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Resumen.—Introduccion. El diagnéstico de la micosis
fungoide es dificil, sobre todo en las fases iniciales, debido a
su similitud morfolégica con las dermatosis inflamatorias vy la
baja proporcién de células tumorales en el tejido.

Pacientes, material y métodos. Se utilizaron muestras de
29 pacientes con micosis fungoide con lesiones de mancha,
placa o tumor; de 24 pacientes con micosis fungoide en
estadios la, Ib o lla provenientes de un ensayo clinico; de
11 dermatosis inflamatorias y de piel sana no fotoexpuesta. Se
analizaron empleando un chip de ADN-c construido en nuestro
laboratorio.

Resultados. Este estudio ha demostrado que, empleando
estudios de micromatrices de ADN-c y normalizacion con
muestras normales de la piel, es posible detectar una firma
molecular que distingue este tipo de tumor de condiciones
inflamatorias comunes de la piel. Se ha revelado una firma de
27 genes implicados en la tumorigénesis de micosis fungoide.
Esta firma incluye la desregulacion de sefializacion de factor de
necrosis tumoral (TNF) ademas de un lazo autocrino de TNF
gue promueve sefializacion antiapoptotica. Ademas, fue posible
identificar un modelo predictivo de solo 6 genes que permite
una distincién entre casos de micosis fungoide y casos de
dermatosis inflamatorias con gran precision. Este modelo
predijo correctamente el diagnostico del 97,3 % de los casos
en la serie original y en 87,0% de los casos en una serie de
validacion de 24 pacientes con micosis fungoide con estadios
bajos.

Conclusiones. Hemos encontrado un grupo de 27 genes posi-
blemente implicados en la tumorigénesis de la micosis fungoide.
Hemos identificado un posible chip de diagnéstico de 6 genes.

Palabras clave: micosis fungoide, micromatrices de ADN-c,
modelo predictivo.
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MOLECULAR ALTERATIONS OF THE TNF PATHWAY
MAY BE INVOLVED IN THE TUMORIGENESIS

OF MYCOSIS FUNGOIDES. DESCRIPTION OF

A POSSIBLE MOLECULAR DIAGNOSTIC CHIP

IN MYCOSIS FUNGOIDES

Abstract.—Introduction. The diagnosis of mycosis fungoides
(MF) is difficult, especially in the initial stages, due to its
morphological similarity with inflammatory dermatoses (ID)
and the low proportion of tumor cells in the tissue.

Patients, material and methods. Samples were used from
29 MF patients with spot, plague or tumor lesions; from
24 MF patients in stages la, Ib or lla from a clinical trial; and
from 11 ID patients with healthy, non-photoexposed skin. They
were analyzed using a cDNA chip built in our laboratory.
Results. This study showed that it is possible to detect a molecu-
lar signature that distinguishes this type of tumor from common
inflammatory conditions of the skin by using cDNA micromatrix
studies and standardization with normal skin samples. The sig-
nature of 27 genes involved in MF tumorigenesis was revealed.
This MF signature includes the deregulation of TNF signaling,
in addition to an autocrine TNF loop that promotes
anti-apoptotic signaling. It was also possible to identify a
predictive model with only 6 genes that enables a very
accurate distinction to be made between MF and ID cases.
This model correctly predicted the diagnosis of 97.3 % of the
cases in the original series, and 97.0% of the cases in a
validation series of 24 MF patients in the early stages.
Conclusions. We have found a group of 27 genes that may
be involved in the tumorigenesis of MF. We have identified a
possible six-gene diagnostic chip.

Key words: mycosis fungoides, cDNA micromatrices,
predictive model.
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INTRODUCCION

La micosis fungoide es un linfoma de células T
periféricas que se caracteriza por la infiltracion y
acumulacién de células T tumorales en la piel'. Es el
tipo mas frecuente de linfoma cutaneo de células T
(LCCT), y representa mas de la mitad de todos los
linfomas de origen en la piel®.
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El diagnéstico clinicopatolégico de la micosis
fungoide resulta muy dificil debido al hecho de que
guarda muchas semejanzas con algunas dermatosis in-
flamatorias que se caracterizan por infiltraciéon y
acumulacién de células T benignas en la piel.
Ademas, sobre todo en fases iniciales, el bajo
porcentaje de células tumorales en la piel (muy
frecuentemente por debajo del 5 % de la celularidad
total) también dificulta el diagnéstico.

La mayoria de casos de LCCT tienen el fenotipo de
linfocitos Th de memoria (CD3+, CD4+) y una
minoria de casos tiene fenotipos como CD4— o CD8+.
Los casos CD8+ posiblemente representan un
subgrupo agresivo de la enfermedad?®. Ademas, la
pérdida de expresién de CD7 esta considerada una
caracteristica distintiva de micosis fungoide®.

La etiologia de la micosis fungoide es
fundamentalmente desconocida, aunque se han
propuesto algunos factores provocadores, como
estimulacion crénica con antigenos® o infeccién con
el virus de la leucemia humana (HTLV-I) u otras
infecciones virales. Sin embargo, los resultados de
dichos estudios han sido algo polémicos®’. Estudios
moleculares de micosis fungoide han revelado
algunos resultados interesantes, aunque la mayoria de
estos estudios moleculares estan limitados a grupos
pequenos de genes y proteinas. Se ha propuesto que
la disrupcion de senalizacion por FAS puede ser un
mecanismo de la patogénesis de micosis fungoide,
debido a defectos en senalizaciéon de apoptosis en
células T de la piel®. Se ha descrito reduccién de
expresion de FAS en linfocitos CD4+ de sangre
periférica en casos de LCCT".

La reduccion en la expresion de FAS puede ser el
resultado de mutaciones de FAS, que no son
frecuentes, pero se han descrito en algunos casos®. Los
defectos en la senalizaciéon por FAS pueden ser
complementados por mutaciones o defectos en la
actividad de caspasas o miembros de la familia de
BCL2. No obstante, estudios de BCL2'"y BAX® indican
que alteraciones en estos genes no tienen un papel
importante en la patogénesis de la micosis fungoide.
De modo parecido, el andlisis molecular de P53, el
gen con mas frecuencia mutado en neoplasias
humanas, ha ilustrado que mutaciones en este gen
estan presentes Unicamente en casos avanzados y es
poco probable que desempenen un papel importante
en la patogénesis temprana de micosis fungoide®.
Estudios sobre p16 han revelado una reduccién de la
expresion de pl6 en lesiones de micosis fungoide
progresivas a fase tumoral'!1?, y algunos estudios han
descrito un efecto silenciador sobre la expresion del
gen pl5 asociado con micosis fungoide y el sindrome
de Sézary'®. Estudios adicionales han implicado
STAT1', STAT3!5, CD30'%, CD40/CD40L!7, IL15'8,
IL16'8, receptores de quimocinas!? y reducciéon del
tamano de telémeros y actividad incrementada de
telomerasas?® en la patogénesis y progresiéon de

micosis fungoide. Ultimamente, estudios in vitro han
ilustrado que NF-kappa B puede ser importante en la
patogénesis de micosis fungoide?!.

En este estudio se han enfocado los mecanismos de
tumorigénesis de micosis fungoide empleando
analisis con micromatrices (chips o microchips) de
ADN-c. Los datos obtenidos permiten la identificacion
de una firma de micosis fungoide que tiene la
capacidad de distinguir entre casos de micosis
fungoide y casos de dermatosis inflamatorias y es
valido en un grupo aislado de casos. La técnica de
micromatrices de ADN-c es una técnica muy potente
que permite el andlisis de la expresion de miles de
genes simultineamente. Estos estudios han
revolucionado la investigacion del cancer y permiten
una clasificacion mas precisa de los tumores?,
predicciéon de la respuesta al tratamiento®?! y
prediccion de supervivencia?.

Estos tipos de analisis se han empleado previamente
en el estudio in vitro de células de micosis fungoide
para identificar genes que posiblemente desempenan
un papel en el desarrollo de resistencia a interferén
alfa?. Aqui, la técnica de micromatrices de ADN-c se
ha utilizado para examinar el perfil de expresion
génica en un total de 53 casos de micosis fungoide
(29 pacientes en el grupo de estudio y un grupo de
24 pacientes adicionales para validaciéon) y 11 casos
de dermatosis inflamatorias. Los resultados permiten
la identificacién de 27 genes implicados en la
tumorigénesis. Muchos de los genes identificados
estan directamente implicados en la senalizacién
antiapoptdtica por la ruta del factor de necrosis
tumoral (TNF). Posteriormente, se ha identificado y
validado un modelo predictivo de sé6lo 6 genes en el
grupo de estudio (29 pacientes) y en el grupo de
validacion (24 pacientes).

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de casos

Se obtuvieron 11 muestras de dermatosis
inflamatorias, 29 muestras de micosis fungoide, seis
muestras de control de piel normal (no fotoexpuesta)
y 24 muestras de micosis fungoide para validaciéon en
varios hospitales espanoles. Todas las muestras fueron
recogidas y manipuladas siguiendo un protocolo
estandarizado con consentimiento informado de todos
los pacientes en el estudio, supervisado por los comités
éticos de los hospitales. Las muestras de micosis
fungoide representan biopsias consecutivas, elegidas al
azar de los hospitales colaboradores. Se revisaron
centralmente por un panel de patélogos. Los
diagnoésticos se realizaron empleando criterios
uniformes, aceptados y previamente descritos?®
basados en las caracteristicas clinicas, histolégicas,
inmunofenotipicas y moleculares, con la ayuda de
datos de hematoxilina-eosina, inmunohistoquimica
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con CD3, CD4 y CD8, y analisis mediante reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) de reordenamiento
del gen del receptor de superficie de las células T
(TCR). Las muestras de micosis fungoide representan
muestras iniciales de diagnoéstico de pacientes con
varios estadios de enfermedad incluyendo pacientes
con lesiones de mancha, placa y tumor. Los pacientes
con micosis fungoide del grupo de validacién
(24 casos) estan incluidos en un ensayo clinico y
representan inicamente los estadios Ia, Ib y IIa.

Las 11 muestras de dermatosis inflamatorias
representan casos de dermatitis de la interfase y
dermatitis espongioética incluidos pitiriasis rosada,
lupus eritematoso sistémico, dermatitis herpetiforme,
dermatitis seborreica y dermatitis espongiotica.

Preparacion de muestras para estudios
de micromatrices de ADN-c

Se extrajo ARN total usando Trizol (Life
technologies, Inc., Grand island, NY) purificado
usando el método de RNeasy (Qiagen Inc., Valencia,
CA) y tratado con DNase 1 (libre de ARNsas) segin
las instrucciones de fabricante. Se amplificaron 1-3 pg
de ARN segun un protocolo previamente descrito®!,
empleando un sistema de transcripcién in vitro
usando T7. Se marcaron directamente con Cyb
(cyanine 5-conjugated dUTP) 5 pg de ARN de cada
muestra y 5 wg de ARN de un ARN de referencia
(Universal Human Reference RNA, Stratagene, La
Jolla, CA) con Cy3 (cyanine 3-conjugated dUTP) como
referencia. Todos los analisis de micromatrices de
ADN-c emplearon un chip de micromatrices
construido en nuestro laboratorio segtin un protocolo
previamente descrito®. La captura de imagenes se ha
realizé con el Scanarray 5000 XL (GSI Lumonics,
Kanata, Ontario, Canadd) y las imagenes se analizaron
con el programa GenePix 4.0 Pro (Axon Instruments
Inc., Union City, CA). Cada una de las muestras se
analiz6 por duplicado. Se descartaron los resultados
inconsistentes en cada una de las dos muestras
analizadas.

Analisis y normalizacién de datos

Los datos de la intensidad de fluorescencia han sido
sujetos a una resta automatica de la fluorescencia de
fondo y las ratios de Cy3/Cyb se normalizaron frente
a un valor mediana de la ratio de todos los puntos de la
micromatriz. Se calculé la suma de las medianas del
fondo y se descartaron aquellos puntos en los que el
valor de intensidad total era menor que la suma de
las medianas del fondo. Toda ratio se convirtié en
escala LOG (base 2). También se descartaron los
duplicados inconsistentes. Se calcul6 la media para
todos los duplicados de clon y gen consistentes. Se
excluyeron de andlisis posteriores aquellos genes en

los que se obtuvieron datos consistentes en menos de
80 % de las muestras analizadas de pacientes?’.

Para reducir el fondo de senal debido a la presencia
de células normales en el tejido usado, hemos utilizado
dos métodos distintos: normalizaciéon por
centralizacion de la mediana de todos los genes en
cada caso de micosis fungoide y dermatosis
inflamatorias y normalizacion de estos casos frente al
grupo de muestras de piel normal no fotoexpuesta.
Dado que el segundo método tuvo mas éxito en
cuanto a separacion de los casos empleando la técnica
de agrupacion jerarquica, cada muestra en el estudio
se normaliz6 frente a una coleccién de muestras de
piel normal. Se seleccionaron seis muestras de piel
normal (no fotoexpuesta) y se calculé una media para
cada gen en el que estaban disponibles datos de un
minimo de cuatro muestras. Esta media se utilizé en
la normalizacién de todos los casos de micosis
fungoide y dermatosis inflamatorias.

Agrupacion jerarquica y analisis estadistico

Se emple6 el programa SOTA?® para los estudios
de agrupacion jerarquica. Los perfiles de expresion se
han visualizado usando el programa TreeView. La
funcion biologica de los genes se ha asignado usando
la base de datos GENECARDS®.

Para identificar genes importantes en la distincion
entre casos de micosis fungoide y casos de dermatosis
inflamatorias utilizamos un valor p (la version de
Welsh que no requiere varianzas iguales) y se
obtuvieron valores de p no ajustados por
permutaciones. Los valores de p ajustado se
obtuvieron usando el método de control de la
frecuencia de falsos positivos de Benjamini y
Hochberg®. Los genes con un valor de p no ajustado
inferior a 0,001 y valor de p ajustado inferior a 0,1 se
han considerado como genes significativos en la
distincion de muestras de micosis fungoide vy
dermatosis inflamatorias.

Para validar el modelo predictivo de micosis
fungoide, se utiliz6 el programa SOM?
(Self-Organizing Map Algorithm) para agrupar los
27 genes que se encontraron en los experimentos
previos, definiendo un maximo de 7 grupos de genes.

La media calculada para cada grupo de genes se ha
utilizado para validaciéon mediante analisis
discriminante (SPSS Base version 10.0 [SPSS Inc.,
Chicago, IL]) en el grupo de pacientes del estudio
(29 casos) y en el grupo de validacion (24 casos). Para
identificar un subgrupo reducido de genes predictivo,
se selecciono el gen con el valor de p mas bajo de cada
agrupacién de genes identificado por SOM. El
modelo predictivo de 6 genes se validé mediante
analisis discriminante en el grupo de pacientes del
estudio (29 casos) y en el grupo de validacién
(24 casos).
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RESULTADOS

Normalizacién de datos

Hemos realizado estudios preliminares con 6 casos
de dermatosis inflamatorias y 8 casos de micosis
fungoide. El estudio de agrupamiento jerarquico no
demostré separacion de las muestras (fig. 1A).
Teniendo en cuenta que en muchos casos de micosis
fungoide y dermatosis inflamatorias el infiltrado de
células T supone menos del 10 % de todas las células
del tejido, tratamos de eliminar la senal debido a
células normales en ambos tejidos. Para esto,
intentamos dos métodos de mnormalizacion:
a) normalizacién por centralizaciéon de la mediana de
senal de todos los genes en cada caso de micosis
fungoide y  dermatosis  inflamatorias, vy
b) normalizaciéon de casos de micosis fungoide y
dermatosis inflamatorias frente a grupo de muestras
de piel normal no fotoexpuesta. Este segundo método
obtuvo resultados 6ptimos. En la figura 1B se puede
observar como se separan perfectamente las senales
moleculares de las micosis fungoide y las dermatosis
inflamatorias (fig. 1B). Consideramos entonces que
este método de normalizacién es vdlido para enri-
quecer los datos obtenidos de este tipo de muestras,
en las que la proporcion de células tumorales es baja,
y permite una agrupaciéon y clasificaciéon de estos
tumores. Durante el resto de este estudio, este tipo de
normalizacién se ha aplicado en todos los datos
de cada paciente, usando un total de seis muestras de
piel normal.

Firma molecular de micosis fungoide: expresion
diferencial con pieles inflamatorias

A fin de identificar genes implicados en la
tumorigénesis de la micosis fungoide se utilizaron un
total de 29 muestras de micosis fungoide vy
11 muestras de dermatosis inflamatorias. Los datos
de los estudios de micromatrices de ADN-c de cada
uno de estos casos se normalizaron contra la senal
media a partir de 6 muestras piel normal no
fotoexpuesta. Usando el método de t de Student, con
un valor p ajustado (tabla 1), se identificaron 27 genes
significativos en la separacién de casos de micosis
fungoide y dermatosis inflamatorias (tabla 1).

El patron de la expresién de estos 27 genes es
notablemente diferente entre los casos de ambos
procesos (fig. 2). Estos genes estan implicados en una
variedad grande de funciones como el control del
ciclo celular, apoptosis y transduccién de senales. Sin
embargo, el resultado mas llamativo es la induccién
de expresion de 7 genes implicados directamente en
senalizacion por la via de TNF incluyendo genes como
TRAFI, BIRC3y TNFSF>.

Casos de DI

Casos de MF

Fig. 1.—Agrupacion jerarquica de datos brutos (sin normalizar) y
datos normalizados de casos de micosis fungoide (MF) y dermatosis
inflamatorias (DI). A) Utilizando los datos brutos (sin normalizar) en
8 casos de micosis fungoide y en 6 casos de dermatosis
inflamatorias, no fue posible la separacion de los grupos.
B) Normalizando las muestras frente a pieles normales se
consiguieron separar los casos de micosis fungoide de los de
dermatosis inflamatorias.

Construccion y validaciéon del modelo de prediccion
de micosis fungoide

Usando el algoritmo de SOM, sobre los 27 genes
significativos en la separacién de casos de micosis
fungoide de casos de dermatosis inflamatorias, se
demostraron seis agrupamientos de genes (fig. 3), es
decir, que los 27 genes pertenecian a seis familias
distintas. Posteriormente, de cada una de esas familias
se escogio el gen que tenia la maxima significaciéon
estadistica (valor de p mas bajo), con lo que se obtuvo
un conjunto de 6 genes representativo del grupo
original de 27 genes (tabla 2).

Utilizando el grupo inicial de 27 genes, el 100 % de
las muestras se podian diagnosticar perfectamente
como micosis fungoide o como dermatosis
inflamatorias (tabla 3). Posteriormente utilizamos
este conjunto de 6 genes (tabla 2) para ver si se podia
discriminar de manera aceptable entre las muestras
de micosis fungoide y las de dermatosis inflamatorias.
Al aplicar este pequeno grupo de genes sobre los
29 casos de micosis iniciales (que incluian lesiones en
mancha, placay tumor) y las dermatosis, el 97,3 %
de los casos quedé identificado en una u otra
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TABLA 1. 27 GENES QUE DIFERENCIAN DE MANERA SIGNIFICATIVA LOS CASOS DE MICOSIS FUNGOIDE

DE LOS CASOS DE DERMATOSIS INFLAMATORIAS

Simbolo del gen Valqr de p Va_lor de p Funcion
no ajustado ajustado

FJX1 0,00002000 0,0210896 Diferenciacion y desarrollo
Hs.127160 0,00002000 0,0210896 EST —funcién desconocida
STAT4 0,00002000 0,0210896 Traduccion de sefnales, diferenciacion/proliferacion de células T
SYNE-1B 0,00004000 0,0210896 Traduccion de sefales
CDC16 0,00004000 0,0210896 Control de ciclo celular
BCL7A 0,00004000 0,0210896 Oncogénesis
TRAF1 0,00006000 0,0210896 Inhibicion de apoptosis, sefializacion por TNF
BIRC3 0,00006000 0,0210896 Inhibicién de apoptosis
PRO0823 0,00006000 0,0210896 Proteina teérica —funcién desconocida
WBSCR14 0,00006000 0,0210896 Diferenciacion y proliferacion
ITGAX 0,00010000 0,0319539 Integrina, adhesién celular
MGC5363 0,00014000 0,0395430 Proteina tedrica —funcién desconocida
LYN 0,00016000 0,0395430 Traduccion de sefales, oncogén
EBI2 0,00016000 0,0395430 Inducido por EBV, traduccion de sefiales, respuesta inmunitaria
BARX2 0,00018000 0,0395430 Diferenciacion y desarrollo, adhesion celular
FBP17 0,00018000 0,0395430 Unién con formin
RASSF2 0,00022000 0,0454873 Oncogén
WASPIP 0,00026000 0,0507712 Organizacién del citosqueleto, traduccién de sehales
LCP2 0,00031999 0,0562389 Traduccion de sefales en células T
PCTAIRE2BP 0,00031999 0,0562389 Control de ciclo celular
HCK 0,00033999 0,0569084 Traduccién de sefnales
DEDD 0,00037999 0,0607124 Apoptosis
ACTN1 0,00039999 0,0611292 Organizacion del citosqueleto
SELP 0,00043999 0,0644404 Adhesion celular
CD5 0,00047999 0,0674867 Marcador de células T, proliferacién de células T
UBE2L3 0,00061999 0,0838176 Via de ubiquitina
TNFRSF5 0,00069999 0,0911278 Familia de TNF, activacién de células T, inhibiciéon de apoptosis

EST: ???; TNF: factor de necrosis tumoral; VEB: virus de Epstein-Barr.

Casos de DI

Casos de MF

Fig. 2—Imagen del microchip de ADN-c que muestra los 27 genes
significativos en la separacién de casos de micosis fungoide (MF)
y casos de dermatosis inflamatorias (DI) (29 muestras de MF,
11 muestras de DI). Véase la casi perfecta separacion de la imagen
en cuatro cuadrantes. En rojo se representan los genes
sobreexpresados. El cuadrante superior izquierdo muestra los
7 genes sobreexpresados en las muestras de DI. En el cuadrante
inferior derecho,los 20 genes sobreexpresados en las muestras de
MF.

de los casos quedé identificado en una u otra
enfermedad (tabla 3).

Para la validacion de estos resultados, utilizamos las
muestras procedentes del ensayo clinico de micosis
fungoide en estadios Ia, Ib y Ila. El grupo inicial de
27 genes volvié a identificar correctamente el 100 %
de las muestras (tabla 3A). Ademas, el grupo reducido
de 6 genes permiti6 el diagnostico del 97,0 % de las
muestras (tabla 3B).

DISCUSION
Normalizacion de datos

Para entender mejor la tumorigénesis de micosis
fungoide, se analizaron muestras de pacientes con esta
enfermedad y las de dermatosis inflamatorias usando
una micromatriz de ADN-c, que se ha disenado
especificamente para el estudio de cancer®. Los datos
en bruto de cada muestra se normalizaron a un
promedio de la senal de un grupo de piel normal (no
fotoexpuesta), para reducir la senal que venia de
células normales en el tejido. Este paso ha conseguido
reducir el ruido de fondo en estas muestras donde las
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Grupo 1,1

Valor de Valor de

Gen no ajustado  ajustado
ACTNI 0,00039999 0,0611292

BARX2 0,00018000 0,039543
BCL7A 0,00004000 0,0210896
FJX1 0,00002000 0,0210896
PCTAIRE2BP 0,00031999 0,0562389
-3,19 UBE2L3 0,00061999 0,0838176

Grupo 1,2

Vacio - No contiene genes

WBSCR14 0,00006000 0,0210896

1,01

/\,/\/\—/\/\/\/\/*/\v/\\/\‘/\

-1,01

Grupo 1,3

Valor de Valor de

[ ~ 7 VA 0,0 Gen no ajustado ajustado
\/ \\7\/\/ V CDC16  0,00004000 0,0210896
DEDD 0,00037999 0,0607124
SELP 0,00043999 0,0644404
-1,96 SYNE 0,00004000 0,0210896
Grupo 1,4
Valor de Valor de
Gen no ajustado  ajustado
CD5 0,00047999  0,0674867
FBP17 0,00018000  0,0395430
MGCH363 0,00014000  0,0395430
STAT4 0,00002000  0,0210896
TNFSF5  0,00069999  0,0911278 9,79
WASPIP  0,00026000  0,0507712
2,73 Grupo 1,5
Valor de Valor de
J\ J 0.0 Gen no ajustado  ajustado
N v \)’ 7 ’ EBI2 0,00016 0,0395430
RASSF2  0,00022 0,0454873
TRAF1 0,00006 0,0210896
-2,73
Grupo 1,6 3,45
Valor de Valor de
Gen no ajustado  ajustado
BIRC3 0,00006 0,0210896 WV 0,0
ITGAX 0,00010 0,0319539
-3,45
465 Grupo 1,7
Valor de Valor de
w 0.0 Gen no ajustado  ajustado
Hs, 127160  0,00002000  0,0210896
HCK 0,00033999  0,0569084
LCP2 0,00031999  0,0562389
-4,656 LYN 0,00016000  0,0395430

PRO0823  0,00006000  0,0210896

Fig. 3.—Agrupacion de genes por el algoritmo de SOM. Seleccién de un modelo predictivo de micosis fungoide (MF). La agrupacion de
genes utilizando el algoritmo de SOM identificé 6 grupos de genes relevantes dentro del grupo de 27 genes implicados en la tumorogénesis

de la MF. Para construir el modelo predictivo de MF con 6 genes se seleccionzel gen con el valor p m s bajo en cada grupo.
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TABLA 2. MODELO PREDICTIVO CON 6 GENES EN MICOSIS FUNGOIDE

Simbolo del gen Valo_r de p Va_/or de p Funcion
no ajustado ajustado

FJX1 0,00002000 0,0210896 Diferenciacion y desarrollo
Hs.127160 0,00002000 0,0210896 EST —funcién desconocida
STAT4 0,00002000 0,0210896 Traduccion de sefales, diferenciacion/proliferacion de células T
SYNE-1B 0,00004000 0,0210896 Traduccion de sefales
TRAFA1 0,00006000 0,0210896 Inhibicion de apoptosis, sefializacién por TNF
BIRC3 0,00006000 0,0210896 Inhibicién de apoptosis

EST: ???; TNF: factor de necrosis tumoral.

TABLA 3. RESULTADOS DEL ANALISIS DISCRIMINANTE

Clase prevista

Clase Total
Micosis fungoide | Dermatosis inflamatorias
Modelo de 27 genes*
Serie original
Numero Micosis fungoide 29 0 29
Dermatosis inflamatorias 0 11 11
Porcentaje Micosis fungoide 100 0 100
Dermatosis inflamatorias 0 100 100
Grupo de validacién
NUmero Micosis fungoide 24 0 24
Dermatosis inflamatorias 0 11 11
Porcentaje Micosis fungoide 100 0 100
Dermatosis inflamatorias 0 100 100
Modelo predictivo con 6 genes**
Serie original
Numero Micosis fungoide 27 0 27
Dermatosis inflamatorias 1 9 10
Porcentaje Micosis fungoide 100 0 100
Dermatosis inflamatorias 10 90 100
Grupo de validacién
Numero Micosis fungoide 22 1 23
Dermatosis inflamatorias 0 10 10
Porcentaje Micosis fungoide 95,7 4,3 100
Dermatosis inflamatorias 0 100 100

Se muestran los datos de la serie original (29 casos de micosis fungoide y 11 casos de dermatosis inflamatorias) y del grupo de
validacién (24 casos de micosis fungoide).
*El 100% de los casos de la serie original quedan clasificados correctamente; el 100 % de los casos del grupo de validaciéon quedan

clasificados correctamente.

**Se han incluido todos los casos de los que se disponian todos los datos para los 6 genes: el 97,3 % de los casos de la serie original
quedan clasificados correctamente; el 97,0 % de los casos del grupo de validacién quedan clasificados correctamente.

células tumorales suponen menos del 10 % de las
células totales y subsiguiente agrupacion de muestras
en subgrupos correctos (fig. 1B). Sin esta normali-
zacion, la separaciéon de las muestras por métodos
de agrupacién jerarquicos no hubiera sido posible

(fig. 1A).

92

Activacion de la via antiapoptotica del camino
de TNF en la tumorigénesis de micosis fungoide

Usando los datos normalizados de micromatrices
de ADN-c a partir de 29 pacientes con micosis
fungoide y de 11 pacientes de dermatosis
inflamatorias, se identificaron 27 genes. La expresion
de los 27 genes es perceptiblemente diferente entre
casos de una y otra enfermedad (tabla 1) (fig. 2).
Veinte de los 27 genes identificados estaban
sobreexpresados en los casos de micosis fungoide
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Fig. 4—Desregulacion de sefalizacion de TNF en la tumorogénesis de micosis fungoide (MF): una combinacién de sefializacién antiapoptotica
por TNFR1, impulsado por la sobreexpresién de TRAF1y proteinas de la familia BIRC/IAP. La sefializacion apoptética de TNFR1 esté reprimida
por lainhibicion de caspasas por BIRC1/BIRC3. La sefializacion antiapoptética por TNFR2 esté activada debido a la sobreexpresion de TRAF1y
BIRC3. La sobreexpresién de CD40L/TNFSF5 puede inducir proliferacion de células T por el receptor de CD40 y TRAF1. La sobreexpresiéon de
IL2R activa Jak2 y STAT4 e induce la expresién subsiguiente de los oncogenes ¢c-MYC, LYNy HCK. Los oncogenes LYNy HCK participan en
un lazo de realimentacion de la sefalizacién antiapoptética de TNF debido a la produccion endégena de TNF y la autoestimulacién
subsiguiente de TNFR1 y TNFR2. Texto rojo: genes sobreexpresados en casos de MF. Texto verde: genes reprimidos en casos de MF.

mientras que los 7 genes restantes estaban reprimidos
en los casos de micosis fungoide (o lo que es lo

mismo, sobreexpresados en las dermatosis
inflamatorias).
Lo mas interesante es la observacion de la

sobreexpresion de 7 genes implicados directamente en
la regulacién de senalizaciéon de TNF, incluyendo
BIRC3, un miembro de la familia «proteina inhibidora
de apoptosis» (IAP), regulada trascripcionalmente por
NF-«B*. Los genes de esta familia se caracterizan por la
presencia de una region IAP o regién BIR*, esencial
para sus efectos antiapoptéticos®’; BIRC3 o
c-IAP2 poseen el dominio antiapoptético BIR*, un
dominio de CARD para unién a caspasas y un dominio
RING para la degradacion de proteinas diana® tal
como caspasas 3 y 7% (fig. 4). E1 BIRCI también
conocido como NAIP, que se une a la region

citoplasmica de TNFR2, el receptor tipo 2 de TNEF?3®,
También fue encontrado como gen sobreexpresado
en los casos de micosis fungoide (fig. 4). Sin embargo,
la significacién de esta sobreexpresion era justo fuera
del rango considerado aqui (p=0,00088;
p-ajustado = 0,100698). EI BIRCI, aunque carece de
los dominios CARD o RING que se mencionan arriba,
ejerce su accion antiapoptética inhibiendo caspasas 3 y
7 a través de sus dominios BIRY (fig. 4).

El TRAFI se ha identificado aqui como un gen
sobreexpresado en los casos de micosis fungoide, lo
que extiende las observaciones anteriores referentes a
la importancia de TRAFI en los linfomas de células
B38. E1 TRAFI es inducible por NF-kB* e interactua
con TNFR241y varios miembros de la familia de TNF
como CD40%4! (fig. 4). TNFR2, un receptor de la
superfamilia de TNF que carece del dominio intrace-
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lular de muerte celular, media la senalizacion de
supervivencia reclutando 7TRAFI, TRAF2%%? y
proteinas inhibidoras de apoptosis como BIRC3. E1
TNFR2 activa NF-kB y las vias de supervivencia de
JNK36424 y el complejo de proteinas de IAP/BIRC del
receptor inhiben senalizacion apoptoética (fig. 4).

El receptor de TNF tipo 1, TNFRI, posee un
dominio intracelular de muerte e induce apoptosis
por el reclutamiento de TRADD vy la activacién
subsiguiente de caspasa 8 a través de una proteina
adaptadora, FADD*% (fig. 4). No obstante, TRAF2 se
une con alta afinidad a TRADD* y el reclutamiento
subsiguiente de RIP1, TRAF1 y proteinas de la familia
IAP/BIRC, conduce a la supresion de senales
apoptoticas de este receptor® (fig. 4).

El TNFSF5 (CD40L o TRAP) es un miembro de la
familia de TNF implicado en la prevencién de
apoptosis y en el aumento de la proliferacion
celular'”*. La expresién de CD40L se ha descrito
previamente en casos de micosis fungoide donde fue
sugerido que CD40L pudo desempenar un papel en
un lazo paracrino importante para la prevencion de
apoptosis y/o regulacién positiva de crecimiento’.
También se ha sugerido que la expresion de CD40L
puede ser importante para el acuartelamiento en piel
de las células T neopldsicas'” (fig. 4).

El HCK y el oncogén LYN son tirosincinasas
sobreexpresadas en casos de micosis fungoide. El
HCK es responsable de la produccién de TNF en
células murinas* y HCK y LYN han estado implicados
en la produccién de TNF en monocitos humanos®.
En este estudio, ademas de sobreexpresion de HCK'y
de LYN en casos de micosis fungoide, el TNF estaba
sobreexpresado, aunque la significacion era justa
fuera del rango riguroso usado aqui.

Ademais, HCK® y LYN®?y el oncogén ¢-MYC*® son
inducidos por IL-2 a través de la activaciéon de JAK2 y
de STAT4. En este estudio, STAT4 esta
sobreexpresado en los casos de micosis fungoide, al
igual que el receptor IL-2 (IL2R), pero con una
significaciéon mads baja. Segun los resultados de este
estudio, es posible que en casos de micosis fungoide,
la sobreexpresion de HCK y LYN, inducido por IL2,
conduzca a la producciéon de TNF y senalizacién
antiapoptotica por TNFR1 y TNRF?2 (fig. 4).

La UBEZ2L3, una proteina de la via de ubiquitina,
también conocida como UbcH?7, es reprimida en esta
serie de micosis fungoide. Esta proteina estd
implicada en ubiquitinizacién y degradacion de los
oncogenes MYy ¢-IFOS%. Por lo tanto, la expresion
reprimida de UBE2L3 en casos de micosis fungoide
puede ayudar a la tumorigénesis de micosis fungoide
(fig. 4).

Puesto que solamente los genes con un maximo de
20 % de valores desconocidos se podian incluir en
este estudio, se excluyeron del analisis muchos genes
con un papel posible en esta via. Haciendo un
promedio de los patrones de la expresion génica para

los subgrupos de micosis fungoide y dermatosis
inflamatorias para los genes con mas de 20 % valores
desconocidos, se proporciona una cierta evidencia de
soporte para este modelo. Brevemente, NF-kB estd
sobreexpresado en los casos de micosis fungoide
comparado con los casos de dermatosis inflamatorias
(1,54 veces mas expresion de NFKB1), mientras que
IL2 demuestra una expresion mayor (1,86 veces mas)
en los casos de micosis fungoide (fig. 4). La cinasa
IkB, responsable de la fosforilacién de IkB y por lo
tanto de la activaciéon de NF-kB, también demostro
una tendencia a estar sobreexpresado en casos de
micosis fungoide. Finalmente, en estos casos también
hay un aumento muy leve en la expresion de los genes
implicados en las vias proliferativas y inflamatorias
de JNKy p38 (JunB, JunD, MAPK14 (p38), ATF3y
TRAF2) y en las vias de la activaciéon de NF-«kB
(miembros de la familia HSP90, CDC37 y TRAF2).

En conclusién, la tumorigénesis de micosis
fungoide se asocia a cambios en la regulacién de una
combinacién de senalizacién antiapoptética por
TNFR1 (inducido por sobreexpresiéon de TRAF1 y
BIRC/IAP) y la inhibicién de las vias apoptéticas de
TNFR1 (por la inhibicién de la caspasa por
BIRC1/BIRC3). Ademas, la senalizacion
antiapoptotica por TNFR2 sigue estando activa segin
lo senalado por la sobreexpresion de TRAF1 y BIRC3.

La sobreexpresion de CD40L/TNFSF5 contribuye a
la tumorigénesis de micosis fungoide induciendo la
proliferacion de células T por el receptor CD40 y
TRAFI. La IL-2 también puede desempenar un papel
critico en la tumorigénesis de micosis fungoide a
través de su receptor, activando JAK2 y STAT4 y
posteriormente induciendo la expresion de
oncogenes ¢-MYC, LYNy HCK.

Finalmente, LYN y HCK participan en un lazo
autocrino, participando en la produccién endégena
de TNF y subsiguiente activacion de TNFR1 y TNFR2,
lo que autoestimula la activacion de la via de
supervivencia de TNF. El silencio de la via apoptética
de TNF puede ser debido a la sobreexpresion de
BIRC1/BIRC3 vy la inhibicién de caspasas.

Modelo predictivo de micosis fungoide

El modelo predictivo que usa la senial media de los
racimos de los 27 genes puede asignar correctamente
la clase (micosis fungoide o dermatosis inflamatorias)
en el 100 % de la serie de micosis fungoide y en un
grupo de validaciéon de 24 casos. Posteriormente se
eligi6 el gen con el valor p mas bajo de cada racimo
(fig. 3) (tabla 2) y este modelo predictivo de 6 genes
clasificé correctamente 97,3 % de la serie original y
97,0 % de la serie de validacion. La validacién de este
modelo tiene un peso adicional porque la serie de
validacién consta inicamente de casos de bajo estadio
clinico y representan casos cuya histologia se parece
mas a los casos de dermatosis inflamatorias, y por lo
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tanto, se trata de casos en los que el diagnéstico
clasico es mas dificil.

En conclusién, este estudio ha demostrado que,
empleando estudios de micromatrices de ADN-cy
normalizacién con muestras normales de la piel, es
posible detectar una firma molecular que distingue
este tipo de tumor de condiciones inflamatorias
comunes de la piel. Esta firma de micosis fungoide
incluye la desregulacion de senalizacion de TNF
ademas de un lazo autocrino de TNF que promueve
senalizaciéon antiapoptotica. Ademas, fue posible
identificar un modelo predictivo de sélo 6 genes que
permite una distincién entre casos de micosis
fungoide y casos de dermatosis inflamatorias en el
97,3 % de los casos en la serie original y en el 97,0 %
de los casos en una serie de validacion de 24 pacientes
con micosis con estadios bajos.
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