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AASLD American Association
for the Study of Liver Diseases

ADN Acido
desoxirribonucleico

ADNc Acido
desoxirribonucleicocomplement
ario

ALT Alanino aminotransferasa

AMPc Adenosin-monofosfato
ciclico

ARN Acido ribonucleico

ARNc Acido
ribonucleicocomplementario

AST Aspartato
aminotransferasa

ATP Adenosin-trifosfato

CAMs Moléculas de adhesiéon
celular

CTPCitidina trifosfato

DAVID Base de datos de
anotacion, visualizacidon y
descubrimiento integrado
(Database for
Annotation, Visualization
and IntegratedDiscovery)

ddPCR Reaccidn en cadena de
la polimerasa digital en gotas
(droplet digital Polimerase
Chain Reaction)

DE Desviaciéon estandar
DM-II Diabetes Mellitus tipo 2

dsADN Acido
desoxirribonucleico

complementario de doble
cadena

EASL European Association for
the Study of the liver

ECA Enzima Conversora de
Angiotensina

EDN Endotelina

EDTA Acido etilendiamino tetra
acético

EHNA Enfermedad por higado
graso no alcohdlico

EPOC Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Cronica

ET Elastografia de transicion
FA Fosfatasa alcalina
FAM Fluoresceina

FC Valor de cambio (Fold
Change)

GAPDH Gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa

G-CSF Factor estimulante de
colonias de macrofagos

GPVH Gradiente de presion
venosa hepatica

HCC Hepatocarcinoma

HCM Miocardiopatia
hipertrofica

HSCs Células Hepaticas
Estrelladas

HTA Hipertension arterial

IFN Interferdn



IL Interleuquina

INR Ratio InteARNmcional
Normalizado

KEGG Enciclopedia Kyoto de
genes y genomas (Kyoto
Encyclopedia of Genes and
Genomes)

MEC Matriz extracelular

MELD Model for end-stage
liver disease

MMP Metaloproteinasa

NCBI Centro nacional de
informacidn para biotecnologia
(National Center for
Biotechnology Information)

NK Natural Killer

nm Nandmetro

NO Oxido nitroso

NTP Nucledsido trifosfato

OD Correlacidon de la
Absorbancia

OMS Organizacion Mundial de
la Salud

PAAF Puncidn-aspiracion con
aguja fina

PBMCs Células mononucleares
periféricas

PCA Analisis de Componentes
Principales

PCR Reaccidon en cadena dela
polimerasa

PDGF Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

PEG Perfil de expresion génica

ppb Partes por billon
RAL Rechazo agudo leve

RIN Numero de integridad de
ARN

ROS especies reactivas de
oxigeno

SA Actividad especifica

TAC Tomografia Axial
Computerizada

TGF-B Factor de crecimiento
de fibroblastos tipo beta

TIMP Inhibidor tisular de
metaloproteinasas

TIPS shunt portosistémico
intrahepatico transyugular

TIV transcripcion in vitro

TNF-a0 Factor de necrosis
tumoral tipo alfa

TOH Trasplante Ortotopico de
higado

UNOSRed InteARNmcional de
distribucién de érganos (United
Network for Organ Sharing)

VHB Virus de la hepatitis B
VHC Virus de la hepatitis C

y-GT Gamma-
glutamiltranspeptidasa
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Resumen

La cirrosis representa el estadio final de todas las enfermedades hepaticas
crénicas progresivas (1, 2). Su etiologia varia geograficamente: el alcoholismo, la
infeccion por el virus de la hepatitis By Cy la enfermedad por higado graso no alcohdlico

representan las principales causas.

En el pasado se consideraba a la cirrosis un proceso irreversible. Sin embargo,
desde hace unos anos, esta entidad ha pasado de ser un proceso estdtico a convertirse
en un proceso dindmico: hoy en dia se sabe que, cuando se elimina la causa fundamental
gue produce la cirrosis, ésta puede revertir, como cuando se elimina el virus de la
hepatitis C o cesa el consumo de alcohol (7, 8). El desarrollo de fibrosis se considera el
estadio previo a la aparicidn de cirrosis. Actualmente, las estrategias empleadas en su
tratamiento son parcialmente Utiles, debido fundamentalmente al desconocimiento

gue hoy en dia existe de los mecanismos moleculares que conducen a su aparicién.

Por otra parte, el papel del sistema inmunitario en la patogénesis de la cirrosis
aun no estd bien caracterizado. El andlisis de perfiles transcriptdmicos en sangre
periférica representa una aproximacion de facil acceso a la hora de obtener una visiéon

global de la respuesta inmune a nivel sistémico.

Hemos estudiado los perfiles de expresidn génica en sangre periférica de 30
pacientes cirréticos terminales y los hemos comparado con 8 controles sanos. La
mayoria de estos pacientes eran hombres (n = 21, 70%) de mediana edad (57.4 + 6.8

afos). El abuso de alcohol fue la causa mas frecuente de cirrosis (n =22, 73%). Ademas,
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once pacientes presentaban carcinoma hepatocelular (36.7%), nueve presentaron
rechazo agudo leve y ocho pacientes estaban infectados por el virus de la hepatitis C
(26.7%). Hemos encontrado una huella transcriptémica compuesta por 3402 genes
diferencialmente expresados al realizar la comparacién de pacientes frente a controles
sanos (2802 sobreexpresados y 600 infraexpresados). El andlisis de estos hallazgos pone
de manifiesto la existencia de una respuesta activa profibrética programada en
pacientes cirréticos, la cual integra rutas como: Factor de crecimiento de fibroblastos,

interaccidon matriz extracelular-receptor y moléculas de adhesidn celular, entre otras.

Asi mismo, existen alteraciones en otras rutas que participan en el metabolismo
de glicina, serina, treonina, fenilalanina, tirosina, transportadores ABC, purinas, acido
araquidonico, relacionadas con alteraciones cardiacas, etc. Por tanto, nuestros
resultados sugieren la coexistencia en sangre periférica de una respuesta gendmica que

implica actividad profibrética y alteraciones metabdlicas en cirrosis avanzada.

En definitiva, una mayor comprension de su patogénesis facilitaria el desarrollo
de opciones terapéuticas mas efectivas: la monitorizacidn de los niveles de expresidn de
estos genes podria ser de utilidad a la hora de predecir/monitorizar la evolucién a
cirrosis. Por tanto, estos genes constituirian dianas terapéuticas en el tratamiento de

esta enfermedad.
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Introduccion
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Introduccion

La cirrosis hepatica representa el estadio final de todas las enfermedades
hepdticas crénicas progresivas (1, 2). Es un proceso difuso caracterizado por la pérdida
de parénquima hepatico, formacién de septos fibrosos y de nédulos de regeneracion

que distorsionan la arquitectura y anatomia vascular normal (3).

1. EPIDEMIOLOGIA DE LA CIRROSIS

La etiologia de la cirrosis varia geograficamente: el alcoholismo, la infeccion por
el virus de la hepatitis Cy la enfermedad por higado graso no alcohdlico representan las
principales causas en paises occidentales, mientras que la infeccidn por el virus de la
hepatitis B es la principal causa de cirrosis en la region Asia-Pacifico (4). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, anualmente mueren mas de 800.000 personas por
esta enfermedad, siendo la sexta causa de muerte mas frecuente en el mundo (5). En
Espafia se estima una prevalencia deentre el 1y el 2%, y es mas frecuente en varones a

partir de los 50 afios.

2. ETIOLOGIA Y CLASIFICACION DE LA CIRROSIS

Son diversas las causas que conducen a la aparicion de cirrosis, ya sea como
consecuencia de una inflamacién hepatica crdonica o debido a colestasis. En los paises
desarrollados la hepatitis C se ha convertido ya en la primera causa de enfermedad

hepatica crdnica, seguida del consumo de alcohol, representando ambas
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aproximadamente el 50% del total de pacientes en lista de espera de trasplante hepatico

durante el 2013 (5).

No obstante, existen numerosas causas que pueden desencadenar cirrosis

hepatica, entre las principales se encuentran (3):

- Virus de la hepatitis B, hepatitis C y hepatitis D (los virus de la hepatitis son la

causa de cirrosis mas habitual en la actualidad).

- Consumo excesivo de alcohol (sigue siendo todavia la causa del 40% de los casos

de cirrosis).

- Enfermedad por higado graso no alcohdlico, también Ilamada esteatohepatitis
no alcohdlica. Es una condicion frecuente en la poblacion general debido al
cambio de habitos alimentarios y al sedentarismo. Estd asociada a diabetes y

obesidad.

- Enfermedades autoinmunes, como la hepatitis autoinmune, cirrosis biliar

primaria o colangiopatia autoinmune.

- Enfermedades hereditarias o congénitas como la hemocromatosis, fibrosis

quistica o la enfermedad de Wilson.

- Obstruccién prolongada del conducto biliar, como pasa en la colangitis

esclerosante.

- Ausencia de proteinas especificas o enzimas para metabolizar diferentes

sustancias en el higado, como la deficiencia de alfa-1-antitripsina.
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- Causa vascular: insuficiencia cardiaca crdnica derecha (“cirrosis cardiaca”),

pericarditis constrictiva crénica o el sindrome de Budd-Chiari.

- Inducida por farmacos: arsénico, metotrexato, isoniazida, amiodarona, a-

metildopa, tetracloruro de carbono, etc.

- Criptogénica.

De forma similar a lo que acontece en otros tejidos, la inflamacidn hepatica es un
proceso necesario en la reparacién tisular. En condiciones normales, este tipo de
respuesta restaura la estructura y funciones del higado, manteniendo la homeostasis
tisular. Sin embargo, cuando la lesion es demasiado intensa o persistente, el propio
proceso inflamatorio compromete la integridad estructural del érgano, dando lugar a la
formacion excesiva de matriz extracelular (fibrosis), con posterior esclerosis (7). El
exceso de matriz se acumula en la zona perisinusoidal, formandose una barrera que
impide la correcta difusidon de oxigeno y nutrientes a través del higado, provocando la
muerte celular de los hepatocitos. Esto conduce a la distorsion de la arquitectura lobular
normal del parénquima hepatico y de la red vascular, derivando en la formacion de

nédulos de regeneracion, que definen la enfermedad histolégicamente (Figura 1).
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1 ]‘nmm

Descompansacion hepatica
Hepatocarcinoma

Figura 1. Progresion de la lesidn hepatica en la hepatitis cronica. HCA: hepatitis crénica activa.

Garcia Buey, L (2012) Cirrosis hepdtica [Medicine. 2012].

La inflamacién intrahepatica y respuesta inmune son fendmenos clave en

génesis de la cirrosis (4). Ambas generan un dafo directo en los hepatocitos que

la

se

traduce en la activacién de las Células Hepaticas Estrelladas (HSCs), que conducen en

ultimo lugar a la aparicién de fibrosis hepatica (7).
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Clasificacion anatomopatolégica

El proceso pasa por diferentes etapas histolégicas que se han denominado de
diferentes maneras, pero la clasificacion mdas empleada en la actualidad es la METAVIR,
gue la clasifica en cuatro etapas: FO, que representa la falta de fibrosis; F1, fibrosis
portal; F2, fibrosis periportal; F3, con puentes de fibrosis y finalmente F4, con nédulos
de regeneracién. En este contexto, una vez que se alcanza la ultima etapa, la cirrosis
gueda establecida y el proceso se considera finalizado desde el punto de vista patolégico

(Figura 2).

Histoldgicos —
[METAVIRI - | A-A e Fb {cimasis] ]

Clinicos Mo cirrpsis Compensada Compansads Descampensada
Sintomas Ninguno Ninguna Minguno Agcitis, hamarragia
[no varices) fuances presentes) variceal, encefalopatia

i | -
Hemedinémica [ . 12
[GFVH mm Hg) m »

Biologicos Fibroganesis Puantas de Puantes da Filbrosis
¥ angiogénasis fibrosis filbirasis patentes na degradable
y iiluilos

Figura 2. Clasificacion de la enfermedad hepatica cronica basada en parametros histoldgicos,
clinicos, hemodinamicos y bioldgicos. GPVH: gradiente de presion venosa hepatica.

Modificacion de Friedman SL et al para Garcia Buey, L (2012) Cirrosis hepdtica [Medicine. 2012].
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Clasificacion desde el punto de vista clinico

En la evolucién de la enfermedad podemos distinguir dos fases: cirrosis compensada

y descompensada. Se trata de una clasificacién simple y reproducible e identifica a

pacientes con una tasa de progresion de la enfermedad y supervivencia similares (Tabla

1).

Sintomas/signos

Exploracion

Pruebas de imagen

Anorexia

Pérdida de peso
Debilidad

Fatiga

Calambres musculares

Hematomas

(mujer)

Impotencia, disminucién de la libido
(vardn)

Infertilidad

Ictericia

Orina oscura

Prurito

Hematemesis/melenas
Hematoquezia

Distension abdominal

Edema de las extremidades inferiores

Somnolencia/confusién

Amenorrea/oligomenorrea/metrorragia

Hepatomegalia
Esplenomegalia

Telangiectasia/arafias
vasculares

Eritema palmar

Acropaquia

Osteoartropatia hipertroéfica
Contractura de Dupuytren
Bandas de Muehrcke en ufias

Agrandamiento de la glandula
parétida (inducido por alcohol)

Ginecomastia (varén)

Pérdida de vello axilar/pecho
(vardn)

Atrofia testicular (varén)
Caput medusa (venas cutdneas
dilatadas alrededor del

ombligo)

Murmullo Cruveilhier-
Baumgarten

Ascitis
Asterixis

Fetor hepatico

Nodulos superficiales

Aumento ecogenicidad
(ultrasonido)

Atrofia del I6bulo derecho

Hipertrofia del I6bulo caudado e
izquierdo

Higado pequefio, nodular
Ascitis
Carcinoma hepatocelular

Trombosis
portal/esplénica/mesentérica
superior

Circulacion colateral
portosistémica

Tabla 1: Sintomas y signos, hallazgos a la exploracién y
radiolégicos que caracterizan a la cirrosis hepatica
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Cirrosis compensada

El curso de la cirrosis compensada no se conoce con exactitud debido al caracter
practicamente asintomatico de esta fase. Los factores prondstico de mortalidad que se
identifican con una mayor frecuencia en esta fase se relacionan con la presencia de
hipertension portal (recuento de plaquetas, tamafio del bazo o presencia de varices).
Probablemente, estos factores prondstico identifican a los pacientes con mayor riesgo
de desarrollo de complicaciones caracteristicas de la fase descompensada de Ia
enfermedad. La transicién de estadio compensado a descompensado ocurre con una
incidencia de un 5-7% por afio. A su vez, esta fase se subdivide en estadios 1y 2 segun

la ausencia o presencia de varices (hipertension portal clinicamente significativa).

Cirrosis descompensada

La cirrosis descompensada comprende los estadios 3 y 4 y se define por la
presencia de ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia hepatica y/o la aparicién de
ictericia. La ascitis es la complicacion que marca el inicio de la fase de cirrosis
descompensada en la mayoria de los casos; por tanto, se considera el signo clave. Una
vez alcanzada esta fase, el prondstico con respecto a la supervivencia empeora de un
modo drastico, con una supervivencia al afio y a los dos afios del 61 y 50%
respectivamente, y una supervivencia a los 10 afios del 7% (9). La identificacion de
factores pronéstico de mortalidad en la fase descompensada es de gran relevancia, ya

gue estos pacientes son los que tienen mayor riesgo de muerte.
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3. ALTERACIONES EN PARAMETROS DE LABORATORIO

Respecto a alteraciones en las pruebas de laboratorio destaca la elevacién en
suero de los siguientes parametros: bilirrubina, aminotransferasas, albuimina, fosfatasa
alcalina, gamma-glutamiltranspeptidasa; tiempo de protrombina e INR. De igual modo
son frecuentes la hiperbilirrubinemia, hiponatremia, hipoalbuminemia vy
trombocitopenia (9, 10). La alteracion de estos parametros de modo aislado no es
suficiente para diagnosticar patologia hepatica. Sin embargo, su capacidad diagndstica

aumenta en combinacion con técnicas de imagen (11, 12).

Ante la sospecha de enfermedad hepatica, se recomienda la realizacién de un
hemograma, pruebas de coagulacién (tiempo de protrombina), determinacion de
enzimas hepaticas: aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT),
fosfatasa alcalina (FA) y gamma-glutamiltranspeptidasa (y-GT) y otros parametros

seroldgicos tales como: bilirrubina (total, directa e indirecta) y albumina.

PARAMETRO DE LABORATORIO DESCRIPCION CAUSA

GOTy GPT Normales o moderadamente Dafio en los hepatocitos; una ratio
elevadas AST/ALT > 1 es frecuente en cirrosis

alcohdlica (déficit relativo de
vitamina B6).

ALP Colestasis

GGT Mads especifica que ALP en Colestasis
patologia hepatica. Elevada en
alcoholismo activo.

Bilirrubina Se eleva tras el aumento de ALP y Colestasis, funcion renal y hepatica
GGT. Importante predictor de disminuida (exacerbado por la
mortalidad. inflamacidn sistémica).

Tiempo protrombina Disminuida en cirrosis avanzada Produccidn hepatica disminuida de

los factores V/VII (mientras la
produccién de trombina se
mantiene); déficit de vitamina K.
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Inmunoglobulinas

Incrementadas (principalmente
1gG)

Transporte venoso portal de
antigenos a tejidos linfaticos con

estimulacion resultante de las
células plasmaticas (13).

Balance de sodio Hiponatremia Incapacidad de excrecion de agua a
través de los rifiones debido a una
actividad incrementada de la

hormona antidiurética (14).

Déficit de folatos, hiperesplenismo,
toxicidad directa (alcohol),

Anemia Micro, macro o normocitica

pérdidas de sangre
gastrointestinales (p.e. por varices
esofagicas).

Hiperesplenismo,
disfibrinogenemia, disminucidén de

Plaquetas y leucocitos Trombocitopenia y leucopenia

la produccién hepatica de
Trombopoyetina (15).

Albumina Disminuida en cirrosis avanzada Produccién hepatica disminuida,
secuestro en el espacio intersticial
y ascitico, malnutricién,
enteropatia con pérdida de

proteinas.

Tabla 2: Hallazgos de laboratorio
en la cirrosis

4. DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Estudios radiolégicos como el ultrasonido abdominal, tomografia axial
computerizada (TAC) y resonancia magnética sugieren la presencia de cirrosis: en éstos
se observa un higado retraido, irregular y nodular. El estudio de estas imagenes también

puede mostrar la presencia de varices y ascitis en pacientes con hipertension portal.

En pacientes con sospecha de cirrosis, se obtendran imagenes de la cavidad
abdominal a fin de analizar el parénquima hepatico y detectar manifestaciones

extrahepaticas de cirrosis. La biopsia hepdtica es la prueba definitiva para la
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confirmacién del diagndstico, ya que de este modo se puede apreciar claramente la

arquitectura del higado al completo (Figura 3) (16).

En la practica clinica, los procedimientos mas usuales para realizar la biopsia
hepatica son: biopsia percutanea, biopsia transyugular, Puncién-aspiracion con aguja
fina (PAAF) guiada con ecografia o Tomografia Axial Computerizada (TAC). La
sensibilidad en el diagndstico de cirrosis se encuentra en un rango del 80-100%

dependiendo del método empleado, del tamafio y nUmero de muestras obtenidas (16).

La biopsia percutanea obtiene mejores muestras que la biopsia transyugular,
pero esta ultima se realiza en los casos de deterioro importante de la coagulacién ya que

disminuye los riesgos de hemorragia.

Aunque La biopsia hepatica es la prueba definitiva para la confirmacién del
diagndstico, ya que de este modo se puede apreciar claramente la arquitectura del
higado al completo (Figura 3) (16) en la practica clinica no siempre es necesaria ya que
la combinacion de los datos clinicos, los test de laboratorio y los resultados de las
pruebas de imagen tienen una alta sensibilidad y especificidad para diagnosticar la
cirrosis sin necesidad de confirmacién anatomopatologica, dado que en estadios
avanzados, la biopsia es una técnica con riesgos asociados al deterioro de la coagulacion
y la trombopenia. Por otro lado, esta confirmacién diagndstica no modifica la actitud
terapéutica con el paciente y tampoco esta justificado el riesgo de la biopsia solo para

confirmar el diagndstico.
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Figura 3: Biopsia hepatica obtenida mediante tru-cut (40x) de una paciente de
61 afios con obesidad, diabetes e hiperlipemia y que presentaba elevacion de
transaminasas en suero. La biopsia muestra una fibrosis parcheada (azul),
infiltrados peri-portales inflamatorios y una marcada esteatosis. Estos
hallazgos son compatibles con una cirrosis secundaria a esteatohepatitis no
alcohdlica.

Jeremy Ditelberg, MD

En algunas ocasiones, la biopsia hepatica puede estar justificada para orientar
hacia la etiologia de la cirrosis: especialmente cuando ésta es metabdlica (hepatitis
autoinmune, hemocromatosis, esteatohepatitis no alcohdlica, hepatitis colestdsica no
alcohdlica, Enfermedad de Wilson y déficit de a-1-antitripsina, entre otras) (17) y se

puede tratar de alguna manera.

5. UTILIDAD DEL FIBROSCAN®

Una alteARNmtiva no invasiva de reciente aparicion a la hora de evaluar el grado de
fibrosis hepatica es la elastografia de transicion (ET) o Fibroscan® (18). Esta técnica se
basa en la medicidn de la rigidez o elasticidad de un tejido y utiliza un pulso mecanico

de vibracién y una onda de ultrasonidos. Se mide la velocidad de propagacidn de esa
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onda que serd proporcional a la rigidez del tejido (cuanto mds duro es el tejido, mas

rapido se propaga la onda). El resultado se expresa en unidades de Kilopascal (kPa) (19).

El método comercializado que utiliza la ET para medir la rigidez del higado se
denomina Fibroscan® (Echosens, Paris, Francia). Permite conocer la rigidez hepdatica
mediante una exploracién no invasiva, rapida, facil, fiable y que ofrece un valor

cuantitativo proporcional al grado de fibrosis hepatica (Figuras 4 y 5):

B\

Figura 4: Areas representativas del parénquima hepatico examinado por
elastografia transitoria para detectar el estadio de fibrosis hepatica.

Modificacion de Talwalkar JA, “Elastography for Detecting Hepatic Fibrosis:
Options and Consideration”. Gastroenterology 2008.
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Figura 5: Determinacidon de la rigidez hepatica con el Fibroscan®. Este sistema se
compone de una sonda emisora y receptora de la onda mecanica y de ultrasonidos, asi
como por un ordenador. La sonda contiene un mecanismo vibrador y un transductor de
ultrasonidos. La onda mecanica se propaga dentro del higado y evaliia un volumen de
parénquima 100 veces superior al de la biopsia.

Modificacion de Castera L, “Non-invasive evaluation of liver fibrosis using transient

elastography”. J Hepatol. 2008.

Sin embargo, esta técnica presenta limitaciones tales como: la penetracién del
pulso mecanico-ultrasénico puede estar disminuida o ausente en pacientes con espacios
intercostales estrechos y en pacientes con obesidad muy severa o con ascitis incluso a
pesar de la nueva sonda XL disefiada para obviar en parte estos problemas (19). Ademas,
la ET puede verse influida (especialmente en pacientes sin o con escasa fibrosis) por
cualquier proceso que modifique la consistencia del higado. De hecho, pueden
observarse valores elevados del Fibroscan® en pacientes con congestidn venosa por fallo
cardiaco, hipertension biliar secundaria a colestasis extrahepatica y en pacientes con

hepatitis aguda o crdnica con elevada inflamacién (20).
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El Fibroscan® muestra una elevada fiabilidad para identificar precozmente a
pacientes con fibrosis avanzada (F = 3) o cirrosis (F4). Sin embargo, los valores éptimos
para diagnosticar cirrosis pueden variar segun la etiologia de la enfermedad hepatica:
existen estudios (21) que demuestran un elevado poder diagndstico para identificar

cirrosis hepatica en pacientes infectados por el VHC.

Otra de las aplicaciones potenciales de la ET es identificar, de forma precoz y no
invasiva, a aquellos pacientes con elevado riesgo de desarrollo de descompensacién
clinica y varices esofagicas debido a su peor prondstico. Aunque el método por
excelencia para medir la presién portal es la determinacion del gradiente de presion
portal, se ha descrito una excelente correlacion entre la rigidez hepatica y este gradiente

en estudios realizados con pacientes cirréticos (22).

En consecuencia, la fiabilidad diagnéstica de esta técnica es elevada, pero los
valores de referencia pueden variar segun las caracteristicas del paciente, la etiologia de

la enfermedad y la presencia de factores que modifiquen la consistencia del higado (23).

6. COMPLICACIONES DE LA CIRROSIS

Las complicaciones que definen la cirrosis descompensada son (Figura 6) (24):

- Ascitis: acumulo de liquido libre intraabdominal con caracteristicas de trasudado
(filtrado de plasma con bajo contenido en proteinas). Este trasudado ademas

puede infectarse (peritonitis bacteriana espontanea), habitualmente a causa de
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la traslocaciéon bacteriana. Es la complicacion mas comun y mds temprana de la

cirrosis.

- Sindrome hepatorrenal: insuficiencia renal funcional y reversible sin que exista
alteracion de la estructura renal. Se produce debido a una intensa
vasoconstriccion renal que conduce a una insuficiencia que se establece en el
plazo de dias o semanas. Suele aparecer de forma muy agresiva y tiene un
prondstico fatal a corto plazo, en la mayoria de los casos en semanas (sindrome
hepatorrenal tipo 1) o de forma mas insidiosa, con un prondstico ligeramente
mejor y una supervivencia media de alrededor de seis meses (sindrome

hepatorrenal tipo Il).

- Encefalopatia hepdtica: sindrome neuropsiquiatrico secundario producido por el
deterioro de la funcién neurolégica, habitualmente episddico y reversible.
Aparece cuando determinados metabolitos, como por ejemplo amonio, pasan
directamente de la circulacién portal a la circulacion sistémica, y acaban

afectando al sistema nervioso.

- Hemorragia digestiva por varices gastroesofdgicas: dilataciones de las venas
gastricas y del eséfago producidas por aumento de la presion en la vena porta,
como consecuencia de la cirrosis hepatica. Al aumentar la presidn dentro de las

varices, se rompen produciendo hemorragias.

- Ictericia: tinte amarillento de la piel y las mucosas consecuencia del acimulo de

bilirrubina.
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Ademas de las complicaciones descritas, los pacientes con cirrosis tienen un riesgo
aumentado de desarrollar hepatocarcinoma (3) cuya aparicion ensombrece el

prondstico del paciente.
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Figura 6: Progresion y complicaciones en la cirrosis. La evolucion de la enfermedad cirrética, de
acuerdo a criterios clinicos, ratio de mortalidad, caracteristicas patoldgicas, gradiente de
presion venosa hepatica, signos y presencia de ascitis. El estadio 1 en la cirrosis compensada
difiere del estadio 2 en la aparicion de varices esofagicas e incremento de la presion portal. El
estadio 3 se caracteriza por la presencia de ascitis y/o varices esofagicas. Si tiene lugar una
hemorragia por varices, la cirrosis pasa al estadio 4.

SBP: Peritonitis bacteriana espontanea.

Schuppan and Afdhal. Liver Cirrhosis, 2008. Lancet.
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7. HEPATOCARCINOMA

El hepatocarcinoma es uno de los tumores de 6rgano sélido mas frecuentes a
nivel mundial y la cirrosis es el mayor factor de riesgo para la progresién a HCC (25, 26).
Otros factores de riesgo asociados vienen recogidos en la tabla 3. La causa parece estar
relacionada con el desarrollo de nddulos regenerativos compuestos de pequefias células
displdsicas. La mortalidad en el hepatocarcinoma asociado a cirrosis estd en aumento
en muchos paises desarrollados, mientras que la mortalidad cuando la cirrosis no va

asociada a proceso tumoral se encuentra en descenso (27).

FACTORES DE RIESGO PARA CARCINOMA HEPATOCELULAR

Cirrosis

Cirrosis descompensada

Virus de la hepatitisBy C

Enfermedad por higado graso no alcohdlico

Diabetes tipo 2

Exposicién a aflatoxinas

Co-infeccidn con multiples virus: VHB, VHC y VIH (riesgo entre 2-6 veces superior)

Edad avanzada

Sexo masculino

Historial familiar de hepatocarcinoma

Abuso de alcohol como causa secundaria (riesgo entre 2-4 veces superior) o enfermedad por higado
graso no alcohélico como cofactores

Tabla 3: Factores de riesgo para carcinoma hepatocelular
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El cribado del hepatocarcinoma es uno de los puntos mas importantes a tener
en cuenta en pacientes cirroticos. Las guias de enfermedad hepatica de la Sociedad
Europea (EASL) y Americana (AASLD) recomiendan una prueba de cribado cada 12
meses en este tipo de pacientes mediante técnicas de imagen. La determinacién en
suero de a-fetoproteina, que es un componente esencial de algunos algoritmos de

cribado, no se recomienda debido a su escasa sensibilidad y especificidad (28).

Una vez que el hepatocarcinoma es diagnosticado, existen multiples opciones de
tratamiento que dependeran del tamafio del tumor, niUmero y extension. En pacientes
no cirréticos, la reseccidon quirdrgica es la mejor opcidén y en la mayoria de casos, es
curativa. Sin embargo, en pacientes cirrdticos sin reserva funcional hepatica suficiente
para tolerar una hepatectomia, (ademds de la posibilidad de tener lesiones

microscopicas en satélite) la mejor opcidn es el trasplante hepatico (9).

En la actualidad, la mayoria de los centros de trasplante asumen los criterios de
Milan (29) para seleccionar pacientes con cirrosis y hepatocarcinoma como candidatos
a la realizacién de un trasplante establecen que han de cumplirse al menos una de las
siguientes condiciones: una lesién menor de 5 cm, hasta 3 lesiones menores de 3 cm,
sin invasidon vascular y sin manifestaciones extrahepaticas. En los pacientes que no
cumplen estos criterios y que no pueden ser sometidos tampoco a reseccion quirdrgica,
se opta por procedimientos como: ablacién por radiofrecuencia, quimioembolizacién y
radioterapia (30) o tratamiento farmacolégico con Sorafenib. Ensayos randomizados
han puesto de manifiesto que la supervivencia a largo plazo mediante el empleo de estas

técnicas es escasa.
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8. INDICES PRONOSTICO

La valoracion adecuada del prondstico de vida en pacientes cirrdticos tiene gran
relevancia clinica, en cuanto nos informa del riesgo de muerte del paciente a corto plazo
y contribuye a la toma de decisiones en el manejo de diferentes situaciones, tales como
indicacion de cirugia, shunt portosistémico intrahepdtico transyugular (TIPS) o
trasplante hepatico. En los ultimos cincuenta afos se han desarrollado diversas
herramientas clinicas coneste propdsito. Una de las mas conocidas y utilizadas es la
escala de Child-Pugh, disefiada en 1964 por Child y Turcotte (31) y posteriormente
modificada por Pugh (32) (Tabla 4). Esta escala fue disefiada para evaluar la mortalidad
asociada a la cirugia de transeccidn de varices esofagicas, pero con el tiempo su uso se
extendio a la evaluacién de mortalidad en pacientes cirréticos a 1 afio, sin mediar
cirugia. Dicha clasificacion tiene limitaciones, como la inclusién de dos variables cuya
evaluacion puede ser subjetiva (grado de ascitis y encefalopatia), por lo que hace ya
unos anos, investigadores de la Clinica Mayo en Estados Unidos desarrollaron el sistema

de puntuacion MELD (model end-stage liver disease) (33).

1 Punto 2 Puntos 3 Puntos
Bilirrubina (mg/dl) <2 2-3 >3
Albumina (g/dl) >3.5 2.8-3.5 <2.8
INR <1.7 1.7-2.3 >2.3
Ascitis Ausente Responde a diuréticos Ascitis refractaria
Encefalopatia Ausente Grado I-ll Grado llI-IV

Tabla 4: Puntuacion de Child-Pugh y mortalidad asociada. Esta puntuacién (5-15 puntos) es el resultado de
la suma de la puntuacion de cada una de las cinco variables. De esta forma, se determina: Child A: 5-6
puntos; mortalidad 0% a un afio y 15% a los dos afios; Child B: 7-9 puntos; mortalidad 20% a un afio y 40% a
los dos afios; Child C: 10-15 puntos, mortalidad 55% a un afio y 65% a los dos afios.
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Las caracteristicas de este indice y suamplio uso en la asignacion de 6rganos para
trasplante hepatico han determinado que sea considerada actualmente la mejor

herramienta para estimar el prondstico a corto plazo de pacientes con cirrosis (34, 35).

Este sistema se basa en tres variables objetivas: bilirrubina (mg/dl), creatinina

(mg/dl) y tiempo de protrombina (INR):

MELD = 3.78 [Lnbilirrubina (mg/dL)] + 11.2 [Ln INR] +9.57 [Lncreatinina(mg/dL) +6.43

El indice MELD fue levemente modificado por la UNOS (United Network for
Organ Sharing) para ser introducido oficialmente en el afio 2002 como método oficial
de priorizacion de pacientes en lista de espera para trasplante hepatico con donante
cadavérico en Estados Unidos (36). De esta forma, se establecié una politica de
asignacion de drganos basada en la gravedad del paciente y no en la antigliedad a la
espera de drgano. Este indice se aplica hoy en dia en la mayoria de las unidades de

trasplante hepatico para priorizar a los pacientes en lista de espera (Tabla 5).

indice MELD Mortalidad a los tres meses (%)

<9 1.9

10-19 6

20-29 19

30-39 52.3
>40 71.3

Tabla 5: indice MELD y mortalidad en la cirrosis. MELD score = 9.57 Ln (creat, mg/dl) + 3.78
Ln (Bil, mg/dl) + 11.2 Ln (INR) + 6.43. Datos tomados de Wiesmar R et al (15).
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El indice MELD ha sido validado en diversas publicaciones de pacientes cirréticos
de diversas etiologias y con diferente grado de gravedad. Todos los estudios han
demostrado que este indice es reproducible y con una excelente capacidad predictiva
de mortalidad en pacientes cirréticos ambulatorios y hospitalizados, tanto a los tres
meses como al afio. Una excepciodn a la priorizacién por puntuacién MELD la constituyen
los pacientes que presentan un hepatocarcinoma con indicacién de trasplante hepatico

(37).

8. ALTERACIONES INTRAHEPATICAS

Inflamacion

La inflamacién es un proceso clave en la progresion de diversas enfermedades
como el cancer, el asma, la enfermedad inflamatoria intestinal o las enfermedades
hepaticas cronicas, y tiene como finalidad la reparacion de la lesion tisular eliminando
las células y tejidos necrdticos (38). El proceso inflamatorio en el higado es dindmico y
si no se resuelve adecuadamente se cronifica en el tiempo y se acaba llegando al estado
de fibrosis. El primer paso es la activacion de los hepatocitos cuando éstos son dafiados
por metabolitos tdxicos. Los hepatocitos activados liberan citoquinas que, junto con las
propias moléculas causantes del dafio, inducen la activaciéon del resto de células

hepaticas y el reclutamiento de leucocitos del torrente sanguineo (39).
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Hay un incremento en la expresién de moléculas de adhesion, como ICAM-1, y el
reclutamiento se realiza gracias a la interaccion entre las moléculas de adhesién
existentes en la superficie de las células inflamatorias y de las células endoteliales
hepaticas. La composicion de este infiltrado inflamatorio incluye monocitos, linfocitos
T, linfocitos B, células dendriticas, eosindfilos, neutréfilos, células NK y mastocitos. La
primera funcion del infiltrado es eliminar el dafio hepatico provocando la muerte de los

hepatocitos no viables (40).

Los leucocitos, junto con las células inflamatorias residentes en el higado (células
de Kupffer), inician la respuesta inflamatoria en el tejido y empiezan a producir
moléculas que alteran el funcionamiento del resto de células hepaticas. Se producen
grandes cantidades de oxido nitrico, especies reactivas de oxigeno, factores de
crecimiento y citoquinas proinflamatorias, como el TNF-a, TGF-B, IL-1 0 IL-6, que ejercen

un efecto directo en la activacion de las células estrelladas y en la sintesis de colageno.
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Figura 7: Respuesta inflamatoria tras el dafio hepatico

Moadificacion de DasaraThi S, “Inflammation and liver”. JPEN J Parenter Enteral Nutr. 2008.

Fibrosis

La fibrosis hepatica es un proceso dindamico de reparacion tisular en respuesta a
un dafo hepatico crénico y estd precedida siempre por una fase inflamatoria. Este
proceso genera cambios en la formacién, composicion y degradacion de la matriz
extracelular en el higado. Si el dafio perdura y se vuelve crdénico, el proceso de
degradacion de matriz extracelular no puede contrarrestar al de sintesis. Como
consecuencia de esto, el exceso de matriz extracelular que se acumula en la zona

perisinusoidal impide la correcta difusidon de oxigeno y nutrientes (Figura 8).
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Hepatocito
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Célula endotelial sinusoidal
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Figura 8: Cambios fenotipicos que tienen lugar en el sinusoide hepatico durante la fibrosis.
Figura adaptada de Bataller R, Brenner DA. Liver fibrosis. JouARNmI of Clinical Investigation.
2005.

Durante el proceso de fibrosis, existe una alteracion compleja entre todos los
tipos celulares hepaticos. Los hepatocitos son la primera diana de los agentes
hepatotdxicos, una vez dafiados liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) y
mediadores fibrogénicos e inducen el reclutamiento de mas infiltrado inflamatorio. De
todas las citoquinas y factores de crecimiento producidos durante el proceso
inflamatorio, IL-6, TGF-B y PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) son las
principales citoquinas profibrogénicas (Tabla 6) (40). El estadio de cirrosis propiamente
dicho tiene lugar cuando la estructura del parénquima hepatico queda totalmente

alterada y el higado deja de llevar a cabo sus funciones.
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AGENTES ANTIFIBROTICOS (CON POTENCIAL APLICACION TERAPEUTICA)

Inhibidores de la activacion de las Células Hepaticas Estrelladas

Citoquinas/Antagonistas de citoquinas

Interferon-a/B/y

Antagonistas TGFpB: oligonucledtidos antisentido de TGFf; inhibidores de la activacién de TGF-B: anti-
Integrinaav6 (EMD409849)

Inhibidores de la fosfodiesterasa

Pentoxifilina, inhibidores de fosfodiesterasas 3 y 4 (Rolipram)

Inductores de metaloproteinasas (MMP)

Halofuginona

Prostanoides

Prostaglandina E2

Moduladores vasoactivos

Antagonistas de receptores A de endotelina (LU135252)

Inhibidores del sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (Captopril, Enalapril, Pirindopril, Losartan,
Irbesartan)

Donadores de 6xido nitroso (NO)

Inhibidores de desacetilasas de histonas

Tricostatina A, MS-275

Agonistas de receptores activadores de peroxisomas (PPAR-a)

Glitazonas: Pioglitazona, Rosiglitazona, Troglitazona

Compuestos obtenidos de plantas, principalmente antioxidantes

Apigenina, Componente 861, FuZhengHuaYu, Glicirricina, Inchin-ko-to (TJ-135), Quercetina

Resveratrol, Rooibos, Salvia miltiorriza, Sho-saiko-to (TJ-9), Silimarina

Agonistas de receptores farnesoides X

Acido 6-etil-quenodeoxicdlico

Inhibicidn de la migracién/proliferacion de las Células Hepaticas Estrelladas

Inhibidores de la HMG-CoA reductasa
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Estatinas

Diuréticos

Aldosterona (Espirinolactona); Intercambiadores Na+ /H+ (Cariporida)

Inmunosupresores

Micofenolato mofetilo, Rapamicina

Inhibidores de la angiogénesis

Antagonistas del receptor VEGF 1y 2 (PTK 787)

Anti-Integrina avp3 (EMD409915)

Otros inhibidores de quinasas

Anti receptor de quinasasPDGF-B: Imatinib, SU9518

Hepatoprotectores

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

Factor | de crecimiento tipo insulina (IGF 1)

Tabla 6: Agentes antifibroticos con potencial aplicacién terapéutica

9. TIPOS CELULARES IMPLICADOS EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA CIRROSIS

El higado se compone de células parenquimales, hepatocitos y células no
parenquimales (Figura 9). Mientras que los hepatocitos ocupan casi el 80% del volumen
total del higado y realizan la mayor parte de sus funciones, las células no parenquimales
constituyen sélo un 20% al volumen total del higado (39, 41). Casi la mitad de esas
células se localizan en el sinusoide hepdatico. Los sinusoides hepaticos estan formados

por tres tipos celulares: células endoteliales sinusoidales, células de Kupffer y células
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hepaticas estrelladas. Ambos tipos de células (parenquimales y no parenquimales)

participan en el inicio y progresion de la fibrosis.

Células hepaticas estrelladas (HSCs)

Son también conocidas como células almacenadoras de grasa, células Ito,
lipocitos, células perisinusoidales o células ricas en vitamina A. Estan ubicadas en el
espacio de Disse. En el higado sano, las células hepaticas estrelladas almacenan vitamina
A, controlan la degradacidn y formacién de matriz extracelular y regulan la contractilidad
del sinusoide (42). La exposicion mantenida a ciertas citoquinas proinflamatorias como
el Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas (TGF)-B, Factor de Necrosis Tumoral
(TNF)-a, e Interleuquina (IL)-1, activa a estas células, pasando de un estado quiescente
a un estado activado. Su activacién representa un punto clave en el inicio y progresién
de la cirrosis y contribuye en gran medida a la deposicion de colageno (43). Dicha
activacion se caracteriza por fendmenos de migracion y proliferacion celular,
transformacion en miofibroblastos, generacién de gran cantidad de coldgeno y depdsito

de matriz extracelular.

Estos nuevos miofibroblastos constituyen una nueva fuente de multiples tipos
de proteinas colagenas y no colagenas de la matriz extracelular, como el colageno tipo
I, tipo lll, tipo IV, laminina, elastina, fibronectina y diversos proteoglucanos como el
condroitinsulfato, dermatansulfato y heparansulfato. Ademads, la velocidad de
proliferacion de las células estrelladas hepaticas se incrementa después de su
activacion, amplificando asi el numero de células fibrogénicas presentes en el higado
(44).
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Figura 9: Tipos celulares hepaticos.

Hepatology 2004.
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Células endoteliales sinusoidales

Forman la pared del sinusoide hepatico, también denominado endotelio o
revestimiento endotelial. Participan en el intercambio de fluidos, solutos y particulas
entre los capilares sinusoidales y las células del parénquima. Ademas, son células activas
en cuanto a la secrecién de citoquinas, eicosanoides, sustancias vasoactivas como
endotelina-1 u 6xido nitrico y algunos componentes de la matriz extracelular (45).
Poseen, ademas, capacidad endocitica. En el higado cirrdtico tiene lugar un proceso de
“defenestracion” del epitelio sinusoidal y sustitucion por una membrana basal

subendotelial.

Células kupffer

Las células Kupffer son macrofagos especializados localizados en los bordes de
los sinusoides hepaticos y que forman parte del sistema reticuloendotelial (46). Tienen
capacidad endocitica y fagocitica, y producen potentes mediadores de la respuesta
inflamatoria (especies reactivas de oxigeno, eicosanoides, éxido nitrico, mondxido de
carbono, TNF-alfa y otras citoquinas), por ello controlan las primeras fases de la
inflamacidn hepatica. Estudios en animales muestran que estas células estan implicadas
en varias enfermedades hepaticas (47). Las células Kupffer se activan por estimulos
como infecciones virales, alcohol, dieta rica en grasa y acumulo de hierro. Su activacion
da lugar a la destruccion de los hepatocitos a través de la produccién de ciertos

mediadores solubles. Participan, ademas, como células presentadoras de antigeno en
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las infecciones virales. Las células Kupffer estan igualmente implicadas en la activacién
de las células hepaticas estrelladas. Estudios in vitro muestran como esta activacién

tiene lugar a través de la expresion del receptor PDGF receptor en las HSCs (48, 49, 50).

Hepatocitos

Los hepatocitos constituyen las células parenquimales hepaticas primarias y
desempefiian un papel complejo en la fibrosis y cirrosis. Son diana de diversos agentes
hepatotodxicos (virus, metabolitos del etanol y acidos biliares) (51). Los hepatocitos
liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) y mediadores fibrogénicos, los cuales a su
vez activan a las HSCs y promueven acciones fibrogénicas por parte de los
miofibroblastos. La apoptosis de los hepatocitos es un fenédmeno comun en el higado

danado y contribuye a la inflamacion tisular, fibrogénesis y desarrollo de cirrosis.

10. PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LA FIBROSIS Y LA CIRROSIS

Su denominacion se debe a que inicialmente fueron descritas como un tipo de
sustancias expresadas en leucocitos, aunque mds tarde se vio que se expresaban en una
gran variedad de células, tales como linfocitos CD4, monocitos, macréfagos y células
endoteliales. Desempenan diversas funciones en la respuesta inmune, inflamacion y

fibrogénesis hepatica.

En la cirrosis participan regulando la activacion de las células hepaticas

estrelladas y la fibrogénesis.
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PDGF (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas)

De todos los factores de crecimiento tipo polipéptido, PDGF es uno de los
activadores mas potentes de HSCs que existen. PDGF y sus receptores estan
sobreexpresados en tejidos fibréticos y su actividad se incrementa a medida que lo hace
el grado de fibrosis (49). Cuando el PDGF se une a su receptor en la membrana de las
HSCs, genera una cascada de sefializacidon molecular que conduce finalmente a la
activacion de éstas ultimas. A su vez, PDGF incrementa la expresion de MMP-2, MMP-9
y TIMP-1 e inhibe |a actividad de la colagenasa, reduciendo por tanto la degradacién de
matriz extracelular. Es la activacién celular la que induce la expresion del receptor de
PDGF en las HSC, ya que en estado quiescente no presentan receptores para este factor

de crecimiento (50).

TGF-B (Factor de Crecimiento Transformante tipo B)

Es el inductor de fibrogénesis conocido mas potente (52). Es sintetizado por HSCs
(a las que también activa), miofibroblastos, células Kupffer, células endoteliales
sinusoidales hepaticas y hepatocitos. Existen hasta seis subtipos diferentes de TGF-B, y
de ellos, TGF-B1 es el que desempefia un papel mds importante en la aparicion de
fibrosis (53). Sus niveles de expresidn se incrementan y alcanzan un maximo durante la

cirrosis, fomentando, entre otros fendmenos, la transcripcion de genes de colageno.
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TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral tipo a)

TNF-a es producido fundamentalmente por monocitos, macréfagos, HSCs, y
células Kupffer, en las que ejerce su actividad proinflamatoria y citotdxica. Actua

igualmente como activador de HSCs y de la sintesis de matriz extracelular (54).

Interferon

El Interferdn (IFN) forma parte de una serie de moléculas solubles extracelulares.
Los leucocitos sintetizan IFN-a e IFN-B en respuesta a infecciones virales mientras que
las células T secretan IFN-y tras la estimulacién de diversos antigenos y mitdégenos. Los
diferentes tipos de IFN poseen propiedades antivirales reconocidas: los pacientes
tratados con IFN experimentan una reversion de la fibrosis incluso aunque el virus no
haya sido totalmente erradicado, indicando que por si mismo presenta actividad
antifibrotica a través de la activacion de la apoptosis de las HSCs (55). Estudios realizados
en ratas tratadas con IFN-y ponen de manifiesto una reduccién en la produccién y
deposicidn de colageno, laminina, fibronectina y procolageno tipo I. Sin embargo, el
efecto de los diferentes tipos de IFN en la fibrosis es contradictorio: IFN-o. mostraria

efecto anti-apoptético en HSCs, mientras que el IFN-y seria proapoptdtico (56).

Interleuquinas pro-fibrogénicas

Las células Kupffer y las células endoteliales sinusoidales hepaticas son capaces
de producir de modo precoz IL-1 en respuesta a una agresién sobre el parénquima
hepatico. Esta interleuquina activa a las HSCs y éstas a su vez comenzaran a producir
MMP-9, MMP-13 y TIMP-1, contribuyendo a la aparicidén de fibrogénesis (57).
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Otra citoquina profibrética es la IL-17, cuyos niveles de expresion se incrementan
a medida que lo hace el grado de fibrosis indicando que esta citoquina puede

desempefiar un papel en la progresion de la enfermedad y cronicidad (58, 59).

Caracteristicas y funciones bioldgicas de la Interleuquina 17

La interleuquina 17A (IL-17A) también denominada IL-17es una glicoproteina
homodimérica de 155 aminoacidos con un peso molecular aproximado de 35 kDa. Fue
descubierta en 1993 (60) y pertenece a una familia de citoquinas que incluyen a IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E (también llamada IL-25) e IL-17F. IL-17A e IL-17F presentan gran
homologia entre si. IL-17 es producida principalmente por una subclase de células T
denominada TH17. El Factor de Crecimiento Transformante tipo B (TGF-B), lalL-1 vy la
IL-6 estimulan la produccién de IL-17 por parte de estas células, mientras que la IL-23 es
necesaria en la expansién y estabilizaciéon celular. Al mismo tiempo, citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a y la Interleuquina 1B estimulan la produccién de ésta

por parte de las células Th17 (59).

La IL-17A es producida por neutrofilos, macrofagos y células NK. Esta citoquina
estd implicada en la patogénesis de diversas enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, como la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) el asma o la
artritis reumatoide (60). Juega un papel esencial en la defensa del huésped contra
bacterias extracelulares y hongos y media en el reclutamiento de neutroéfilos y

macroéfagos en tejidos no linfoides.
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Interleuquinas antifibrogénicas: La IL-10 es una citoquina que inhibe la respuesta
proinflamatoria y tiene efecto modulador en la fibrogénesis hepatica (61, 62). Otras,
como la IL-22 y la IL-6 desempefian un papel fundamental en la regulacién de la

respuesta inmune, inflamacion y reparacion tisular.

En definitiva, se crea un circulo de retroalimentacién en el que las células
inflamatorias del sistema inmune estimulan el componente fibrogénico, al tiempo que
la fibrosis actua sobre la subpoblacién de linfocitos Th. La cirrosis una vez establecida,
es un proceso dindmico en el que el sistema inmune se encuentra sometido a una
estimulacion anormal que puede predisponer a infecciones bacterianas, alteraciones

hemodinamicas y respuesta inflamatoria por parte de otros érganos.

11. TRATAMIENTO DE LA CIRROSIS

Recientes hallazgos del proceso de fibrogénesis hepatica ponen de manifiesto
que se trata de un proceso dinamico y reversible. Estudios en animales y clinicos
muestran cdmo cierto grado de fibrosis e incluso de cirrosis puede ser revertido con

determinadas estrategias terapéuticas (63):

Terapias basadas en el tratamiento etioldgico

Tratar la causa que origind la cirrosis es la opcion mas directa y efectiva. De

hecho, los tratamientos frente al VHB y VHC, la abstinencia de alcohol, control del peso
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y la ingesta de grasas, tratamiento de las sobrecargas de hierro y cobre se consideran

terapias potencialmente efectivas en un elevado porcentaje de casos de cirrosis.

Antiinflamatorios e inmunosupresores

La inflamacidn intrahepatica y la respuesta inmune son causas de dafio directo
en los hepatocitos y dan lugar a la activacion de las HSCs. De ahi que se haya planteado
el uso de antiinflamatorios e inmunosupresores para inhibir el proceso de fibrogénesis,
especialmente cuando la fibrosis/cirrosis es el resultado de hepatitis, autoinmune o
colangitis esclerosante primaria. Antiinflamatorios como el Celecoxib y antioxidantes
como la Taurina y la Vitamina E muestran cierto grado de efecto antifibrético (64). De
igual modo, los glucocorticoides, la Azatioprina, Colchicina y Rapamicina muestran
propiedades antiinflamatorias, antifibréticas e inmunomoduladoras, y son

potencialmente utiles en el tratamiento de la cirrosis autoinmune.

Actividad inmunosupresora y apoptosis en HSCs

Las células hepaticas estrelladas desempefian un papel esencial en la
fibrogénesis hepatica, por tanto, son potenciales dianas terapéuticas de terapia
antifibrética: se puede fomentar su inhibicidn inhibiendo las rutas TGF-B1 (Factor de
crecimiento de fibroblastos) y PDGF-B. Diversas citoquinas y factores de crecimiento
como el Factor de Crecimiento tipo Insulina tipo 1 o los Interferones a y y (IFN-a, IFN-y)
han demostrado ser capaces de inducir apoptosis en este tipo de células, del mismo
modo quelos inhibidores de quinasas (65). Otras sustancias con capacidad para inducir

apoptosis en HSCs son gliotoxina, sulfasalazina, ligandos tipo benzodiacepina, etc.
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Funcion protectora y regeneracion hepatica

Hasta ahora se han venido utilizando ciertas sustancias como coadyuvantes en
el tratamiento de la cirrosis hepatica, fundamentalmente por su funcidn
hepatoprotectora, como es el caso de la Silimarina, con propiedades antioxidantes y
capacidad para fomentar el crecimiento de células hepaticas por medio de la sintesis de
proteinas (65). El acido ursodesoxicélico y tauroursodesoxicélico presentan asimismo
efecto hepatoprotector y, de hecho, son utilizados en el tratamiento de la Colangitis
Biliar Primaria y Colangitis Esclerosante Primaria. Por otra parte, los antagonistas de
calcio (v.g. Verapamilo) a través de un mecanismo de estabilizacion de la membrana
celular y disminucion de la presion venosa portal ejercen efectos hepatoprotectores y

antifibroticos.

La apoptosis de hepatocitos es un fendmeno comun en la enfermedad hepatica
y contribuye al desarrollo de fibrogénesis y cirrosis. Por tanto, previniendo la apoptosis
y promoviendo la regeneracion de hepatocitos se puede frenar la progresién de la

enfermedad.

Terapia génica y terapia dirigida

Se ha investigado sobre la posibilidad de utilizar diversos genes con funciones
esenciales en la patogénesis de la cirrosis como potenciales dianas terapéuticas: TGF-,
PDGF-B, CTGF (Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo), y TIMP (Inhibidor Tisular de
Metaloproteinasas). Se han realizado estudios in vitro e in vivo con oligonucledtidos

antisentido y sondas de ARN frente a estos genes. Recientemente, se ha visto que el
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existen microARNs que juegan un papel regulador a través de la expresién de genes
fibréticos y antifibréticos y actuando sobre la proliferacidn y activacion de HSCs. De ahi,
que la terapia basada en su empleo esté siendo contemplada como una opcién

terapéutica mas (67).
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Figura 10: Acciones bioldgicas de las células estrelladas hepaticas en la fibrosis hepatica
y mecanismo de accidén de los diversos tratamientos antifibrogénicos. Figura adaptada
de Bataller R, et al. “Nuevas perspectivas terapéuticas de la fibrosis hepdtica: bases
patogénicas” Med Clin (Barc) 2002.

12. CIRROSIS HEPATICA Y EXPRESION GENICA

No es mucho lo que se conoce acerca de las rutas moleculares intrahepaticas en
higados normales y patolégicos. La diversidad celular que presenta el higado implica la
existencia de interacciones celulares que desempefan un papel importante en la
fisiopatologia del mismo: por ejemplo, el virus de la hepatitis C y el consumo de alcohol
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son dos causas que potencian el desarrollo de cirrosis hepatica y de carcinoma
hepatocelular. El virus provoca una inflamacién del lobulillo hepatico que evoluciona a
fibrosis, y eventualmente, a cirrosis. Existe, ademds, una respuesta inespecifica
intrahepatica mediada por células T CD8 y expresion de citoquinas implicadas en la
respuesta Th1 (68). La inflamacidn resultante se caracteriza por una respuesta fibrética
activa, proliferacién celular y apoptosis. Sin embargo, las rutas moleculares concretas
implicadas en la enfermedad hepatica no estan claramente definidas, aunque existen
algunos estudios realizados con arrays que muestran la existencia de genes
diferencialmente expresados relacionados con la respuesta Th1, inflamacion, fibrosis,

proliferacién, sefializacion, apoptosis y estrés oxidativo.

El estudio de los perfiles de expresion génica es una herramienta que permite el
analisis de las diferencias a nivel de expresion entre diferentes tipos celulares o tejidos.
En nuestro caso, se recurrira a los arrays de expresion para analizar dichos perfiles.

Los arrays de expresion miden la sefal de expresidon a nivel gendmico-
transcriptomico y/o a nivel exdnico de miles de genes simultaneamente de una muestra
dada, gracias a la técnica de hibridacién especifica ARN-ADN o ADN-ADN. Se trata de
microarrays de oligonucledtidos de alta densidad que incluyen miles de conjuntos de
sondas (probesets) con secuencias del transcriptoma de la especie estudiada dispuestas
sobre la base del array. Cada sonda es un oligonucledtido complementario a la region
estudiada representado miles de veces en microceldas del array. La sefial obtenida de
la hibridacién de la muestra (ARN o ADN marcado y fragmentado) con las sondas-oligo
dispuestas en los microarrays proporciona la medida del nivel de expresién de
la muestra analizada (69).

61



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

No obstante, la realizacion de arrays supone una aproximacion inicial al perfil de
expresion génica, puesto que éste ha de ser confirmado por medio de una PCR (Reaccién
en Cadena de la Polimerasa) digital. De este modo, podran relacionarse las diferencias
a nivel de expresion génica con los diversos procesos patogénicos, estableciendo grupos

de genes y rutas importantes en la patogénesis de la cirrosis hepatica.

El analisis de los perfiles de expresion en sangre periférica es una herramienta
ampliamente extendida para evaluar las complejas redes que actuan en nuestro
organismo. Resulta, por tanto, una aproximacion valida en el estudio de la patogénesis
y en la identificacion de potenciales biomarcadores de una amplia variedad de
enfermedades (70). Mientras que existe un amplio nimero de publicaciones que
evallan los perfiles de expresidn génica en tejido hepatico de pacientes cirréticos o con
enfermedades hepaticas crénicas (71), (72), (73), (74), los estudios de perfiles
transcriptomicos en sangre periférica en estos pacientes son muy escasos. El tiempo es
un parametro fundamental en estos casos, por tanto, la utilizacion de biomarcadores
gue nos permitan monitorizar la progresion a cirrosis, supondria una mejora en la
calidad asistencial a nivel hospitalario, reduciendo el nimero de trasplantes a realizary

los costes econdmicos que esta problematica genera.

Este estudio pone de manifiesto por primera vez la presencia de programa de
respuesta activa profibrotica en sangre periférica en pacientes cirrdticos terminales,
coexistiendo con alteraciones en el metaboloma. Nuestros hallazgos evidencian el
fuerte impacto de la cirrosis en el sistema inmune a nivel sistémico, aportando
interesantes claves en el papel de los leucocitos periféricos en la patogénesis de esta

enfermedad.
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Hipotesis y objetivos
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Hipotesis

Existen perfiles de expresion génica caracteristicos de la cirrosis cuya
identificacion puede ser util en el futuro para desarrollar herramientas moleculares de

diagnodstico y prondstico en esta enfermedad.

Objetivos

El presente trabajo se realiz6 mediante un estudio observacional prospectivo.
Para poder comprobar la hipotesis de partida se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivos principales:

1. Estudiar los perfiles de expresidn génica diferencial en pacientes con cirrosis
avanzada respecto a controles sanos.

2. Describir rutas de sefalizacidn intracelular alteradas en la cirrosis.

Objetivos secundarios:

1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes cirréticos estudiados.

2. Describir las caracteristicas clinicas diferenciales de los pacientes con/sin
hepatocarcinoma y comparar la expresién génica en ambas poblaciones.

3. Describir si el perfil de expresion génica de los pacientes cirréticos predecia la
aparicion de rechazo agudo en ellos tras recibir un trasplante hepatico.
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Material y métodos
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Material y métodos

1. Diseio del estudio

Estudio prospectivo, observacional en el que se recogieron datos demograficos,
clinicos, analiticos y muestras bioldgicas de treinta pacientes con diagndstico de cirrosis
terminal procedentes de la Unidad de Hepatologia del Hospital Universitario Rio

Hortega, reclutados entre noviembre de 2012 y octubre de 2013.

Se analizaron las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes y las
huellas transcriptomicas en leucocitos de sangre periférica, comparando éstas ultimas
con las obtenidas de ocho controles sanos del mismo rango de edad del propio personal
del hospital (grupo control). Asimismo, se intentd estudiar nuevamente la huella
transcriptomica en leucocitos de sangre periférica de los mismos pacientes el dia 7+3
dias postrasplante hepatico. Todos estos datos han sido integrados con el fin de generar

un modelo explicativo de la patogénesis de la cirrosis.

Criterios de inclusion:

Se incluyeron en el analisis todos aquellos pacientes de entre 18 y 65 afos, ingresados
en la Unidad de Trasplante Hepatico con diagndstico de cirrosis terminal y que iban a

ser sometidos a Trasplante Ortotépico de higado.
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Criterios de exclusion:
Se excluyeron del analisis aquellos pacientes que no firmaron el consentimiento

informado, asi como los menores de 18 anos.

Del total de pacientes reclutados en este periodo de tiempo, Unicamente 30

cumplieron los criterios de inclusidon/exclusion.

En la tabla 7 se detalla la etiologia de la cirrosis de todos los pacientes finalmente

incluidos en el estudio.

Enfermedad Alcohdlica 17

VHC 3 Tabla 7: Etiologia de

VHC+Enfermedad alcohdlica 5 la cirrosis del total de
pacientes incluidos

Otras causas 5 en el estudio.

Poblacién control

Se incluyeron 8 controles sanos reclutados entre los trabajadores del Hospital
Universitario Rio Hortega, de edad y sexo similar a los pacientes. Ninguno de los
voluntarios tenia antecedentes clinicos relevantes ni presentaron signos de infeccién o

estado inflamatorio en el momento de la recogida de la muestra.

Comité de Etica. Consentimiento informado
La aprobacion del protocolo del estudio, tanto en los aspectos cientificos como

éticos, se obtuvo del Comité de Etica e Investigacion Clinica CEIC-Area Oeste del Hospital
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Universitario Rio Hortega, conforme a los principios éticos de la Declaraciéon de Helsinki
de 1975. Ademas, todos los pacientes firmaron una hoja de consentimiento informado

(Anexo 1), a través de la cual aceptaban su participacion en el estudio.

Muestras recogidas

Para una correcta recoleccién y conservacién de las muestras se establecié un
protocolo de recogida, codificacién, etiquetado y almacenamiento comun (Anexo 2).
Una vez que las muestras de los 30 pacientes fueron recolectadas se enviaron al
laboratorio de Investigacion Médica en Infeccion e Inmunidad del Hospital Clinico

Universitario de Valladolid (IECSCYL).

A todos los pacientes en el momento de su ingreso y previo a la realizacion del
trasplante de higado se les tomé una muestra de sangre en tubo de EDTA (Acido
etilendiamino tetra acético) para la realizacion de un hemograma, un tubo sin
anticoagulante con gel de 5 a 10 ml para un perfil de bioquimica y un tubo con

anticoagulante citrato para una coagulacion.

Ademas de las muestras anteriormente mencionadas, se recogieron 2,5 mililitros
de sangre en un tubo especial PAXgene para elandlisis de perfiles de expresidon génica.
Los tubos PAXgene contienen un aditivo que estabiliza el perfil de transcripcion génica
in vivo reduciendo la degradacién del ARN in vitro y eliminando la induccion de la
expresion génica (75). En el caso de los controles sanos, Unicamente se recogieron

muestras en tubos PAXgene.
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A todos los pacientes el dia 7+3 postrasplante hepatico se les extrajo un nuevo

tubo PAXgene para elanalisis de perfiles de expresién génica.

Conservacion de las muestras
El tubo PAXgene se mantuvo en posicidn vertical a temperatura ambiente un
tiempominimo de 2 horas antes de su congelacion para asegurar la lisis completa de las

células. La temperatura de almacenamiento fue de -80°C.

2. Recogida de datos clinicos y otros parametros de laboratorio

Datos clinicos

Se recogierondetalles demograficos como edad, sexo, etiologia de la cirrosis y
presencia de comorbilidades. Todos los datos recogidos se detallan en el Anexo 3.

Ala hora de establecer una clasificacion prondstica de supervivencia y asignacion
de prioridad en el trasplante se nos plantea la posibilidad de utilizar dos escalas: MELD
y CHILD-PUGH: la primera se basa en el calculo de una puntuacién segun los valores de
bilirrubina, creatinina sérica e INR (Ratio InteARNmcional Normalizado). El resultado
obtenido puede tomar valores de 6 a 40, correspondiendo una menor puntuacién a un

mejor prondstico.

Por otra parte, Child-Pugh emplea para su calculo: bilirrubina total, albumina,
proteinas totales, grado de ascitis y de encefalopatia. Estos dos ultimos parametros

pueden presentar cierto grado de subjetividad frente al resto de parametros analiticos,
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por ello nos hemos decantado por la escala MELD, calculada en el momento previo al

trasplante.

Parametros de laboratorio
Se recogieron datos hematimétricos (hemoglobina, leucocitos, neutrofilos
yplaquetas), bioquimicos (bilirrubina, GOT, GPT, etc.) y de coagulacién en el ingreso

previo al trasplante. Estos datos también se detallan en el Anexo 3.

Analisis estadistico de los datos clinicos y bioquimicos
El analisis estadistico de los datos clinicos se llevd a cabo utilizando el programa
Microsoft Excel y la versién 20.0 del programa SPSS para Windows. El nivel de

significacion estadistica se fijo en 0,05.

Dentro de nuestra cohorte de pacientes se establecieron dos subgrupos:
pacientes con/sin hepatocarcinoma. La poblacién de estudio no presentaba una
distribucién normal, segun el test de Shapiro-Wilk, por lo que se utilizaron pruebas no
paramétricas para el analisis estadistico de los datos. Las diferencias entre ambos
subgrupos a nivel de datos clinicos se evaluaron por medio del empleo del test chi-

cuadrado para las variables categoricas y Mann-Whitney para las variables continuas.

Por otra parte, se realizd un analisis similar estratificando en esta ocasiéon en

funcion de la presencia/ausencia de Rechazo Agudo Leve.

La representacion grafica de las edades de los diferentes grupos de pacientes en

cajas (mediana, rango intercuartil) se realizé con el programa SPSS versién 20.0 para
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Windows. El grafico de representacion de la distribucién por sexos se llevd a cabo

utilizando el programa Microsoft Excel.

3. Perfiles de expresion génica. Transcriptomica.

Protocolo de trabajo

El transcriptoma se analizo utilizando microarrays de trancriptoma humano
completo de Agilent®. Este analisis se llevé a cabo en los dos grupos de pacientes:

cirréticos terminales y controles sanos.

Extraccidn del ARN _
Datos optimos
total/PAXgene blood RNA kit bioanaks
Amplificacién y marcado de la ROJ: 7-10
Evaluacidn de la calidad con miuestra )
bloanalizader [en su defectn Ratio 285/185: >1
Nanodrop) Preparacién de la hibridackén
Datos dptirmos
drop:
| Hibridacién ] ranecree
Ratio 260/280: > 18
I Escaneado en plataforma Agllent I Ratio 260/230: > 1.8

Procesado de la Imagen y
extraccldn de datos

Andlisls blelnformético

Figura 11: Esquema de trabajo para el analisis de expresidn génica.

Los pasos que se siguieron para evaluar la expresion génica diferencial se

muestran en la figura 10 y se detallan en las siguientes secciones.
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Extraccion del ARN total

La extraccion de ARN total se realizd a partir de los tubos PAXgene empleando el
equipo “PAXgene blood ARN kit” (Becton Dickinson, USA). El sistema proporciona la
recogida, almacenamiento y transporte de sangre, asi como la estabilizacion del ARN
intracelular a partir de sangre total para su posterior utilizacién. El fundamento de este
kit se basa en la adsorcidn y desorcion de los acidos nucleicos en presencia de sales. En
condiciones normales, los acidos nucleicos estdn recubiertos de una capa hidratante de
moléculas de agua que mantienen su solubilidad en soluciones acuosas. Con la adicién
de sales a los acidos nucleicos, se destruye esta ordenada estructura de moléculas de
agua de la capa hidratante, por lo que las sales crean un entorno hidrofébico alrededor
de los acidos nucleicos. Bajo estas condiciones hidrofdbicas, al pasar los acidos nucleicos
a través de una columna con membrana de silice, los acidos nucleicos se unen
perfectamente a ella, mientras que las proteinas, metabolitos y otros contaminantes no

se unen y, por tanto, son eliminados de la muestra durante los pasos de lavado.
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Figura 12: Kit de extraccién de acidos nucleicos.

Para eliminar el ADN de la muestra y obtener Unicamente ARN purificado se
anade ADNsa a la muestra, es decir, aproximadamente 1750 ng de ARN de cada muestra
se concentraron con el kit RNeasy MinElute Cleanup (QIAGEN, Hilden, Alemania).
Posteriormente, el ARN se eluye de la membrana de silice con 10 ul de agua libre de
AARNmsa que permite recuperar la capa hidratante de los 4cidos nucleicos,
produciendo asi la liberacion del ARN. Con este proceso de purificacién, se obtiene ARN

altamente purificado y listo para usar en procesos posteriores (figura 13).
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Figura 13: Pasos a seguir para la extraccion de ARN con el kit “PAXgene blood ARN kit”.

Evaluacion de la cantidad y calidad del ARN total

Para obtener resultados reproducibles y comparables en el analisis de expresién
génica, es necesario utilizar una cantidad fija de ARN en todos los experimentos, que en
nuestro caso son 100 ng. Si se adapta una cantidad de ARN fijo y un tiempo de reaccién
de amplificado y marcaje concreto, se conseguird la cantidad de ARNc necesaria para el

experimento.
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Cuantificacion

La cuantificacion del ARN se basa, al igual que para ADN, en medidas de
absorbancia mediante espectrofotometria, utilizando el rango de luz ultravioleta (UV).
El método espectrofotométrico esta basado en la medida directa de la absorcién de la
radiacion electromagnética por parte de la muestra, siendo esta cuantificable mediante
la correlacién de la Absorbancia (OD) con la concentracion del acido nucleico a
determinar. En el caso del ARN, 1 OD corresponde aproximadamente 40 ug/ml de ARN.

Por tanto, el calculo de la concentracién de una muestra de ARN se estima como:

A260 x 40 ug/ml x Factor de diluciéon

La cantidad de ARN de partida recomendada para obtener una cantidad 6ptima
de ARNc (500 ng a 2 g) es de 50 a 500 ng, siendo la cantidad minima 25 ng, y la maxima
11 pL. La cuantificacion de la cantidad de ARN obtenido tras la purificacion, se realizé en
el espectrofotometro de amplio espectro (220-270nm) NANODROP ND1000 (Nanodrop

Technologies, Wilminton, Delaware USA), a partir de 1ul de muestra.

Mediante el mismo NANODROP, se evaludé la pureza del ARN midiendo la
relacién existente entre la absorbancia a 260y a 280. Este valor debe estar comprendido
entre 1,8 a 2, lo que indicaria que el ARN esta libre de impurezas. Si el valor es menor
que 1,8 significaria que el ARN tiene algin contaminante (proteinas, fenol, etano, etc.).

Cuando mas bajo sea este valor, mas contaminada esta la muestra.
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Evaluacion de la calidad

Las reacciones de amplificacién de ARN pueden variar considerablemente en
funcionde la integridad y la pureza del ARN de partida. EIl ARN no debe estar degradado
ni contaminado con proteinas o ADN. La calidad del ARN se determind mediante el
bioanalizador Bioanalyzer Experion (Biorad, California USA). Se trata de un sistema de
microelectroforesis que emplea nanocapilares. De este modo, se minimiza la cantidad

de ARN que se usa para este control.

Mediante el uso del bioanalizador, se obtiene el algoritmo RQl (ARNM Quality
Indicator) que permite determinar la calidad de las muestras en base a un rango
numeérico del 1 al 10, siendo 1 el valor para una muestra de ARN totalmente degradada
y 10 el valor obtenido para una muestra intacta. Ademas, permite la obtencién de
imagenes de la microelectroforesis (gel, electroferogramas) para determinar
visualmente la integridad del ARN y ausencia de ADN gendmico contaminante (no sdlo
el valor del RIN, si no también concentracidén y relacién 28/18S). Los perfiles de
expresion génica se evaluaron, Unicamente en aquellas muestras con una pureza e

integridad adecuadas.

Atendiendo a todos estos parametros unicamente se hibridaron 30 de las 38
muestras disponibles de pacientes cirréticos y 8 de las 15 muestras respecto a
controles sanos. En los pacientes trasplantados no se consiguié amplificar el ARNm por
existir muy poca cantidad de leucocitos, probablemente debido a la leucopenia

habitual del postoperatorio secundario a la lesidon de preservacion.
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Template Total or poly A RNA with Spike-In
¥
cOMNA synthesis®
v

cRMA synthesis and amplification”®

¥
cAMA purification”

v

Preparation of hybndization sample

v
17-hour hybridization (65°C)
¥
Wash
¥
Scan

¥

Feature extraction

Figura 14: Esquema donde se resumen los pasos de preparacién de la muestray

procesamiento de los arrays.

Amplificacion y marcaje

Este proceso se llevd a cabo utilizando el kit de marcaje Quick Amp Labelling
(Agilent p/n 5190-0442) siguiendo las instrucciones del fabricante: es decir, segun el
protocolo “One-Colour Microarray Based Gene Expression Analysis” versidon 5.7 (Agilent
p/n 4140-90040) (76), se hibridaron 3 pg del ARNc marcado utilizando arrays de
expresion génica de transcriptoma humano completo con la tecnologia 4x44K v2 de
Agilent. El objetivo es obtener ARN complementario (ARNc) partiendo de una cantidad
de ARN entre 10 y 200 ng (en torno a 100 ng) marcado con una sustancia fluorescente,
en este caso Cianina. El método utiliza ARN polimerasa de T7, que a la vez que amplifica

el ARN de partida incorpora Cianina-3 marcada con CTP.
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El primer paso es una retrotranscripcion inversa para la sintesis de casi la
totalidad de la longitud del ADN complementario (ADNc), lo que asegura la obtencién
de muestras reproducibles para el analisis de microarrays (Figura 15). Para esta reaccién
se utilizaron cebadores T7 oligo (dT) que contienen una secuencia oligo (dT) en el
extremo 3' para la unién especifica a la cadena de ARNm y una secuencia core del
promotor T7 en el extremo 5' para que la polimerasa se pueda unir y actuar. De esta

manera el ADNc generado portard una secuencia promotora T7.

AffmitySeript-RT
Oiligo dT-Promoter Primer

L P

annn [Amisans ."? g* Ind strand
Promaber 154 cONA

AffiretyScnp-AT

Figura 15: Sintesis de ARNc a partir de ARN total.
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El segundo paso se encarga de
convertir la cadena simple de ADN
complementario en una doble cadena
de ADN (dsADN) ya lista para el
proceso de transcripcion. La reaccién
emplea una ADN polimerasa y una
ARNsa H que simultdneamente
degrada el ARN vy sintetiza la segunda
cadena de ADNc. Posteriormente se
realiza una purificacién de ADNc para
eliminar posibles restos de ARN,
enzimas, y sales que pueden inhibir la

transcripcion.

p _. Nat stranid
Fiud ¥ omn

A |amibsanes 9 Ind shrand
Promatee cONA

Afiniy3enp-AT

17 AMA Fokmorass
CyA-CTP. NTPs

& Polymerase

@ Corpotiw—[§ 5 ohNn

Figura 16: Sintesis de ADNc de doble

cadena.

La transcripcion in vitro (TIV) de ARNc, gracias a la tecnologia Low Input Quick

Amp Labeling genera multiples copias de ARNc-Cy-3 a partir del dsADN, siendo este

proceso la reaccién de amplificacion y marcado real. La ARN polimerasa utilizada es T7

polimerasa cuyo nombre procede del bacteriofago del que fue clonado. La ARN

polimerasa T7 es dependiente de un molde ADN y muy especifica para el promotor T7.

Después de que la ARN polimerasa se une al promotor del ADN de doble hebra, la

polimerasa separa las dos hebras y usa la cadena 3'-5' como molde para la sintesis de

una cadena de ARN 5'-3' complementaria. Por ultimo, se realiza una purificacién de
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ARNc para eliminar NTPs no incorporados, enzimas y el fosfato inorganico. Tras la

purificacion, el ARNc estaria listo para su hibridacién en el array.

IM& Polymerass -

: @ !

5 oA

+ 2nd diraid
elNA

” C [~ U B 5 cRNA

(mmtisensa)

Figura 17: Sintesis de ARNc marcado con Cianina-3

Evaluacion de la concentracion, integridad y rendimiento del ARNc

Hay que tener en cuenta tanto la cantidad, calidad e integridad del ARN de
partida como del ARNc generado antes de realizar la hibridacién con los chips de
expresion génica. Por ello, debe realizarse una evaluacion de la cantidad de ARNc
obtenido y el rendimiento del marcaje mediante espectrofotometria. La concentracién
de una solucién ARNc se puede determinar midiendo su absorbancia a 260 nm. En

nuestro caso se utilizaron bioanalizador y espectrofotémetro NanoDrop.

La concentracion de una solucion ARNc se puede determinar midiendo su
absorbancia a 260 nm. El espectrofotémetro NanoDrop 1000A (www.nanodrop.com) es
recomendable por su rapidez y facilidad de uso.
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Por otra parte, la concentracién de ARNc se puede determinar diluyendo una
parte de la preparacién en TE (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA), y realizando una
lectura de la absorbancia en un espectrofotometro tradicional a 260 nm. La
concentracién se determina en mg / ml multiplicando el A260 por el factor de dilucién y

el coeficiente de extincién. (1 A260 =40 mg/mL de ARN).

El rendimiento ARNc dependerd de la cantidad y la calidad de poli (A) ARN en el
ARN total de entrada. Dado que la proporcion de poli (A) ARN en el ARN total se ve
afectada por condiciones como la salud del organismo y el drgano de procedencia, el
rendimiento del ARNc generado a partir de una misma cantidad de ARN total puede
variar considerablemente. En este sentido, se calcula la Actividad Especifica (SA), que se

define como pg de cianina por pug de ARNc.

La concentracién del ARNc obtenido se midié en el espectofotémetro (UV-
visible) Nanodrop ND-1000. Se registraron las medidas de concentracién de cARNM (ng/
ul), de cianina 3y cianina 5 (pmol/ pl) y la ratio de absorbancia 260nm/280nm. Ademas,
se calculd la cantidad de ARNc obtenido en pg, seguin las formulas que se detallan a

continuacion:

Concentracion de ARNc x 30 ul (volumen de eluciéon) / 1000 = ug de ARNc

(Para calcular el rendimiento de ARNCc)
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Para determinar la actividad especifica, se usaron las concentraciones de ARNc

(ng/ ul) y de cianina 3 o cianina 5 (pmol/pul):

(Concentracidn de Cy3 o Cy5) / (Concentracién de ARNc) x 1000 = pmol Cy3
por ug de ARNCc.
Todas las muestras que rindieron una concentracion menor de 825 ng de ARNc
se descartaron, asi como las muestras con una actividad especifica menor de 8 pmol de

cianina por pug ARNCc, tal y como recomienda el fabricante.

Hibridacion

El proceso de hibridacion se realizd utilizando arrays de expresion génica de
transcriptoma humano completo con la tecnologia 4x44K v2 de Agilent (76). Cada array
de expresion ofrece cobertura de todo el trascriptoma puesto que contiene 44.000
sondas de transcripcion diferentes (genes bien caracterizados, genes candidatos, y

variantes de “splicing”).

La tecnologia de Agilent para el analisis de expresion génica consiste en una serie
de oligonucledtidos inmovilizados por enlaces covalentes en microesferas que se
localizan en micropocillos en la superficie de la matriz o array. Estas sondas poseen una

secuencia de 60bases (60-mer), que es la encargada de hibridar con el ARNc marcado.
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Figura 18: Disefio de las sondas. Tecnologia Agilent

La alta calidad y reproducibilidad de este sistema se basa en el gran nimero de
sondas redundantes presentes en el array, hasta 30 por sonda (lo que supondria mas de
1,8 millones de microesferas en total). Ademas, cada microesfera contiene cientos de
copias de la sonda por toda su superficie, asegurando mas aun la alta sensibilidad,

especificidad y precisidn de la técnica.

El disefio de las sondas se realiza atendiendo a las secuencias de la base de datos
de referencia del NCBI y de UniGene 188, de forma que el contenido de la sonda esta
muy bien anotado y ampliamente aceptado. En cuanto a la matriz que contiene las
sondas, se han utilizado técnicas litograficas estandar para crear pocillos con una
distribucién en forma de panal en la superficie de unas laminas de vidrio. Cada pocillo
va a recoger una esfera. Las esferas se mezclan en cantidades iguales y se depositan en

la superficie del array de forma que por desplazamiento ocuparan los pocillos de forma
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aleatoria. La identidad de esas microesferas vendrd determinada por la secuencia

“address” que contenga.

Los chips que se han utilizado en este experimento contienen 4 arrays separados
los unos de los otros por un sello, de manera que cada array puede ser hibridado con

una muestra diferente.

Protocolo

Solamente se hibridaron los ARNs resultantes del proceso de transcripcion in
vitro y purificacion con una calidad e integridad adecuadas. La hibridacion se llevé a cabo
con los tampones adecuados durante 30 minutos a 602C (para fragmentar el ARN) y
posteriormente 17 horas a 65 2C (proceso de incubacién). Tras la hibridacion, los arrays
se lavaron para proceder finalmente al escaneado. El proceso de lavado se realizd en un

ambiente con niveles de ozono por debajo de 50 ppb (Figura 19):

Dizh Wash Buffer Temperature Time

Disassambly 1 GE Wash Buffer 1 Room
temperature

1at wash 2 GE Wash Buffer 1 Room 1 minute
temperature

2nd wash 3 GE Wash Buffer 2 Elevated 1 minute
temperature

Figura 19: Condiciones de lavado
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Procesado de la imagen y extraccion de los datos

El escaneado se realizé con la plataforma de Agilent y los datos fueron extraidos
por medio del software versién 9.5.3 proporcionado por el mismo fabricante. Se trata
de un sistema compacto de alto rendimiento de escdner para obtener imagenes de
microarrays. Las microesferas son iluminadas por un haz de luz de fibra éptica que excita
los compuestos fluorescentes. La emision de fluorescencia de Cy3 se detecta

cuantitativamente para el analisis posterior (Figura 20).

Taotal Internal Reflection

Phiotans
Fiber —s= f{out)
Cladding
Flber Core
Photans
(i}
LS e ™ E| scencn
Excitation E'-Mrnh“n.'; e Eu:L.::lulu s

< AR

Individual fibers conductlight to enable data acquisition
and quantitation of signal emitted by each bead,

Figura 20: Fundamento de excitacion, emision y captura de la plataforma de escaneado de

Agilent.

El software utilizado para la adquisicidn y extraccion de los datos fue el Agilent C
Scanner. Una vez obtenidos los archivos de imdagenes, utilizando dicho software, se

transformaron las intensidades de las sefiales obtenidas en datos numéricos:
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For 1x244K, 2x105K, 480K and I8 '
Ex15K HD Microarray Formats §
Dye channel Green
Scan region Scan Area (61 x 21.6 mm)
Scan resolution (pm) L
Tif 20 bit

Figura 21: Caracteristicas del escaneado de los slides e imagen obtenida tras el escaneado de

los microarrays.

Los datos se analizan mediante un algoritmo patentado por Agilent que permite
seleccionar la mejor sonda para cada gen en base a su capacidad de respuesta y
especificidad. Se generd una base de datos con los valores de intensidad de cada una de
las sondas que codifican para un gen determinado sobre la que se realizd el analisis
bioinformatico. Mediante dicho software también se realizé un control de calidad para
evaluar la existencia de posibles errores que tuvieron lugar durante el proceso de

hibridacion.
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Figura 22: Informe del Control de Calidad para microarrays 4x44K, generado por dicho

software.

Anilisis bioinformatico

El analisis de los datos obtenidos se realizé por medio del software GeneSpring
GX 12.0. Los datos originales fueron sometidos a un proceso de “limpieza” y
normalizacién en tres pasos: 1) eliminacién del ruido de fondo de modo individual; 2)
transformacién logaritmica de los valores de intensidad de la sefial y normalizacién
global empleando el percentil 75 y 3) transformacion de la linea de base de datos por

medio de la mediana de todas las muestras.
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Antes de proceder al analisis estadistico, todos los arrays fueron sometidos a
estrictos controles de calidad y filtros adecuados. A fin de sintetizar la informacion y
reducir la dimensidn de los datos obtenidos en los arrays se procedid a realizar un
Analisis de Componentes Principales (PCA). Ademas, se empled la prueba estadistica t
de Student (GeneSpring GX 12.0) para identificar genes diferencialmente expresados
entre el grupo de estudio y el grupo control (nivel de significacion 0.05), con test de
correccién multiple de Benjamini-Hochberg y Fold Change (Valor de cambio en

intensidad de fluorescencia) > 2.

A través de DAVID (base de datos de anotacion, visualizacién y descubrimiento
integrado) y KEGG (Enciclopedia Kyoto de genes y genomas) se seleccionaron, anotaron
y visualizaron genes por funcién y ruta (77, 78). Por medio de un software de edicién de
imagenes se representaron las rutas estadisticamente significativas obtenidas en al
analisis (79). Los resultados obtenidos de los conjuntos de datos de cada microarray
fueron colgados en el repositorio publico de datos de microarrays GEO. (E-MTAB-3338,

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo).

Validacion de los resultados

Como dictan las guias MIAME, los cambios de expresion génica identificados se
validaron por medio de PCR digital, empleando para ello la plataforma de PCR digital:
este tipo de PCR permite la deteccidn y cuantificacién absoluta de secuencias de acidos
nucleicos. Con este sistema, la muestra es repartida en 20.000 nanogotas

independientes, cada una de las cuales actuard como un contenedor individual para la

88



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

reaccion de amplificacion. El resultado es que cada gota contiene una o ninguna
molécula produciendo por tanto una reaccién positiva o negativa al realizar la
amplificacidon de PCR, la cual se detecta mediante el uso de sondas y/o intercalantes

fluorescentes.

Los pasos de la ddPCR (droplet digital Polimerase Chain Reaction) se resumen en:
generacion de gotas, realizacién de la PCR, lectura de las gotas y analisis. Para llevarlo a
cabo, se disefiaron sondas y primers especificos para los genes mads representativos del

analisis (Figura 23).

H
2
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CNV:1.09 Conc:93.3 FAM Pos:1505 Neqg:15397

FAM Amplitude

PRS0

= 2 2 8 8 8
: 0§ 8§ 8 8§ 3 § ¢§
Event Number

Figura 23. Etapas de la ddPCR: generacion de gotas, PCR, lectura y analisis de los
resultados. El grafico de la parte inferior representa la intensidad de fluorescencia
frente al nimero de gotas. Las gotas situadas por encima de la linea de base (color
rojo) se consideran positivas y se les asigna un valor de 1, mientras que las gotas
situadas por debajo de dicha linea se consideraran negativas asignandoles un valor de
0. A partir de las gotas positivas se determinara el nimero de copias/pl.

http://www.bio-rad.com/es-es/applications-technologies/droplet-digital-pcr-ddpcr-
technology

Los primers y las sondas fueron suministrados por la empresa Life Technologies
(Ensayos con sondas Tagman marcadas con el fluoréforo FAM y utilizando como gen
constitutivo GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). (Figura 24). Cada
muestra se analizd por duplicado y la media obtenida se empled en el analisis

estadistico.

Los valores de expresién por ddPCR se normalizaron frente a los valores de expresién
obtenidos para el gen constitutivo GAPDH, en cada una de las muestras. De este modo,
se seleccionaron 2 genes diana y 1 gen control para la validacion del estudio. Los genes

seleccionados y el disefio de la placa fueron los siguientes:
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Genes diana:

Homo sapiens collagen, type XXVII, alpha 1 (COL27A1),

4.419513 up
COL27A1 mARN [NM_032888]

Homo sapiens collagen, type V, alpha 1 (COL5A1), mARN

4.381706 up
COL5A1 [NM_000093]

Genes de referencia:

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

Temperatura de anillamiento: 56,8 °C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

IDRO JIMO MPBO JIMO 51B IDRO JIMO MPBO JIMO 51B |CNORT27
RABO PCFO FVAO AMBO 52B RABO PCFO FVAO AMBO 52B CNORT5
TDGO JEFPO JCRO AGGO 54B TDGO JEFPO JCRO AGGO 54B BP27
AllO NCPO JMDAO CABO 56B AJlO NCPO JMDAO | CABO 56B BP5
RAMO NNSO MAGCO JIAGO 578 RAMO NNSO MAGO | JJAGO 57B BC27
FLPRO JLDO MCBO DMIO 58B FLPRO JLDO MCBO DMIO 58B BC5
RGGO | MAGFO | JAFGO 59B RGGO MAGFO | JAFGO 59B

EVGO FLDJO JAGMO 514B EVGO FLDJO JAGMO 514B

Figura 24: Disefio de la placa del protocolo ddPCR.
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Figura 25: Validacién de los resultados de los microarrays por PCR. Los resultados de los
niveles de expresion obtenidos de los microarrays para COL27A1 y COL5A1 muestran una
correlacién positiva significativa, confirmada mediante PCR digital. FC: “Fold Change” o “Valor
de Cambio”.

Analisis estadistico

Para analizar las diferencias en los niveles de expresidon entre cirrdticos
terminales y controles sanos se empled el software SPSS para Windows version 20.0

(IBM-SPSS, Chicago, IL, USA).
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Resultados
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Resultados

Como se ha explicado en el apartado de material y métodos, este estudio se
realizo sobre una cohorte de pacientes con diagndstico de cirrosis en lista de espera de
trasplante hepatico. En ellos se estudiaron las caracteristicas demograficas, clinicas y
analiticas, asi como los perfiles de expresion génica. Todos ellos fueron trasplantados,
pero como se ha comentado previamente, las muestras postrasplante no pudieron ser

analizadas por no presentar las muestras una concentracién de ARNm suficiente.

1. Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los pacientes

La mayoria de nuestros pacientes eran hombres (70%). La edad media de los
pacientes fue de 57,4 afios con una desviacién estandar (DE) de 6,8 afos. El abuso de
alcohol fue la causa mas frecuente de cirrosis. De los treinta pacientes que componen
nuestra cohorte, once presentaban ademds hepatocarcinoma (HCC, 36.6%) y ocho

estaban infectados por el virus de la Hepatitis C (26.6%).

Pacientes con hepatocarcinoma

Once de los treinta pacientes estaban afectados de hepatocarcinoma (36.7%). La
media de edad de estos pacientes fue de 58,3 anos (DE: 9,4) mientras que la de los
pacientes sin hepatocarcinoma fue de 56,8 (DE: 7,1). No hubo diferencias estadisticas

en la edad entre los grupos de pacientes.

94



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

Los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de los pacientes se recogen en una
tabla de descriptivos clinicos (Tabla 8). Las variables cuantitativas se representaron con
la media y desviacion estandar y las cualitativas con frecuencias (expresadas en
porcentaje). Para los parametros analiticos se indican, ademas, las unidades y rangos de

referencia.
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Valores Normales

COHORTE TOTAL (n =30) | HEPATOCARCINOMA (n=11) NO HEPATOCARCINOMA (n= 19) p de Referencia
Edad (Media + DE) 57.4+6.8 58.3+9.4 56.8 +7.1 n.s.
Varones, n (%) 21 (70) 8(27) 13 (43) n.s.
VHC 3(10) 1(3.3) 2 (6.4) n.s.
Alcoholismo 17(58) 6 (20) 11 (38) n.s.
VHC+ Alcoholismo 5(16) 3 (10) 2 (6.4) n.s.
Otras causas: 5(16) 1(3.3) 4(12.8) n.s.
Diabetes Mellitus Il 8(26) 3 (10) 5(16) n.s.
HTA 11(36) 6(20) 5(16) n.s.
Puntuacion MELD 11.8+3.8 9527 13.2+3.7 0.015
Hemoglobina (g/dl) 11,5+2,4 12.6+2,7 10.8+1.9 n.s. 13.2-16.8
Leucocitos (x103/ul) 5243.3 +3328.1 4572.7 + 2038 5631.6 +3887.2 n.s. 4-10.5
Neutrofilos (%) 64.2 £16.4 63.3+17.8 64.6 £15.8 n.s. 41-72
Plaquetas (x103/ul) 91.5 +48.9 89.2+35.1 94.6 £56.1 n.s. 150-350
Tiempo Protrombina
(segundos) 78.6 £ 20.2 88.6 £ 16.3 72.7+20.4 0.030 60-140
INR 1.2+0.3 1.1+0.2 1,3+0.4 0.007 0.8-1.2
Glucosa (mg/dl) 142.6 £76.7 155+ 87.0 134.8 £ 68.9 n.s. 82-115
Albumina (g/dl) 34108 3510.6 2910.8 0.006 3.5-4.6
Bilirrubina (mg/dl) 2.5+1.8 2013 29120 0.021 0.2-1.1
Colesterol (mg/dl) 150.5 +43.5 159.4 £32.9 143.6 £ 54.5 n.s. <200
Triglicéridos (mg/dl) 96.5 +42.4 100.8 £ 51.3 83.1+30,6 n.s. <150
PCR (mg/I) 30.8+81.6 12.9+25.7 50.0+117.8 n.s. 0-10
Acido Urico (mg/dl) 6.9+2.6 6.3+2.2 6.7+3.2 n.s. 2.6-6
AST (U/L) 78.0+92.7 73+45.4 84.0 £ 108.2 n.s. 0-50
ALT (U/L) 66 +55.6 87+75.9 58.0 £ 34.9 n.s. 1.0-55
GGT (U/L) 160.1 +203.9 173.8 +224.5 136.4 +185.5 n.s. 0-55
ALP (U/L) 190.4 +171.5 169.4 £91.3 209.5 +224.6 n.s. 30-120

Tabla 8: Caracteristicas clinicas de los pacientes estratificados por la presencia/ausencia de hepatocarcinoma. VHC: Virus de la Hepatitis C; HTA: hipertensién
arterial; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; ALP: fosfatasa alcalina; INR: indice de
Coagulacién InteARNmcional Normalizado; Puntuacion MELD (Model for End-stage Liver Disease, Modelo de enfermedad hepatica en estadio terminal); n.s: no

significativo.

96



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

Las comorbilidades mas frecuentes fueron hipertensién arterial y diabetes
mellitus, siendo mas frecuente la primera en los pacientes afectados de
hepatocarcinoma y la diabetes en el grupo de pacientes sin hepatocarcinoma. La
puntuacion MELD media fue de 11.8, siendo superior en el subgrupo de pacientes que
no presentaban hepatocarcinoma de modo estadisticamente significativo: 13.2 (DE: 3.7)
vs 9.5 (DE: 2.7). Asimismo, los pacientes sin hepatocarcinoma presentaban niveles mas
bajos de albumina y mas elevados de bilirrubina e INR respecto al subgrupo sin
hepatocarcinoma (diferencias estadisticamente significativas). En ambos, el recuento
plaquetario estaba por debajo del rango de normalidad mientras que los niveles de

Proteina C Reactiva, AST, ALT, GGT y ALP se hallan por encima.

Enfermedad Alcohdlica 6
VHC+Enfermedad alcohdlica 4
Otras causas 1

Tabla 9: Etiologia de la cirrosis en los pacientes con hepatocarcinoma.
En el paciente que desarrolld cirrosis con hepatocarcinoma por otras

causas, fue como consecuencia de hemocromatosis.
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Tiempo Protrombina (segundos)
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Figura 26: Representacién grafica de los
niveles de los pardmetros que
presentaron las  variaciones mas
relevantes en la comparacion
Hepatocarcinoma frente a No
hepatocarcinoma: INR, Albimina, MELD,
Tiempo de Protrombina y Bilirrubina.

(Diferencias significativas entre ambos
grupos. p valor < 0,05).
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Dos de los treinta pacientes de nuestra cohorte fallecieron tras el trasplante: uno
de ellos fallecidé tres dias después por hemorragia abdominal postoperatoria con
trombosis de la arteria hepatica y disfuncion del injerto. La causa de exitus del otro
paciente fue un fallo hepatico de origen isquémico secundario probablemente a

obstruccion de drenaje venoso (este Ultimo presentaba ademds hepatocarcinoma).

Presencia/ausencia de Rechazo Agudo Leve

Desde un punto de vista histopatoldgico, el Rechazo Agudo Leve (RAL) se define
segun el Sistema de Gradificacion InteARNmcional (80) por la presencia de un infiltrado
inflamatorio mixto leve confinado a espacios porta constituido por linfocitos activados,
polimorfonucleares y eosindéfilos. Se produce entre los dias 5 y 30 post-trasplante y es

de caracter reversible.

Las manifestaciones clinicas oscilan desde pacientes totalmente asintomaticos
hasta la presencia de fiebre, ictericia y mal estado general. Respecto a alteraciones en
la bioquimica, destaca el incremento de GOT, GPT, FA, GGT y bilirrubina. No obstante,
la alteracion de la bioquimica hepatica es inespecifica y es preciso un diagndstico
diferencial con otro tipo de complicaciones post-trasplante, tales como eventos

isquémicos, biliares, infecciones, etc.

En la tabla 10 se muestran, del mismo modo que en el caso anterior, las
caracteristicas clinicas y demograficas de nuestra cohorte de pacientes, estratificados

por la presencia/ausencia de rechazo agudo leve. La puntuaciéon MELD, el porcentaje de
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neutrdfilos y los valores de bilirrubina total presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre los dos subgrupos:
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Valores Normales

COHORTE TOTAL (n = 30) | RECHAZO AGUDO LEVE (n=9)| NO RECHAZO AGUDO LEVE (n=21) p de Referencia
Edad (Media * DE) 57.4+6.8 55.05 £ 7.88 57.9t6.4 n.s.
Varones, n (%) 21 (70) 7 (23) 17() n.s.
VHC 3(10) 2(7) n.s.
Alcoholismo 17(58) 5(17) n.s.
VHC+ Alcoholismo 5(16) 1(3.5) n.s.
Otras causas: 5(16) 1(3.5) n.s.
Diabetes Mellitus Il 8(26) 4 (14) 4() n.s.
HTA 11(36) 2(7) 9() n.s.
Puntuacion MELD 11.8+3.8 13.9+29 10.3+3.7 0.013
Hemoglobina (g/dl) 11.5+2.4 11.5+0.9 11.1+2.8 n.s. 13.2-16.8
Leucocitos (x10%/ul) 5243.3 £3328.1 3545.0 £ 1118.0 4968.3 +3746.5 n.s. 4-10.5
Neutrofilos (%) 64.2 £16.4 52.2 £16.39 66.6 £14.6 0.039 41-72
Plaquetas (x10%/ul) 91.5 +48.9 71.7 £35.2 83.8+53.7 n.s. 150-350
Tiempo Protrombina (segundos) 78.6 £ 20.2 70.6 +17.1 77.6+21.3 n.s. 60-140
INR 1.2+03 1.2+03 1.2+0.4 n.s. 0.8-1.2
Glucosa (mg/dl) 142.6 £76.7 133.3+82.1 127.1+74.9 n.s. 82-115
Albumina (g/dl) 3.4+0.8 3.2+0.6 3.1+0.9 n.s. 3.5-4.6
Bilirrubina (mg/dl) 2.511.8 3325 1.8+1.1 0.014 0.2-1.1
Colesterol (mg/dl) 150.5 +43.5 153.2+41.6 144.1+45.1 n.s. <200
Triglicéridos (mg/dl) 96.5 +42.4 69.9+0.7 92.8 +46.6 n.s. <150
PCR (mg/l) 30.8+81.6 2716 9.1+94.3 n.s. 0-10
Acido Urico (mg/dI) 6.9+2.6 6.3+2.5 59+2.9 n.s. 2.6-6
AST (U/L) 78.0+92.7 58.9+22.9 61.6 + 105.8 n.s. 0-50
ALT (U/L) 66 +55.6 44.5+21.7 130.0 £ 63.0 n.s. 1.0-55
GGT (U/L) 160.1 + 203.9 53.5+36.3 116.1 £ 227.9 n.s. 0-55
ALP (U/L) 190.4 £171.5 175.0 £ 55.2 142.7 £ 202.2 n.s. 30-120

significativo.

Tabla 10: Caracteristicas clinicas de los pacientes estratificados por la presencia/ausencia de rechazo agudo leve. VHC: Virus de la Hepatitis C; HTA: hipertension
arterial; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; ALP: fosfatasa alcalina; INR: indice de
Coagulacién InteARNmcional Normalizado; Puntuacion MELD (Model for End-stage Liver Disease, Modelo de enfermedad hepatica en estadio terminal); n.s: no
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De nuestros 30 pacientes, 9 presentaron RAL tras la realizacion del trasplante:
de éstos, cinco habian llegado al estadio de cirrosis por enfermedad alcohélica, dos por

infeccidn por VHC, uno por la combinacién VHC y enfermedad alcohdlica y otro por

colangitis:
Enfermedad Alcohdlica 5
VHC y VHC+Enfermedad alcohdlica 3
Otras causas 1

Tabla 11: Causas de cirrosis en los pacientes quepresentaron Rechazo Agudo Leve.
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Figura 27: Representacion grafica de los
niveles de los parametros que presentaron
las variaciones mas relevantes en Ia
comparaciéon Rechazo Leve frente a No
Rechazo Leve: Puntuacion MELD,
bilirrubina y porcentaje de neutrdfilos.

(Diferencias significativas entre ambos
grupos. p valor < 0,05).

2. Evaluacion de los perfiles de expresion génica

Analisis bioinformatico

Se llevd a cabo una normalizacién (por el percentil 75) y transformacion de los

datos mediante la utilizacion del software bioinformatico GeneSpring GX 12.0. Este

software proporciona herramientas estadisticas muy potentes que permiten la

visualizacién rapida y el analisis de microarrays.

Para seleccionar los genes cuya expresion cambiaba como consecuencia de un

estado de cirrosis terminal se utilizaron distintas pruebas estadisticas. Se realizé un test

103




RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

de t de Student para identificar los genes cuyos niveles de expresion eran diferentes de
forma estadisticamente significativa, fijando un p valor menor de 0,05 yun filtro que solo

aceptaba aquellas diferencias con una ratio >2 o < -2, entre los diferentes grupos.

Tal y como se ha dicho anteriormente, la puntuacion MELD obtenida en el
subgrupo de pacientes con hepatocarcinoma fue inferior respecto al subgrupo que
presentaba hepatocarcinoma. Para comprobar si este hallazgo podia influir en los
diferentes perfiles de expresién génica (PEG), hemos realizado una comparacién de PEG
entre ambos subgrupos. El andlisis realizado puso de manifiesto que no existian
diferencias entre ambos grupos, por tanto, fueron considerados como uno solo en
analisis posteriores. Teniendo en cuenta esto, el siguiente paso consistio en realizar una
comparacion general de casos (pacientes cirrdticos terminales sometidos a trasplante)
frente a controles sanos. Se llevd a cabo el mismo procedimiento estratificando en esta
ocasion en funcién de la presencia/ausencia de rechazo agudo leve y tampoco se

observaron diferencias entre ambos subgrupos a nivel de expresidn génica.

Comparacion de los niveles de expresion génica entre pacientes y controles

Como resultado de esta comparacion, se obtuvieron 3402 genes
diferencialmente expresados, de los que 2802 estaban sobre-expresados y 600 se

hallaban infra-expresados (Anexo 4).
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Identificacion de las rutas de sefializacion intracelular que caracterizan al paciente

cirrotico terminal.

A partir de la lista de los genes cuyos niveles de expresiéon fueron
estadisticamente diferentes entre ambos grupos, el analisis por medio de DAVID/KEGG
reveld que estos genes participaban en tres grupos principales de rutas de sefializacién
intracelular (Anexo 4). Aparecen destacadas las rutas identificadas por el andlisis con un
nivel de significacion p <0.05. Los pacientes presentaron niveles de expresién
relativamente mayores de un grupo de genes que participan en la respuesta fibrotica,
asi como en la génesis de condiciones pro-inflamatorias que activan dicha respuesta

(Figuras 28-40, Tablas 13-25).
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Rutas KEGG p Valor Benjamini
1. Metabolismo de serina, glicina y treonina 2.9E-3 4.2 E-1
2. Interacciones entre moléculas de adhesién celular | 4.7 E-3 3.6 E-1
(CAMs)
3. Interaccién receptor-matriz extracelular 5.5E-3 29E-1
4. Metabolismo de fenilalanina 1.3E-2 4.7 E-1
5. Metabolismo de tirosina 1.5E-2 43E-1
6. Transportadores ABC 1.5E-2 4.3 E-1
7. Ruta del Factor de Crecimiento Transformante tipo B 3.4E-2 6.6 E-1
8. Contraccion del musculo cardiaco 5.0 E-2 7.5E-1
9. Metabolismo de purinas 5.2E-2 7.1E-1
10. Miocardiopatia dilatada 5.4 E-2 6.8 E-1
11. Inmunodeficiencia primaria 5.8 E-2 6.7 E-1
12. Uniones de adherencia 8.4 E-2 7.8 E-1
13. Miocardiopatia hipertrofica (HCM) 9.3 E-2 7.8 E-1

Tabla 12: Rutas identificadas por DAVID/KEGG
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I GLYCINE, SERINE AND THREONINE METABOLISM
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Tabla 13: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con el metabolismo de los

aminodcidos glicina, serina y treonina.

Simbolo Valor de
o del gen cambio (Fold
Ruta de seinalizacién Nombre del gen Change)
ALAS2 Homo sapiens 3.93
aminolevulinate, delta-,
synThase 2
C200rf62 Homo sapiens chromosome 20 2.93
. open reading frame 62
Metabolismo de
GCAT Homo sapiens glycine 2.37
glicina, serinay
C-acetyltransferase
treonina GATM Homo sapiens glycine -2.97
amidinotransferase
PH6DH Homo sapiens -2.61
phosphoglycerate
dehydrogenase
PIPOX Homo sapiens pipecolic acid 2.84
oxidase
SDS Homo sapiens serine 2.05
dehydratase
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Tabla 14: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con las moléculas de

adhesidn celular (CAMs).

Simbolo del Valor de
gen cambio (Fold
Ruta de Nombre del gen Change)
sefalizacion
CD276 Homo sapiens CD276 molecule 2.49
CD4 Homo sapiens CD4 molecule 2.71
Cb4oL Homo sapiens CD40 ligand -2.37
CDb6 Homo sapiens CD6 molecule -2.39
CD80 Homo sapiens CD80 molecule 2.95
CD8a Homo sapiens CD8a molecule -2.66
CD8b Homo sapiens CD8b molecule -2.70
CDH3 Homo sapiens cadherin3 typel 3.00
CLDN16 Homo sapiens claudin 16 4.00
CLDN19 Homo sapiens claudin 19 2.78
CLDN5 Homo sapiens claudin 5 -2.49
CLDN10 Homo sapiens claudin 10 4.55
CNTNAPS Homo sapiens contactin 3.20
associated protein-like 5
ESAM Homo sapiens endoThelial cell 2.28
adhesion molecule
ICOSLG Homo sapiens inducible T-cell 2.63
Moléculas de co-stimulator ligand
adhesion celular ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 2.09
ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 -2.53
JAM3 Homo sapiens junctional -2.05

adhesion molecule 3
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HLA-A Homo sapiens major 2.20
histocompatibility complex,
class |, A
MAG Homo sapiens myelin 2.04
associated glycoprotein
NEO1 Homo sapiens neogenin 1 3.31
NCAM?2 Homo sapiens neural cell 2.62
adhesion molecule 2
NFASC Homo sapiens neurofascin 4.19
NRCAM Homo sapiens neuronal cell -2.83
adhesion molecule
NEGR1 Homo sapiens neuronal 291
growTh regulator 1
PVRL1 Homo sapiens poliovirus 2.72
receptor-related 1
PTPRF Homo sapiens protein tyrosine 2.58
phosphatase, receptor type, F
SDC4 Homo sapiens syndecan 4 2.06
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Tabla 15: Niveles de expresidn relativa de los genes relacionados con las interacciones

receptor-matriz extracelular.

Simbolo Valor de
del gen cambio (Fold
Ruta de Nombre del gen Change)
sefializacion
AGRN Homo sapiens agrin 4.49
CHAD Homo sapiens chondroadherin 211
COL4A4 Homo sapiens collagen, type IV, alpha 4 -2.21
COL4A6 Homo sapiens collagen, type IV, alpha 6 7.53
COL5A1 Homo sapiens collagen, type V, alpha 1 4.38
COL5A3 Homo sapiens collagen, type V, alpha 3 -2.82
COL6A2 Homo sapiens collagen, type VI, alpha 2 -3.53
COL11A2 Homo sapiens collagen, type XI, alpha 2 6.22
GP5 Homo sapiens glycoprotein V (platelet) -2.21
HSPG2 Homo sapiens heparan sulfate proteoglycan 2 2.20
ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 -2.53
ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 2.09
LAMA3 Homo sapiens laminin, alpha 3 3.35
LAMB1 Homo sapiens laminin, beta 1 2.97
LAMC1 Homo sapiens laminin gamma3 2.59
Matriz SV2A Homo sapiens synaptic vesicle glycoprotein 3.65
2A
extracelular
Sv2C Homo sapiens synaptic vesicle glycoprotein 3.02
2C
SDC4 Homo sapiens syndecan 4 2.06
TNXB Homo sapiens tenascin XB 2.28
THBS1 Homo sapiens tenascin XB 3.17
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Figura 31: Metabolismo de fenilalanina
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Tabla 16: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con el metabolismo de

fenilalanina.
Simbolo del Valor de
gen cambio (Fold
Ruta de seializaciéon Nombre del gen Change)
HPD Homo sapiens 4-hydroxyphenylpyruvate 211
dioxygenase
ALDH3B1 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 2.65
family, member B1
ALDH3A1 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 2.07
family, member Al
AOC2 Homo sapiens amine oxidase, copper 2.42
containing 2
Metabolismo de MAOA Homo sapiens monoamine oxidase A 5.81
fenilalanina MAOB Homo sapiens monoamine oxidase B 2.86
PRDX6 Homo sapiens peroxiredoxin 6 3.21
TAT Homo sapiens tyrosine aminotransferase 8.68

(TAT)
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Figura 32: Metabolismo de tirosina
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Tabla 17: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con el metabolismo de

tirosina.

Valor de
cambio (Fold
Ruta de seializacion Simbolo del Nombre del gen Change)
gen
HPD Homo sapiens 4-hydroxyphenylpyruvate 211
dioxygenase

ALDH3B1 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 2.65

family, member B1
ALDH3A1 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 2.07

family, member Al
AOC2 Homo sapiens amine oxidase, copper containing 2.42

2
Metabolismo de MAOA Homo sapiens monoamine oxidase A 5.81
tirosina MAOB Homo sapiens monoamine oxidase B 2.86
TAT Homo sapiens tyrosine aminotransferase (TAT) 8.68
HEMK1 Homo sapiens HemK meThyltransferase family -2.11
member 1

DDTL Homo sapiens D-dopachrome tautomerase-like -3.41
HGD Homo sapiens homogentisate 1,2-dioxygenase -2.25
PNMT Homo sapiens phenyleThanolamine N- -2.57

meThyltransferase
TH Homo sapiens tyrosine hydroxylase 2.23
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Tabla 18: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con los transportadores ABC

Valor de
cambio
Ruta de seiializacién | Simbolo del gen Nombre del gen (Fold
Change)
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C 4.74
(CFTR/MRP), member 13, pseudogene (ABCC13),
ABCC13 transcript variant D, non-coding ARNM [NR_003088]
Homo sapiens cDNA FLJ43119 fis, clone CTONG3003179. 4.69
ABCD4 [AK125109]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C 4.36
(CFTR/MRP), member 10 (ABCC10), transcript variant
ABCC10 MRP7A, mARNM [NM_033450]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family A 2.92
(ABC1), member 2 (ABCA2), transcript variant 1,
ABCA2 mARNM [NM_001606]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C 2.78
(CFTR/MRP), member 4 (ABCC4), transcript variant 1,
ABCC4 mARNM [NM_005845]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family G 2.71
ABCG2 (WHITE), member 2 (ABCG2), mARNM [NM_004827]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family A 2.44
Transportadores ABC ABCA1 (ABC1), member 1 (ABCA1), mMARNM [NM_005502]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C 2.41
(CFTR/MRP), member 6 (ABCC6), transcript variant 2,
ABCC6 mMARNM [NM_001079528]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C 2.14
(CFTR/MRP), member 5 (ABCC5), transcript variant 2,
ABCC5 mMARNM [NM_001023587]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C 2.02
ABCCS8 (CFTR/MRP), member 8 (ABCC8), mARNM [NM_000352]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family B -2.02
ABCB1 (MDR/TAP), member 1 (ABCB1), mARNM [NM_000927]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family B -2.09
(MDR/TAP), member 8 (ABCBS8), nuclear gene encoding
ABCB8 mitochondrial protein, mMARNM [NM_007188]
Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family A -2.42
ABCA3 (ABC1), member 3 (ABCA3), mARNM [NM_001089]
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Tabla 19: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con la ruta del Factor de

Crecimiento Transformante tipo B

Valor de
cambio
Ruta de seiializacion Simbolo Nombre del gen (Fold
del gen Change)
SMAD5S Homo sapiens SMAD family member 5 2.39
SMAD9 Homo sapiens SMAD family member 9 2.98
ACVRL1 Homo sapiens activin A receptor type II-like 1 2.03
ACVR1C Homo sapiens activin A receptor, type IC -2.18
CHRD Homo sapiens chordin 2.58
GDF5 Homo sapiens growth differentiation factor 5 2.56
Factor de crecimiento
INHBC Homo sapiens inhibin, beta C 3.34
transformante tipo-f§
INHBE Homo sapiens inhibin, beta E 3.70
LTBP1 Homo sapiens latent transforming growth 2.85
factor beta binding protein 1
LEFTY1 Homo sapiens left-right determination factor 1 -2.33
NOG Homo sapiens noggin -4.52
RHOA ras homolog gene family, member A 2.06
NKX1-2 Homo sapiens NK1 homeobox 2 3.17
THBS1 Homo sapiens Thrombospondin 1 3.17
TFDP1 Homo sapiens transcription factor Dp-1 3.08
MYCL1 Homo sapiens v-myc myelocytomatosis viral 2.09
oncogene homolog 1
ZFYVE9 Homo sapiens zinc finger, FYVE domain -2.39

containing 9
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Figura 35: Ruta de la contraccién del musculo cardiaco
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Tabla 20: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados con la ruta de la contracciéon
del musculo cardiaco

Valor de
cambio
Ruta de seiializacion Simbolo del Nombre del gen (Fold
gen Change)
ATP1B2 Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 3.11
polypeptide
ATP1A3 Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2.73
3 polypeptide
CACNA1S Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, 2.00
L type, alpha 1S subunit
CACNB4 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, -2.45
beta 4 subunit
Contraccién misculo
; CACNG4 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, 2.03
cardiaco .
gamma subunit 4
CACNG5 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, 3.07
gamma subunit 5
CACNG6 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, -2.09
gamma subunit 6
CACNGS8 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, 2.84
gamma subunit 8
COX6B2 Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit VIb 2.81
polypeptide 2
COX7C Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit VIIc 2.27
(COX70)
COX6B2 Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit VIb 2.88
polypeptide 2
UQCR11 Homo sapiens ubiquinol-cytochrome c reductase, 3.35
complex Il subunit XI
SLC8A1 Homo sapiens solute carrier family 8 3.03
(sodium/calcium exchanger)
TPM1 Homo sapiens tropomyosin 1 3.01
TPM2 Homo sapiens tropomyosin 2 -2.30
UQCRB Homo sapiens ubiquinol-cytochrome c reductase 2.33

binding protein
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Figura 36: Ruta del metabolismo de las purinas
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Tabla 21: Niveles de expresidn relativa de los genes relacionados con el metabolismo de las

purinas
Valor de
cambio
Ruta de Simbolo del Nombre del gen (Fold
seiializacion gen Change)
NT5M Homo sapiens 5',3'-nucleotidase, 2.18
mitochondrial
NT5C1A Homo sapiens 5'-nucleotidase, cytosolic IA 3.26
NT5E Homo sapiens 5'-nucleotidase, ecto (CD73) -2.04
IMPDH2 Homo sapiens IMP (inosine 5'- -2.06
monophosphate) dehydrogenase 2
ADCY2 Homo sapiens adenylate cyclase 2 3.00
Metabolismo de
ADCY4 Homo sapiens adenylate cyclase 4 2.61
purinas
AK1 Homo sapiens adenylate kinase 1 5.70
AK5 Homo sapiens adenylate kinase 1 2.61
ENTPD1 ectonucleoside triphosphate 2.35
diphosphohydrolase 1
ENTPD5 ectonucleoside triphosphate 2.30
diphosphohydrolase 5
FHIT Homo sapiens fragile histidine triad gene -2.23
GMPR Homo sapiens guanosine monophosphate 4.20
reductase
GUK1 Homo sapiens guanylate kinase 1 2.95
PDE1A Homo sapiens phosphodiesterase 14, 2.50
calmodulin-dependent
PDE2A Homo sapiens phosphodiesterase 24, 2.05
calmodulin-dependent
PDE4A Homo sapiens phosphodiesterase 4A, 2.30
calmodulin-dependent
PDE4C Homo sapiens phosphodiesterase 4C 2.02
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PDE9A Homo sapiens phosphodiesterase 9A -2.81
PFAS Homo sapiens -2.88
phosphoribosylformylglycinamidine
synThase
POLR1D Homo sapiens polymerase (ARNM) | 2.31
polypeptide D, 16kDa
POLR1E Homo sapiens polymerase (ARNM) I -2.04
polypeptide E, 53kDa
POLR2F polymerase (ARNM) II (DNA directed) 3.85
polypeptide F
POLR2H polymerase (ARNM) II (DNA directed) 4.17
polypeptide H
PKLR Homo sapiens pyruvate kinase, liver and 2.58
RBC
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Figura 37: Ruta de la miocardiopatia dilatada
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Tabla 22: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados la miocardiopatia dilatada.

Valor de
cambio (Fold
Ruta de sefializacion Simbolo del Nombre del gen Change)
gen
GNAS GNAS complex locus -2.12
ADCY2 Homo sapiens adenylate cyclase 2 3.00
ADCY4 Homo sapiens adenylate cyclase 4 2.61
CACNA1S Homo sapiens calcium channel, voltage- 2.00
dependent, L type, alpha 1S subunit
CACNB4 Homo sapiens calcium channel, voltage- -2.45
dependent, beta 4 subunit
Miocardiopatia
CACNG4 Homo sapiens calcium channel, voltage- 2.03
dilatada .
dependent, gamma subunit 4
CACNG5 Homo sapiens calcium channel, voltage- 3.07
dependent, gamma subunit 5
CACNG6 Homo sapiens calcium channel, voltage- -2.09
dependent, gamma subunit 6
CACNGS8 Homo sapiens calcium channel, voltage- 2.84
dependent, gamma subunit 8
DES Homo sapiens desmin 291
DMD Homo sapiens dystrophin 3.03
ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 -2.53
ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 2.09
SLC8A1 Homo sapiens solute carrier family 8 3.03
(sodium/calcium exchanger)
TPM1 Homo sapiens tropomyosin 1 3.01
TPM2 Homo sapiens tropomyosin 2 -2.30
LMNA Homo sapiens lamin A/C 4.55
TTN Homo sapiens titin -2.43
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Figura 38: Ruta de la inmunodeficiencia primaria
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Tabla 23: Niveles de expresidn relativa de los genes relacionados la inmunodeficiencia

primaria.

Valor de
cambio
Ruta de sefializacion | Simbolo del Nombre del gen (Fold
gen Change)
CD4 Homo sapiens CD4 molecule 2.71
CD40L Homo sapiens CD40 ligand -2.37
CD79A Homo sapiens CD79a molecule, 2.95
immunoglobulin-associated alpha
CD8A Homo sapiens CD8a molecule -2.66
Inmunodeficiencia
CD8B Homo sapiens CD8b molecule -2.70
primaria - -
JAK3 Homo sapiens Janus kinase 3 2.02
IL7R Homo sapiens interleukin 7 receptor -2.20
TNFRSF13B Homo sapiens tumor necrosis factor -2.09
receptor superfamily, member 13B
ZAP70 Homo sapiens zeta-chain (TCR) associated -2.15

protein kinase 70kDa
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Figura 39: Ruta de las uniones de adherencia
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Tabla 24: Niveles de expresion relativa de los genes relacionados las uniones de adherencia

Valor de
cambio
Ruta de Simbolo del Nombre del gen (Fold
sefalizacion gen Change)
BAIAP2 Homo sapiens BAI1-associated protein 2 -2.19
LIMO7 Homo sapiens LIM domain 7 -2.22
WASF1 Homo sapiens WAS protein family, member 1 2.46
ACP1 Homo sapiens acid phosphatase 1 -2.27
ACVR1C Homo sapiens activin A receptor, type IC -2.18
FGF1 Homo sapiens fibroblast growth factor 1 2.62
LEF1 Homo sapiens lymphoid enhancer-binding factor -2.74
1
Uniones de
PARD3 Homo sapiens par-3 partitioning defective 3 -2.01
adherencia homolog
PVRL1 Homo sapiens poliovirus receptor-related 1 2.72
PTPRF Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, 2.58
receptor type, F
RHOA Ras homolog gene family, member A 2.06
RAC Homo sapiens cDNA, weakly similar to RAS- 2.11
RELATED C3 BOTULINUM TOXIN SUBSTRATE 2.
TCF7 Homo sapiens transcription factor 7 (T-cell -2.43
specific, HMG-box)
SRC Homo sapiens v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A- 2.22

2) viral oncogene homolog
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Figura 40: Ruta de la miocardiopatia hipertréfica
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Tabla 25: Niveles de expresidn relativa de los genes relacionados con la miocardiopatia

hipertrofica

Simbolo del Valor de
gen cambio
Ruta de sefializacion Nombre del gen (Fold
Change)
ACE Homo sapiens angiotensin [ converting 3.46
enzyme
CACNA1S Homo sapiens calcium channel, voltage- 2.00
dependent, L type, alpha 1S subunit
CACNB4 Homo sapiens calcium channel, voltage- -2.45
dependent, beta 4 subunit
CACNG4 Homo sapiens calcium channel, voltage- 2.03
. . A dependent, gamma subunit 4
Miocardiopatia
. . CACNG5 Homo sapiens calcium channel, voltage- 3.07
hipertrofica .
dependent, gamma subunit 5
CACNG6 Homo sapiens calcium channel, voltage- -2.09
dependent, gamma subunit 6
CACNGS8 Homo sapiens calcium channel, voltage- 2.84
dependent, gamma subunit 8
DES Homo sapiens desmin 291
DMD Homo sapiens dystrophin 3.03
ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 -2.53
ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 2.09
SLC8A1 Homo sapiens solute carrier family 8 3.03
(sodium/calcium exchanger)
TPM1 Homo sapiens tropomyosin 1 3.01
TPM2 Homo sapiens tropomyosin 2 -2.30
LMNA Homo sapiens lamin A/C 4.55
TTN Homo sapiens titin -2.43
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Discusion
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Discusion

Nuestro estudio demuestra que la cirrosis genera un gran impacto a nivel
sistémico, poniendo de manifiesto la existencia de un programa de transcripcién activo
en leucocitos de sangre periférica, caracterizado por una respuesta enriquecida en
transcritos asociados a fibrogénesis. Sin embargo, las rutas moleculares concretas
implicadas en la enfermedad hepatica no estan aun bien caracterizadas. Por ello, es
necesario profundizar en los factores que influyen en los mecanismos patogénicos, asi

como en la progresién de la enfermedad.

La existencia de técnicas de analisis masivo de informacion bioldgica, tales como
el andlisis de perfiles de expresion génica por microarrays, permiten obtener una gran
cantidad de informacion de forma simultdnea sobre la respuesta del higado cirrético y
las rutas de sefalizacion intracelular que se alteran en esta entidad. En este sentido, la
Biologia de Sistemas puede ser de gran ayuda. Esta disciplina
integra la informacion procedente de distintos campos del conocimiento para construir

modelos complejos explicativos de la enfermedad.
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1. Estudio de los factores clinicos asociados a la cirrosis terminal

Los datos presentados en este estudio ponen de manifiesto que
la enfermedad hepdtica avanzada, dado que es una enfermedad de evolucién crénica,
se focaliza en un segmento de edad que abarca desde la cuarta a la séptima década de
la vida, ocurriendo el 87% de los casos en pacientes mayores de 50 afios. En cuanto a la
distribucién por sexo de la poblacion estudiada, el porcentaje de
varones afectados de cirrosis terminal ha sido claramente superior (70%), lo que
concuerda con otros estudios (81, 82). Por tanto, el sexo y la edad avanzada parecen ser

factores de riesgo diferenciales en cuanto a probabilidad de padecer esta enfermedad.

Factores de riesgo

Aproximadamente el 50% de los pacientes presentaron alguna patologia médica
previa del tipo Diabetes Mellitus tipo 2 (DM-Il). De hecho, existen estudios que la
identifican como un factor de riesgo para la progresiéon a enfermedad hepatica,
independientemente del consumo de alcohol y la presencia de ciertas infecciones viricas
(83, 84, 85). Por otro lado, se sabe que el virus de la hepatitis C se asocia a una mayor
tasa de diabetes debido a su efecto sobre el pancreas, contribuyendo también a la alta

tasa de diabetes encontrada en esta poblacion.
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Parametros de laboratorio

Los pacientes incluidos en este trabajo se caracterizaron por la presencia de
plaguetopenia, hipoalbuminemia, asi como por niveles elevados de glucosa, Proteina C
Reactiva, acido Urico y enzimas hepaticas, obteniéndose resultados similares en

numerosas series de pacientes cirréticos (86, 87).

En este estudio, la elevacion de las diversas enzimas hepaticas: Aspartato amino-
transferasa (AST), ALT (Alanina amino-transferasa), Gamma-glutamil transpeptidasa
(GGT) y Fosfatasa Alcalina (ALP) coincide con los hallazgos descritos en otros estudios
(88). Por un lado, AST y ALT son enzimas intracelulares que catalizan reacciones de
transaminacion reversibles de los alfa-aminoacidos y se liberan a circulacion en grandes
cantidades cuando hay dafio en la membrana del hepatocito. En el caso de ALT, esta
presente a concentraciones mas bajas en el musculo esquelético y rifidn respecto a AST.
Por eso, presenta mayor especificidad respecto a esta ultima cuando hay dafio

hepatocelular (10, 89, 90).

En cuanto a la Gamma-glutamil transpeptidasa, se encarga de catalizar la
transferencia del grupo y-glutamil desde determinados péptidos a otros aminoacidos.
Por su parte, la fosfatasa alcalina se halla presente en la superficie del epitelio biliar.

Ambas son enzimas que se incrementan en situaciones de colestasis (89).

Al estratificar a estos pacientes en funcién de la presencia o no de
hepatocarcinoma se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en una serie
de parametros de laboratorio: Tiempo de Protrombina, INR, albimina y bilirrubina.

Existen publicaciones al respecto en las que se obtienen resultados similares
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(9, 88). Puesto que se trata de pacientes habitualmente en estadios de enfermedad
menos avanzados que aquellos que tienen indicacion de trasplante por cirrosis
avanzada. En estos ultimos, la bilirrubina, el INR y la albumina presentan valores peores

respecto a los pacientes a los que se trasplanta por hepatocarcinoma.

La alteracion de las pruebas de coagulacion es caracteristica de las enfermedades
hepaticas, debido fundamentalmente a la produccién insuficiente de proteinas de la
coagulacion. El Tiempo de Protrombina evalia la via intrinseca de la coagulacion

detectando deficiencias de factores de coagulacion 11, V, VII, X y fibrinégeno.

La albumina, por su parte, junto con el tiempo de protrombina son consideradas
“pruebas de funcion hepatica”, basicamente por la disminucion tanto de la sintesis de
factores de la coagulacién como de albumina en presencia de enfermedad hepatica (88).
Sin embargo, ninguna de estas pruebas es especifica de la enfermedad hepatica, ya que,
en el caso de la albumina su sintesis también puede verse disminuida en pacientes con

sindrome nefrodtico, sindrome de malabsorcidon o malnutricién.

La bilirrubina es el producto del catabolismo de la hemoglobina por parte del
Sistema reticuloendotelial. Su elevacién en este caso es indicativa de la pérdida de la

capacidad excretora del higado cirrético.

En definitiva, el hecho de que los pacientes sin hepatocarcinoma sometidos a
trasplante hepatico presentasen diferencias estadisticamente significativas respecto a
los que padecian hepatocarcinoma en estos parametros (puntuacién MELD, Bilirrubina,

Albumina y pruebas de coagulacién) es indicativo de su peor situacion clinica.
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Del mismo modo, se procedié a una estratificaciéon en funcién de la presencia o
no de rechazo leve: en esta ocasion, los parametros de laboratorio pretrasplante que
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos subgrupos fueron
de nuevo la puntuacion MELD y la bilirrubina total, ademds del porcentaje de
neutrdfilos. En los pacientes con rechazo agudo leve la elevacion de la bilirrubina total
fue mayor que en los que no presentan rechazo. Por otra parte, la respuesta inmunitaria
contra el érgano trasplantado corre a cargo de los linfocitos T. En el subgrupo de
pacientes que presentan rechazo agudo leve el porcentaje de neutrdfilos ha sido
significativamente menor. Aunque este aspecto no se ha analizado, podria ocurrir que
la poblacién de linfocitos T en estos pacientes fuera mayor vy, por tanto, su capacidad

para reaccionar frente al érgano trasplantado es mayor.

En conclusién, la huella bioguimica presente en los pacientes cirréticos
terminales se caracterizd por una combinacion de plaguetopenia, niveles bajos de

albimina y elevados de glucosa, acido urico, PCR, AST, ALT, GGT y ALP.

2. Estudio de la huella molecular en el paciente cirrético terminal

Rutas implicadas en fibrogénesis hepatica

Con objeto de identificar las huellas de expresion génica asociadas a la cirrosis
terminal, se realizaron microarrays de transcriptoma humano completo sobre ARNm de
células de sangre periférica. Como ya se comenté en la introduccion, el estudio de los
perfiles de expresion génica en sangre periférica ha demostrado ser una forma util de

entender los procesos patoldgicos que ocurren en los distintos érganos y sistemas (91).
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En este apartado se exponen las huellas moleculares mas importantes y su posible
implicacion fisiopatoldgica asociada a la cirrosis terminal, independientemente de cual

sea la causa que la origine.

Una de las rutas mas destacadas en KEGG fue “Moléculas de Adhesion Celular”.
La mayoria de los genes constituyentes de esta ruta se encuentran sobreexpresados en
nuestros resultados, llevando a la conclusion de que los leucocitos de pacientes
cirréticos no solo se activan para mediar en el proceso de fibrogénesis, sino que,
ademas, tienen capacidad para salir del torrente sanguineo e interaccionar con

componentes de la matriz extracelular.

De igual modo, los pacientes de nuestro estudio presentaron una marcada
activacién de la ruta “Interaccidon receptor-matriz extracelular” (aparece en tercer
lugar). La matriz extracelular se compone de una compleja red de macromoléculas
estructurales y funcionales y tiene un importante papel en la morfogénesis de tejidos y
o6rganos ademads de desempefiar funciones estructurales. De hecho, cambios en su
estructura como consecuencia de la activacién de las Células Hepaticas Estrelladas dan

lugar a su acumulacion e inicio de la fibrosis (92).

Nuestros pacientes presentan, en concreto, una produccién incrementada de
tres proteinas de tipo heparan-sulfato pertenecientes a esta ruta: Agrina (AGRN),
proteoglicano heparan-sulfato 2 (HSPG2) y Sindecano-4 (SDC-4). Las cadenas de
heparan-sulfato, glicosaminoglicanos altamente sulfatados unidos al nucleo proteico de
proteoglicanos tipo heparan-sulfato, estan implicadas en una amplia variedad de

procesos fisiologicos tales como morfogénesis, cicatrizacion de heridas, crecimiento y
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diferenciacién celular e interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (92).
Cuando las Células Hepaticas Estrelladas se activan y se trasforman en miofibroblastos,
éstos comienzan a producir grandes cantidades de proteinas, entre las que se
encuentran diversos tipos de colageno, laminina, fibronectina y heparan-sulfato (72). Se
ha visto como se produce una acumulacién de éstos ultimos en la matriz extracelular en
los procesos de expansion de tejido cicatricial en diversas enfermedades hepaticas

cronicas (92).

Ademas, existen estudios que han propuesto la acumulacién de Agrina en el
higado de pacientes cirréticos como fendmeno crucial en procesos neoangiogénicos y
colaborador en la proliferacidon de conductos biliares (93). SCD-4 podria actuar como
sensor de tensién en la matriz extracelular, desempefiando funciones en la contraccion
de heridas, interacciones tumor-estroma, fibrosis y regulacion de la motilidad (94). De
hecho, en ratones, el bloqueo de SCD-4 protege frente a fibrosis tubulointersticial en el

rifdn (95).

Por otra parte, en nuestra cohorte de pacientes tuvo lugar la expresion de
Trombospondina 1 (THBS1) y de tres genes de Laminina (LAMC3, LAMA3/LAMA4 vy
LAMB1) pertenecientes a esta ruta. En relaciéon con ello, se han descrito niveles elevados
de Trombospondina 1 en el suero de pacientes con fibrosis hepatica (96, 97). De hecho,
la Laminina esta considerada un importante biomarcador sérico de fibrosis hepatica
(98). Asimismo, nuestros pacientes presentaron incremento en la expresion de
Tenascina XB (TNXB). Las tenascinas constituyen una familia de proteinas
pertenecientes a la matriz extracelular, que actian modulando la interaccién entre

células con otros componentes de la matriz y factores de crecimiento. Tenascina X
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modula la activacién del TGF-B, sugiriendo este hecho un papel crucial de estas
proteinas en el desarrollo de fibrosis (99). Los niveles séricos de Tenascina X actuarian

como indicadores de inflamacion y fibrogénesis (40).

De igual modo, los pacientes con fibrosis presentan un incremento de la
expresion en sangre periférica de ocho genes que codifican diferentes tipos de colageno:
COL4A6, COL5A1, COL11A2, COL12A1, COL27A1, COL28A1, COL23A1 y COL14A1.
Aungue existen otros tres genes (COL4A4, COL6A2 y COL5A3) infraexpresados en estos
pacientes, nuestros resultados ponen de manifiesto que los leucocitos de sangre
periférica de estos pacientes son propensos a producir coldgeno. Los genes que
codifican para diferentes tipos de colageno estan implicados en la activacién de las

Células Hepaticas Estrelladas.

Existen, adema3s, otros genes que codifican para moléculas que de igual modo
activan a estas células, como: Factor Estimulante de Colonias de Macrdéfagos 1 (CSF1),
Endotelina (EDN1), Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF1), Factor de Crecimiento
Tipo Insulina (IGF2), Linfotoxina alfa (LTA), Antigeno Linfocitario 96 (LY96), Cadena
pesada de Miosina 14 (MYH14), Miosina, Cadena ligera de Miosina 4 (MYL4), entre
otros. En el higado, la activaciéon de las Células Hepaticas Estrelladas da lugar a la
deposicidn de colageno iniciando la fibrogénesis hepatica (8, 40). IGF2 (Somatomedina

A) estimula, ademas, la proliferacion de hepatocitos (100).

El Factor Estimulante de Colonias de Macréfagos es la principal citoquina

encargada de controlar el desarrollo y la funcion de los neutrdfilos (101). Por tanto, el
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G-CSF podria mediar la excesiva migracion y reclutamiento de neutrdfilos al higado,

contribuyendo asi al aumento de la inflamacion en estos pacientes.

La ruta de sefializacion del TGF-B es una de las principales rutas activadas en la
cohorte de pacientes cirréticos. Existe sobreexpresion de una serie de componentes de
esta ruta como: Factor de crecimiento y diferenciacion tipo 7 (GDF7), Inhibina Beta C
(INHBC), Miembro A homologo de la familia Ras (RHOA), Proteina de unién al Factor de
Crecimiento Transformante tipo B (LTBP1), miembro de la familia SMAD tipo 5 (SMADS5),
miembro de la familia SMAD tipo 9 (SMAD9), Factor tipo Retinoblastoma 1 (RBL1),
Factor de transcripcion Dp-1 (TFDP1), THBS1, factor de crecimiento y diferenciacidn tipo
5 (GDF5), Inhibina Beta E (INHBE), CHRD y Ubiquitina protein-ligasa E3 (RBX1). La
activacion de dicha ruta constituye uno de los estimulos mdas importantes para la matriz

extracelular a nivel sistémico y también a nivel hepatico (102).

Por otra parte, los hepatocitos son la principal fuente de metaloproteinasas
(MMPs), endopeptidasas dependientes de Zinc que desempenan diversas funciones,
principalmente degradacion de matriz extracelular. En nuestro estudio, existe un
incremento en la expresion de dos tipos de metaloproteinasas: MMP-19 y MMP-28. La
transcripcion de las MMPs es inducida por citoquinas inflamatorias como IL-1, TNFa vy
factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), Factor de
Crecimiento de Hepatocitos (HGF) y Factor de Crecimiento de Fibroblastos (TGF-B1); por
tanto, tienen un papel preponderante en la inflamacién crénica (103). De igual modo,
se ha visto como las MMPs participan en el desarrollo de microambientes 6ptimos para

el desarrollo de tumores (104). En el ultimo estadio fibrético de la cirrosis, los

144



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

hepatocitos hipdxicos comienzan a producir grandes cantidades de TGF-B1, acelerando

aun mas el proceso.
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Figura 41. Anadlisis de redes que representa los genes participantes en la ruta “Interaccion
receptor-matriz extracelular”. Los genes en rojo son aquéllos mas implicados en cirrosis. El color
es proporcional a su Fold Change Valor de Cambio (FC) comparado frente a los controles sanos,
con un rango de valores que va desde -3.4 FC (azul) a 7.5 FC (rojo).

Cuando las células hepaticas estrelladas se activan, adoptan un fenotipo de
miofibroblasto, caracterizado por un incremento en la expresion de actina en el musculo
liso y por un incremento en la proliferacidn, migracién y sintesis de componentes de

matriz extracelular, sobre todo coldgeno | y Ill (105, 106). Ademas, las HSC, una vez
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activadas, producen IL-6, que de forma autocrina aumenta la expresion de TGF-B1, de
manera que se convierten en una fuente importante de TGF-B1 y el tipo celular que mas
contribuye al acumulo de productos de matriz extracelular durante el dafio hepatico

(107).

Del mismo modo, se ha hallado un incremento en la expresién de Caveolina-1y
Caveolina-2 en sangre en nuestra cohorte de pacientes. Yokomori et al recientemente
han relacionado a la primera de ellas (localizada en las células endoteliales de los
sinusoides hepaticos) con la progresion a cirrosis (108). También se ha visto su
implicacion en la angiogénesis de los sinusoides hepaticos y remodelado durante la

progresion a cirrosis (108).

Rutas relacionadas con alteraciones en el metaboloma

Del total de rutas destacadas, la del metabolismo de Glicina, Serina y Treonina
aparece en primer lugar. De los genes que componen la ruta, siete se encuentran
diferencialmente expresados en nuestro andlisis, cinco sobreexpresados: ALAS2
(Aminolevulinato-delta-sintasa 2), C200rf62 (regién de lectura abierta 62 del
cromosoma 20), GCAT (Glicina C-Acetiltransferasa), PIPOX (Acido pipecélico oxidasa) y
SDS (Serina dehidratasa) y dos infraexpresados: GATM (Glicina amidinotransferasa) y

PH6DH (Fosfoglicerato deshidrogenasa).

Continuando con rutas de aminoacidos, la ruta del metabolismo de Fenilalanina
aparece en cuarto lugar. Los genes que componen la ruta sobreexpresados en pacientes

cirroticos son: HPD (4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa), ALDH3B1, ALDH3A1 (Aldehido
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deshidrogenasa 3), AOC2 (Amino oxidasa), MAO-A y MAO-B (Monoaminooxidasas Ay
B), PRDX6 (Peroxiredoxina 6), TAT (Tirosina aminotransferasa). En quinto lugar, se halla
la ruta del metabolismo de Tirosina, en la que encontramos sobreexpresados los genes:
HPD ALDH3B1, ALDH3A1, AOC2, MAO-A y MAO-B, TAT (comunes a ambas rutas) y TH
(Tirosina hidroxilasa) y genes infraexpresados: HEMK1 (HemK-metiltransferasa), DDTL
(tautomerasa), HGD (Homogentisato 1,2- dioxigenasa) y PNMT (Feniletanolamina N-

metiltransferasa).

Es conocida la relacion existente entre la gravedad de la fibrosis hepatica y
alteraciones en el metaboloma: Existen estudios donde se ha observado acumulacién
de fenilalanina en estadios terminales de enfermedad hepatica, con disminucién de la
hidroxilacion y conversion a tirosina (109, 110). En nuestro caso, el hecho de que la
expresion de una enzima clave de este proceso como es la Tirosina hidroxilasa esté
incrementada puede representar un mecanismo que trate de contrarrestar la
acumulacién excesiva de fenilalanina en estos pacientes. En otros casos, a partir de
muestras de biopsias hepaticas, se ha analizado la composicién de aminoacidos de
microsomas y mitocondrias hepaticas, detectdndose variaciones entre pacientes
cirroticos y con ictericia obstructiva frente a controles sanos (111). En concreto, destaca
el incremento en la acumulacién de fenilalanina, metionina y serina. Estos cambios en
la proporcién de aminoacidos son indicativos de la alteracion en la sintesis proteica que
tiene lugar durante el curso de la enfermedad hepatica. Ademas, el hecho de que, tal y
como sucede en nuestro estudio, se produzca a nivel sistémico, es un fiel reflejo del

papel que desempefia el higado en la fisiologia humana como centro metabdlico.
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Por lo que respecta al metabolismo de lipidos, se ha visto como la produccién de
Tromboxano A2 por parte de las células endoteliales sinusoidales hepdticas aumenta la
resistencia portal, incrementando el grado de hipertension portal propio de estos
pacientes (112). Nuestros resultados concuerdan en este sentido, puesto que existe

sobreexpresién del gen que codifica para el receptor del Tromboxano A2 (TBXAZ2R).

En cuanto a la ruta del metabolismo de las purinas, lo mas destacable es el
aumento en la expresién de genes que codifican la enzima adenilato ciclasa (ADCY2 y
ADCY4), adenilato quinasa (AK1 y AK5), fosfodiesterasas (PDE1A, PDE2A, PDE4A, PDE4C)

y polimerasas de ARN (POLR1D, POLR2F y POLR2H).

La enzima Adenilato Ciclasa forma parte de la cascada de sefalizacién de la
proteina G: se encarga de convertir el ATP en AMP ciclico y pirofosfato. Se ha visto como
esta enzima presenta un comportamiento andmalo en los hepatocitos de pacientes con
cirrosis terminal (113), dando lugar a diversas alteraciones metabdlicas en estos
pacientes, fundamentalmente falta de respuesta a glucagdén. Otros ensayos, sin
embargo, demuestran como el AMP ciclico (producto de su activacion) inhibe el
crecimiento de las HSC (114) dando a entender que la activacidon de la adenilciclasa
contrarresta el desarrollo de fibrosis. De hecho, la pentoxifilina, es utilizada como agente
antifibrotico en pacientes cirroticos por su capacidad para aumentar el AMP ciclico
inhibiendo en este caso a la fosfodiesterasa. Tanto la adenilato ciclasa como la

fosfodiesterasa se encuentran sobreexpresadas en nuestro analisis.

En base a estos hallazgos, nuestro trabajo demuestra que la cirrosis induce una

activacion de firmas transcriptomicas implicadas en diversos procesos metabdlicos,
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como se pone de manifiesto en las alteraciones observadas en rutas que forman parte

del metabolismo de aminoacidos, nucleétidos y acido araquiddnico.

Rutas relacionadas con cirrosis hepatica y enfermedad cardiaca

En nuestro analisis destaca la presencia de una serie de rutas relacionadas con
alteraciones cardiacas. Estas rutas son esencialmente: Contraccion del musculo

cardiaco, miocardiopatia dilatada y miocardiopatia hipertrofica.

Una de las complicaciones mas conocidas en pacientes cirrdticos es la
miocardiopatia cirrdtica: ésta se caracteriza por deterioro de la capacidad de
contractilidad, disfuncidn diastdlica y anormalidades electrocardiograficas (aumento del
intervalo QT) en ausencia de enfermedad cardiaca (115). Los mecanismos que originan
este cuadro incluyen: cambios en la fluidez de la membrana de los cardiomiocitos,
fibrosis, hipertrofia miocardica y alteraciones a nivel de canales idnicos (116). Durante
el curso de la enfermedad, la propia progresion de la enfermedad hepatica y la
hipertension portal dan lugar a una vasodilatacidén progresiva, reduciendo el volumen
arterial efectivo y dando lugar a la activacion del sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona a nivel del Sistema Nervioso Central. La inflamacidn juega un papel esencial
en la patogénesis de la disfuncion cardiaca, especialmente en la cirrosis descompensada
(116). Una de las rutas destacadas en nuestro andlisis “Miocardiopatia hipertréfica”
muestra sobreexpresion de la enzima conversora de Angiotensina (ECA), concordando

con lo descrito en la bibliografia.

149



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

Entre las alteraciones a nivel de membrana se encuentran los cambios a nivel de
ATPasa y canales de calcio. Dichas alteraciones parecen ser las responsables de los
cambios electrocardiograficos que se producen en pacientes cirréticos (115). En nuestro
caso, en las tres rutas aparecen alteraciones a nivel de canales de calcio, en concreto en
los canales de calcio - CACNA1S, CACNG4, CACNG5, CACNG8 sobreexpresados- y
CACNB4 y CACNG6 infraexpresados. En cuanto a alteraciones a nivel de ATPasas, tienen
lugar en la ruta “Contraccion del musculo cardiaco” con sobreexpresion de ATP1B2 y

ATP1A3.

Otras rutas destacadas en el andlisis

Otra ruta que aparece destacada en nuestra comparacion es la que hace
referencia a los transportadores ABC: se trata de proteinas trasmembrana
pertenecientes a una superfamilia de proteinas (117). Utilizan energia obtenida a partir
de ATP (adenosin-trifosfato) para llevar a cabo procesos tales como transporte activo de
sustratos (lipidos, esteroles, farmacos) entre membranas y otros procesos no
relacionados con el transporte como reparacion de ADN, sintesis proteica, fibrosis
quistica y multirresistencia a farmacos (118). Estudios previos realizados en este caso
con biopsias hepaticas y validados mediante PCR a tiempo real especulan con la
posibilidad de que estas proteinas se pudiesen utilizar como marcadores precoces e
incluso dianas terapéuticas en pacientes con hepatocarcinoma (en nuestra cohorte, hay
11 pacientes con hepatocarcinoma). De hecho, una de estas proteinas de

transmembrana, ABCC3, podria resultar util en el diagnédstico tanto de cirrosis como de
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hepatocarcinoma, puesto que se observé un aumento en su expresion en la membrana
plasmatica de los hepatocitos de pacientes cirrdticos (119, 120) especialmente aquellos

que habian desarrollado esta neoplasia.

En nuestra ruta de transportadores ABC no se encuentra sobreexpresado ABCC3,
en cambio, si lo estan otros de estructura y funcién esencialmente similar: ABCC13
(Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 13,
pseudogene, transcript variant D), ABCD4 (Homo sapiens cDNA FLJ43119 fis, clone
CTONG3003179), ABCC10 (Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 10 (ABCC10), transcript variant MRP7A), ABCA2 (Homo sapiens
ATP-binding cassette, sub-family A, member 2), ABCC4 (Homo sapiens ATP-binding
cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4), ABCG2 (Homo sapiens ATP-binding
cassette, sub-family G (WHITE), member 2), ABCA1 (Homo sapiens ATP-binding cassette,
sub-family A, member 1), ABCC6 (Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 6, transcript variant 2), ABCC5 (Homo sapiens ATP-binding
cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5, transcript variant 2) y ABCC8 (Homo

sapiens ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8).

En la ruta denominada “Inmunodeficiencia primaria”, uno de los genes
sobreexpresados en esta ruta es el CD79A. En relacién con ello, existen estudios en los
gue la administracién de un anticuerpo monoclonal anti CD79 en ratones provoca una
exacerbacion de la enfermedad hepatica (121). De ahi que se atribuya a esta molécula

la funcidn de disminuir la respuesta inflamatoria mediada por citoquinas.
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Por otra parte, se ha visto como pacientes cirrdticos presentan un incremento
de la ratio CD4/CD8 (122). En nuestra comparacion, el gen que codifica para CD4 estd

sobreexpresado mientras que aquel que codifica para el CD8 se halla infraexpresado.

En pacientes con inmunodeficiencias primarias, infecciones, procesos
inflamatorios, esplenomegalia, el incremento del flujo venoso unido a alteraciones en la
poblacion linfocitaria contribuyen a incrementar el dafo hepatico y la aparicion de

hipertensidén portal (123).

Por lo que respecta a la ruta “Uniones de adherencia”, existen estudios
realizados en biopsias hepaticas de ratas a las que se ha inducido una cirrosis en los que
se ha visto que existe sobreexpresidn, entre otros, de genes que codifican para proteinas
implicadas en uniones de adherencia. En concreto, Tugues et al. identificaron cuatro
genes que codificaban para cuatro proteinas de adherencia: CDH1, CDH2, CLDN3 y
CLDNS5 cuya expresién estaba incrementada (124) en ratas a las que se habia inducido
cirrosis mediante la administracion de tetracloruro de carbono. Estas proteinas
participarian en el transporte bidireccional de moléculas entre células endoteliales y
hepatocitos, contribuyendo activamente al desarrollo de fibrosis en los sinusoides

hepaticos.

A pesar de que el numero de trabajos sobre perfiles de expresién génica en
sangre periférica de pacientes con enfermedades hepaticas es limitado, existen algunos
articulos al respecto. Shi M et al relacionaron la sobreexpresion de tres genes concretos
con la apariciéon temprana de carcinoma hepatocelular (125): dominio CXC de

guimiocinas, receptor 2 de quimiocinas (CXCR2) y el fragmento E1A de unién a la
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proteina EP400. Hemos buscado una firma transcriptdmica similar en nuestro estudio,
pero no la hemos encontrado ni en la comparacion general ni en el subgrupo de
pacientes con hepatocarcinoma. Probablemente, la razén radique en las caracteristicas
de ambos trabajos: el estudio de Shi et al utilizd6 ARN de células mononucleares
periféricas (PBMCs), en cambio nuestro estudio emplea ARN obtenido de sangre
periférica. De este modo, en nuestro caso se consideran los genes transcritos

procedentes de neutrdfilos, hecho que en el caso de Shi et al no es asi.

Expresion de Interleuquinas en pacientes cirréticos

Estudios realizados en animales y humanos ponen de manifiesto que las células
endoteliales sinusoidales secretan la citoquina IL-33 y que ésta es capaz de activar a las
células hepaticas estrelladas y promover la fibrosis. Por el contrario, la produccion y
secrecion por parte de estas células de sustancias como el Factor de Crecimiento de
Endotelio Vascular y Oxido nitrico puede promover el retorno al estadio quiescente de

las células hepaticas estrelladas y prevenir la aparicion de fibrosis (3).

En nuestro analisis se hallan sobreexpresadas una serie de interleuquinas que
son: Interleuquina 1 (IL1), Interleuquina 10 (IL10), diversos tipos de Interleuquina 17
incluido el receptor, fundamental para su accién bioldgica (IL17A, IL17C, IL17E, IL17F e
ILA17REL), Interleuquina 27 (IL27) e Interleuquina 28 (IL28A). Por el contrario, existen
interleuquinas cuya expresién esta disminuida como: Receptor de Interleuquina 7 (IL7R),

receptor de Interleuquina 23 (IL23R) e Interleuquina 24 (1L24).
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Estudios en ratones han demostrado que la IL-17 induce la aparicion de fibrosis
por medio de multiples mecanismos, entre los cuales se encuentran la sobreexpresién
de TNF-a, TGF-B1, y Colageno 1la, y factores que codifican para la sintesis de

miofibroblastos (126).

Otros genes sobre los que actua IL-17 son aquellos que codifican para
guimiocinas, especialmente las de clase CXC: CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL8, CXCL10y en
menor grado las quimiocinas CC: CCL2 y la CCL20, de las cuales la primera induce la
acumulacién de monocitos. CCL20 es el ligando para la CCR6 el cual se expresa
selectivamente en las células Thl7, lo que indica que éste, es otro factor de
retroalimentacién positivo para la IL-17 al reclutar mas células productoras de IL-17
hacia los sitios inflamados (60). En nuestro caso, los resultados coinciden en cuanto a la
sobreexpresién de la Quimiocina 10 (CXCL10) pero también se halla incrementada la
expresion de Quimiocina 12 (CXCL12) y se observa infraexpresion de las quimiocinas tipo
6y 7 (CXCR6, CXCR?7).

Es conocida la actividad proinflamatoria de interleuquinas como la tipo 1. En
cambio, existen otras con un marcado caracter antiinflamatorio como es el caso de la
Interleuquina 10 (IL10) e Interleuquina 27 (IL27), en este caso mediante la inhibicion de
la activacion de las HSCs (60).

En el caso de la IL-10, también se ha observado incremento de su expresion en
pacientes con fibrosis hepatica infectados por el virus de la Hepatitis C (127). Se especula
con que el papel que juega esta citoquina es el de normalizar los niveles de ALT, mejorar

la histologia hepatica y reducir la fibrosis hepatica de igual modo a través de la no
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activacion de las HSCs. En nuestra cohorte de pacientes hay 8 pacientes infectados por
este virus.

Respecto al aumento en la expresion de citoquinas inmunomoduladoras: IL-10,
IL-1RA y de la IL-27, podria representar un intento de prevenir el dafio inflamatorio
prolongado promovido por la liberacién de citoquinas y quimiocinas (128).

Existen, en relacién a ello, otros estudios que relacionan a la Interleuquina 27
con un efecto antagoénico sobre la expresion de IL-17 (129) en infecciones del sistema
nervioso central. En nuestro caso, su sobreexpresidon, de nuevo, constituiria un
mecanismo para frenar la sobreactivacion en la expresion de los diversos tipos de IL-17,
incluido el receptor de la Interleuquina 17 tipo E. En relacidn con ello, se ha visto como
la sobreexpresién de IL-17F en los pulmones da lugar a un infiltrado inflamatorio alveolar
donde predominan los neutrdfilos y los macrofagos (130).

En definitiva, todos estos estudios ponen de manifiesto que la expresidon de estas
citoquinas se asocia con progresién a cirrosis y podrian, por tanto, actuar como

marcadores de prondstico en estos pacientes (131).

Otros aspectos del andlisis

Una de las limitaciones de nuestro estudio fue que los arrays que nos han
permitido analizar la huella molecular en pacientes cirrdticos corresponden a muestras
previas al trasplante: el ARNm se extrae fundamentalmente de leucocitos. Tras el
trasplante, estos pacientes son sometidos a tratamientos con inmunosupresores (a fin
de evitar el rechazo en el trasplante) y la lesion de preservacién que sufre el higado

donante para su conservacién y traslado, hace que tanto la serie blanca como las
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plaquetas disminuyan drasticamente en el postoperatorio inmediato. De ahi que la
cantidad de ARNm disponible no llegue al minimo requerido por la técnica y los arrays
realizados con muestras pos-trasplante no hayan superado los estandares de calidad

minimos para ser utilizados.

3. Modelo de patogénesis en la cirrosis terminal

La integracion de la informacién clinica y el analisis del transcriptoma permiten
generar un modelo de patogénesis que aporta claves importantes para entender la

cirrosis terminal, independientemente de la causa que la origine.

Nuestros resultados evidencian por primera vez que la cirrosis terminal se
caracteriza por la presencia de una respuesta activa profibrética a nivel transcriptéomico
en sangre periférica. En este proceso es crucial la activacién de las Células Hepdticas
Estrelladas desde los primeros momentos de la enfermedad, como demuestra la
sobreexpresion de todas aquellas moléculas que activan finalmente a estas células. Esta
activacion supone el comienzo de la fibrogénesis hepatica, con el depdsito de matriz

extracelular.

La cirrosis hepatica se caracteriza ademas por la existencia de perfiles de
expresion génica caracteristicos en sangre periférica, relacionados con alteraciones en
el metaboloma y patologia cardiaca. Esta huella molecular podria participar en la
patogénesis de esta enfermedad y de las complicaciones extrahepaticas asociadas

(aterosclerosis, enfermedad cerebrovascular, miocardiopatia cirrdtica, etc.). La
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inflamacién, en este sentido, influye en la patogenia de la disfuncion cardiaca,

especialmente en la cirrosis descompensada.

Cabe también destacar la expresion de interleuquinas promotoras de un estado
proinflamatorio, principalmente IL-1, IL-10, IL-17, IL-27 e IL-28. Otras, como el gen que

codifica para el receptor de la IL-7, IL-23 e IL-24 se hallan infraexpresadas.

Esta tesis demuestra el potencial de estos perfiles como biomarcadores
prondstico en la cirrosis terminal, independientemente de la causa que la origine. Estos
biomarcadores podrian ser de gran ayuda en el manejo clinico de estos pacientes, sobre
todo de cara a predecir la evolucidn a cirrosis. Por otra parte, la sangre es una muestra

facil de obtener respecto a una biopsia hepatica.

Los hallazgos de esta tesis apuntan por tanto a que la cirrosis terminal seria
consecuencia de una respuesta pro-fibrotica exacerbada, con potencial capacidad de
causar dafo inflamatorio tisular y con una clara repercusiéon a nivel sistémico.
Monitorizar los niveles de expresion en sangre de los genes que participan en las rutas
destacadas en este trabajo seria de interés a la hora de predecir/monitorizar la
evolucién a cirrosis y las complicaciones metabdlicas asociadas. Se precisan estudios
adicionales para dilucidar si los genes identificados aqui constituirian dianas

terapéuticas en esta entidad.

157



Moléculas de adhesion
celular

Interacciones receptor-
matriz extracelular

TGF-B

Contraccion musculo
cardiaco

Miocardiopatia dilatada

Miocardiopatia hipertrofica

RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

Sobreexpresion

TNF-a

«—

".'1 ".'17

IL-2

+

CSF1

FGF1 EDN1

Transportadores ABC

Inmunodeficiencia
primaria

Uniones de
adherencia

I Sintesis de colageno,
laminina, fibronectina,
heparan-sulfato

Metabolismo de
purinas

Metabolismo de
glicina, serina,
treonina, fenilalanina y

IGF2

Figura 41. Modelo de patogénesis en la cirrosis

COL4A6

COL5A1

COL11A2

COL12A1

COL27A1

COL28A1

COL23A1

COL14A1

158



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

Conclusiones
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Conclusiones

1. Los pacientes con cirrosis terminal muestran sobre-expresion de genes
pertenecientes a rutas implicadas en fibrogénesis hepatica: “Moléculas de
adhesion celular”, “Interaccion receptor-matriz extracelular” y “Ruta del Factor

de Crecimiento Transformante tipo B”.

2. Los pacientes con cirrosis terminal muestran sobre-expresion de genes
pertenecientes a rutas relacionadas con alteraciones en el metaboloma:
“Metabolismo de glicina, serina y treonina”, “Metabolismo de tirosina”,

“Metabolismo de fenilalanina” y “Metabolismo de purinas”.

3. Los pacientes con cirrosis terminal muestran sobre-expresion de genes
pertenecientes a rutas relacionadas con patologia cardiaca: “Contraccion del

musculo cardiaco”, “Miocardiopatia dilatada” y “Miocardiopatia hipertroéfica”.

4. Los pacientes con cirrosis terminal muestran sobre-expresion de genes
pertenecientes a rutas como: “Transportadores ABC”, “Inmunodeficiencia

primaria” y “Uniones de adherencia”.

5. La activacion de estas rutas demuestra la existencia en la cirrosis de programas

de respuesta inmune disregulada a nivel sistémico que podrian participar en los
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10.

procesos de fibrogénesis hepatica que caracterizan a esta enfermedad, asi como
estar implicados en las complicaciones extrahepaticas asociadas a la misma

(aterosclerosis, enfermedad cerebrovascular, etc.).

No se encontraron perfiles de expresidén génica diferenciales entre los pacientes
con/sin hepatocarcinoma ni entre los que presentaron rechazo agudo respecto

a los que no.

La huella bioquimica presente en estos pacientes se caracteriza por una
combinacion de plaguetopenia e hipoalbuminemia asi como por niveles
elevados de glucosa, Proteina C Reactiva, acido urico y enzimas hepaticas (GOT,

GPT, GGT y PA).

Los pacientes con hepatocarcinoma presentaron menor puntuacién MELD,
menor INR, niveles mas bajos de bilirrubina total y concentraciones mayores de
albumina que los pacientes sin hepatocarcinoma. Este hecho apunta a una peor
situacidn clinica de estos ultimos.

Los pacientes que presentaron rechazo agudo leve tras el trasplante presentaron
previamente una puntuacion MELD y concentracion de bilirrubina total
superiores junto con un porcentaje de neutréfilos menor que los pacientes que

no desarrollaron este tipo de rechazo.

La cuantificacion de los transcritos de ARNm pertenecientes a las rutas de

sefializacion intracelular descritas en este trabajo podria tener utilidad
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prondstica y servir para monitorizar el riesgo de progresidén a cirrosis y de

desarrollar las complicaciones metabdlicas asociadas a la misma.

11. Se precisan estudios adicionales para elucidar si los genes identificados aqui

podrian constituir dianas terapéuticas en esta entidad.
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Abstract

The rode of systemnic immunity in the pathogenesis of cirhosis is not fully understood. Analy-
sis of transcriptomic profiles in blood is an easy approach to obtain a wide picture of immamne
response at the systemic level. We studied gene expression profies in bleod from thirty cir-
rhotic patients and compared them against those of eight healthy volunteers. Most of our
patients were male [n= 21, T0%] in their middle ages [57.4 + 6.8 y]. Alcohol abuse was the
muost frequent cause of camhesis (n = 22, T3% ). Eleven patients had hepatocellular canc-
noma (36.7% ). Eight patients suffered from hepatitis C virus infection (26.7%). We found a
signature constituted by 3402 genes which were differentially expressed in patents com-
pared o controls (2802 over-expressed and G600 under-expressed). Evaluation of this sig-
nature evidenced the existence of an active pro-fibrotic ranscnptomic program in the
cirhaotic patients, inwolving the [extra-cellular matriz (ECM-receptor interaction] & [TGF-
beta signaling] pathways along with the [Cell adhesion molecules] pathway. This progam
coexiss with alterations in pathways participating in [Glycine, serine and threonine metabo-
lism]. [Phenylalanine metabolism], [Tyrosine metabolism]), [ABC transporters], [Purine
metabalism], [Arachidonic acid metabolism]. In consequence, our results evidence the co-
existence in bleod of a genomic program mediating pro-fbrotic mechanisms and metabolic
alterations in advanced cimhosis. Monitoring expression kevels of the genes mvolwed in
these programs could be of interest for predicting / monitoring carhosis evolution. These
genes could consiitube terapeutic targets in this disease.

Introduction

Inira-hepatic inflammation and inmmne response are known to play ceniral roles in the patho-
genesis of cirthosis [1] Both are direct canses of injury to hepatocytes and activation of hepatic
stellate cells (HSCs), which ultimately lesds to liver fibrosis[2] In contrast, the participation of
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the systemic inmrmmological response in the pathogenesic of this disease has not been fotally
clarified. Analysis of transoriptomic profiles in peripheral blood is a widely accepted method 1o
evaluate the complex immmine networks that operate throushoat the entire body. It has proven
to'be a valid approach for sdying pathogenesis as well as to identifying potentis] biomarkers
in a larpe variety of disesses[3]. While there are 3 mumber of previous works evaluating zene
expression in hepatic tissue of drrhotic patiensser ehronic liver diseacec [4][S][6][7]. there is
very limited information on the ranscriptomic profiles present in blood of these patients.

Oy woork umrveils for the first time the presence of an active pro-Abrotic ransoriptomic pro-
gram in the blood of patients with liver cirhosis, co-existing with alterations in the metabo-
lome. Cur findings evidence the important inpact of cirrhosis on the immame response at the
systemic level, providing also inferecting clues on the potential roles of peripheral leukocytes in
the pathogenscis of this disease.

Materials and Methods

Patients

We stodied thirty cirrhotic patients of the Hepatology Unit of Hospital Tnivesitario Rio Hor-
tega, Valladolid, Spain We conmpared the study group with eight healtiny vohmieers who were
in the same age range reouted from the staff of the Hospital, as conirol group. Approval of the
mwmmwwu&mmwm&ﬂMmm
ﬁpﬁ(ﬁtﬁ,ﬂ&ﬁmﬂaﬁ?‘a&ﬂi%mﬁmﬁghﬂnﬂtﬂgﬁﬂhﬂﬁ
the 1975 Declaration of Helsinki Written informed consent was obtained from all perticipants
before recnitment.

Sample collection
A sample of 2_5 ml. of blood was collected from each patient using Pax(Gens venous blood vac-

Microamay processing and data analysis

FMA exiraction and processing for microarray amalysis was performed s previously desoribed
by our growp [3]. Diata analysic was done nsing GeneSpring G 120 sofaare. The original
data were clesned and normalised in three steps: 1) local backpround was subiracted from the
indivicual spot imbensity; 2) lop-ransformed sipnal inensity values were globally nommalised
using the percentile shift algorithm shiftine to the 75th percentile of each sample, for per chip
normalisation; and 3) baseline transformation of the dats wes performed using the medisn of
all samples. Before statistical analyses, all micrearmays were subjected to quality and filenng
criteria. The quality of the microarrsy data was assessed on principal component analysis
plots.

Smdents t-tests (GeneSpring GH12.0) were used to identify penes that were differentislty
expressed between groups at a level of significance p- 0,05, with Benjamini-Hochberg multiple
testing comections and fold changes 2 2. DAVID (Database for Annotation, Visealization, and
Integraied Discovery) & EEGG (Eyote Encyclopedia of Genes and Genomes) were used to
select, annotate and visuslize menes by fimction and pativaray[9][10]. Graphite Web soffware
was used o represent sigmalling pathways present in the anatysis[11]. The resuling microamay
data sets were uploaded at the Array Express microarmay data repositary (E-MTAB-3338).
Diigital PCE. system as previoosly described[17). Primers snd profbes were purchased to Life
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Technobogies (Custom Taghlan sssays with probes for problem zenes labeled in FAM and
housekeeping pene (GAPTH) labeled in VIC) (51 Figh

Results

Patients™clinical characteristics (Table 1

Most of our patients were male i their middle ages. Alcohol abuse was the most frequent
canse of cimrhosis in our cobort. There were eleven patients with hepatocellilar carcinomsa
(HCC) (36.6%). Eizht patients suffered from HCW infection (26.6%). The most frequent co-
Stape Liver Diseace) score was 11,8, being the hishest in the group of patients with no HCOC.
showed in addition incressed INE. vahoes. As expected, both groups of patients showed elevated
lewels of liver enzymes and also of C-reactive prosein in serum. In turm, both had platelet coumts
in blood below normality.

Gene expression analysis

As sxid above, MEL T score was lower in patients with HCCcompared with that of patientsaith
mo HCC. Since this could infloence pene expression profiles (GEF), we compared GEP in both
Eroups of patients. Anatysis revealed no differences between both groups regarding gene
expression levels, and both proups were tms considered as a singls one Next, we compared the
Eroup of patients azainst healthy controls. This companson evealed 3402 genes differentially
expressad between patients with cirhosis and controls {2802 up-regulated and $00 down regn-
lated) (51 Table). DAVIDVEEG analysis revealed that these genes participate in three major
groups of intracellular signaling pathways (52 Table)(we highlizht below those pathways iden-
tified by the analysis at the level p- 0.05):

Signaling pathways involved in fibrogenesis: [exira~cellolar matrx (ECM)receptor inberac-
tiom] (Fig 1), [Trnsforming Growth Factor beta (TGF-beta) siznaling pathway] (Fig 2).
Signaling pathways imvolved in cell adhesion: [Cell adhesion molecules (CAMs)]

Signaling pathways imvolved in metabolism [Gycine, serine and threomine metabolizm],
[Fhenylalanine metabolism], [Tyresine metsbolizm], [ABC wansparters], [Purine messbo-
lism], [Arachidenic acid mesabalism]

Discussion

Onr study demonstrates that cirrhosis has an important impact on bloed, evidencng the
existence of an active TANSCIpoMIc program n oroolating leukocytes, characterized by an
enriched response in ranscripts associated to fbrogenesis. This way, patients had a marked
activation of the [ECM-receptor interaction])] pathway. The extracallular matrix consists of a
complex mixture of stractural and fimctional macromolecoles and serves an importsnt role n
tisswe and orpan moTphogenesic and in the maintenance of cell and tssoe suchore and fimc-
tion. Patients showed active production of three heparan-sulfate proteins pertaining to this
patirway Agrin (AGRN) heparan sulfate proteogiycan HHSPGL) and syndecan 4 (SDCH).
Heparan sulfate chains, the highty sulfated ghycosaminoghycans attached to the proten core of
heparan sulfate proteoghycans, are intricately imvolved in a variety of physiological processes
snch as morphogenesic. wound hesling, regulation of cell differentiation and srowth, and
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Tabiee 1. Clinical characianstics of the patients.
TOTAL GOHORT jn = 20) HEC n=11) MO HCG jn=18) P WY
AOE TEATESD] SAEEE SEHIEEE EEHT TE LF|
e, N ) B 1343 ne na
HCV Infiection 3(0) 133 264 ns na
Acgholsm ) [0 1128 ns. na
HOV+Alcohollsm 5 {16) 3 206 ne na
Other cames 5(16) 133 4{128) ne na
Diabedes Melis I £ (25) 3(10) 1) ns na
High biood prasure 11 38) =i s[) ns. na
MELD scom 118348 537 132437 s na
Hemogiabin g/ 115:24 2627 0E41.5 ns 132968
Leulneytes (i) SM3RIER 45727 2 258 56316438872 ne +105
Meutrophil {5} 264 332178 G615 ns 417
Pateiet (x10%i) 150489 2350 Q42551 ns 15030
ProthromisinTime (saconds) TAELNZ 86 163 727204 [ &40
MR 12:03 11202 13204 o QB3
GluCose (M) M2 ETET 15670 13482689 ns B2415
Alnmin {gid) 3408 3506 20:08 006 1545
Edllubin [mgidl) 2518 20+13 25430 o a2
Cholasiemi mgi) B0EES 15044300 14364545 ne am
Trigycandes (mgi) ESEd 1513 EE12 306 ns <10
C Reacive Proin AE516 1202257 S0z 1178 ne o0
Lic: Ackd {migidl) B0 6332 67432 ns 3566
AST(UL) TRLEDT T32454 B2 1082 ne (1]
AT (UL BEsS5E B72750 0340 ns 1055
GGT[UL) B0 1420ES 1738£2M5 1364+ 1855 ns s
AP 18044715 16042013 2065 + 2346 ns A4

HCW: Henaits C VN HCC: hepatoceliuiar caminoma; AST: aspartate aminotansfomes; ALT: danine aminorarsfomss; GET: gamma gutamyl
fanspeptidase; AL alkaline phosphatase: INFE Inbamational Monmailzed Fasio coaguiation Indes; MELD (Moded for End-stage Liver Disaasa) 5con NRV: nomal
reference vailes. M not apgikcatie.

N i e el T

establishment of cell-cell and cell-extracelbolar matrix contacts [13]. They accummlate in the
mairix of the expanding scar tssue in chronic liver diseases [14]. In fact, aprin scoummlates in
the Hver of patients with cimhosis, snd has been proposed to play a stimmlstory role in nepsn-
Fiopenic processes, and a supporiive role in bile ducmle proliferation [14]. SDEC4 has been pro-
posed o be a sensor of tension exerted on the extracellolar matrix which is an important event
in wound contraction, tomor-stroms interactions, Gbrosis and the regulation of motility{15] In
mice, SDC4 knockout protects against tubulointerstitial fibrosis in the kidney [16]. Expres- sion
of thrombospondin 1 (THBS1) and of three laminin genes (LAMCS, LAMAI TAMAY
LAMBI1) was activated also in our patients. It has been described that level of hrombospon-
din-1 (THES-1) is hizher in the senum of patients with hepatic fibrosis [17]. In tom, laminin is
A major sermm marker of liver fbrosis[18]. Patients had also increased expression of tenascin
XB (THXB). Tensscins constifute a family of matricelhilar proteins, primarily modolatng
interactions of calls with other matrix components and growth factors. Temascn X has been
shown to affect TGE-F acivation and sienalling. soggecting that thece protsine mizht be mpar-

tant factors in fibrosis development{19]. Serum levels of Tenascin have been reported to
reflect hepatic fibrogenesis and nflammation [20]. Patients with cirrhosis showed increased
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expression in blocd of eizht senes ceding for collazen synthesis COLAAS COLSAL, COLI1IAZ,
COL12A1, COL27A1 COL2BAL OOL234A1 COLI4A]. Althoush three other penaes (COL4A4.
COLSAT OOL5A3) were down-repulated in these patients, our results overall suppart the
notion that white blood cells from patients with cirrhosis are predominately prone to prodoce
collagen Collagen menes are imvolved in activation of Hepatic Stellate Cells (HSCs), along with a
mmmber of zenes also foumnd o be up-regulated in o cobort of patients: colony stinmlating fac-
tor 1 (macophage) (CSFL), endothelin 1 (EDIN1), Sbooblast growth factor 1 (FGFL), insulin-
like growth factor 2 (IGF2), lymphotoxin slpha (LTA), lymphocyte antigen 96 (LY96), nryosin,
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heavy chain 14 (MYH14), myosin, light chein 4 (MYL4). In the liver, activation of HSCs leads
to collapen deposition and hepatic fibrogeneds [2][21]. IGF2 (comatomedin A) indnces in addi-
tion proliferation of hepatocytes [22].

TGF-beta sizpaling pativay was alse activated in the group of patients,, with up-repulation
of zrowth differentiation factor 7 (GDFT), inhibin, beta C{INHBC), ras homoloz family mem-
ber A(RHOA), Iatent transforming growth factor beta hinding protein 1 (LTBP1), SMAD fam-
ily member 5 (SMADS), SMAD family member 9 (SMADS), retinoblastoma-like 1 (p107)
(BBL1I), transcription fctor Dp-1(TFOPL), THBS1, prowth differentiation factor 5 (GDFS),
inhibin, beta B{IMHEE), chordin{CHRDY) andring-tox 1, E3 ubiguitin protein izsseRBXT).
Activation of this pathway is one of the most important stimmli for extracellular matrix synthe-
sis ait the systemic level and also in the lver [23].

The top signaline pataay identified by EEGG was [Cell Adhegion mobecules]. Genes of
this pathwray were up-repulated in their vast majority, supporting that ledkocytes from cir-
rhotic patients are not only activated o mediate Sbropenesis, but also to leave croolation and
interact with the extraceholar matrix components[24].
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We found also increased expression of caveolin-1 and caveolin-2 in blood in the prowp of
patients with cimhosis. Yokomorn et al have recently reported caveolin-1 in Ever simusoidal
endothelial cells to cormrelate with cimhosis progression [25], Caveslin-1 (CAV-1) is imvotved in
hepatic simsoidal sngiogenesis and remodeling during progression to cimhosis[25].

Severity of liver fibrosis in known to be associated to alterations in the metabolome]26][27]
[2E]. According to this, oor work demonstrates that cimhosis induces 3 wide re-programming
of ranscriptonnic signatores imrolved in metsbolism, as evidenced by the observed alterations in
the pathways participating in aminoacid mclectide and arachidonic acid metabolism

Althoush there ame limited works on gene expression profiles in blood from patients with
Iiver diseases, some information is available. Shi M et alfound a three-pene expression signatore
associsted to early bumsn hepatocellnlar carcinoma[29], constinged by the chemoline (C-3-C
motif) receptor 2 (CECE), C-C chemokine recaptor type 2 (CCEI) and the E1A-Binding Pro-
tein P40 (EP400). We failed to find this siznatre in our cobort of patients, neither comparing
the total cobort with the controls, not when this comparison was performed considering just
those patients with HOC and controls. Differences in the nature of the two works could explain
this. The study of 5hi et al was performed usmz FNA from peripheral blood monomaclear calls
(FBMC=), while owr study analyzed BN A from whole bleod In consequence, mene transcripis
from netrophils were considered in our work, bt not in that from Shi et al.

In conchision, ouwr results evidence that cirrhosis is characterized by the presence of an
active pro-fibrotic program at the transcriptomic level in blood. This program could be con-
tribuating to the pathogenesis of this disease and also to that of its extra-hepatic complications.
{Le atherosclerosis, cardiovascular and brain disease). Blood is a sample mmch easier & access
than liver biopsies. Monitoring the expressiom levels in blood of the genes participating in the-
siznamres identified in this work could be of interest for predicting / monitoring crmrhosis
evolution and their associsted metsbolic conplications. In addition, firther works should elu-
cidate if the genes identified here could constitate therpeutic targets in this disease.

S ina Inf .
51 Fig. PCR validation of microarrsy data. Expression valies obtsined from the microarrays
for COL2TAT and COLSA] showed 3 significant positive comelation, confirmed by using digi-
tal PCE. FC: Fald Change.

(R

51 Table. List of penes differentially expressed genes between patients and controls. FC:
fold change

LX)

52 Table. Diatabase for Amnotation, Visuslization, and Integrated Discovery & Eyote Ency-
clopedia of Genes and Genomes analysis showing the main intracellular siznaling pathways
differentially expressed betwean patients and comtrols.
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Anexo 1: Consentimiento Informado

Proyecto de investigacion: “ESTUDIO DE LA HUELLA MOLECULAR EN SANGRE
PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS”

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO

Yo (nombre y apellidos)

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido, por lo que
presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

| P a de de

Fdo.: Fdo.:

El paciente o representante legal El médico responsable del paciente.
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Anexo 2: Protocolo de recogida de muestras en tubos PaxGene

PAXgene: Recoger UN solo tubo por paciente.

Procedimiento de obtencion de la muestra:

Este tubo se recogerd en ultimo lugar. (En caso que sea necesaria una extracciéon previa
de otros tubos).

Para realizar la extraccion (2.5 ml con sistema vacutainer), declinar el tubo de tal modo
que el contenido no toque la vena del paciente.

Invertir el tubo PAXgene varias veces para favorecer la mezcla (De 8 a 10 veces). Se
rotula el tubo con las iniciales y la fecha.

= -4

I 1
-
x
x10
| % v |

Rotular en el tubo las iniciales del nombre y los dos apellidos del paciente, asi como en
numero de historia. Mantener el tubo durante dos horas a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, conservar la muestra a 42 hasta su llegada al laboratorio de
extraccion de ARN.

Congelar a -202C durante 24 horas y después transferir los a -70 o -802C si se desea.
ORDEN RECOMENDADO DE EXTRACCION

1. Tubos de suero

3. Tubos PAXgene

El orden de llenado de los tubos mejora la calidad de las muestras y la exactitud y
finalidad de los resultados. La estandarizacién de las técnicas de extraccién permite

realizar esta forma protocolizada, lo que ayudara a que se trabaje con criterios de
calidad.

178



RESPUESTA ACTIVA PROFIBROTICA EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CIRROTICOS

Anexo 3: Datos clinicos

RESUMEN DE DATOS CLINICOS DEL PACIENTE

Centro Sanitario:

DATOS DEL PACIENTE

Iniciales del paciente:

Edad: Sexo: Hombre D Mujer D
Fecha nacimiento (dd/mm/aaaa):

Peso: Talla:

Antecedentes personales:

Diabetes:  SI I:I NO I:I

Consumo Alcohol:  SI |:| NO I:I Frecuencia (cantidad y tiempo):

Hipertension arterial: S| D NO D

Otros antecedentes a destacar:
Ao diagnéstico cirrosis:

Causa:

Presencia de hepatocarcinoma:  SI I:I NO I:I Aiio diagnéstico:

Puntuacion MELD:
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Puntuacion Child-Pugh:

FECHA DE TOMA DE MUESTRAS REMITIDAS AL HURH (tubos EDTA y suero) Y AL HCUV
(PaxGene):

FECHA REALIZACION TRASPLANTE:
Presencia rechazo agudo leve:

Evolucion: |:| Recuperacion

|:| Fallecido

DATOS DE LABORATORIO PREVIOS AL TRASPLANTE:

Hemograma
Hemoglobina: g/dl
Leucocitos: x 103/ul

Formula leucocitaria (%):

Plaquetas: x 103/ul

Coagqulacion

Tiempo de Protrombina: segundos

INR:

Bioguimica
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Glucosa: mg/dl

Creatinina: mg/dl

Albumina: g/dl

Bilirrubina total: mg/dl

Colesterol total: mg/dl

Triglicéridos: mg/dl

Proteina C Reactiva: mg/I

Acido urico: mg/dl

AST: ALT: GGT: ALP: (U/L)
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Anexo 4: Base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto) para anotacion,
visualizacidn e integracién que muestra las principales rutas intracelulares diferencialmente expresadas entre pacientes y controles.

KEGG PATHWAY PK‘faG,Se Ag"i’: d':mbe c:::‘ie Gene Symbol Description
A_23_P109034 2.056 | SDC4 Homo sapiens syndecan 4 (SDC4), mARNM [NM_002999]
A_23_P115161 6.166 | DARC Homo sapiens Duffy blood group, chemokine receptor (DARC), transcript variant 2, mMARNM [NM_002036]
A_23_P159335 -2.899 | CD8B Homo sapiens CD8b molecule (CD8B), transcript variant 5, mMARNM [NM_004931]
A_23_P252193 2.086 | ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 (ITGA9), mMARNM [NM_002207]
A_23_P311875 -2.394 | CD6 Homo sapiens CD6 molecule (CD6), mMARNM [NM_006725]
A_23_P317667 2.628 | ICOSLG Homo sapiens inducible T-cell co-stimulator ligand (ICOSLG), mARNM [NM_015259]
A_23_P411113 3.032 | CNTNAP1 Homo sapiens contactin associated protein 1 (CNTNAP1), mARNM [NM_003632]
A_23_P47410 2.280 | ESAM Homo sapiens endoThelial cell adhesion molecule (ESAM), mARNM [NM_138961]
A_23_P49155 3.009 | CDH3 Homo sapiens cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental) (CDH3), mARNM [NM_001793]
Homo sapiens poliovirus receptor-related 1 (herpesvirus entry mediator C) (PVRL1), transcript variant 3, MARNM
A_23_P76034 2.721 | PVRL1 [NM_203286]
A_24 P252364 -2.827 | NRCAM Homo sapiens neuronal cell adhesion molecule (NRCAM), transcript variant 1, mMARNM [NM_001037132]
Cell adhesion molecules (CAMs) | 0.003 |A_24_P295999 2.708 | CD4 Homo sapiens CD4 molecule (CD4), transcript variant 1, mMARNM [NM_000616]
A_24 P320033 2.950 | CD80 Homo sapiens CD80 molecule (CD80), mARNM [NM_005191]
A_24_P385313 2.583 | PTPRF Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, F (PTPRF), transcript variant 1, mARNM [NM_002840]
A_24 P86993 -2.054 | JAM3 Homo sapiens junctional adhesion molecule 3 (JAM3), transcript variant 1, mARNM [NM_032801]
A_32_P163247 -2.656 | CD8A Homo sapiens CD8a molecule (CD8A), transcript variant 1, mARNM [NM_001768]
A_33_P3217393 2.489 | CD276 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 1, mMARNM [NM_001024736]
A_33_P3231447 -2.528 | ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 (ITGA6), transcript variant 2, mARNM [NM_000210]
A_33_P3237574 2.205 | HLA-A Homo sapiens major histocompatibility complex, class |, A (HLA-A), transcript variant 2, MARNM [NM_001242758]
A_33_P3239884 2.623 | NCAM2 Homo sapiens neural cell adhesion molecule 2 (NCAM2), mARNM [NM_004540]
A_33_P3250680 -2.369 | CD40OLG Homo sapiens CD40 ligand (CD40LG), mARNM [NM_000074]
A_33_P3272823 2.039 | MAG Homo sapiens myelin associated glycoprotein (MAG), transcript variant 1, mARNM [NM_002361]
A_33_P3285540 -2.495 | CLDN5 Homo sapiens claudin 5 (CLDN5), transcript variant 1, mARNM [NM_001130861]
A_33_P3299739 2.775 | CLDN19 Homo sapiens claudin 19 (CLDN19), transcript variant 2, mMARNM [NM_001123395]
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A_33_P3314401 4.001 | CLDN16 Homo sapiens claudin 16 (CLDN16), mMARNM [NM_006580]
A_33_P3341970 2.913 | NEGR1 Homo sapiens neuronal growTh regulator 1 (NEGR1), mARNM [NM_173808]
A_33_P3369495 4.554 | CLDN10 claudin 10 [Source:HGNC Symbol;Acc:2033] [ENSTO0000376855]
A_33_P3406873 4,192 | NFASC Homo sapiens neurofascin (NFASC), transcript variant 5, MARNM [NM_001005389]
A_33_P3651948 3.305 | NEO1 Homo sapiens neogenin 1 (NEO1), transcript variant 1, mARNM [NM_002499]
Homo sapiens glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine amidinotransferase) (GATM), nuclear gene encoding
A_23_P129064 -2.969 | GATM mitochondrial protein, mMARNM [NM_001482]
A_23_P164258 2.836 | PIPOX Homo sapiens pipecolic acid oxidase (PIPOX), mARNM [NM_016518]
A_23_P2645 2.052 | SDS Homo sapiens serine dehydratase (SDS), mARNM [NM_006843]
Homo sapiens glycine C-acetyltransferase (GCAT), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 2,
A_23_P40657 2.367 | GCAT mARNM [NM_014291]
A_23_P4133 2.416 | A0C2 E—!ﬁ)‘n‘ﬂo saﬁi?nf amine oxidase, copper containing 2 (retina-specific) (AOC2), transcript variant 1, mARNM
Glycine, serine and Threonine
metabolism 0.003 A_23_P85015 2.858 | MAOB Homo sapiens monoamine oxidase B (MAOB), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM [NM_000898]
A_23_P85783 -2.611 | PHGDH Homo sapiens phosphoglycerate dehydrogenase (PHGDH), mMARNM [NM_006623]
Homo sapiens aminolevulinate, delta-, synThase 2 (ALAS2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript
A_32_P385587 3.930 | ALAS2 variant 1, mMARNM [NM_000032]
A_33_P3242543 5.810 | MAOA Homo sapiens monoamine oxidase A (MAOA), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM [NM_000240]
A_33_P3250278 2.054 | AGXT Homo sapiens alanine-glyoxylate aminotransferase (AGXT), mARNM [NM_000030]
Homo sapiens sarcosine dehydrogenase (SARDH), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 2,
A_33_P3257861 -2.486 | SARDH mARNM [NM_001134707]
A_23_P109034 2.056 | SDC4 Homo sapiens syndecan 4 (SDC4), mARNM [NM_002999]
A_23_P23728 3.645 | SV2A Homo sapiens synaptic vesicle glycoprotein 2A (SV2A), mARNM [NM_014849]
A_23_P252193 2.086 | ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 (ITGA9), mARNM [NM_002207]
A_23_P26976 2.108 | CHAD Homo sapiens chondroadherin (CHAD), mARNM [NM_001267]
A_23_P310956 -3.527 | COL6A2 Homo sapiens collagen, type VI, alpha 2 (COL6A?2), transcript variant 2C2a', mMARNM [NM_058175]
ECM-receptor interaction 0.007 | A 23 P343411 4.488 | AGRN Homo sapiens agrin (AGRN), mARNM [NM_198576]
A_23_P55749 -2.818 | COL5A3 Homo sapiens collagen, type V, alpha 3 (COL5A3), mARNM [NM_015719]
A_23_P82979 2.590 | LAMC3 Homo sapiens laminin, gamma 3 (LAMC3), mARNM [NM_006059]
A_23_P89780 3.355 | LAMA3 Homo sapiens laminin, alpha 3 (LAMA3), transcript variant 1, mMARNM [NM_198129]
A_24 P944964 -2.211 | GP5 Homo sapiens glycoprotein V (platelet) (GP5), mMARNM [NM_004488]
A_33_P3216448 6.215 | COL11A2 Homo sapiens collagen, type XI, alpha 2 (COL11A2), transcript variant 4, mMARNM [NM_001163771]
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A_33_P3227400 -2.207 | COL4A4 Homo sapiens collagen, type IV, alpha 4 (COL4A4), mMARNM [NM_000092]
A_33_P3231447 -2.528 | ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 (ITGA6), transcript variant 2, mMARNM [NM_000210]
A_33_P3262969 7.530 | COL4A6 collagen, type IV, alpha 6 [Source:HGNC Symbol;Acc:2208] [ENST00000461897]
A_33_P3314301 3.018 | sv2C Homo sapiens synaptic vesicle glycoprotein 2C (SV2C), mARNM [NM_014979]
A_33_P3370930 2.973 | LAMB1 laminin, beta 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:6486] [ENST00000393559]
A_33_P3380618 2.204 | HSPG2 Homo sapiens heparan sulfate proteoglycan 2 (HSPG2), mARNM [NM_005529]
A_33_P3381338 2.283 | TNXB Homo sapiens tenascin XB (TNXB), transcript variant XB, mARNM [NM_019105]
A_33_P3415820 3.170 | THBS1 Homo sapiens Thrombospondin 1 (THBS1), mARNM [NM_003246]
A_33_P3629678 4.382 | COL5A1 Homo sapiens collagen, type V, alpha 1 (COL5A1), mARNM [NM_000093]
A_23_P139527 2.107 | HPD Homo sapiens 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPD), transcript variant 1, mARNM [NM_002150]
A_23_P4133 2.416 | A0C2 E—!ﬁ)‘nnﬂo saﬁi?nf amine oxidase, copper containing 2 (retina-specific) (AOC2), transcript variant 1, mARNM
A_23_P85015 2.858 | MAOB Homo sapiens monoamine oxidase B (MAOB), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM [NM_000898]
A_23_P983 3.211 | PRDX6 Homo sapiens peroxiredoxin 6 (PRDX6), mMARNM [NM_004905]
Phenylalanine metabolism 0.015 | A 24 P330633 8.676 | TAT Homo sapiens tyrosine aminotransferase (TAT), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mARNM
T ;-Iomo sapien; aldehyde dehydrogenase 3 family, member A1 (ALDH3A1), transcript variant 1, mARNM
A_33_P3238433 2.068 | ALDH3A1 [NM_001135168]
A_33_P3242543 5.810 | MAOA Homo sapiens monoamine oxidase A (MAOA), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM [NM_000240]
Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 (ALDH3B1), transcript variant 3, mARNM
A_33_P3367447 2.652 | ALDH3B1 [NM_001161473]
A_23_P100642 -2.572 | PNMT Homo sapiens phenyleThanolamine N-meThyltransferase (PNMT), mARNM [NM_002686]
A_23_P139527 2.107 | HPD Homo sapiens 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPD), transcript variant 1, mARNM [NM_002150]
A_23_P250164 -2.254 | HGD Homo sapiens homogentisate 1,2-dioxygenase (HGD), mMARNM [NM_000187]
A_23_P4133 2.416 | AOC2 E—lcla‘n:o sa‘p‘itpenf. amine oxidase, copper containing 2 (retina-specific) (AOC2), transcript variant 1, mMARNM
Homo sapiens dopachrome tautomerase (dopachrome delta-isomerase, tyrosine-related protein 2) (DCT), transcript
A_23_P76622 2.993 | DCT variant 1, mARNM [NM_001922]
Tyrosine metabolism 0.017 | A 23 P85015 2.858 | MAOB Homo sapiens monoamine oxidase B (MAOB), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mARNM [NM_000898]
A_24 P268729 -2.105 | HEMK1 Homo sapiens HemK meThyltransferase family member 1 (HEMK1), mMARNM [NM_016173]
A_24_P330633 8.676 | TAT E—l?‘n‘?oﬂs“aﬂpii?rls tyrosine aminotransferase (TAT), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mARNM
Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 family, member A1l (ALDH3A1), transcript variant 1, mARNM
A_33_P3238433 2.068 | ALDH3A1 [NM_001135168]
A_33_P3242543 5.810 | MAOA Homo sapiens monoamine oxidase A (MAOA), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM [NM_000240]
A_33_P3252414 2.230 | TH Homo sapiens tyrosine hydroxylase (TH), transcript variant 1, mMARNM [NM_199292]
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Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 (ALDH3B1), transcript variant 3, mARNM

A_33_P3367447 2.652 | ALDH3B1 [NM_001161473]
A_23_P117580 2.305 | ENTPDS Homo sapiens ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5 (ENTPD5), mARNM [NM_001249]

Homo sapiens pyruvate kinase, liver and RBC (PKLR), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript
A_23_P201022 2.582 | PKLR variant 1, mARNM [NM_000298]
A_23_P201097 2.952 | GUK1 Homo sapiens guanylate kinase 1 (GUK1), transcript variant 2, mMARNM [NM_000858]
A_23_P215669 2.895 | POLR2J2 Homo sapiens polymerase (ARNM) Il (DNA directed) polypeptide J2 (POLR2J2), mARNM [NM_032959]
A_23_P29096 -2.810 | PDE9A Homo sapiens phosphodiesterase 9A (PDE9A), transcript variant 1, mARNM [NM_002606]
A_23_P36928 2.305 | POLR1D Homo sapiens polymerase (ARNM) | polypeptide D, 16kDa (POLR1D), transcript variant 1, mARNM [NM_015972]
A_23_P401106 2.047 | PDE2A Homo sapiens phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated (PDE2A), transcript variant 1, mMARNM [NM_002599]
A_23_P402610 -2.885 | PFAS Homo sapiens phosphoribosylformylglycinamidine synThase (PFAS), mARNM [NM_012393]
A_23_P80940 -2.129 | PPAT Homo sapiens phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase (PPAT), mARNM [NM_002703]
A_23_P9458 -2.043 | POLR1E Homo sapiens polymerase (ARNM) | polypeptide E, 53kDa (POLR1E), mMARNM [NM_022490]
A_24 P113960 3.258 | NT5C1A Homo sapiens 5'-nucleotidase, cytosolic IA (NT5C1A), mMARNM [NM_032526]
A_24_P208436 2502 | PDE1A E—lcla‘n:o sa‘pierjs phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent (PDE1A), transcript variant 2, mMARNM
A_24 P277657 4.205 | GMPR Homo sapiens guanosine monophosphate reductase (GMPR), mARNM [NM_006877]

Purine metabolism 0.039 | A 24 p278192 5.693 | AK1 Homo sapiens adenylate kinase 1 (AK1), mMARNM [NM_000476]

A_24_P316430 -2.036 | NT5E Homo sapiens 5'-nucleotidase, ecto (CD73) (NT5E), transcript variant 1, mMARNM [NM_002526]
A_24 P342632 -2.573 | AK5 Homo sapiens adenylate kinase 5 (AK5), transcript variant 1, mARNM [NM_174858]
A_32_P834166 4.342 | LOC100128843 | Homo sapiens DNA polymerase epsilon catalytic subunit isoform a (POLE1) mARNM, partial cds. [AF128541]
A_33_P3214298 -2.062 | IMPDH2 Homo sapiens IMP (inosine 5'-monophosphate) dehydrogenase 2 (IMPDH2), mARNM [NM_000884]
A_33_P3216601 -2.234 | FHIT Homo sapiens fragile histidine triad gene (FHIT), transcript variant 1, mARNM [NM_002012]
A_33_P3216938 3.726 | AMPD3 adenosine monophosphate deaminase 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:470] [ENST00000527261]

Homo sapiens 5',3'-nucleotidase, mitochondrial (NT5M), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM
A_33_P3242863 2.177 | NTSM INM 0202011
A_33_P3262580 2.350 | ENTPD1 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:3363] [ENSTO0000371206]
A_33_P3318963 3.847 | POLR2F polymerase (ARNM) Il (DNA directed) polypeptide F [Source:HGNC Symbol;Acc:9193] [ENSTO0000405557]
A_33_P3320217 3.002 | ADCY2 Homo sapiens adenylate cyclase 2 (brain) (ADCY2), mMARNM [NM_020546]
A_33_P3337161 2.605 | ADCY4 Homo sapiens adenylate cyclase 4 (ADCY4), transcript variant 3, mARNM [NM_001198568]
A_33_P3395876 2.302 | PDE4A Homo sapiens phosphodiesterase 4A, cAMP-specific (PDE4A), transcript variant 1, mARNM [NM_001111307]
A_33_P3396459 4.168 | POLR2H polymerase (ARNM) Il (DNA directed) polypeptide H [Source:HGNC Symbol;Acc:9195] [ENST00000412877]
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A_33_P3759611 2.015 | PDE4C Homo sapiens phosphodiesterase 4C, cAMP-specific (PDE4C), transcript variant 1, mARNM [NM_000923]
A_23_P160336 -2.228 | LEFTY1 Homo sapiens left-right determination factor 1 (LEFTY1), mARNM [NM_020997]
A_23_P215956 -2.022 | MYC Homo sapiens v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) (MYC), mMARNM [NM_002467]
A_23_P259955 2.556 | GDF5 Homo sapiens growTh differentiation factor 5 (GDF5), mARNM [NM_000557]
A_23_P2814 2.979 | SMAD9 Homo sapiens SMAD family member 9 (SMAD9), transcript variant b, mARNM [NM_005905]
A_23_P397455 -2.180 | ACVR1C Homo sapiens activin A receptor, type IC (ACVR1C), transcript variant 1, mARNM [NM_145259]
A_23_P502047 2.578 | CHRD Homo sapiens chordin (CHRD), mMARNM [NM_003741]
A_24_P141707 3.696 | INHBE Homo sapiens inhibin, beta E (INHBE), mMARNM [NM_031479]
A_24_P155502 3.345 | INHBC Homo sapiens inhibin, beta C (INHBC), mMARNM [NM_005538]
A_24 P945113 2.034 | ACVRL1 Homo sapiens activin A receptor type Il-like 1 (ACVRL1), transcript variant 1, mMARNM [NM_000020]

TGF-beta signaling paThway 0.039 A_32_P143048 -2.389 | ZFYVE9 Homo sapiens zinc finger, FYVE domain containing 9 (ZFYVE9), transcript variant 3, mMARNM [NM_004799]
A_32_P199301 3.392 | TFDP1 Homo sapiens transcription factor Dp-1 (TFDP1), transcript variant 1, mMARNM [NM_007111]
A_33_P3220445 2.391 | SMADS Homo sapiens SMAD family member 5 (SMADS5), transcript variant 2, mARNM [NM_001001419]
A_33_P3246318 2.746 | RBX1 Homo sapiens ring-box 1, E3 ubiquitin protein ligase (RBX1), mMARNM [NM_014248]

Homo sapiens latent transforming growTh factor beta binding protein 1 (LTBP1), transcript variant 1, mARNM
A_33_P3304655 2.846 | LTBP1 [NM_206943]
A_33_P3364661 2.064 | RHOA ras homolog gene family, member A [Source:HGNC Symbol;Acc:667] [ENSTO0000265538]
A_33_P3391796 -4.521 | NOG Homo sapiens noggin (NOG), mARNM [NM_005450]
A_33_P3406240 2.778 | GDF7 Homo sapiens growTh differentiation factor 7 (GDF7), mARNM [NM_182828]
A_33_P3415820 3.170 | THBS1 Homo sapiens Thrombospondin 1 (THBS1), mMARNM [NM_003246]
A_23_P103465 2.209 | PLA2GS Homo sapiens phospholipase A2, group V (PLA2G5), mARNM [NM_000929]
A_23_P103486 -2.407 | CYP2J2 Homo sapiens cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2 (CYP2J2), mMARNM [NM_000775]
A_23_P3038 3.025 | GPX2 Homo sapiens glutaThione peroxidase 2 (gastrointestinal) (GPX2), mARNM [NM_002083]
Homo sapiens phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) (PLA2G2A), transcript variant 1, mARNM

A_23_P321949 3.150 | PLA2G2A [NM_000300]

Arachidonic acid metabolism 0.041 |A_23_P8834 -2.920 | EPHX2 Homo sapiens epoxide hydrolase 2, cytoplasmic (EPHX2), mMARNM [NM_001979]
A_24 P191013 4.419 | CYP4A11 Homo sapiens cytochrome P450, family 4, subfamily A, polypeptide 11 (CYP4A11), mARNM [NM_000778]
A_24 P339514 4.763 | CYP2B6 Homo sapiens cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 (CYP2B6), mARNM [NM_000767]
A_33_P3220149 2.729 | MAML1 mastermind-like 1 (Drosophila) [Source:HGNC Symbol;Acc:13632] [ENST00000503050]
A_33_P3239849 3.534 | GPX1 Homo sapiens glutaThione peroxidase 1 (GPX1), transcript variant 2, mARNM [NM_201397]
A_33_P3255304 2.101 | GGTS Homo sapiens gamma-glutamyltransferase 5 (GGT5), transcript variant 1, mARNM [NM_001099781]
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A_33_P3275600 3.672 | PLA2G4E Homo sapiens phospholipase A2, group IVE (PLA2G4E), mMARNM [NM_001206670]
A_23_P140876 -2.417 | ABCA3 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 3 (ABCA3), mARNM [NM_001089]
A_23_P24774 2.016 | ABCC8 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 (ABCC8), mMARNM [NM_000352]
A_23_P401361 -2.560 | PITPNM2 Homo sapiens phosphatidylinositol transfer protein, membrane-associated 2 (PITPNM2), mARNM [NM_020845]
A_24_P16913 2.780 | ABCCA E—!ﬁ)‘n‘ﬂo sappiiers ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4 (ABCC4), transcript variant 1, mARNM
A_33_P3236686 -2.055 Homo sapiens FP15331 mARNM, complete cds. [AF461897]

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 2 (ABCA2), transcript variant 1, mARNM
A_33_P3251672 2.924 | ABCA2 [NM_001606]

ABC transporters 0.042 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5 (ABCC5), transcript variant 2, mMARNM

A_33_P3298057 2.144 | ABCC5 [NM_001023587]
A_33_P3332414 -2.022 | ABCB1 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 (ABCB1), mMARNM [NM_000927]

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 8 (ABCB8), nuclear gene encoding
A_33_P3336780 -2.099 | ABCB8 mitochondrial protein, mMARNM [NM_007188]
A_33_P3361067 2.707 | ABCG2 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 (ABCG2), mMARNM [NM_004827]

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 10 (ABCC10), transcript variant MRP7A,
A_33_P3372563 4.358 | ABCC10 mARNM [NM_033450]
A_33_P3422897 2.440 | ABCA1 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 (ABCA1), mARNM [NM_005502]

Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit VIic (COX7C), nuclear gene encoding mitochondrial protein, MARNM
A_23_P110811 2.266 | COX7C [NM_001867]

Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit Vllb (COX7B), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMARNM
A_23_P159650 2.856 | COX7B [NM_001866]

Homo sapiens ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein (UQCRB), nuclear gene encoding mitochondrial
A_23_P31671 2.335 | UQCRB protein, transcript variant 1, mARNM [NM_006294]
A_23_P414328 3.074 | CACNG5 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 5 (CACNG5), mARNM [NM_145811]
A_23_P420218 2.845 | CACNG8 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 8 (CACNG8), mARNM [NM_031895]

) ) Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 (CACNG6), transcript variant 1, mMARNM
Cardiac muscle contraction 0.057 | A_23_P501933 -2.095 | CACNG6 [NM_145814]

Homo sapiens ubiquinol-cytochrome c reductase, complex Il subunit XI (UQCR11), nuclear gene encoding
A_23_P56314 3.355 | UQCR11 mitochondrial protein, mMARNM [NM_006830]
A_23_P78571 2.879 | COX6B2 Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 2 (testis) (COX6B2), mMARNM [NM_144613]
A_23_P85765 2.001 | CACNA1S Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1S subunit (CACNA1S), mARNM [NM_000069]
A_24 P31275 3.105 | ATP1B2 Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide (ATP1B2), mARNM [NM_001678]
A_24 P70303 2.029 | CACNG4 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4 (CACNG4), mARNM [NM_014405]

Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit (CACNB4), transcript variant 1, mARNM
A_33_P3221989 -2.450 | CACNB4 [NM_001005747]
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Homo sapiens solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 (SLC8A1), transcript variant A, mMARNM

A_33_P3262156 3.035 | SLC8A1 [NM_021097]
A_33_P3270599 -2.420 | TPM2 Homo sapiens tropomyosin 2 (beta) (TPM2), transcript variant 2, mMARNM [NM_213674]
A_33_P3283669 2.727 | ATP1A3 Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 3 polypeptide (ATP1A3), mARNM [NM_152296]
A_33_P3335966 3.010 | TPM1 Homo sapiens tropomyosin 1 (alpha) (TPM1), transcript variant 1, mARNM [NM_001018005]
A_23_P252193 2.086 | ITGA9 Homo sapiens integrin, alpha 9 (ITGA9), mARNM [NM_002207]
A_23_P414328 3.074 | CACNG5 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 5 (CACNG5), mARNM [NM_145811]
A_23_P420218 2.845 | CACNG8 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 8 (CACNG8), mARNM [NM_031895]
Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 (CACNG6), transcript variant 1, mARNM
A_23_P501933 -2.095 | CACNG6 [NM_145814]
A_23_P85269 -2.425 | TTN Homo sapiens titin (TTN), transcript variant N2-A, mARNM [NM_133378]
A_23_P85765 2.001 | CACNA1S Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1S subunit (CACNA1S), mARNM [NM_000069]
A_24 P168574 2.125 | GNAS GNAS complex locus [Source:HGNC Symbol;Acc:4392] [ENST00000481768]
A_24 P70303 2.029 | CACNG4 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4 (CACNG4), mARNM [NM_014405]
Homo sapiens calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit (CACNBA4), transcript variant 1, mMARNM
Dilated cardiomyopaThy 0.062 | A_33_P3221989 -2.450 | CACNB4 [NM_001005747]
A_33_P3231447 -2.528 | ITGA6 Homo sapiens integrin, alpha 6 (ITGA6), transcript variant 2, mARNM [NM_000210]
Homo sapiens solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 (SLC8AL), transcript variant A, mARNM
A_33_P3262156 3.035 | SLC8A1 [NM_021097]
A_33_P3270599 -2.420 | TPM2 Homo sapiens tropomyosin 2 (beta) (TPM2), transcript variant 2, mMARNM [NM_213674]
A_33_P3275801 2.913 | DES Homo sapiens desmin (DES), mARNM [NM_001927]
A_33_P3284763 3.029 | DMD Homo sapiens dystrophin (DMD), transcript variant Dp140b, mARNM [NM_004021]
A_33_P3311285 4.553 | LMNA Homo sapiens lamin A/C (LMNA), transcript variant 1, mMARNM [NM_170707]
A_33_P3320217 3.002 | ADCY2 Homo sapiens adenylate cyclase 2 (brain) (ADCY2), mMARNM [NM_020546]
A_33_P3335966 3.010 | TPM1 Homo sapiens tropomyosin 1 (alpha) (TPM1), transcript variant 1, mARNM [NM_001018005]
A_33_P3337161 2.605 | ADCY4 Homo sapiens adenylate cyclase 4 (ADCY4), transcript variant 3, mARNM [NM_001198568]
Homo sapiens CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha (CD79A), transcript variant 1, mARNM
A_23_P107735 2.947 | CD79A [NM_001783]
A_23_P159335 -2.899 | CD8B Homo sapiens CD8b molecule (CD8B), transcript variant 5, mMARNM [NM_004931]
P Dar e S ) 0.063 | s 23 p329112 2.016 | JAK3 Homo sapiens Janus kinase 3 (JAK3), mARNM [NM_000215]
A_23_P404494 -2.201 | IL7R Homo sapiens interleukin 7 receptor (IL7R), mARNM [NM_002185]
A_23_P84705 -2.090 | TNFRSF13B Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 13B (TNFRSF13B), mARNM [NM_012452]
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A_24 P169234 -2.149 | ZAP70 Homo sapiens zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa (ZAP70), transcript variant 1, mARNM [NM_001079]
A_24 P295999 2.708 | CD4 Homo sapiens CD4 molecule (CD4), transcript variant 1, mARNM [NM_000616]
A_32_P163247 -2.656 | CD8A Homo sapiens CD8a molecule (CD8A), transcript variant 1, mARNM [NM_001768]
A_33_P3250680 -2.369 | CD40OLG Homo sapiens CD40 ligand (CD40LG), mARNM [NM_000074]
A_23_P108501 -2.186 | EPHA4 Homo sapiens EPH receptor A4 (EPHA4), mARNM [NM_004438]
A_23_P113005 2.407 | EFNA1 Homo sapiens ephrin-Al (EFNA1), transcript variant 1, mARNM [NM_004428]
Homo sapiens sema domain, immunoglobulin domain (Ig), transmembrane domain (TM) and short cytoplasmic
A_23_P114057 -2.049 | SEMAAC domain, (semaphorin) 4C (SEMA4C), mMARNM [NM_017789]
A_23_P119535 2.976 | EFNA2 Homo sapiens ephrin-A2 (EFNA2), mARNM [NM_001405]
A_23_P157333 -2.447 | EPHA1 Homo sapiens EPH receptor A1 (EPHA1), mARNM [NM_005232]
A_23_P162449 2.794 | SRGAP1 Homo sapiens SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 1 (SRGAP1), mARNM [NM_020762]
A_23_P202520 -2.772 | ABLIM1 Homo sapiens actin binding LIM protein 1 (ABLIM1), transcript variant 3, mARNM [NM_001003408]
A_23_P57667 -2.403 | PLXNA1 Homo sapiens plexin A1 (PLXNA1), mARNM [NM_032242]
A_23_P69617 4.221 | UNC5C Homo sapiens unc-5 homolog C (C. elegans) (UNC5C), mARNM [NM_003728]
A_23_P87082 3.123 | ROBO3 Homo sapiens roundabout, axon guidance receptor, homolog 3 (Drosophila) (ROBO3), mMARNM [NM_022370]
Homo sapiens sema domain, immunoglobulin domain (Ig), transmembrane domain (TM) and short cytoplasmic
A_23_P95165 2.142 | SEMA4B domain, (semaphorin) 4B (SEMA4B), transcript variant 1, mARNM [NM_020210]
Axon guidance 0.079 | A_24 P114032 2.136 | EFNA3 Homo sapiens ephrin-A3 (EFNA3), mARNM [NM_004952]
A_24 P313822 2.292 | PAK4 Homo sapiens p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 4 (PAK4), transcript variant 1, mARNM [NM_005884]
Homo sapiens sema domain, immunoglobulin domain (Ig), transmembrane domain (TM) and short cytoplasmic
A_32_P195065 -2.249 | SEMAA4F domain, (semaphorin) 4F (SEMA4F), mARNM [NM_004263]
Homo sapiens cDNA FLI39605 fis, clone SKNSH2005981, weakly similar to RAS-RELATED C3 BOTULINUM TOXIN
A_33_P3220160 2.115 | RAC2 SUBSTRATE 2. [AK096924]
A_33_P3288609 2.646 | PAK1 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:8590] [ENST00000526968]
A_33_P3364661 2.064 | RHOA ras homolog gene family, member A [Source:HGNC Symbol;Acc:667] [ENSTO0000265538]
A_33_P3368540 2.056 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:19744] [ENST00000490889]
A_33_P3370787 2.658 | EPHB2 Homo sapiens EPH receptor B2 (EPHB2), transcript variant 2, mMARNM [NM_004442]
A_33_P3379001 2.902 | UNC5A Homo sapiens unc-5 homolog A (C. elegans) (UNC5A), mARNM [NM_133369]
A_33_P3413048 -2.688 | PLXNA3 Homo sapiens plexin A3 (PLXNA3), mARNM [NM_017514]
A_33_P3416707 2.090 | PTK2 PTK2 protein tyrosine kinase 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:9611] [ENSTO0000342207]
A_33_P3712341 3.284 | CXCL12 Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (CXCL12), transcript variant 3, mARNM [NM_001033886]
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Adherens junction

0.095

A_23_P301304 -2.128 | FGFR1 Homo sapiens fibroblast growTh factor receptor 1 (FGFR1), transcript variant 1, mMARNM [NM_023110]
Homo sapiens v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian) (SRC), transcript variant 1,
A_23_P308603 2.223 | SRC mARNM [NM_005417]
A_23_P315836 -2.193 | BAIAP2 Homo sapiens BAl1l-associated protein 2 (BAIAP2), transcript variant 2, mMARNM [NM_017451]
A_23_P397455 -2.180 | ACVR1C Homo sapiens activin A receptor, type IC (ACVR1C), transcript variant 1, mARNM [NM_145259]
A_23_P7582 -2.547 | TCF7 Homo sapiens transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box) (TCF7), transcript variant 1, mARNM [NM_003202]
Homo sapiens poliovirus receptor-related 1 (herpesvirus entry mediator C) (PVRL1), transcript variant 3, mMARNM
A_23_P76034 2.721 | PVRL1 [NM_203286]
A_24 P20630 -2.738 | LEF1 Homo sapiens lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF1), transcript variant 1, mARNM [NM_016269]
A_24 P317907 4.794 | SORBS1 Homo sapiens sorbin and SH3 domain containing 1 (SORBS1), transcript variant 3, mARNM [NM_001034954]
A_24_P385313 2.583 | PTPRF Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, F (PTPRF), transcript variant 1, mARNM [NM_002840]
Homo sapiens cDNA FLI39605 fis, clone SKNSH2005981, weakly similar to RAS-RELATED C3 BOTULINUM TOXIN
A_33_P3220160 2.115 | RAC2 SUBSTRATE 2. [AK096924]
A_33_P3243812 2.459 | WASF1 Homo sapiens WAS protein family, member 1 (WASF1), transcript variant 1, mARNM [NM_003931]
A_33_P3280801 -2.218 | LMO7 Homo sapiens LIM domain 7 (LMQ7), transcript variant 1, mARNM [NM_005358]
Homo sapiens par-3 partitioning defective 3 homolog (C. elegans) (PARD3), transcript variant 9, mARNM
A_33_P3303372 -2.007 | PARD3 [NM_001184792]
A_33_P3319155 2.273 | ACP1 Homo sapiens acid phosphatase 1, soluble (ACP1), transcript variant 4, mARNM [NM_001040649]
A_33_P3364661 2.064 | RHOA ras homolog gene family, member A [Source:HGNC Symbol;Acc:667] [ENSTO0000265538]
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