posible
comparacion de los resultados obtenidos.
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Por lo tanto, pensamos que es imprescindible, para poder llegar a
conclusiones robustas, que este tipo de estudios se realicen utilizando
metodologias estandarizadas con controles de calidad y en el seno de
protocolos internacionales. Esto garantiza por una parte la solidez de los
datos obtenidos y por otra parte un gran nimero de pacientes en los que se
utilice los mismos esquemas de tratamiento.

Finalmente, debido a la complejidad de la técnica y la gran dedicacién de
tiempo que requiere, se decidié comparar los resultados obtenidos con los
disponibles para las mismas muestras por QF-PCR con TH y DCX. Dicha
comparacion se realizé en 252 muestras (Tabla 22) observando sélo cuatro
muestras en las que la inmunocitologia mostré la presencia de células
tumorales y no fueron positivos los marcadores utilizados en la QF-PCR.
Las discrepancias se dieron en tres muestras de MO y en una muestra de
SP. En dos MO solo se observé una célula tumoral, en la otra MO 10y en la
muestra de SP dos células positivas. Por el contrario, un 52% de las
muestras negativas por inmunocitologia, fueron positivas para la expresion
de TH o DCX por RT-PCR.

Con todo ello, aunque es la Unica técnica que permite el contaje celular, no
consideramos la inmunocitologia como la primera aproximacién al estudio
de EMR en neuroblastoma, siendo méas eficaz y sensible el estudio
mediante QF-PCR de los marcadores TH y DCX.

7.- Evaluacion del valor pronéstico de la expresidon de los marcadores
de EMR en tumor primario.

El neuroblastoma es reconocido por su gran heterogeneidad tumoral
caracterizada por la gran diversidad de comportamientos clinicos,
encontrando desde una regresion espontanea a la rapida progresion
tumoral que puede llevar a la muerte del paciente (Westermann, 2002). Se trata
de un tumor sdlido en el que los factores biolégicos permiten obtener datos
de importancia en el pronéstico y que condicionan las diferentes estrategias
terapéuticas a usar en cada paciente. El tratamiento de los pacientes se
estratifica segun los grupos de riesgo del INRG, que se basan, no sélo en el
estadio del INSS, la edad al diagnéstico y la histologia, sino también en los
factores genéticos y gendémicos del mismo. Algunas de estas alteraciones
genéticas son factores pronosticos muy potentes y por lo tanto esenciales
en la caracterizacion del tumor. Aunque los grupos de riesgo son
relativamente predictivos del comportamiento clinico del tumor, no son
capaces de predecir pequefios subtipos de pacientes en los que el
comportamiento clinico se aparta del esperado (Brodeur, 2003). La descripcion
de marcadores prondsticos adicionales para mejorar la subdivision de los
tumores, y en consecuencia el tratamiento de los pacientes es un objetivo
importante en la oncologia pediatrica.
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Consecuencia de ello, muchos son los marcadores moleculares que se han
descrito para el estudio de EMR en los Ultimos afios. Entre ellos se
encuentran desde antigenos especificos de cancer/testiculo, enzimas
implicados en la sintesis de catecolaminas, genes relacionados en el
desarrollo y migraciéon neuronal, etc. La mayoria de los estudios se han
restringido a la validacién de su uso en la deteccién de células tumorales en
MO o SP y su posible repercusién en el pronéstico de los pacientes, sin
hacer hincapié en el estudio de los mismos en el tejido tumoral y su posible
utilidad prondstica. Como hemos comentado en apartados anteriores, la
obtencién de los datos de expresion en tumor es esencial en la validacion
del posible uso para la deteccion de EMR en los diferentes tejidos de
estudio. El disponer de estos datos, nos ha permitido realizar un estudio de
supervivencia testando su posible valor prondéstico.

Por otra parte, muchos de estos marcadores y en especial los antigenos
asociados a melanoma (MAGE), han sido ampliamente estudiados en otras
series de tumores como melanomas, carcinomas renales, tumores
hematoldgicos, carcinoma de ovario, etc., por su elevado potencial como
diana terapéutica para el tratamiento inmunoterapico. Estos también podrian
ser una diana interesante en el tratamiento del neuroblastoma.

Los estudios se realizaron en 59 tumores primarios en los que se estudi6 la
expresion de TH, MAGE-A1, MAGE-A3, GAGE y DCX.

Aproximadamente un 95-98% de los tumores de neuroblastoma expresan
catecolaminas, en consecuencia el primer enzima de la sintesis de las
mismas, la Tirosina Hidroxilasa (TH), ha sido una de las dianas mas
explotadas en el estudio de EMR en este tumor.

Diversos miembros de la familia MAGE han sido utilizados como
marcadores de EMR, sin embargo los mas utilizados han sido el MAGE-A1
y el MAGE-A3. Estos antigenos se expresan especificamente en células
germinales masculinas durante la espermatogénesis, pero también han
mostrado expresién ectépica en varios tipos de tumores.

El gen MAGE-A1 codifica un antigeno humano, que es reconocido por los
linfocitos T citoliticos (células T natural killer) (Rogner et al 1995). La expresién
de MAGE-AL1 en tumores de neuroblastoma ha sido estudiada por diversos
grupos llegando a la conclusién que se expresa en un 44-66% de las
muestras tumorales. Esta expresién se correlaciona con la ausencia de
amplificacion de MYCN y con niveles normales de ferritina sérica (Soling et al.,
1999; Wolfl et al., 2005). Aunque MAGE-Al se ha propuesto como marcador
para la deteccion de EMR en neuroblastoma, el que no exista una relacién
entre su expresion con el estadio del tumor y que no se exprese de manera
estable a lo largo de la progresion tumoral hace que su utilidad sea
realmente limitada (Cheung et al., 2001-B).
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La familia génica GAGE tiene grandes similitudes con los miembros de la
familia MAGE. Los genes de la familia GAGE se sitian en el cromosoma X,
especificamente en Xpll.2-p11.4 y consta de un total de 8 miembros
(GAGE-1 a GAGE-8) (De Backer et al., 1999). Al igual que los genes MAGE, los
genes de la familia GAGE se expresan de forma especifica en tejido
testicular normal y en varios tipos de tumores con origenes histoldgicos
diversos (Cheung et al., 1998). También codifica un antigeno humano que es
reconocido por los linfocitos T citoliticos (células T natural killer). Su
expresion en tumores de neuroblastoma es ligeramente superior que el de
la familia MAGE llegando a ser de un 80%. Sin embargo, como hemos
demostrado en este trabajo, su deteccion no es util para el estudio de EMR
en neuroblastoma.

El gen de la doblecortina (DCX) se localiza en Xq22.3-g23. Codifica para
una proteina asociada a microtibulos que favorece la nucleacion, el
ensamblaje y la estabilidad de los profilamentos de microtdbulos. Muestra
una expresion especifica en neuronas en migracion del sistema nervioso
central y periférico. Su expresion es necesaria para la migracién neuronal
en el cortex, y esta probablemente implicado en la regulacién dinamica de la
morfologia de las neuronas en migracién (Gleeson et al., 1999; Lo Turco, 2004;
Tanaka et al., 2004).

Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas entre la
expresion de TH, DCX, MAGE-A3 o0 GAGE vy la supervivencia o la SLE en el
estudio sobre el total de tumores. Al realizar el mismo estudio en los cuatro
marcadores en funcion del estadio del tumor (localizados y diseminados),
sexo, edad al diagnéstico o amplificacion de MYCN, s6lo se observaron
diferencias significativas entre la expresibn de GAGE y la SLE en el
subgrupo de nifias (p=0,013). Este resultado se basa solamente en el
estudio de 15 tumores en los que se observo expresion de GAGE en 9 de
ellos y en los que sélo se observd un evento (éxitus). En el resto de los 6
tumores en los que no se observd la expresion del gen, se observaron un
total de cuatro eventos (dos recaidas y dos éxitus). El bajo niamero de
tumores estudiados en este subgrupo, haria necesario el estudio de una
serie mas grande para poder confirmar el valor pronostico de GAGE en
tumor primario en nifias.

Los analisis de supervivencia y SLE en funcion de la expresion del gen
MAGE-A1 mostraron diferencias significativas, siendo los tumores que
presentaban expresion de MAGE-A1 los que tuvieron mayor supervivencia.

También pudimos observar una correlacion significativa entre la expresion
de MAGE-Al y el estadio tumoral (p=0,0024), con una expresion
predominante en tumores localizados. Este fenébmeno sin duda contribuye a
la asociacion observada entre la expresion del gen y la supervivencia, sin
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olvidar que los resultados de la regresion de Cox nos indican que la
expresion de este marcador es mejor predictor de buena supervivencia que
el estadiaje.

Como ya hemos comentado antes, estos resultados fueron totalmente
diferentes a los obtenidos con la expresion del gen MAGE-A3, aunque se
trata de dos miembros de una misma familia génica, su expresién no es
coincidente. MAGE-A1 se expresa en 23/53 tumores y MAGE-A3 en 29/53
tumores, coexpresandose en sélo 19 de ellos. Sin embargo en el caso de
MAGE-A3 no se observa una correlacién de la expresion del mismo y el
estadio tumoral.

Al analizar la expresion de MAGE-Al1 y MAGE-A3 con otras caracteristicas
biolégicas del tumor como la amplificacion de MYCN o pardmetros clinicos
como la edad al diagnéstico (separada en mayores o menores de 18
meses) o el sexo, no observamos ninguna correlacion significativa.

Con el fin de evaluar el caracter independiente de MYCN vy la expresion de
MAGE-A1, se realizé una regresion de Cox. Los resultados obtenidos
demuestran que MYCN y MAGE-AL1 tienen un valor predictivo independiente
tanto en la supervivencia como en la SLE, con valores de significatividad
elevada de ambos en los dos casos. Por lo tanto, la expresion de MAGE-A1
es util como factor de buen prondstico complementario e independiente de
la ausencia de amplificacion de MYCN.

El comportamiento diferente entre los genes de la familia MAGE ha sido
descrito en varios tipos de tumores. Daudi y colaboradores estudian la
expresion de varios miembros de la familia MAGE en carcinomas epiteliales
de ovario y observan que la expresion de MAGE-A1 y MAGE-A10 se asocia
con mal prondstico (Daudi et al., 2014). Este comportamiento, no se observa en
el caso de MAGE-A3. En general concluyen que los genes de la familia
MAGE se expresan de manera mas frecuente en pacientes con enfermedad
avanzada y mal prondstico, indicando que su expresion esta asociada a la
tumorogénesis. Adema4s, varios estudios han demostrado que las proteinas
MAGE son criticas para la supervivencia celular, aumentando las
propiedades tumorogénicas de las células en las que se expresan (Monte et
al., 2006; Kondo et al., 2007; Liu et al., 2008).

De la misma manera, Yin y colaboradores estudian la expresion de los
genes MAGE-A1, -A3 y —A12 en carcinomas de células claras (Yin et al,
2014). En este caso sélo detectan una correlacién significativa entre la
expresion de MAGE-AS3 y estadios avanzados del tumor.

Guo y colaboradores obtienen resultados similares en gliomas. En este
caso, estudian la expresion de MAGE-Al, -A3 y —-All, observando una
asociacion de la expresion de MAGE-Al y —Al1 con tumores de alto grado
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y pronostico adverso de la enfermedad. Dicho fendbmeno no se observa sin
embargo en el caso de la expresion de MAGE-A3 (Guo et al., 2013).

Estos ejemplos demuestran el diferente comportamiento mostrado por los
miembros de la familia génica MAGE en distintos tipos de tumores, al igual
que en nuestra serie de neuroblastoma. De hecho, el comportamiento de
MAGE-A1l y MAGE-A3 se ha mostrado en todos los casos diferente,
estando asociado bien uno o el otro al pronéstico adverso de la enfermedad.
Sin embargo, el dato que mas llama la atencién es que en los distintos
estudios publicados, la expresion de los diferentes miembros de la familia se
suele asociar a estadios avanzados de los tumores y correlaciona con un
prondstico adverso de la enfermedad. Este hecho se explica por la
expresién de los mismos en células madre tumorales (Yin et al., 2014). Este
dato es totalmente contrario al mostrado por MAGE-A1 en neuroblastoma,
que se asocia a tumores localizados correlacionandose su expresion a un
aumento de la supervivencia y la SLE de los pacientes. Este fenbmeno nos
puede estar indicando que en neuroblastoma existen mecanismos
diferentes de la regulacién de la expresion de estos genes lo que podria
estar relacionado con el propio caracter primitivo del neuroblastoma, a
diferencia de los tumores del adulto.

Con el fin de explorar el posible mecanismo de regulacion de la expresion
del gen MAGE-AL, nuestro grupo analizé el patrén de metilacion del gen en
los tumores primarios disponibles. EI gen MAGE-A1 presenta una isla CpG
en su regiébn promotora, estudios previos han demostrado que este gen se
encuentra hipermetilado en células normales adultas, reprimiendo de este
modo su expresion. Esta regulacién epigenética, es la que nos condujo al
estudio de metilacion para averiguar si pudiera estar relacionada con la
expresion de MAGE-A1 en los tumores de neuroblastoma (De Smet et al,
2004).

Los resultados mostraron una asociacion parcial, aunque significativa, entre
el patron de metilacion de MAGE-A1 y su expresion en células tumorales,
confirmandose asi el silenciamiento génico debido a hipermetilacién de la
secuencia promotora. Sin embargo, no se encontrd asociacion significativa
entre la metilacién del gen y la supervivencia, de forma que la regulacion
epigenética mediante hipermetilacion del gen no resultd Gtil como factor
pronéstico de la enfermedad. A pesar de esta asociacion, se observaron
casos donde los tumores primarios no presentaban expresion y la region
promotora se mostraba desmetilada y el fendmeno contrario en el que
observabamos expresion del gen en tumores en los que el promotor estaba
hipermetilado (Grau et al., 2009).

Estos casos en los que se observaba hipermetilacién y expresion del gen,
pueden explicarse por modificaciones estructurales de la cromatina, donde
quedaria accesible la regidon que contiene el gen para los factores de
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transcripcion, a pesar de estar hipermetilada la secuencia promotora. De
hecho, las muestras tumorales en las que se observaba este fendmeno eran
de tumores localizados y diseminados casi en la misma proporcion,
representando una pequefa proporcion de los mismos.

Por otra parte, todos los casos con ausencia de expresidon génica y
secuencia promotora desmetilada correspondian a tumores de
neuroblastoma avanzados (estadios 3 y 4), los cuales podian compartir un
mecanismo adicional que se relacionara con el silenciamiento de la
expresion del gen. Este posible mecanismo, podria relacionarse con la falta
de expresion de MAGE-A1 en tumores primarios avanzados, de forma que
el silenciamiento génico anémalo podria jugar un posible papel en la
progresion tumoral de la enfermedad. De esta forma, se estaria apoyando al
hecho de que la expresion de MAGE-A1 pueda asociarse a buen prondstico
en tumores de neuroblastoma, ya que en tumores avanzados, el gen
MAGE-A1 seria silenciado por mecanismos alternativos a la metilacion
inicial de la secuencia reguladora del gen. Estos mecanismos podrian
adquirirse durante la progresion tumoral, quiza como una forma alternativa
de compensar la hipometilacién generalizada del genoma que sufren
algunas células neoplasicas. Ello nos sugiere la presencia de mecanismos
reguladores de la expresibn de MAGE-Al diferentes del estado de
metilacion de su promotor, que nos indica que la capacidad de expresion de
un gen no depende exclusivamente de su patron de metilacién.

Los resultados nos permiten concluir que la expresién del gen MAGE-A1 en
tumores primarios de neuroblastoma se asocia de forma significativa a una
mayor supervivencia y SLE de los pacientes con neuroblastoma. Los
resultados contrarios descritos en otros tipos de tumores, junto con el
numero reducido de tumores estudiados y el posible potencial como diana
de inmunoterapia de los genes MAGE, justificaria el estudio de una serie
mas amplia para poder corroborar dicho comportamiento y dilucidar los
posibles mecanismos subyacentes que regulan la expresién de dicho gen
en este tumor.

8.- Estudio de EMR en pacientes con enfermedad no metastatica.

Alrededor de un 40% de los pacientes con neuroblastoma debutan con lo
que se denomina enfermedad localizada. Dentro de este grupo se agrupan
los tumores estadio 1, 2 y 3 segun la clasificacion INSS. La mayoria de los
mismos se incluyen en grupos de riesgo bajo e intermedio, siendo sélo un
pequefo porcentaje los que, por las caracteristicas del tumor, se clasifican
en el grupo de alto riesgo.

Uno de los factores que compromete el pronéstico de este grupo de
pacientes es la amplificacion del oncogén MYCN, aunque también la
delecion de 1p y recientemente la de 11g se han documentado como
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importantes factores de riesgo hioldgicos. El estudio muticéntrico europeo
(Navarro et al., 2006), junto con otros estudios locales (Christiansen et al., 1995;
Ladenstein et al., 2001; Simon et al., 2003; Sano et al., 2006; Spitz et al., 2006) han
demostrado que el estadio, junto al estado de MYCN son dos de los
factores de riesgo independientes mas importantes en el caso de los nifios
con enfermedad localizada. Sin embargo, la amplificacion de MYCN es un
evento relativamente raro, que ocurre Unicamente en aproximadamente un
10% de los tumores localizados (Pérez et al., 2000; Maris, 2005) y por lo tanto es
insuficiente para identificar a todos los pacientes en los que ocurrira una
recaida.

Los tumores localizados donde no existe amplificacion de MYCN, se suelen
tratar Gnicamente con cirugia (estadios 1 y 2) o con dosis estandar de
guimioterapia seguidas de cirugia (estadio 3) mostrando una buena
supervivencia. En estos pacientes, se han observado supervivencias y
supervivencias libres de eventos a los 5 afios del 99% y 90%
respectivamente (Coterill et al., 2000). Si separamos los pacientes por estadios,
la supervivencia es del 95% en pacientes estadio 1 y del 86% en pacientes
estadio 2 (Rubie et al., 2011). En el caso de los pacientes estadio 3 también se
alcanzan excelentes resultados terapéuticos con cirugia y quimioterapia de
intensidad moderada con una tasa de curacion del 70-90% (Mattay et al., 1998).

Por otra parte, los casos con tumores localizados con amplificacion de
MYCN (estadios 2 y 3) se incluyen en los protocolos de tratamiento de alto
riesgo y reciben tratamientos intensivos que incluyen quimioterapia de
induccion, cirugia, quimioterapia mieloablativa seguida de trasplante
autologo de médula ésea, radioterapia y terapia de la EMR basada en el
acido retinoico y anticuerpos monoclonales. Pese a la intensidad del
tratamiento, un alto porcentaje de pacientes fallece.

Los tumores sdlidos frecuentemente difunden células a la circulacion
sanguinea. En el caso del neuroblastoma, la deteccidn de estas células en
MO y SP se ha visto que puede ser un importante factor prondstico en los
tumores metastaticos. En el caso de los tumores localizados, son muy
pocos los estudios que se han realizado en este sentido, ya que en principio
se trata de tumores en los que los estudios morfolégicos rutinarios de MO
son negativos.

En principio, en pacientes con enfermedad localizada, no se esperaria
encontrar positividad de los marcadores de EMR en los tejidos periféricos
(MO y SP) en el momento del diagnostico. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que en un 27% de muestras de MO y en un 23% de
muestras de SP se detecta la expresién de alguno de los marcadores
analizados, lo que sugiere la presencia de células tumorales. Si
consideramos los datos obtenidos mediante el estudio inmunocitolégico,
esta cifra aumenta al 30% en MO y se mantiene en el 23% en SP.
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Al analizar los datos separadamente por estadios, observamos que un 23%
de los pacientes estadio 1 fueron positivos para cualquiera de los
marcadores en MO al diagnéstico, un 15,8% de los estadios 2 y un 33,3%
de los estadios 3. En el caso de la SP los porcentajes fueron del 21% en los
tumores estadio 1, un 6,3% de los estadio 2 y un 28% de los estadio 3. Los
pacientes estadio 3 fueron los que mayor tasa de muestras positivas
mostraron seguidos por los estadio 1, la baja tasa de positivos en los casos
estadio 2, se podria explicar por el bajo nimero de muestras analizadas.

Shono y colaboradores describen que en pacientes de bajo riesgo,
observaron un 37% de los casos positivos en MO combinando los
resultados obtenidos con los marcadores TH y PGP9.5. Analizando
pormenorizadamente los datos de la publicacion, el porcentaje en MO fue
del 29% para PGP9.5 y del 14% en el caso de TH. En el caso de la SP fue
del 14% para PGP9.5 y para TH no se observd ninguna muestra positiva
(Shono et al, 2000). Cabe destacar, que so6lo se estudiaron muestras
pertenecientes a 14 pacientes.

De manera similar, Stutterheim y colaboradores estudian un pequefio
numero de muestras de MO de pacientes con tumores localizados con los
marcadores TH y PHOX2B. Por estadios, observaron 3/6 (50%) muestras
de pacientes estadio 1 y 2 al diagnéstico positivas para TH, y 4/6 (66%)
para PHOX2B. En los pacientes estadio 3, el nimero de pacientes positivos
fueron 1/9 (11%) para TH y 2/9 (22%) en el caso de PHOX2B. Como en el
caso anterior, el bajo nimero de muestras no permite la comparacién con
nuestros resultados (Stutterheim et al., 2008).

Por otra parte, el grupo de Corrias y colaboradores estudian un grupo de
pacientes similar al nuestro con enfermedad localizada. Mediante
inmunocitologia con el anticuerpo GD2, detectaron que un 15% (19/126) de
ellos mostraban células tumorales en MO al diagndstico (Corrias et al., 2008).

En cualquier caso, nuestros resultados junto con el resto de estudios
publicados, permiten demostrar la existencia de células tumorales en MO y
SP en pacientes con enfermedad localizada. En el caso de la MO al
diagndstico, el porcentaje de pacientes en los que se detecta EMR oscila
entre el 15% y el 30%. Sin embargo, las diferencias entre los marcadores
utilizados y las técnicas para su deteccion dificultan la comparacion de los
resultados. Salvando estas dificultades, si consideramos los datos de las
series mas grandes, incluyendo nuestro estudio, se obtienen resultados
similares.

Otro de los objetivos en el estudio de este grupo de pacientes fue el analisis
del valor pronéstico de la deteccion de EMR en MO o SP. Como ya hemos
comentado anteriormente, la supervivencia de los mismos es elevada
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(sobre todo en los estadios 1y 2), pero se trataria de discriminar el pequefio
subgrupo con un peor prondstico de la enfermedad.

Las bajas tasas de recaida observadas en nuestra serie se adaptan bien a
las esperadas en los pacientes con enfermedad localizada (De Bernardi et al.,
2008). De acuerdo con nuestros resultados, la deteccion de la expresion de
MAGE-Al y MAGE-A3 en MO y MAGE-Al en SP en pacientes con
enfermedad localizada al diagndstico predice una mayor probabilidad de
recaida. Al realizar el analisis por estadios, esta tendencia sélo alcanza la
significatividad en los pacientes en estadio 3 para la expresién de MAGE-A3
en MO. Esta situacién nos permite apuntar que la deteccion de la expresién
de MAGE-A1 en MO y SP al diagnéstico en estos pacientes podria ser (til
para predecir su evolucién. Esta conclusion seria contradictoria con el valor
prondstico observado en tumor para la expresion de MAGE-AL, ya que en
ese caso, la expresion del miso distinguia a un grupo de tumores con un
mejor pronéstico, independiente de otros marcadores genéticos como la
amplificacion de MYCN. Esta situacion nos podria hacer pensar, que en el
caso del tumor primario, la expresion del antigeno MAGE-A1 distinguiria a
un grupo de pacientes cuyo sistema inmunoldégico seria capaz de reconocer
a las células tumorales circulantes y actuar sobre ellas atacandolas. Por otra
parte, en el caso de la recaida, en los casos donde podemos observar
expresion del gen en MO y SP, distinguiria a un grupo de pacientes en los
que el sistema inmunol6gico no es capaz de reconocer y atacar a este tipo
de células, por lo que seria mas probable que pudieran invadir tejidos
periféricos como la MO y proliferar en la misma.

En cuanto a los pacientes estadio 1 y 2, como ya hemos explicado en los
resultados, no se pudo realizar el estudio de supervivencia o SLE en base a
la deteccion de EMR, ya que ninguno de los pacientes fallecié y en las
pocas recaidas existentes se censuraban todos los casos en el analisis.
Otros grupos, en seguimientos a largo plazo, en este grupo de pacientes
(estadio 1 y 2) también han observado altas tasas de supervivencia y con
pequefias proporciones de los mismos en los que se observaron recaidas
locales (Pérez et al., 2000. De Bernardi et al., 2008).

Varios son los trabajos que han documentado la existencia de células
tumorales en MO y SP detectadas mediante inmunocitologia y RT-PCR en
pacientes con enfermedad localizada de neuroblastoma (Moss et al, 1991;
Cheung et al, 1998; Shono et al., 2000; Corrias et al, 2004 Ifversen et al, 2005; Swerts et al,
2006). Sin embargo el limitado nimero de pacientes analizados y el corto
seguimiento de la mayoria de los estudios no permiten extraer en ellos
conclusiones definitivas sobre el impacto en el pronéstico de dicha
deteccion. En los trabajos donde el nimero de pacientes fue elevado y se
pudo disponer de tiempos de seguimiento largos, se obtuvieron resultados
similares. Al igual que en nuestro caso, estos estudios indican que la
deteccion de EMR mediante inmunocitologia o con diferentes marcadores
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mediante RT-PCR indican un peor pronéstico de los pacientes con tumores
localizados (estadios 1, 2 y 3) (Shono et al., 2000; Corrias et al., 2004; Corrias et al.,
2008; Corrias et al., 2012). La existencia de enfermedad residual en este grupo
de pacientes junto con factores prondsticos biolégicos desfavorables, se
puede asociar en algunos casos a la recaida metastatica tras la cirugia del
tumor. Asi, la deteccién de la EMR en MO o SP en el diagnéstico inicial de
los pacientes con neuroblastoma, asociado al resto de caracteristicas
biolégicas del tumor, podria jugar un papel valioso en la prediccion de
recaidas de estos pacientes.

Como conclusion, la poca uniformidad de los estudios publicados hace
necesario un mayor numero de estudios con series largas de pacientes
tratados bajo los mismos esquemas de tratamiento, para dilucidar la posible
utilidad de la deteccion de la EMR en pacientes con enfermedad localizada
al diagnoéstico de la enfermedad. Ademas, es necesario estandarizar las
dianas de deteccién asi como la metodologia utilizada para poder comparar
los diferentes datos que se obtengan de estos estudios.

Para finalizar, analizamos la presencia de EMR en MO y SP en la recaida
de los pacientes con enfermedad localizada. Los resultados mostraron que
en un alto porcentaje de muestras de MO (75%) y de SP (33%) se pudieron
detectar células tumorales mediante inmunocitologia o RT-PCR. Este
porcentaje aumenta respecto al observado en el diagnéstico casi en un 50%
en las MO y en un 10% en el caso de la SP. Este dato nos indica que en un
porcentaje elevado de los casos, las recaidas que se producen en los
pacientes con enfermedad localizada son recaidas metastaticas.

Aunque el nimero de muestras disponibles en cada caso era bajo, se
decidio estudiar el posible impacto de la deteccion de EMR en ambos tipos
de muestras en la supervivencia global de los pacientes. Los analisis de
supervivencia mostraron que la deteccién de la expresion de DCX tanto en
MO como en SP es un factor pronéstico adverso de la enfermedad que
predice el fallecimiento de los pacientes. Por otra parte, el dato combinado
de TH y DCX detectado mediante QF-PCR en MO mostré el mismo
comportamiento, asi como la deteccion de TH mediante Southern blot en
SP. El resto de marcadores en los que fue posible el analisis, mostraron la
misma tendencia sin alcanzarse la significatividad.

Como ya hemos comentado, el grupo de Messi y colaboradores (Messi et al.,
2008), estudiaron la expresion de DCX en células en cultivo de la linea
celular de NB SK-N-SH. Ellos demostraron que DCX se expresa de manera
exclusiva en las células que presentan una alta motilidad y poder invasivo.
Estos datos sugieren que la deteccién de DCX en células tumorales de
pacientes con NB previo a tratamiento o tras diferentes fases del mismo
podria tener un valor pronéstico de los tumores con mayor agresividad y
también poder predecir la recaida tras el tratamiento. Los datos obtenidos
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sugieren que la deteccion de DCX en el momento de la recaida se
correlaciona con una menor supervivencia de los pacientes, esto podria
estar relacionado con una mayor agresividad de las células tumorales que
expresan este gen, por lo que su valoracion en MO y SP en la recaida
podria indicar un subgrupo de pacientes con peor pronéstico que se podrian
beneficiar de terapias mas intensivas en el tratamiento de dicha recaida.

Por otra parte, hemos observado que el porcentaje de deteccién mediante
QF-PCR de EMR es de aproximadamente el 50% en MO (tanto para DCX
como para TH) y del 30% en el caso de DCX y del 40% en el caso de TH en
SP. Las altas tasas de deteccion en SP y el posible valor pronéstico de la
misma, sugieren que seria posible hacer un seguimiento de la EMR en SP y
asi poder predecir la recaida previa a la sospecha de recaida clinica de los
mismos. La utilizacién de SP en vez de MO facilitaria la evaluacion de los
pacientes con métodos no invasivos, que en estos casos es importante,
dada la alta supervivencia y el bajo riesgo de recaidas o éxitus.

El analisis de un mayor nimero de casos, mediante evaluaciones seriadas
del seguimiento, nos permitiria confirmar los hallazgos observados y
demostrar el posible valor pronéstico de la deteccion de DCX en SP y MO,
delimitando aquellos pacientes con un mayor riesgo de fallecimiento tras la
recaida.

9.- Estudio de EMR en pacientes estadio 4S

Los pacientes diagnosticados con neuroblastoma en estadio 4S representan
aproximadamente del 7 al 10% de todos los casos de NB (Schleiermacher et al.,
2003). Segun el INSS, el estadio 4S se define como tumor primitivo (estadio
1 o 2) con metastasis restringida a higado, piel y médula 6sea (con una
infiltracion menor del 10%) en nifios menores de 1 afio al diagndstico de la
enfermedad. Actualmente, segun el INRG, la edad se amplia a 18 meses y
ha pasado a llamarse estadio MS. En estos casos la gammagrafia con
MIBG debe ser negativa en el hueso y médula 6sea. (Monclair et al., 2009). Se
trata de pacientes con enfermedad metastética asociada a una buena
supervivencia, a pesar de tener una carga tumoral elevada, en la que se
produce frecuentemente una regresion espontanea. La supervivencia global
de este grupo a los 5 afios es del 90%, mientras que en los nifios mayores
de 18 meses con enfermedad en estadio 4 disminuye al 30-50%.

En nuestro estudio, el pequefio nimero de muestras estudiadas, s6lo nos
permiti6 hacer un analisis descriptivo de los casos. El andlisis de
supervivencia y supervivencia libre de eventos en SP y MO no fue posible
por ausencia de eventos, ya que en algunos casos existia un solo valor para
cada estado, y en los casos que si que existian dos valores por estado, se
censuraron todos los casos.
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Del total de los 35 pacientes de los que se disponia muestras, so6lo en
cuatro se produjo una recaida y finalmente el fallecimiento de los mismos.
De tres de ellos se disponia de muestras de MO y de dos de ellos de SP
que resultaron ser positivas para alguno de los marcadores de EMR. Si
observamos los resultados obtenidos con los pacientes que no mostraron
ningun tipo de evento, sélo en un 66% de las muestras de MO y en un 37%
de las muestras de SP se detecté EMR con alguno de los marcadores
analizados.

Pocas son las publicaciones que refieren el estudio de EMR en muestras de
MO o SP de pacientes estadio 4S, y en ningun caso, se han realizado
estudios de supervivencia de los mismos en funcién de la presencia de
células tumorales detectadas mediante QF-PCR. EIl grupo de Burchill y el de
Stutterheim estudian tres muestras de MO al diagnéstico de estos
pacientes. En el primer estudio una de ellas resultd ser positiva para la
expresién de TH, y en el segundo, las tres fueron positivas para TH y
PHOX2B (Burchill et al., 2001-A; Stutterheim et al., 2008).

Esta circunstancia hace que nuestra serie, aunque pequefia, sea la mayor
de las que se disponen datos. Estos indican que los pacientes en los que se
detecta EMR al diagnéstico podrian tener un peor prondstico de la
enfermedad. La baja incidencia de este estadio, junto con la alta tasa de
supervivencia de los mismos, obligaria en cualquier caso a plantear un
estudio mas amplio, para poder llegar a confirmar estos resultados.

10.- Estudio de EMR en pacientes del grupo de Alto Riesgo.

A pesar de los numerosos avances en el diagnéstico y tratamiento de los
nifos con neuroblastoma, el grupo considerado de Alto Riesgo sigue siendo
el mayor reto. La incorporacion de tres fases distintas en la terapia
(tratamiento intensivo de induccién, quimioterapia mieloablativa con
posterior trasplante autélogo de células madre hematopoyéticas y el
tratamiento de la EMR) ha mejorado los resultados en este grupo de
pacientes. El objetivo de la quimioterapia de induccién es lograr la maxima
reduccién de la carga tumoral, incluyendo la reduccion de las metastasis en
médula 6sea y hueso, y de esta manera minimizar el riesgo del desarrollo
de clones tumorales resistentes a la terapia y por lo tanto la progresion de la
enfermedad. Posteriormente, los posibles restos de tumor se tratan con
altas dosis de farmacos mieloablativos seguidos por el trasplante autdlogo
de células madre progenitoras hematopoyéticas. Este proceso ha
demostrado que mejora significativamente la SLE. La alta tasa de recaidas,
de mas de un 40%, incluso después de este tipo de terapias ha llevado al
tratamiento post trasplante utilizando agentes diferenciadores y anticuerpos
monoclonales anti-GD2 (Parikh et al., 2015).
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Aproximadamente, un 80% de estos pacientes presentan metastasis en MO
al diagnostico de la enfermedad, y aunque tras el tratamiento se observe
una remisién completa, un alto porcentaje acaban siendo diagnosticados
con recaidas metastaticas con la presencia de tumor en MO. Aunque existe
consenso en la estratificacion del riesgo previa al tratamiento, basado en
criterios clinicos y caracteristicas genémicas del tumor, estos parametros no
son capaces de predecir con precisién el pronéstico de un gran grupo de
casos de alto riesgo con enfermedad diseminada (Viprey et al., 2014).

Esta situacién ha provocado que en los Ultimos 20 afios multitud de grupos
de investigacion, al igual que el nuestro, hayan dedicado un gran esfuerzo al
estudio de la EMR y su posible implicacion en el pronéstico de la
enfermedad. Durante todo este tiempo, y en especial en los Ultimos afos, se
han hecho grandes esfuerzos en la descripcién de las dianas éptimas de
estudio y la estandarizacion de la metodologia de la deteccién de las células
residuales, pero en estos momentos sigue sin haber un consenso
internacional en este punto. Esta falta de estandarizacion provoca que en
los diferentes trabajos observemos conclusiones diferentes y en ocasiones
incluso contradictorias. Ademas, al tratarse de series y metodologias
diferentes son incluso imposibles de replicar. Estas peculiaridades hacen
gue en ocasiones sea dificil la discusion de los datos obtenidos, y por lo
tanto el llegar a conclusiones que vayan mas alld del propio grupo de
pacientes analizados.

10.1.- Estudio de EMR en pacientes de alto riesgo al diagnéstico.

La utilizacién de métodos muy sensibles para la deteccion de EMR en nifios
con neuroblastoma ha demostrado que la existencia de metastasis es
frecuente (Ross, 1998; Burchill and Selby, 1999; Moss, 1999). Aunque la existencia
de células tumorales en MO y SP no es suficiente para el desarrollo de
lesiones metastaticas periféricas, la presencia de las mismas si que es
necesaria para la diseminacién de la enfermedad. El reto més importante es
determinar si la detecciébn de la EMR utilizando métodos altamente
sensibles, serd4 capaz de proporcionar una herramienta mas Gtil que los
métodos de rutina, para la identificacion de un subgrupo de nifios con un
alto riesgo (Burchill, 2004).

Se ha afirmado que la presencia de células tumorales de neuroblastoma
detectadas mediante inmunocitologia o RT-PCR al diagnostico de la
enfermedad es capaz de identificar a un grupo de pacientes con un
pronéstico desfavorable en asociacion con el estadio tumoral (Faulkner et al.,
1998; Trager et al., 2008; Viprey et al 2014, Cheung et al., 2015). Sin embargo, la
identificacién de micrometastasis en los nifios diagnosticados de alto riesgo
actualmente es poco Uutil, y es poco probable que tenga un efecto sobre el
desenlace de la enfermedad, puesto que de entrada ya son pacientes
considerados de alto riesgo y son tratados acorde al riesgo inicial.
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En el presente trabajo, hemos analizado un grupo de pacientes de alto
riesgo de los que se disponia de muestras de MO de 104 de ellos y de SP
de 88 en el momento del diagnéstico. Se analizaron una serie de
marcadores mediante RT-PCR e inmunocitologia. Los resultados mostraron
que un 80% de las muestras de MO y un 68% de las muestras de sangre
periférica fueron positivas para alguno de estos marcadores. Los
marcadores que mostraron una mayor tasa de positividad fueron TH y DCX,
estudiados mediante QF-PCR. Los estudios realizados mediante
inmunocitologia mostraron resultados similares.

Segun los datos publicados previamente, la deteccion de EMR en MO
mediante RT-PCR en pacientes estadio 4 al diagndstico, se situa entorno al
95-100% (Shono et al., 2000; Horibe et al., 2001), frente al 90% obtenido por
citologia convencional (Reid and Pearson, 1991). En el caso de la
inmunocitologia, los porcentajes de deteccidn son similares a los obtenidos
utilizando la RT-PCR en el momento del diagndstico. En las muestras de
SP, la deteccién de EMR por RT-PCR es menor que en MO siendo
aproximadamente del 50% (Burchill, 2004). La ausencia de células tumorales
en SP en pacientes de alto riesgo ha sido considerada por algunos autores
como falsos negativos, sin embargo, esta situacion podria reflejar
caracteristicas biologicas del tumor como la extravasacion intermitente de
células tumorales, la dilucion de las mismas en el torrente sanguineo, o
factores técnicos como el volumen de la muestra analizada.

Si analizamos pormenorizadamente diferentes publicaciones, Seeger y
colaboradores, utilizando como técnica la inmunocitologia, en pacientes
estadio 4 al diagnostico, detectaron células tumorales en un 80% de las
muestras de MO y en un 58% de las muestras de SP (Seeger et al., 2000). De
la misma manera, Faulkner y colaboradores utilizando la misma técnica y
también en pacientes estadio 4 al diagndstico observaron que un 100% de
las muestras de MO y un 79% de las muestras de SP resultaron positivas
(Faulkner et al., 1998).

En estudios por RT-PCR, Burchill y colaboradores estudian la expresion de
TH en muestras de SP al diagnéstico en pacientes diagnosticados de
neuroblastoma estadio 4 mayores de 1 afio. En su serie, observan un 67%
de las muestras positivas (Burchill et al., 2001-B). Por otra parte, Trager y
colaboradores estudian la expresion de TH, DDC y GD2-sintasa en
pacientes diagnosticados de neuroblastoma. En los casos de pacientes
estadio 4, un 90% de las muestras de MO mostraron expresion de TH y un
71% del gen DDC. En el caso de la SP los porcentajes fueron del 88% para
TH y del 55% para DDC. De manera similar, Bozzi y colaboradores también
estudian DDC y TH en pacientes diagnosticados de neuroblastoma
diseminados. Ellos observan la expresion de DDC en un 94% de las
muestras de MO al diagnéstico y de TH en un 83%. En el caso de las
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muestras de sangre periférica, también al diagnostico de la enfermedad, los
porcentajes fueron del 66% en el caso de DDC y del 61% en el caso de TH
(Bozzi et al., 2004; Trager el al., 2008).

Como podemos observar, los datos obtenidos por nuestro grupo son
similares a los obtenidos con series equivalentes de pacientes. Las
pequefas diferencias observadas se pueden deber a las diferencias en la
seleccién de pacientes (estadio 4, neuroblastoma mestastaticos o pacientes
de alto riesgo), ademas de los diferentes marcadores y técnicas utilizadas.
Existe un consenso de que tanto la inmunocitologia como la RT-PCR son
los métodos mas sensibles para la deteccion de EMR en neuroblastoma.
Sin embargo, se sigue discutiendo sobre las dianas O6ptimas para la
deteccion y el valor pronéstico de cada una de ellas.

La no concordancia entre la deteccion de EMR en MO y SP indica que la
presencia de metastasis en MO no tiene por qué detectarse necesariamente
en SP. Esta situacién nos demuestra que es necesario determinar la EMR
en ambos tejidos con el fin de aclarar su posible valor clinico y asi intentar
comprender la enfermedad metastatica en este tumor.

Para determinar el valor clinico de la deteccion de micrometastasis al
diagndstico en los pacientes de alto riesgo, se analizé la posible asociacion
de la deteccion de los diferentes marcadores utilizados con la supervivencia.
Por una parte observamos que la expresion de MAGE-A3 en SP en el total
de casos de alto riesgo se asociaba con una menor supervivencia global de
los pacientes. Dicha asociacion también parecia observarse en los
pacientes estadio 4 sin alcanzarse la significatividad.

Al realizar los andlisis por estadios, se evidencié que la deteccién de células
tumorales mediante inmunocitologia con Anti-GD2 se asociaba con una
menor supervivencia y SLE en pacientes estadio 4. Resultados similares se
han descrito por el grupo de Seeger y colaboradores, que concluyen que la
cuantificacion de células tumorales al diagnostico, proporciona informacion
para identificar pacientes con muy alto riesgo (Seeger et al., 2000).

En los estudios realizados mediante RT-PCR, Burchill y colaboradores
estudian la expresion de TH en muestras de SP al diagndstico en pacientes
diagnosticados estadio 4 mayores de 1 afio. Los resultados les permiten
concluir que la deteccién de la expresion de TH en SP en este grupo de
pacientes es un indicador de mal prondstico, aumentando su riesgo de
recaida y muerte (Burchill et al, 2001-B). En estudios mas recientes, Viprey y
colaboradores y Trager y colaboradores analizan cuantitativamente los
niveles de expresion de los genes (Trager el al., 2008; Viprey et al., 2014). El
primer grupo estudia el posible factor pronoéstico de la expresion TH, DCX y
PHOX2B y observan que elevados niveles de expresion los mismos en SP y
MO al diagnéstico, han demostrado ser factores de mal prondstico tanto al
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valorar la supervivencia global como la supervivencia libre de enfermedad.
También concluyen que la expresién de TH y PHOX2B al diagnéstico
predicen un grupo de ultra alto riesgo. El segundo grupo observa que
elevados niveles de expresion de TH y DDC tanto en SP como en MO al
diagndstico, son capaces de predecir el pronéstico de pacientes de
neuroblastoma de alto riesgo.

Como conclusion, podemos afirmar que en general la presencia de
marcadores tumorales en MO al diagnéstico no permite predecir las
recaidas en los pacientes de alto riesgo. No obstante, la deteccion de
células tumorales mediante inmunocitologia con Anti-GD2 parece asociarse
con una menor supervivencia y SLE en los pacientes estadio 4. Por otra
parte, la expresion de MAGE-A3 en SP en el total de casos de alto riesgo
podria asociarse con una menor supervivencia global de los pacientes.
Estos resultados ponen de manifiesto que la utilizacion de varios
marcadores aumenta el poder de prediccion.

10.2.- Estudio de EMR en pacientes de alto riesgo tras quimioterapia de
induccion.

Actualmente, la deteccion de micrometastasis en pacientes con
neuroblastoma incluidos en el grupo de alto riesgo, tiene un importante
impacto como herramienta para monitorizar el curso de la enfermedad y la
respuesta al tratamiento. Los estudios més relevantes orientados a evaluar
el poder de la deteccion de la enfermedad metastatica, se han hecho
utilizando la técnica de la RT-PCR sobre muestras de MO y SP (Miyajima et
al., 1996; Burchill et al., 2001-A; Trager el at., 2008; Viprey et al., 2014; Cheung et al., 2015).
La deteccion de células mediante RT-PCR puede ser una medida muy
informativa del estado de la enfermedad, ya que identifica la difusion de
células tumorales que tienen potencial de formar metastasis aparentes
(Burchill and Selby, 1999; Burchill and Selby, 2000).

Aunque la capacidad de detectar de forma precisa micrometastasis no se
traduce necesariamente en un mejor resultado para los nifios con NB, dicha
capacidad si que podria permitir la evaluacion de la respuesta al tratamiento
en las diferentes fases del mismo y permitir la intensificacion en aquellos en
los que se detecta enfermedad residual pudiendo asi mejorar el prondstico
de los mismos.

La totalidad de estudios publicados describen que en las muestras
estudiadas de MO y SP tras el fin de la quimioterapia de induccién existe
una disminucién importante tanto del porcentaje de muestras positivas,
como del nimero de células detectadas y del nivel de expresion de los
marcadores. Seeger y colaboradores, asi como Faulkner y colaboradores
evaluaron la presencia de células tumorales utilizando la inmunocitologia,
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tras quimioterapia de induccién en pacientes estadio 4. En el primer caso
detectaron células tumorales en un 27% de las muestras de MO y en un 5%
de las muestras de SP (Seeger et al., 2000). En el segundo caso, se detectaron
células tumorales en un 57% de las MO y no se observaron muestras
positivas de SP (Faulkner et al., 1998). Datos similares se han obtenido en los
estudios realizados con RT-PCR. Tchirkov y colaboradores estudian la
expresion de TH en pacientes diagnosticados de neuroblastoma
metastatico. Tras quimioterapia de induccién los porcentajes de positivos
fueron un 77% de las muestras de MO y un 41% de las muestras de SP
(Tchirkov et al., 2003).

Este fenomeno también se observa en la presente serie. En nuestro caso,
un 44% de las MO y un 21% de las SP fueron positivas para alguno de los
genes analizados. Si nos centramos en los marcadores que mostraron una
mayor sensibilidad, se pudo detectar expresion de DCX en un 36% de las
muestras de MO y en un 8% de las de SP y en el caso de TH en un 31% de
las de MO y en un 13% de las de SP. Si observamos la Figura 42, se
produce un fuerte descenso de casos positivos frente a los datos obtenidos
al diagnéstico de la enfermedad. Dicho descenso se produce tanto en MO
como en SP, siendo en sangre periférica mucho mas acusado. Estos datos
nos demuestran la efectividad de la quimioterapia de induccidon que
consigue disminuir de manera considerable la enfermedad metastética.

Con el fin de valorar si ademas del porcentaje de muestras positivas
también disminuia el nivel de expresion de los marcadores, realizamos un
estudio de comparacion de medias mediante el estadistico t para muestras
relacionadas, que demostré6 que, incluso en aquellos casos que no se
negativizan, existen diferencias significativas entre las medias calculadas
para las muestras de SP y MO al diagnodstico y tras la quimioterapia de
induccion para DCX y TH (Tabla 48) y que por tanto existe una disminucion
importante de la expresion de ambos tras la quimioterapia de induccion.
Este mismo fenédmeno es observado por el grupo de Viprey y colaboradores
para los marcadores TH, DCX y PHOX2B en pacientes de alto riesgo (Viprey
et al, 2014). Este dato nos indica que ademas de la disminucion del nimero
de muestras en las que detectamos micrometastasis, si se detectan células
tumorales, el numero de ellas es presumiblemente mucho menor que al
diagndstico.

Los datos de los que disponemos apoyan la idea de que la deteccion de
EMR mediante QF-PCR permite la evaluacion y monitorizacion del
tratamiento en los pacientes con enfermedad diseminada. Sobre este tema,
el grupo de Cheung y colaboradores han estudiado pacientes de alto riesgo
mediante RT-PCR con los marcadores B4GALNT1, PHOX2B, CCND1,
ISL1. La valoracion de micrometastasis en MO se realiza antes del
tratamiento con el anticuerpo 3F8 y dos semanas después de finalizar el
mismo. Los resultados obtenidos por ellos, muestran que la deteccion de la
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expresion de los marcadores permite la prediccién temprana de la respuesta
al tratamiento.

Asi, marcadores de la respuesta temprana permiten una rapida valoracion
de la respuesta al tratamiento. Ello podria permitir la modificacion del
tratamiento, disminuyendo los efectos adversos producidos por el mismo o
iniciar tratamientos adicionales o terapias alternativas.

En este caso también analizamos la posible asociacion de la deteccion de
los diferentes marcadores utilizados con la supervivencia. Nuestros
resultados muestran que la expresion de DCX en MO tras la quimioterapia
de induccion predice un peor pronéstico de los pacientes de alto riesgo en
cuanto a la supervivencia global. El analisis por estadios también demostré
que la expresion de DCX en pacientes estadio 4, se correlaciona de forma
estadisticamente significativa con una peor supervivencia y SLE. Por otra
parte, para el resto de marcadores tanto en SP como en MO no se observé
una clara asociacién entre la deteccién de los mismos y el prondstico de la
enfermedad.

Resultados similares han sido descritos previamente tanto para estudios de
EMR mediante inmunocitologia como por RT-PCR (Faulkner et al., 1998; Seeger
et al, 2000; Viprey et al 2014). Seeger y colaboradores concluyen que la
cuantificacion de células tumorales por inmunocitologia tras quimioterapia
de induccion proporciona informacién para identificar pacientes con muy alto
riesgo. Los pacientes en los que se detectaron mas de 100 células
tumorales por 10° células normales en MO tras guimioterapia de induccion,
mostraron un peor prondstico, que aquellos en los que se detectaron menos
de 100 células tumorales. En el caso de la RT-PCR, Viprey y colaboradores
observan que elevados niveles de expresiéon de TH, DCX y PHOX2B en SP
y MO al diagnéstico, han demostrado ser factores de mal prondstico tanto al
valorar la supervivencia global de los pacientes como la supervivencia libre
de enfermedad. Sin embargo, tras quimioterapia de induccion, la expresion
de los diferentes marcadores sélo se correlaciona con un peor prongstico en
el estudio de las muestras de médula ésea.

En nuestra serie, hemos observado que los pacientes de alto riesgo, y el
subgrupo de los estadio 4, en los que se observd expresion de DCX tras
guimioterapia de induccién tienen un peor pronostico que el grupo de
pacientes en los que no se observd expresion de este marcador. La
expresion de DCX podria estar sefialando un subgrupo de casos en los que
el clon o clones celulares metastaticos podrian estar formados por células
con una alta agresividad, por tener gran motilidad y una elevada capacidad
invasiva, lo que explicaria el peor pronéstico observado.

Nuestros resultados, junto con el resto de datos publicados, nos permiten
concluir ademas que la combinacién de varios marcadores aumenta el
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poder de predicciéon en los estudios de EMR. También, tanto la
inmunocitologia como la RT-PCR son los métodos méas sensibles para la
deteccion de EMR. Sin embargo, sigue sin estar claro cuales son las dianas
Optimas para la deteccién y el valor prondstico de cada una de ellas.

10.3.- Estudio de EMR en pacientes de alto riesgo en la recaida.

A pesar de los recientes avances en el tratamiento de los pacientes con
neuroblastoma de alto riesgo, aunque la mayoria muestra una buena
respuesta inicial al tratamiento, al menos un 50% de los mismos recaen
falleciendo posteriormente (Eleveld et al., 2015). Aunque no existen terapias
curativas probadas, algunos pacientes logran una supervivencia prolongada
incluso después de multiples recaidas. Segun las estadisticas registradas
en las bases de datos del INRG, los pacientes pertenecientes a los grupos
de riesgo bajo e intermedio que recayeron mostraron una supervivencia
global del 65% a los 5 afios tras la recaida. Sin embargo, en el caso de los
pacientes con enfermedad metastatica, la supervivencia global fue soélo el
8% en el mismo periodo de tiempo (Caron et al., 1996).

Pensamos que la deteccion de EMR, al final del tratamiento o en el
seguimiento posterior de nifios libres de enfermedad puede ser una
herramienta potencialmente Util para identificar micrometastasis antes de la
recaida clinica, proporcionando una oportunidad para una intervencion mas
temprana mejorando el resultado para algunos de ellos.

En el estudio de las muestras de los pacientes de alto riesgo en recaida,
observamos que un alto porcentaje de muestras de MO y SP fueron
positivas para los marcadores de EMR. El porcentaje fue del 86% en el caso
de la MO y del 71% en el caso de la SP. Al igual que en la mayoria de los
analisis del trabajo, los marcadores que mostraron una mayor sensibilidad
fueron TH y DCX estudiados por QF-PCR. El porcentaje de muestras
positivas fue similar y en muchos casos superior a las observadas al
diagnéstico de la enfermedad, especialmente en SP (Figura 46). Tchirkov y
colaboradores también observan en su serie valores similares con un 100%
de muestras positivas en MO y un 60% de SP (Tchirkov et al., 2003). Este dato
confirma que la préactica totalidad de las recaidas en los pacientes de alto
riesgo son metastaticas con afectacion de MO.

Con el fin de valorar el posible valor predictivo de la deteccion de los
marcadores de EMR analizados, se procedid a realizar un analisis de
supervivencia global. Los resultados mostraron que la expresion de TH y del
conjunto de marcadores en MO, tanto en el grupo de pacientes de alto
riesgo como en los pacientes estadio 4, era capaz de predecir el
fallecimiento de los pacientes. En el caso de la SP, se observaron
resultados similares sin alcanzarse la significatividad.
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No obstante, seria muy importante confirmar estos resultados en una serie
mayor de muestras, ya que este tipo de estudios podria permitir el
diagndstico de la recaida antes de la recaida clinica. Esta situacion
proporcionaria una oportunidad para una intervencidn mas temprana
mejorando el resultado para algunos pacientes. Ademas, de confirmarse
que dicho factor predictivo también se puede observar en el estudio de las
muestras de SP, las cuales, es importante recalcar, presentan un porcentaje
de muestras positivas muy similar al observado en MO, permitiria disefiar un
algoritmo de seguimiento de la EMR tras del final del tratamiento sin la
utilizacion de técnicas invasivas.

10.4.- Deteccion de células tumorales en Aféresis.

Como hemos comentado durante el presente trabajo, la enfermedad
diseminada es un factor de mal pronéstico en el neuroblastoma (Moss et al.,
1991). Aproximadamente el 50% de pacientes presentan enfermedad
metastatica en el momento del diagnéstico, siendo las metastasis en
médula 6sea y hueso unas de las localizaciones mas frecuentes. Aunque la
guimioterapia a altas dosis y posterior rescate con células madre
hematopoyéticas se utilizan de forma rutinaria en pacientes de alto riesgo, el
valor de la purga de células tumorales en las muestras de médula 0sea o
aféresis antes de la reinfusidon sigue siendo un tema controvertido. La
importancia de la reinfusién de células tumorales durante el trasplante ha
sido un tema ampliamente discutido. Existen estudios que demuestran las
propiedades clonogénicas de células tumorales aisladas de la sangre
periférica (Moss et al, 1994) y la identificacion de las células tumorales
reinyectadas en el sitio de metastasis (Brenner et al., 1993; Riill et al., 1994). Estos
estudios sugieren que las células reinfundidas desempefian un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad secundaria y la recaida. El uso
de células madre hematopoyéticas rescatadas de sangre periférica
(aféresis) para el trasplante tras la quimioterapia de alta dosis en pacientes
con neuroblastoma es atractivo por varias razones. El proceso para el
rescate celular es menos invasivo que el utilizado para la realizacion del
aspirado de la médula 6sea directamente, el tratamiento de la muestra es
mucho mas rapido y sencillo y finalmente, puede haber una disminucién del
riesgo de contaminacion de la muestra con células tumorales (Kessinger et al.,
1989; Moss et al., 1990-B). Sin embargo, la frecuencia y la importancia clinica de
la contaminacion de células tumorales en las aféresis siguen sin estar
totalmente claros ya que, los resultados publicados no son totalmente
concluyentes y en algunos casos son incluso contradictorios.

En nuestra serie hemos observado que un 17% de los pacientes de los que
se pudo disponer de aféresis presentaban positividad para células
tumorales que contaminaban la muestra. En conjunto, un 63,4% de
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pacientes de esta serie sufrieron una recaida y un 53,6% fallecieron. En
aquellos en los que al menos uno de los marcadores de EMR fue positivo
en las aféresis, el porcentaje de recaidas fue de aproximadamente un 60%
y el de fallecimientos del 62%. Aunque las diferencias entre los dos grupos
(vivos vs fallecidos) son pequefias, se realizé una comparacion entre ellos
mediante el test exacto de Fisher, no observdndose diferencias
significativas.

Al hacer una analisis de supervivencia en funciéon de la deteccion de los
diferentes marcadores analizados, pudimos observar que la expresion de
TH y de MAGE-AS, sefialaron a un pequefio grupo de pacientes tanto con
peor supervivencia global como con peor SLE. No obstante, el pequefo
namero de muestras analizadas, muy escaso para las muestras positivas,
sugiere que éste puede ser simplemente un efecto aleatorio de muestreo,
sin base bioldgica, y sin duda seria necesario ampliar la serie.

Como ya hemos comentado, los resultados obtenidos por otros autores son
contradictorios. El grupo de Burchill y el grupo de Corrias no observan
diferencias significativas en la supervivencia de los pacientes en funcién de
la deteccion de células tumorales en las muestras de aféresis. Sin embargo,
los primeros, si que observan un peor pronéstico de los pacientes en los
que se detecta expresion de TH en las aféresis sin alcanzarse la
significatividad (Burchill et al, 2001-B; Corrias et al, 2006). Chambon vy
colaboradores en su trabajo del 2013, completan las dos series publicadas
por ellos anteriormente, concluyendo que la deteccion de células tumorales
por QF-PCR (TH, DCX y PHOX2B) en muestras de aféresis se correlaciona
de forma estadisticamente significativa con una menor supervivencia global
de los pacientes (Chambon et al, 2013). Por otra parte, Tchirkov vy
colaboradores llegan a resultados similares a los del grupo anterior,
observando también una menor supervivencia en los pacientes en los que
se observaron células tumorales en las muestras de aféresis (Tchirkov et al.,
2003).

Es l6gico pensar que la deteccidon de células tumorales en las muestras de
aféresis para el autotrasplante se asocie con una peor supervivencia, pero
no necesariamente de una forma causal. Dicho fendmeno se puede deber
por una parte a una mala respuesta del paciente a la quimioterapia previa, y
por lo tanto estar en un escenario en el que el paciente sigue teniendo
micrometastasis o también a la reinfusion de células tumorales que puedan
provocar una recaida. Ambos escenarios se han barajado e investigado en
los Ultimos afos. Algunos grupos han comparado la supervivencia frente a
la deteccion de marcadores de EMR, en pacientes en los que se realizo una
purga de células tumorales de la aféresis, frente a los pacientes en los que
no se realizo el proceso sin encontrar diferencias significativas.
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Como en otros muchos puntos del presente trabajo, seria necesario un
esfuerzo coordinado de grupos internacionales, para poder establecer
conclusiones robustas sobre el posible valor del estudio de micrometastasis
0 la deteccion de células tumorales en MO, SP o aféresis en pacientes de
neuroblastoma y de su aplicacion en la préactica clinica. De los resultados
obtenidos, se podrian beneficiar directamente los pacientes, ya que se
podrian establecer grupos de mayor riesgo en funcién los resultados
obtenidos al diagnéstico de la enfermedad, monitorizar y cuantificar la
respuesta al tratamiento sobre la enfermedad metastéatica, detectar aféresis
contaminadas con células tumorales o predecir una posible recaida antes
de la recaida clinica. En todos los casos, se podrian disefiar protocolos
alternativos de tratamiento para intentar aumentar la supervivencia en estos
casos.
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VIl.- Conclusiones

1.- El patrén de expresion especifico de DCX en neuronas en migracion del
sistema nervioso central y periférico, junto con su elevada expresién en la
préactica totalidad de los tumores estudiados y la ausencia de la misma en
muestras de sangre periférica y médula ésea de donantes sanos, nos
permiten concluir que se trata de un marcador éptimo para la deteccion de
enfermedad minima residual en neuroblastoma.

2.- La expresion observada en una proporcion importante de muestras de
donantes sanos, junto con los resultados obtenidos en las diferentes
muestras y grupos de pacientes con neuroblastoma, nos permite afirmar
que los genes de la familia GAGE no son Utiles para la detecciéon de
micrometastasis en este tumor.

3.- Es importante utilizar mas de un marcador en la deteccién de células
tumorales metastaticas, por la posible heterogeneidad tumoral. En este
sentido, tras analizar los resultados de la bateria de marcadores evaluados
en este trabajo, proponemos la deteccion de la expresion de TH y DCX
como una combinacién adecuada para este tipo de estudios.

4.- Aunque la inmunocitologia es la Unica técnica que nos permite el contaje
de células tumorales, los resultados obtenidos en los estudios de validacion
de la técnica de la PCR cuantitativa en tiempo real, junto con la mayor
sensibilidad demostrada frente al resto de técnicas utilizadas y el coste
efectividad de la misma, nos permiten proponer a la QF-PCR como técnica
Optima para la deteccién de enfermedad minima residual en neuroblastoma.

5.- La expresién del gen MAGE-A1 en tumores primarios de neuroblastoma
se asocia de forma significativa a una mayor supervivencia y supervivencia
libre de eventos de los pacientes, siendo un predictor independiente de
otros, como la amplificacién del gen NMYC, pero no del estadio tumoral,
dada su mayor frecuencia en tumores localizados.

6.- El estudio realizado en pacientes con enfermedad localizada ha
permitido demostrar la existencia de células tumorales en médula 6sea y en
sangre periférica. En estos casos, la deteccion de enfermedad minima
residual, especialmente la expresion de MAGE-A1 en pacientes estadio 3,
podria tener un valor pronostico adverso. Sin embargo, es necesario ampliar
este tipo de estudios, muy escasos hasta el momento, para poder llegar a
una conclusion definitiva.
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7.- La deteccién de la expresién de DCX en el momento de la recaida en
pacientes con enfermedad localizada se correlaciona con una menor
supervivencia de los mismos. Este fendmeno podria estar relacionado con
una mayor agresividad de las células tumorales que expresan este gen, por
lo que su valoraciéon en muestras de médula 6sea y de sangre periférica
podria indicar un subgrupo de pacientes con peor pronéstico que se podrian
beneficiar de terapias mas intensivas en el tratamiento de dicha recaida.

8.- La deteccion de células tumorales mediante inmunocitologia con Anti-
GD2 en sangre periférica al diagnostico de pacientes estadio 4 se asocia
con una menor supervivencia y supervivencia libre de eventos.

9.- La expresion de DCX en MO tras quimioterapia de induccion en
pacientes de alto riesgo se asocia significativamente con una peor
supervivencia. En el caso de pacientes estadio 4, dicha asociacién se
observa tanto en la supervivencia global como en la supervivencia libre de
eventos.

10.- La deteccion de la expresién de TH y del conjunto de marcadores en
médula ésea en la recaida, tanto en el grupo de alto riesgo como en los
pacientes estadio 4, se asocia de forma significativa con el fallecimiento de
los pacientes. En sangre periférica se observan resultados similares, sin
alcanzarse la significatividad, por lo que seria importante confirmar este
resultado para un posible protocolo de seguimiento més exhaustivo de la
enfermedad minima residual tras del final del tratamiento, evitando la
utilizacion de técnicas invasivas.

11.- A pesar del escaso niumero de muestras analizadas, la deteccion de
células tumorales en muestras de aféresis no parece estar relacionada con
una mayor tasa de recaida.
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Anexo II: Financiacion
1.- Becas personales
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