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Introduccion

|. INTRODUCCION

1.- GENES Y CANCER
1.1- Generalidades

La transformacion neoplasica es un fendmeno maitfeal que se origina a
consecuencia de la alteracion o mutacion inicialigen. Dicha mutacion
puede inducir la oncogénesis por diferentes vilisramdo el control del
ciclo celular, la proliferacion y diferenciacioalalar o la interaccion célula
a célula, con lo que se produce la transformaaién una célula
biologicamente normal en neoplésica. En la capdcida invasion vy
diseminacién de un tumor se veran implicadas nuexdaciones [1].

Como es bien sabido, las neoplasias son monockyrededecir derivan de
una sola célula, aunque esto no significa quedhdas de un tumor sean
genéticamente idénticas pues en el proceso de énesig se acumulan
sucesivas alteraciones genéticas. Aquellas célgles van adquiriendo
alteraciones en su material genético que le carfiama ventaja en su
desarrollo seran seleccionadas y mayoritarias anedr.

El cancer es por tanto una enfermedad genéticaugas consecuencia de
alteraciones en la estructura o funcion de los geNe obstante, el cancer
no es una enfermedad hereditaria en la mayoriagledsos, ya que las
alteraciones genéticas neoplasicas son en su maagorhaticas y no
hereditarias. Unicamente si las mutaciones o casrdiolos genes aparecen
en las células de la linea germinal se transmiterménera directa a la
descendencia.

El crecimiento y proliferacion celular son procesosnetidos a un control
estricto que mantiene el equilibrio entre proliteééa, diferenciacion y
apoptosis. El paso de una célula a través del cielolar, es un proceso
sometido a una regulacion estrecha con diversatogude control cuya
alteracion puede traducirse en un exceso de matifen, fallos en el
proceso de muerte celular programada o ausencdifelenciacion. La
regulacion del ciclo celular es ejercida a travéslak quinasas, enzimas
capaces de fosforilar proteinas provocando un aarahila actividad o
estructura de las mismas. Las quinasas que coartbagrocesos del ciclo
celular son las quinasas dependientes de cicli@i3K(s), ya que su
actividad esta regulada por la asociacion reverdilel otras proteinas, las
ciclinas. Durante las distintas fases del ciclaleglse forman y destruyen
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diferentes complejos activos de ciclinas y quinasss actividad, a través
de la fosforilacion de proteinas, dirige el cicibutar.

El control del ciclo celular se ejerce a variosehdg: en la transcripcion de
los genes de las ciclinas, en la degradacién denilemas y en la inhibicion

de su actividad mediante la fosforilacion de laKCGD Otro mecanismo de
regulacion crucial es el que inhibe directamentactividad de las CDK's a
través de los llamados inhibidores de complejoslineis-quinasa

dependiente de ciclina (CDIs). Los CDIs funcionamo supresores de
tumores ya que blogquean el ciclo de proliferaciéllar.

Mayoritariamente, la proliferacion celular esta ulega por factores de
crecimiento que bien activan la division celuldg inhiben o regulan la
diferenciacion. Los factores de crecimiento actimediante la union
reversible y con alta afinidad a receptores quenseentran en la membrana
o0 en el nucleo celular y que en su mayoria posetvidad quinasa. Como
consecuencia de la union de los factores de creotmia sus receptores, se
inducen una serie de procesos bioguimicos queas@den en una sefal
mitogénica que induce la division celular. Las @dwneoplésicas pierden la
restriccion de su crecimiento e incluso son inddjgnes de los factores de
crecimiento.

La regulacién de la proliferacién y diferenciact@ular también es ejercida
por los contactos intercelulares y con los compmwserde la matriz
extracelular. Varios componentes de las estructdeasinion intercelular
parecen ser producto de genes supresores tumotaepérdida de la
adhesividad celular es un requisito previo a lsacajad invasiva de una
neoplasia y, ademas, las células cancerosas tiamdrén alterada su union
a la matriz extracelular.

Por ultimo, la muerte celular programada o apoptt@shbién juega un papel
crucial en la oncogénesis ya que su inhibicion pueducir al desarrollo de
células neoplasicas.
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1.2.- Tipos de genes implicados en el cancer

Las mutaciones causantes de los procesos que @mdua aparicién de un
cancer tienen lugar en tres tipos de gerg®to-oncogenes, genes
supresores de tumores y genes de reparacion del DN2](revisado de
Mufioz et al ,1997).

1.2.1 Oncogenes

Los oncogenes son genes cuya accion promueve peaitiente la
proliferacion celular [3]. En condiciones normales, estos genes se
denominan proto-oncogenes y las formas mutantes legnllamados
oncogenes, que son excesiva o inapropiadament@aate forma que un
simple alelo mutante puede afectar al fenotipolaella mayor parte de los
productos de los proto-oncogenes estan implicadodaeproliferacion
celular:factores de crecimientoo sus receptorefactores de trascripcion
gue regulan la expresion de genes esenciales eprol#eracion e
invasividad celular y de transduccion de la sefisdgénica,componentes
del sistema de las ciclinagjuinasasdependientes de ciclinas e inhibidores
de quinasas que regulan el ciclo celular.

La activacién de los oncogenes implica una ganancae funcion bien
cuantitativa o cualitativa. Si la activacién es cuantitativa, se produce un
incremento de la transcripcion y traduccion detpaio del gen no alterado.
La activacion cualitativa puede ocurrir como cansscia de una mutacion
gue da lugar a un producto génico modificado o deraordenamiento
cromosdémico que da lugar a un nuevo gen quimerico.

Los tipos de mutaciones que pueden activar un protoncogen son
multiples:
-mutacion puntual que origina un cambio en un sohinoacido de
la proteina que codifica
-delecion de un fragmento del gen que ocasionéntasis de una
proteina truncada o con funcion alterada
-amplificacion del numero de copias de un gen abreexpresion
de la proteina que codifica
-translocacién que implica una nueva localizaciéhptdoto-oncogen
gue puede ocasionar la sintesis de proteinas ales;niaincadas o
fusionadas.
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1.2.2 Genes supresores de tumores

Los genes cuya funcién normal es controlar el ciclde division celular
evitando el crecimiento excesivo y que promueven glantenimiento de
las caracteristicas celulares que especifican swldizacién en un tejido
son los genes supresores de tumores (G33).

Su descubrimiento se basé en la existencia dedaérdie cromosomas,
fragmentos de los mismos y deleciones de DNA ercéfidas neoplasicas
que sugirieron la existencia de genes que inhidexparicion de canceres, y
cuya pérdida esta implicada en la oncogénesis.deo®s supresores de
tumores somecesivosen cuanto a la generacion de tumores, puestogjue s
necesita la mutacion y/o delecién de los dos aldklsgenpara que la
célula se transforme en neoplasic&xisten sin embargo excepciones a esta
regla, por ejemplo, en el gen TP53 que es funaaale un gen supresor de
tumores, se han descrito mutaciones con un efechindnte negativo. [4]

Actualmente se conocen por estudios funcionales emsos genes
supresores de tumores [5-15], algunos de los cusdelhan encontrado
mutados o delecionados en tumores humanos. Ladiumsolecular de los
productos de dichos genes puede actuar interfisieswdlas moléculas de
adhesion celular o bien estar implicados en elrobute la progresion del
ciclo celular como reguladores negativos.

1.2.3.- Genes de reparacion del DNA

Esta tercera categoria de genes que se encuealtrdrecuencia mutados en
las células cancerosas, no forman parte de lasddasontrol del ciclo
celular como los oncogenes y genes supresoress Egtoes tienen la
funcién general de asegurar la integridad de la idfrmacion genética y
sus mutaciones implican una replicacion y reparadé DNA ineficaces.
Al igual que los genes supresores de tumores, ldégannes en los genes de
reparacion del DNA sorecesivas.

Dado que el primer evento en el desarrollo de un toor es una
alteracion genética, el estudio de las alteracionesoleculares del cancer
es prioritario en el conocimiento de la biologia tmoral y de los
mecanismos implicados en la génesis, crecimientgyogresion de una
neoplasia.
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Debido al reciente avance de las técnicas de cibogtica y biologia
molecular, asi como el descubrimiento de nuevos geny secuencias del
genoma humano, el estudio a nivel molecular del céer nos permite:

. El reconocimiento de alteraciones especificas camerés
diagnéstico o de deteccidn de enfermedad minima idaal.
. La determinacion de factores genéticos con una imphcién

prondstica que puedan ser incluidos en el protocolte estudio del
tumor y que incluso impliqguen una modificacion de dsis e
intensidad del tratamiento.

. El descubrimiento de alteraciones que indiquen ssibilidad/
resistencia a tratamientos o dianas terapéuticasdisefio de nuevos
farmacos.

En resumen, el estudio a nivel molecular de las nglasias puede
mejorar el diagndstico, el manejo clinico del enfeno e incluso permite
plantear nuevas estrategias terapéuticg46].
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1.3.- Estrategias de busqueda e identificacion deemges
implicados en cancer.

El proceso de identificacibn de genes implicadosneaplasias humanas
comprende diferentes fases;

1.3.1.- Estudios citogenéticos

Las diversas técnicas de citogenética han sidoutiles a la hora de buscar
genes implicados en céncer. Las células tumoradeeert tipicamente
cariotipos muy alterados con multiples pérdidasuoagcias cromosoémicas,
translocaciones etc. La mayoria de estos cambioslisazar y reflejan una
inestabilidad gendmica general que forma part@dailcinogénesis, aunque
existen cambios citogenéticos caracteristicos patgpo de tumor [17-23].
Una alteracion cromosomica que se repite en un detinado tipo de
tumor puede indicar la localizacion de un gen imptado en la génesis
del mismo[24]. Estos cambios pueden ser numéricos (pérdida dcdajiin
de un cromosoma entero) o estructurales (traslocesj deleciones,
inserciones). Las alteraciones numeéricas sugiesepokible localizacion
cromosémica de un gen o genes implicados en caheer.alteraciones
estructurales permiten una delimitacion regionak rpéecisa y son mas
Utiles para la localizacion de genes. Practicamérdas las bandas del
complemento cromosomico humano estan aparentemaémigicadas en
reordenamientos cromosdmicos asociados a heop|aSiag estan descritos
en la literatura mdltiples reordenamientos cromadsésn que unen
secuencias no relacionadas normalmente . El aistamide las secuencias
flanqueantes de estos puntos de corte ha permiaiddentificacion de
numerosos genes implicados en tumores. Algunasideks detectables
citogenéticamente también han indicado la locailirade posibles genes
supresores de tumores. De esta fortaa citogenética, ofreciendo
informacion sobre qué regiones cromosémicas son imgantes en un
determinado tipo de tumor, proporciona puntos clavehacia los que
dirigir los estudios moleculareq23].

1.3.2.- Estudios moleculares; establecimiento degi®én minima
de pérdida

El rapido desarrollo de las técnicas de biologitemdar, fundamentalmente
la PCR vy la secuenciacion, mas recientemente totichologia de arrays o
microchips de DNA y RNA, ha supuesto un gran avanck identificacion
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de genes implicados en cancer. El andlisis deelgismes amplificadas, los

estudios de ligamiento en casos familiares, lodudéss de pérdida de

heterocigosis en los tumores, y mas recientemémstiedio de alteraciones
epigenéticas, han sido claves para la identificad® diversos oncogenes y
genes supresores de tumores [26].

Para caracterizar los segmentos cromosémicos déecte pueden utilizar
diversas técnicas de biologia molecular. Una denias fidedignas es el
estudio de pérdida de heterocigosigLOH) en el tumor [27-32] , que
identifica la pérdida de un alelo funcionalmenternmal en un locus
heterocigoto, es decir, nos sirve para identifecaactamente qué secuencias
de DNA han perdido la informacion genética contan@h uno de sus
cromosomas homaélogos.

La pérdida de heterocigosis puede ser el resutladdiversos mecanismos,
como eventos cromosémicos que afecten a mdultiptes (delecion,
recombinacion mitética, pérdida por no disyunciGonmosomica) o un
evento restringido a un locus (conversién génidgaactivacion alélica por
factores epigenéticos). De esta forma un locusdegmto en origen puede
transformarse en:

-homozigoto por recombinacién mitética, convergiénica o pérdida
cromosdémica con reduplicaciéon

-hemizigoto por delecién o pérdida cromosémicastuplicacion.

-heterozigoto compuesto por la adquisicién de uataoidn puntual
distinta en el segundo alelo.

Para localizar en el cromosoma la extension de pkslidas alélicas
tradicionalmente se ha utilizado un panel de matéges o marcadores de
tipo RFLP (restriction fragment length polimorphjsni27, 29, 33].
Comparando las diferencias en la segregacion des estarcadores
polimérficos en el DNA tumoral y el constitucionabtenido a partir de
sangre periférica.

Los genes supresores de tumores son genes recesj@hssin embargo, si
se hereda una copia mutante de un gen a travéslidea germinal o bien
se adquiere una mutacion de forma somatica, laid#érdomatica
subsecuente del alelo restante desenmascara esteidnu confiriendo un
potencial tumorigénico a la célula. Por etaando en un tipo de tumor se
encuentra frecuentemente pérdida de heterocigosisneuna region
cromosémica, se piensa que esta region puede albamrgalgin gen
supresor de tumores implicado en la génesis del tun[15, 34]
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Por ello, en el estudio de una determinada ne@plase se caracteriza por
presentar de modo caracteristico pérdidas alékitasalisis de extension de
las mismas permite establecer wagion minima de pérdida[32, 35, 36]
es decir la regiébn cromosémica mas pequefia comunt@dos los casos
con pérdida de material cromosémico, que constituir el punto de
partida para la identificacion de los genes implicdos.

1.3.3.- Identificacion de genes candidatos: estudi® expresion y
caracterizacion de mutaciones puntuales.

Una vez establecida la region minima de pérdidargeede al analisis de
aquellos genes localizados en dicha region que gemcialmente genes
supresores, bien por su localizacion, funcién u dlogia con otros genes
conocidos.

Para ello pueden utilizarse diferentes metodologias de las mas sencillas
es el estudio dexpresion de dichos genes en el mRNA de las células
tumorales [37]. Cuando en una determinada neoplasia la sxprele un
gen se encuentra alterada, podemos en principisape&n una implicacion
de dicho gen en la misma. Si la expresién de unoggenes se encuentra
ausente en un tejido en el que deberia encontraxpeesion, los
consideraremos como posibles candidatos. Esta @asele expresion,
puede deberse a distintos factores;

-delecion del gen

-inactivacion por procesos epigenéticos

- mutaciones de parada

- mutaciones que alteran el procesamiento del RNA
- microdeleciones y microinversiones

- alteracion en los procesos de regulacion géntca,

Cuando se detecta la expresion aberrante de un gea realizan nuevos
tipos de estudios para valorar la presencia de mutgones tales como
deleciones, reagrupamientos y mutaciones puntualesediante técnicas
de hibridacion, PCR semicuantitativa, analisis de SCPs vy
secuenciacion.
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2.- TUMORES INFANTILES DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

2.1.- Generalidades

2.1.1. Embriologia Sistema Nervioso Central

El desarrollo embrionario del sistema nerviosoredrse inicia al comienzo
de la tercera semana de vida intraltero con ladoidn de Iglaca neural
De ella derivan los pliegues neurales que congtitugl fusionarse en la
linea media el tubo neural que forma tres dilateesoo vesiculas encefalicas
primarias; prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfatocerebro posterior.
El rombencéfalo esta a su vez constituido por dotep, el metencéfalo que
mas adelante forma la protuberancia y el cerebelanielencéfalo [38].

La pared del tubo neural estd constituida por unegy epitelio
pseudoestratificado cuyas células se dividen ramdée dando lugar a la
capa neuroepitelial o neuroepitelio. Una vez sedneado el tubo neural, las
células neuroepiteliales se diferencian a neurtidagposteriormente a
glioblastos y por ultimo a células ependimarias.

2.1.2 Cerebelo: embriologia y anatomia

En el embrién de 12 semanas la placa cerebelosarggiea el cerebelo y
procede del metencéfalo, presenta una porcidalérebh media o vermis 'y
dos porciones laterales o hemisferios cerebelosdsn una etapa inicial
dicha placa, estd constituida por las capas ndalabi del manto y
marginal. Posteriormente parte de las células detapitelio migran a la
superficie cerebelosa y forman la capa granulosermx localizada en la
superficie del coértex cerebeloso. En el sexto nedsddsarrollo, la capa
granulosa externa libera diferentes tipos celslayge emigran hacia las
células de Purkinje en proceso de diferenciacidarylugar a las diferentes
capas del cértex cerebeloso, que alcanza sus siones definitivas
después del nacimiento.

El cerebelo asi queda constituido por tres compartioscortex, médula y
ndcleos profundos.A su vez el cortex cerebeloso se divide en trgaga
capa molecular, capa de células de Purkinje y dapzlulas granulares. En
el cerebelo fetal por tanto existe unaapa adicional granular externa
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localizada en la superficie del cortex cerebelgse, desaparece al final del
primer afio de vida (revisado de Langman Embrioldgdica) [38].

2.1.3 Neoplasias pediatricas

Las neoplasias de la edad pediatrica difieren echosiaspectos de las de
los adultos; son menos frecuentes, histolégicamesdge asemejan a
estructuras indiferenciadas y no a tejidos plenénelesarrollados y al
contrario de los adultos, los factores ambientales parecen ser los
causantes del dafio genético en los tumores peds{39].

Actualmente a partir del primer afio de vida, elcefires la segunda causa de
mortalidad infantil tras los accidentes. En la egedliatrica y [16] las
neoplasias del sistema nervioso son las segunddseemencia tras las
leucemias, representando el 25% de los tumorestilgfs [15, 40] siendo
los mas frecuentes astrocitomas y tumores embiamar

2.2.- Clasificacion de los tumores del sistema neoso

A grandes rasgos el tejido nervioso consta fundéahmeante de neuronas
encargadas de la transmision del impulso nerviosélylas gliales o de

sostén que se encuentran en nimero muy supeasmelronas. Las células
gliales del SNC se agrupan en cuatro tipos; as&r@gle proporciona sostén
mecénico, metabdlico e idnico a los circuitos neales, la oligodendroglia

gue constituye a grandes rasgos las vainas aisldetenielina alrededor de
las prolongaciones neuronales, las células epenidisnaque revisten las

cavidades internas del sistema nervioso y la miague participa en la

inmunidad celular.

Segun las ultimas revisiones de la OMS [41, 42]tlorores del Sistema
Nervioso Central se clasifican segun las distiesgpes celulares de las que
proceden;

1. Tumores del tejido neuroepitelial
- Tumores astrociticos
- Tumores oligodendrogliales
- Tumores oligoastrociticos
- Tumores ependimarios y de plexos coroideos
- Otros tumores neuroepiteliales
- Tumores neuronales- neuronales gliales
- Tumores de la gladula pineal
- Tumores embrionarios

10
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2. Tumores de los nervios craneales y paraespinales
3. Tumores de las meninges

4. Linfomas y neoplasias hematopoyéticas

5. Tumores de las células germinales

6. Tumores de la regién sellar

7. Metéastasis

2.3.- Tumores embrionarios

Los tumores embrionarios constituyen un conjunto de neoplasias de
histogénesis y clasificacion aun controvertida, [48]. Clinicamente son
muy agresivos, suelen aparecer en la primera détmaldavida y comparten
las siguientes caracteristicas histoldgicas: smotes de célulagpequenas,
redondas y azulescon elevada celularidad, frecuentes mitosis w@neia
de necrosis tumoral al menos focal. Biolégicameni@s tumores
embrionarios tienen propensién a la diseminacifolaeningea y por el
neuroeje y mal pronostico[40, 43]. Proceden derdasformacion de las
células inmaduras o progenitoras del neuroepitglipueden presentar
diferenciacion fenotipica diversa o multipotenc{divergente neuronal-
glial)[45] .

Segun la dltima clasificacion de la OMS [41] tasnores embrionarios se
dividen en

- Meduloblastoma
- Tumor neurectodérmico primitivo (PNET) suprateiao
- Tumor rabdoide

El término PNET engloba a los tumores que proceden de las ciélsi

progenitoras primitivas del neuroepitelio, que comarten similares

rasgos histopatologicos y comportamiento clinico agsivo [41, 42]

Comprenden aproximadamente el 25% de los tumofdeSNIE en la edad
pediatrica [40].

11
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El meduloblastoma es dNET de fosa posterior (cerebelo y cuarto
ventriculo) y el mas frecuente de ellos (85%) B2,47]. Histologicamente
es indistinguible de los PNET supratentoriales. mdedo simplificado,
cuando un PNET se localiza en fosa posterior, lmodegnaremos
meduloblastoma.

12
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3.- MEDULOBLASTOMA

3.1.- Definiciéon

Segun el libro de la OMS de los tumores de el miateervioso central [41,
42] el meduloblastoma éan tumor embrionario del cerebelo, maligno e
invasivo, que aparece preferentemente en nifios, queuestra
predominantemente diferenciacién neuronal y tendém@ metastatizar y
diseminarse a través del liquido cefalorraquideo”.

3.2.- Epidemiologia

Es eltumor embrionario mas frecuente y el tumor malignode fosa
posterior mas frecuente en nifios [48]JEn Europa, representa el 15-20%
de los tumores del SNC en la infancia [40]. La edhedlia de la poblacion
infantil suele estar entre los 5 y 9 afios [49, B@]mayoria de los enfermos
de mas edad se suelen encontrar entre los 16 fjosOseéendo excepcional su
presentacion en edades mas avanzadas [51]. Swiépaein el periodo
neonatal es poco frecuente. La distribucion porosexresenta un claro
predominio masculino, en una proporcién que osmitae 1.7:1y 2:1 segun
las diferentes publicaciones [52].

3.3.- Etiologia y susceptibilidad genética
Su etiologia es desconocida.

Aunque no se han encontrado factores ambientaldaciaeados
directamente con este tumor Farwell y cols. observain aumento de la
incidencia de meduloblastomas entre los afios 196%-tjue se relacion6
con la exposicién intradtero Blapovavirus SV40presente en las vacunas
de la polio utilizadas en este periodo [53]. Pasterente se ha relacionado
el Poliomavirus JC en la génesis de esta neoplasia, ya que se haritales
del secuencias de DNA viral en los tumores y sedamostrado por
inmunohistoquimia la presencia del antigeno T (prateina viral) en las
muestras histoldgicas del meduloblastoma [54].

Ocasionalmente se desarrollan en el contextotdes malformaciones
congénitascomo malrotacién intestinal, onfalocele y extrofissical y el
sindrome de Coffin-Siris (retraso mental, retrasoctecimiento postnatal,
laxitud ligamentosa, braquidactilia del quinto demm ausencia del lecho

13
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ungueal [55]. Otros estudios sugieren que los fama# de los enfermos con
meduloblastoma tienen mayor riesgo de desarrditas aumores infantiles,
fundamentalmente leucemias y linfomas [56]. Satosuetrabajo sobre 154
tumores del sistema nervioso en neonatos, encohfé casos de
meduloblastoma asociados a malformaciones en sarfaagncefalicas [57].

La incidencia familiar de el meduloblastoma es muy baja y suelen ser
tumoresesporadicos,aunque también se han descrito en el contexto de
sindromes hereditarios: sindrome del Gorlin [58] [59] (carcinoma
basocelular nevoidesindrome de Turcot [60, 61] (poliposis intestinal
adenomatosa familiar) y pacientes con mutaciongsigales de el gen P53
[62]. De forma muy excepcional se ha asociadoNelarofibromatosis [63].

Se han realizado estudios en los genes alterados estos sindromes
hereditarios no existiendo suficiente evidencia compara implicarlos en

la patogenia del tumor.

3.4.- Histogénesis

Bailey y Cushing reconocen el meduloblastoma comtdad clinico
patolégica en 1925 considerando que estos tumoeeivabdan de los
“meduloblastos”, células embrionarias indiferenamdon capacidad de
proliferacion y diferenciacion a espongioblastageyroblastos [64]. Dichas
células precursoras no se han podido identificaraohente en posteriores
estudios neuroanatomicos del SNC [65]. La histogiénedel
meduloblastoma ha sido por ello tema de contravehgrante 75 afios y su
origen aun permanece sin resolver [66], ya que lererbelo no se ha
encontrado ningun tipo celular especifico que puatEnominarse
“meduloblasto” al que se pueda imputar su génesis.

Se postulan tres posibles hipoétesis;

1. En 1970, Kadin propuso la procedencia del médasboma a partir de la
capa decélulas granulares externa del cerebelf67] que persiste hasta el
final del primer afio de vida, ya que las célulak rdeduloblastoma son
histologicamente similares y con frecuencia se maseontinuidad entre los
agregados de células tumorales subpiales y lassrdstesta capa fetal.

2. La segunda hipotesis asume que el meduloblastsman PNET y por
tanto deriva de las célulastem pluripotenciales de la matriz
subependimaria con capacidad de diferenciaciononaury glial [68] . El
concepto de PNET implica que tanto el meduloblast@amo los PNET
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supratentoriales se originan de una célula precaursomuan, sin embargo y
como comentaremos mas adelante, a nivel citogenéticmolecular
muestran diferentes alteraciones, lo cual va etr@ale esta hipétesis.

3. Una tercera hipotesis propone que los medultbtespueden proceder

de mas de un tipo celulaf45]. En base a estudios de inmunorreactividad
en los tumores a la calbindina —D 28K (proteinagpartadora de calcio
asociada a las neuronas de la matriz ventricula)beta-tubulina clase llI,
se sugiere que los meduloblastomas de tipo clgsicoeden de la matriz
ventricular/velum medulare, mientras que los @ tdesmoplasico se
originan a partir de las células de la capa grarexterna del cerebelo [66,
69].

3.5. -Histopatologia

3.5.1 Macroscopia

Se localizan usualmente en el vérmis cerebelospareiéndose al IV
ventriculo, aunque algunos de ellos (sobre todiipel desmoplasico y en
edad adulta) pueden aparecer en los hemisferiog 4.1

Se trata de lesiones bien delimitadas, de consistdstanda y coloracion
gris rosada, friables y con necrosis e inclusotaewin. En la variante
desmoplasica la consistencia puede ser mas firraa. foca frecuencia
presentan calcificacion o hemorragia masiva.

3.5.2 Microscopia

Son neoplasias de alta densidad celular y elevamtticei mitético,
constituidas por células pequefias, redondas y szeke decir,células
pequefias, con muy escaso o nulo citoplasma vy linsiteelulares mal
definidos [42] . Los nucleos son hipercromaticos y caracteristcden
poseen una membrana irregular con forma angulaneide (figura 1). La
morfologia de las células neoplasicas permite @ifeiarlas de las células
granulares normales del cerebelo.
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Figura 1. Neoplasia de células pequefias redondas y azues c
escaso citoplasmay frecuentes mitosis (H-EX400

El meduloblastoma es una neoplasia que histolégineenmuestra con

frecuencia nicleos apoptoticos[70] que se reconocen en H-E como
pequefias masas compactas redondeadas y se codesspannecrosis

tumoral individual. La necrosis en pseudoempalizasl mas caracteristica
de los tumores gliales y se observa de modo inéreteu En casos muy
aislados existe cavitacion (tipica del astrocitgoiacitico), hemorragia o

calcificacion.

Aunque el meduloblastoma es un tumor histologicaenegresivo, por lo
general laproliferacion vascular no es muy llamativa a diferencia de los
gliomas de alto grado. El patrén vascular habiesatle vasos de pequefio
calibre y paredes finas (figura 2) observandosemely pocos casos la
hiperplasia vascular glomeruloide tipica de losmhs de alto grado [71]
[72].
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Figura 2: Patrén vascular tipico del meduloblastoma con vdsgsequefio
calibre y paredes finas (H-E 400 X)

El meduloblastoma es un tumor neuroepitelial indifeenciado con
capacidad de diferenciacion divergente neuronal-gll [45, 73]
mostrando heterogeneidad morfolégica e inmunofengtica.

La diferenciacion neuroblastica es la predominante e identificable
histologicamente si existen rosetas de Homer Wiigbtdenamiento radial

de las células alrededor de procesos fibrilare$. [Rdra vez se pueden
identificar células ganglionares maduras intratuates [66].

La valoracion morfologica de ldiferenciacion glial es mas compleja [75,
76]. El estudio inmunohistoquimico es de utilidadgponer de manifiesto
la presencia de diferenciacion hacia una u otrarpestaunque debe
interpretarse con cautela [77].

Segun el dltimo libro de la OMS de Tumores dete®igm Nervioso [41, 42]
histolégicamente se contemplan las siguientes Masa

-Clasico

Es la variedad mas frecuente. [41, 42] Son tumares/ celulares
constituidos por células pequefias, indiferenciadiapuestas en sabana con
nucleos densos, hipercromaticos, redondos o ahgmilg con tendencia a
amoldarse. La arquitectura puede ser fasciculatiscoetamente fusocelular
y los nucleos se disponen en pseudorrosetas paunlaass o empalizadas. El
estroma es escaso, con aislados vasos pequefuas sios hiperplasicos ni
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glomeruloides. Muestra permeacion difusa del pariéng en vecindad con
extension subaracnoidea y penetracion por espsghysales.

-Desmoplésico

Aunque también puede aparecer en nifios y en léidacen habitual, es la
variante mas frecuente en la edad adulta y deitacabn en hemisferios y
tiene mejor prondstico. Macroscopicamente es dsist@mcia mas firme ya
gue posee un estroma colagenizado que delimitaélatas tumorales en
nédulos. Esta reaccion del estroma se ha integmetaomo reaccién
mesenquimal de defensa de las leptomeninges artaepeién tumoral.
Histol6gicamente presenta un patron micronodula euerda al ganglio
linfatico con hiperplasia folicular (figura 3) nteendo patrén bifasico que
alterna sabanas de alta densidad celular e isldslapacentrales
hipocelulares [78](figura 4) y con ausencia denaaeticulinica [70, 74,
79].

Figuras 3 y 4:Imagen panoramica del patrén micronodular car&tteoi
del tipo desmopléasico (H-E 25 x) con alternancaeth densidad celular
con formacion de islas palidas (H-E 200 x).

Las células en las islas palidas son monomorfaseptan matriz fibrilar

entre ellas y muestran inmunorreactividad paraofgamentos y tubulina

neuronal [66]. Los meduloblastomas que muestracagmente incremento
de colageno y trama reticulinica sin patrén nadntase incluyen en esta
variante histolégica.

-Células grandes

Son muy infrecuentes y de curso clinico muy ageedistan constituidos
por células grandes, poligonales, de citoplasmaéfile con tendencia a
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amoldarse y nucleos vesiculosos de prominente olaclgl indice mitotico
es muy elevado y existe amplia necrosis tumorauAds autores clasifican
los meduloblastomas emanaplasicos y no anaplasicos en las series
publicadas [80] considerandose en las Ultimas faasiones al
meduloblastoma anaplasico como un tipo histolégictependiente [41].
Esta descrita en la literatura inmunorreactivigathP53en relacidn a este
tipo histolégico [81]. Es el de peor prondsticolgumos autores defienden
que la anaplasia es el rasgo histolégico con magior prondstico en este
tumor [82, 83].

-Meduloblastoma con extensa nodularidad y diferenc@én neuronal
avanzada(también llamado neuroblastoma cerebelar)

Se presenta en menores de tres afos y es un temgratron histolégico
nodular prominente. Las células en los nédulos goiformes y estan
inmersas en matriz fibrilar recordando a las céldl@l neurocitoma central.
También se pueden observar células ganglionaresramyg ocasionalmente
desarrollan maduracién en este sentido por lo quehan llegado a
considerar un grupo histopatoldgico diferente ].[84

-Otras variantes histologicas incluyen tumores ddarenciacion a
musculo estriadqdMedulomioblastoma), tumores con acumulo de
lipidos (Medulocitoma) y raras formas papilares y pigmentadas
(Melanocitico) e incluso puede aparecer diferenciacion condroide,
lipoblastica o adipocitica.

3.6.- Inmunohistoquimia

El estudio inmunohistoquimico es de utilidad diagiimad y para determinar
la presencia de posible diferenciacion (neuronabgén el tumor [45, 69,
73, 85, 86].

3.6.1. —Sinaptofisina
Es un marcador de diferenciacion neuronal siend@ath@® en tumores
gliales vy mesenquimales. El meduloblastoma muestra

inmunorreactividad de modo caracteristico, siendyanla intensidad
en los nodulos y rosetas neuroblasticas [80] [78, 8
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3.6.2.-Proteinas de filamentos intermedios (FI)

1. Nestina: marcador de células precursoras del SNC que se
expresa en las células progenitoras del neuroipitetante
la embriogénesis y que se negativiza en el cursdade
gestacion [85]. Esta descrita positividad a la inasen
diversos tumores cerebrales [88] (meduloblastoma,
astrocitoma, glioblastoma multiforme, ependimonta) et

2. Vimentina Es un Fl intensamente positivo en el
meduloblastoma [48] [86].

3. Proteina gliofibrilar acida (GFAP): Su expresion esta
restringida a los astrocitos. Es el marcador consimen
empleado para poner de manifiesto la difrenciagi@i en
una neoplasia [74, 89]. La mayoria de los medutbiaas
muestran positividad focal para GFAP[48, 86]. Aumqu
algunos estudios plantean la posibilidad de queate de
astrocitos atrapados, también se ha observadaviutesit en
las metéstasis de meduloblastomas tanto en eklisico
como en el desmoplasico [90] [76], lo cual pone de
manifiesto areas de diferenciacion glial en estplasias
[75].

4. Neurofilamentos (NF) son indicadores especificos de
diferenciacion neuronal y su expresion en el
meduloblastoma se ha utilizado para identificaruleél
tumorales con dicha diferenciacion [85, 91, 92]. &n
meduloblastoma  desmoplasico es caracteristica la
positividad intensa en lagslas palidas [66] que se
corresponden a areas de diferenciacion neuronabstante

en algunos casos de meduloblastomas con rasgos
histolégicos de diferenciacion en este sentidxpaesion de
neurofilamentos no se observa o es focal [86, 93].

3.6.3. -P53
En las células en condiciones normales el nivePei8 es bajo, sin

embargo, la mutacién del gen que codifica estaeprat produce una
acumulo de la proteina mutante, con mayor vida angdjue puede ser
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detectada por medios inmunohistoquimicos, aunquee denerse en
cuenta que fendmenos epigenéticos puede condudiiéna al acimulo
de esta proteina. Esta descrita por diversos eautteraciones en la
expresion inmunohistoquimica de P53 [94, 95] consilpes
implicaciones pronodsticas [81] [96]. Eberhart refieen un estudio
expresion inmunohistoquimica para P53 mas débival de las islas
péilidas del tipo histolégico desmoplasico y de amaptensidad en la
periferia de las mismas [70].

3.6.4. -Bcl-2

El proto-oncogen Bcl-2 regula la apoptosis. Se esqr
inmunohistoquimicamente en el 30% de los medultdiess. Esta
descrito que tumores con expresion de Bcl-2 muestrasgos
histolégicos de diferenciacion neuronal [97].

3.6.5. -Otros anticuerpos: proteina S-100, enolasamoléculas de
adhesion neural (NCAM), proteinas de células fotoeceptoras,
factor de crecimiento neural (NGF) muestran positildad variable
en esta neoplasif8, 75, 86, 93]

3.6.6.- Ki 67 (MIB-1)

Es un marcador de proliferacion celular que seasgen las células de
todas las fases del ciclo celular excepto en Gt &sticuerpo permite
determinar la fraccion de crecimiento del tumoag@ion de células que
expresan Ki67) [98].

3.7.- Microscopia Electrénica

En las areas de diferenciacion neuroblastica [@8]ccrosetas o islas palidas
se identifican expansiones citoplasmicas neutki placas de adhesion
[100]. No se observan vesiculas electrodensasnapsis. En las areas de
diferenciacion glial se observan abundantes fildaoseimtermedios. En las
zonas indiferenciadas no existen rasgos ultragatales especificos [101].
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3.8.- Clinica y comportamiento biologico

Los signos y sintomas mas precoces y frecuentedosoderivados del
aumento de presion intracraneal a causa de lauabgin del IV ventriculo
[102] ; cefalea, vomitos, letargia y edema de patbsteriormente aparecen
sintomas mas caracteristicos derivados de la pralpéaacion cerebelar
(ataxia y dificultad de la prension de objetos)eola afectacion de pares
craneales y extension a tronco cerebral.

El curso bioldgico del meduloblastoma es la disawidn por el liquido
cefalorraquideo al espacio subaracnoideo espinstiereas craneales y
ventriculos cerebrales [103]. Las metastasis emisaaparecen entre el 20 y
30 % de los casos siendo las supratentorialessitatituales.

El meduloblastoma es el tumor del SNC con mayadercia demetastasis
extraneurales [104]. La mas frecuente es la 6sea con predominio del
esqueleto axial [105]. Le siguen en frecuencia statés ganglionares, en
partes blandas y visceras. Suelen aparecer ere@rimeros afios tras el
diagnéstico y en su patogenia esta relacionadairlmia y el uso de
procedimientos derivativos [106] [107] [108].

3.9.- Diagndstico

-TAC: Es el método de imagen mas empleado para el @itiga inicial
[109]. Las caracteristicas radioldgicas descritasdiversos autores definen
el meduloblastoma como una masa bien definida, rdligeuada
previamente a la administracion de contraste y captacién difusa
homogénea tras el mismo que suele asociar edemikespmal e
hidrocefalia. La mayoria se sitian en el vermisimednferior [110].

-RMN: Determina con mas precision la extensién del tumaarelacién con

estructuras vecinas y su diseminacion [111-113]. IBa imagenes
ponderadas en T1 el tumor se muestra como unahi@satensay en T2 la
intensidad de sefal es variable al igual que ltaca&m de contraste. (figura
5).
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Figura 5: Imagen de RMN en T1 en la que se observa tumoramguién
afecta a vermis y hemisferio cerebeloso izquierdo.

3.10.- Diagnosticos diferenciales

Se establece en primer lugar con otros tumoresadéoda posterior,
fundamentalmente astrocitoma cerebeloso y ependan@entro de las
patologias no tumorales se puede plantear diagodstiferencial con
absceso cerebral y encefalitis e infarto cerebral.

3.11.- Estadiaje

Chang en 1969 disefié un sistema de estadiaje pamseduloblastoma
adaptando la clasificacion TNM a estos tumores hja sido aceptado
universalmente, alin permanece vigente y figurantiragacion.

T1: Tumor de diametro menor de 3 cm. limitado a Isigidn tipica
de la linea media en la vermis, el techo del 4%ri@ro y con menor
fecuencia a los hemisferios cerebrales.

T2: Tumor de didmetro mayor de 3 cm. que invade algstractura
adyacente o que obtura parcialmente el 4° ventxicul

T3a: Tumor que invade dos estructuras adyacentes oobjuea
totalmente el 4° ventriculo con extensién en ekdaato de Silvio,
el agujero de Magendie o el agujero de Luschkadymiendo una
marcada hidrocefalia interna.
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T3b: Tumor que se origina en el suelo del 4° ventioum el tronco
del encéfalo llenando el 4° ventriculo.

T4: Tumor que se extiende a través del Acueductadlde &acia el
3 ventriculo del cerebro medio o hacia la partesopde la médula
espinal.

MO: No hay evidencia de metéstasis.

M1: Presencia de células tumorales en el liquido @etajuideo.
M2: Presencia de nédulos en el cerebro, espacio auimdeo
cerebral, 3 ventriculo o vetriculos laterales.

M3: Presencia de nédulos en el espacio subaracnagatmée

M4: Metéastasis extraneuroaxial.

3.12.- Factores prondsticos:

1. Edad: para un gran nimero de autores los pacientes eonmedad
(menores de tres afios) presentan un comportamiems
desfavorable [114] aunque no existe unanimida@gspecto ya que
otros autores no han encontrado relacion entre gdagbndstico
[115] [116].

2. Extension tumoral: la presencia de diseminacion (células tumorales
en LCR, siembra nodular en cerebelo, espacio scbaideo o
espinal y metastasis extraneurales) es el factonggtico mas
determinante y consensuado por diversos autor&$.[11

3. Tipo histolégico: el meduloblastoma degpo desmoplésicoes el
gue presenta mayor supervivencia en la mayoridasleseries
estudiadas [118, 119]. En una serie de medulobest@orextensa
nodularidad, también se ha referido mejor supervivencia nedati
Por el contrario el meduloblastoma variante de laglgrandes
(anaplasico) es el que presenta comportamientoicelimas
agresivo. La presencia de hiperplasia vasculacrose tumoral y
elevado indice de proliferacion celular se relaaiorcon peor
pronéstico. Ladiferenciacion celular en estos tumores ha sido
propésito de estudio de numerosos trabajos aun@ye ploco
acuerdo sobre su significacion prondstica. Alguaosores han
observado mejores supervivencias en tumores imdiféados [52]
[120], otros mantienen que la presencia de diféaein o
positividad para GFAP es un factor de buen prood$fi21] y otros
grupos de trabajo defienden lo contrario existieaddercer grupo
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4.

5.

6.

de autores no encuentran significacion pronostiesta respecto
[122].

Contenido de DNA: esta descrito en el meduloblastoma que los
tumores aneuploides tienen mejor prondstico [123igaal que
ocurre en el neuroblastoma. Esto difiere del cotcegeneral de
otras neoplasias, sobre todo en adultos, en losuggle obtenerse
mejor resultado en los tumores diploides.

Como se comentara mas adelante, el meduloblasymesenta
alteraciones de modo caracteristico en el brazo dor del
cromosoma 17. Diversos estudios evaluan la pérdida de
heterocigosis (LOH) en 17p como factor prondstion aesultados
controvertidos. Algunos trabajos muestran corrélaeintre LOH en
17p y peor respuesta al tratamiento [124] y supgendgias cortas,
mientras que otros investigadores no muestranioelantre estos
dos parametros [125, 126].

Amplificacion de MYC: Algunos estudios muestran que los
meduloblastomas con amplificacion de C-MYC [127]erfin
resistentes al tratamiento y mostraron peores gipecias. [46, 83,
128]

3.13.- Tratamiento

1.

2.

3.

-Cirugia: La cirugia es el primer paso en la estrategaptastica del
meduloblastoma [129] ya que permite confirmar elgdbstico y
resuelve la hipertension intracraneal [130].

-Radioterapia: Se irradia segun los casos, todo el cerebrojsaqu
fosa posterior [131]. Supone un incremento notabk la
supervivencia [132] [133] .

-Quimioterapia: Las principales drogas utilizadas son inhibidores
mitético y agentes alquilantes. Las pautas del amngnto
quimiotergpico son complejas y no son el propddéb presente
trabajo por lo que no entraremos ellas.

3.14.- Supervivencia

La supervivencia obtenida en este tumor ha ido rae@o a lo largo del
tiempo aunque aun no se han obtenido los buenadtadss de otros
tumores infantiles. Entre los afos 40-60 las tdsasupervivencia eran muy
bajas (4-31%) [134] y aunque han aumentado privgr@ente gracias a las
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mejoras de los procedimientos quirurgicos y detasés y la incorporacion
de quimioterapia y radioterapia al tratamientolaeactualidad las cifras de
supervivencia a los 5 afios oscilan entre 40-60%idisyendo hasta un 20%
a los 10 afios en los casos desfavorables [135].[136
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4.-ALTERACIONES GENETICAS DESCRITAS EN
MEDULOBLASTOMA; POSIBLE GEN SUPRESOR
DE TUMORES EN 17p.

4.1.-Alteraciones citogenéticas

La localizacion regional de los genes implicados lenformacion y
progresion de tumores comienza con los estudiogariieticos. Una vez se
ha encontrado una alteracién de forma repetitivaredeterminado tipo de
tumor, se considera que la region cromosomica aagi debe albergar
algn gen importante en la oncogénesis. Las alter@s que implican
ganancia de material se consideran indicativaa gedsencia de oncogenes,
mientras que las pérdidas de material cromoséneic@ssideran indicativas
de la presencia de genes supresores de tumorest®eodolos estudios
citogenéticos ponen de manifiesto los puntos delrgena hacia los que
deben dirigirse los estudios molecularey son cruciales a la hora de
abordar el andlisis genético de una determinadplase.

Los estudios citogenéticos del meduloblastoma maresjue la mayoria de
estos tumores tiene lineas celulares diploidesgurtambién se han
descrito algunos casos con lineas triploides apkiides. La mayoria de los
meduloblastomas presentan reordenamientos cromos®neistructurales,
siendomuy frecuentes las alteraciones del cromosoma 136, 137-143]
normalmente como umsocromosoma 17q[138, 139, 144, 145]. Esta
alteracion supone la pérdida de material genéteedod brazos cortos del
cromosoma 17 y la duplicacién de los brazos largos

Los hallazgos citogenéticos mas caracteristicoslasn diversas series
estudiadas [137, 138, 140, 146] pueden resum@da siguiente manera:

1.-Un buen nuimero de casos presenta cariotipos akesmaunque dicha
proporcion es muy variable segun las series estadjamientras que la
mayoria de los restantes presentan cariotipos muunplejos,
frecuentemente poliploides, con numerosas altamasidanto numeéricas
como estructurales, que en conjunto implican a toakis los cromosomas,
siendo muy escasos los que presentan alteraciongles.
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2.-La alteracién que se encuentra con mas frecaemciodas las series es el
isocromosoma 17q(i17q) [141] [147] [35], aunque las proporciones
también son variables (12-57%). Aunque el i17q lesnecanismo mas
frecuente de pérdida de 17p en meduloblastomangreqguefio porcentaje
de los casos, existe pérdida completa o parcialgle@mo consecuencia de
deleccion intersticial, traslocacién balanceadeooesomia del 17. [142].

3.-La siguiente alteracion méas prevalente implitacremosoma 1, con
deleciones y traslocaciones desequilibradas qudaafel brazo corto (1p)
[137].

4.-La pérdida de un cromosoma 22 como Unica altarae encuentra con
bastante frecuencia; incluso algunos autores [1d@jieren que la
monosomia del 22 se asocia al tumor rabdoide.

5.-Otras alteraciones descritas, aunque de fornrmasnepetitiva implican a
las regiones cromosomicas 6q, 99, 11p y 11q [30].

Algunos autores consideran la presencia de un )i(togno un factor
pronédstico desfavorable [124] [149], aunque ensadexies los resultados no
muestran relacion con la supervivencia [126] ousalse asocian a mejor
pronéstico.
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4.2.- Alteraciones moleculares, estudios de pérdidde
heterocigosis (LOH)

Estudios citogenéticos y moleculares de estos turesr presentan con
frecuencia (entre 15-50%) y de manera caracterist& pérdida de
material genético en el brazo corto del cromosonier (17p), por lo que
Se supone existe un gen o genes en esta region qiraida podria estar
implicada en el desarrollo del tumor15, 31, 33, 37, 142, 150-153].

El estudio de las pérdidas de 17p en meduloblastoeiaanalisis de la
extensién de las mismas y la delimitacion de ladregninima de pérdida,
han sido objetivo comlUn de diversos grupos invadtiges bien con
marcadores del tipo RFLReStriction fragment length polymorphism
mediante analisis con microsatélites [29]. Sin engipala puesta en comun
de los resultados obtenidos por los diversos grpientea dificultades. Por
una parte, el hecho de que los marcadores policadrfutilizados por
distintos grupos no son siempre los mismos, y pia parte, la falta de
integracion en su dia de los diversos mapas geséyida discordancia en
cuanto a la posicion relativa de algunos marcaddiisulta esta tarea.

La frecuencia de pérdida de heterocigosis (LOH) en 17paria en las
distintas series revisadasLos primeros estudios de LOH localizaron la
region de pérdida en 17p12-p13.1 [35]y 17pll@&r7[154]. Dado que el
gen TP53 est4 localizado en esta region cromosémica seidmdsen un
principio que podria ser el gen responsable. Sitbagego, y como se
comenta posteriormente en este trabajo, dicho gemasdescartado en la
actualidad como posible candidato. Por una pasanutaciones en este gen
son muy poco frecuentes [47, 62, 155, 156]. Enm#glugar, estudios de
localizacion por delecion han mostrado que la megibds pequefia
frecuentemente delecionada en meduloblastoma <@stada cerca del
telomero, en la banda p13.3, distal a la local@aaromosdmica del gen
TP53 [33, 37].

El isocromosoma 17qse ha demostrado también con la técnica de
Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH) [157-159]. Estudios de
Hibridacion Gendmica Comparada (CGH)ponen de manifiesto un mayor
grado de desequilibrios gendmicos de los esperai@sdo las ganancias
mas frecuentes que las pérdidas [160-162]. Seromnfgue la pérdida de
17p con ganancia en 17q es la alteracion mas fnez(#43, 163], también
se observan con frecuencia pérdidas en cromosoméd1@o) y 11 (41%) y
ganancias del cromosoma 7 (44%). También se heridesnediante
analisis con CHG@mplificacion de MYC hasta en el 20% de los casos [46].
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4.3. — Regidén minima de pérdida

El presente trabajo continGa una linea de investigadn sobre tumores
pediatricos del Sistema Nervioso Central. Se dispende una serie
muestras de sangre periférica y tumor de 16 medudastomas en los
gue se ha estudiado LOH mediante microsatélites praamente,
constatdndose LOH en 17p en un 54% de los medulabtomas La
region minima comudn a todos los casos con pérdida auestra serie se
localiz6é a nivel subtelomérico en 17p (13.3) en iitervalo D17S849 —
17pter [36] (figura 6) (Tesis Doctoral de Carmen Orellan&lonso
“Implicacién del cromosoma 17, de las regiones asdmicas 1p y 10q, y
de los genes TP 53 y Nmyc en el desarrollo dedowmtes infantiles del
sistema nervioso” Valencia 1999).

Esta region ocupa aproximadamente 2400 Kb. En ehento de inciarse
este trabajo (Mayo 2000), atendiendo a la base alesddel NCBI, se
localizaban en la region candidata una serie deegggn secuencias
codificantes que se valoraron para el presenteliestiDe estos genes no se
conocia en todos su funcién aunque si el mMRNA gpeesan.

4.4.- Genes de la region

La primera aproximacion para la localizacion deposible gen supresor de
tumores implicado en el meduloblastoma, consistiéeke estudio de la
region minima de pérdida y de los genes localizaden la misma.En
nuestro caso, la region se situd en la zona subéloa del brazo corto del
cromosoma 17 (17p13.3)36]. En dicha region cromosOmica existen
diversos posibles genes candidatos debido a suofyntocalizacion u
homologia con otros genes conocidos [153]. En timgy paso se procedid
al andlisis de la informacién disponible en lasesage datos y en la
bibliografia. Algunos de ellos ya habian sido éistdos previamente por
otros autores e incluso descartados como genegssups de tumores
implicados en el meduloblastoma.

Se descartaron de entrada los siguientes gena®gqiMos que pasamos a
detallar a continuacion:

-El gen LIS1 (Lisencefalia tipo ) fue estudiado por Koch en 1996 [37] en

una serie de 35 meduloblastomas de los que 16anostt OH en 17 p13.3.
El estudio de expresion de ARNm de dicho gen meeliRT-PCR descartd
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su implicacién en el tumor. Pietsch en 1997 andéiggérdidas alélicas con
microsatélites en una serie de 27 casos encontia@#iben 17p13.3 en el
47% de los tumores y excluyendo a dicho gen corsibfmcandidato [31].

-El gen TP 53localizado en esta region, en un principio se icdemé un gen
supresor candidato, pero diversas lineas experatesnban descartado esta
hipétesis, ya que las mutaciones de este gen spipoao frecuentes incluso
en los casos con pérdida de heterocigosis [47, 156]. Ademas, los
estudios de localizacion por delecion han mostrqde la region mas
pequefia frecuentemente delecionada en meduloblastesti localizada
distalmente a la localizacion cromosémica de este[83].

-El gen ABR (Active BCR related) propuesto en 1994 por Mc Donald
como posible gen candidato, es descartado postemte [32] al quedar
fuera de la region minima de pérdida. En este dltiabajo se propone a los
genesDPH1 e HIC-1 (hipermetilated in human cancer)como posibles
genes supresores implicados en meduloblastoma 1640,

-El RPH3AL (rabphilin-3A-like) también localizado en la region es un gen
implicado en la regulacion de la exocitosis endacly estd descrita en la
literatura ausencia de mutaciones por secuenciaiama serie de 33 casos
de meduloblastoma [165].

Con posterioridad al presente trabajo se han eahlizstudios de otros
genes en esta region y en otras regiones cromoa®nigie seran
comentados en la discusion.
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Figura 6: Imagen esquematica del cromosoma 17 en la quecsergra sefiala da
la region minima de pérdida de localizacion samtérica en 17p (13.3).
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

Diversos estudios moleculares sobre meduloblasttiena demostrado
pérdida de heterocigosis (LOH) en el brazo corlocdeamosoma 17 en un
35- 50% de los casos, segun las seH#es.sugiere la existencia de un gen
supresor de tumores localizado en 17p con una imp@ncia significativa
en la génesis o progresion del tumor.

Proponemos el estudio en las células tumoralesR8&\ mensajero de
genes localizados en la region candidata paraarasor expresion y con ello
su posible implicacién en la patogenia del medalstama. La ausencia de
expresion, o una expresion anémala, nos condudirdlécar dicho gen en
la etiopatogenia del tumor. Hay que considerar @demue muchas
mutaciones deletéreas (mutaciones de parada, moéscique alteran el
procesamiento del RNA, microdeleciones, microiniggrss) causan
indirectamente una pérdida de expresion del gem. &P contrario, la
expresion normal de estos genes en el meduloblaste® conduciria a la
bdsqueda de nuevos genes en esta region.
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lll. OBJETIVOS

El presente trabajo se realizd entre los afios 2002-a partir de una serie
de muestras de sangre periférica y tumor de 16 lolgldstomas. En estos
tumores se habia estudiado previamente las abbeexide 17p mediante
pérdida de heterocigosis con microsatélites y &staiw la region minima

comun de pérdida [36]. Mediante el presente estsélipretende continuar
esta linea de investigacion sobre tumores pedidtiel Sistema Nervioso
asumiendo la hipotesis de trabajo mencionada.

En concreto, el objetivo Ultimo consiste en la idgificacion de un posible
gen supresor de tumores localizado en el brazo cortlel cromosoma 17
implicado en la etiopatogenia del meduloblastoma, ediante el estudio
del mRNA de los genes ubicados en la region candtdadefinida
previamente mediante estudios de pérdida de hetargosis. Para ello,
se pretende valorar:

-Estudio de posibles cambios expresion de genedaaulos en la

region candidata en meduloblastomas.

-En aquellos casos que se observe una expresiéreedtia de uno

0 varios genes en los tumores, identificar las caas de ausencia

de expresion (mutaciones, metilacion).

-Ademas se ha realizado un estudio retrospectivo déas

caracteristicas histolégicas de los tumores de large y estudio

inmunohistoquimico en los mismos de Ki67, P53,

Neurofilamentos y Proteina Gliofibrilar Acida (PGFAP).
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V. MATERIAL Y METODOS

1.- MUESTRAS DE TUMOR

1.1. Obtencion de las muestras

Para la realizacion del presente trabajo se hdizadtd 16 muestras

tumorales de meduloblastoma procedentes del Bamdauhores Infantiles

del Hospital Universitario La Fe.

Las muestras tumorales se obtuvieron en la may®idos casos de la
biopsia excisional en el quiréfano de Neurocirugiendo trasladadas de
forma inmediata y en fresco al departamento de gknit Patologica en un
contenedor estéril. Todas los especimenes fuerbidlamente clasificados
e identificados para su posterior localizacioncpsado y utilizacion en los
diferentes procesos del presente estudio.

Las muestras se recogieron atendiendo a las stgai#gecomendaciones
establecidas para el almacenaje de tejidos en balectumores [166]:

- No interferir con el diagnéstico anatomopatolégifenotipico o
molecular. Es decir, sélo se almacend el exced#mtejido no
necesario para el correcto diagndstico y analigisfattores
pronosticos en el tumor.

- Latoma de la muestra para su almacenaje sedgair parte de
personal especializado. En nuestro caso, el anatdiogo
encargado del posterior diagnéstico fue el encargdel la
seleccion, separacion y congelacion del tejido.

- Latoma se realizé garantizando la futura utiiaga del mismo.

Las pautas de actuacion dispuestas por el bancturderes son las
siguientes.

1.1.1 Traslado del tejido tumoral

La rapidez en el traslado del tejido tumoral y sdgesado previo a la
congelacion es de vital importancia para la adexueshservacién del
mismo. El tiempo entre la cirugia y el almacenamaiele la muestra no debe
ser superior a los 30 minutos, preferentementenpdeatura y condiciones
gue eviten la degradacién del RNA. La calidad dentestras depende en
gran medida de la rapidez y la forma de obtenciasi como el
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procesamiento y el tipo de transporte hasta el dale tumores. Estas
variables son especialmente importantes si segar@titener ARN a partir
del tejido tumoral. Las muestras tumorales son sprartadas en un
contenedor estéril al departamento de patologiagdel@! patélogo separa
una pequefia porcién para congelar y le resto pasaptocedimientos
diagnésticos estandar.

1.1.2  Preservaciordel tejido

Para la preservacion del tejido se utiliza nitr@géquido a -160 ° C para
evitar la formacién de cristales y posteriormente sonservan
adecuadamente identificados en congelador a -80E%¥f: congelador
dispone de dispositivo de alarma para garantizgsréservacion de las
muestras.

1.2.-Base de datos

Todos los casos se centralizan en la Unidad de I@gieoPediatrica donde
ademas se registran los siguientes datos; nongmtga fde nacimiento, fecha
de diagndstico, codigo de biopsia y SNOMED, tipo rdeestra (tumor,
médula 6sea, LCR,.) y fecha de obtencién, numeeo registro y
localizacion en frigorifico y caja). Estos datospgecesan en una base de
datos Excell y tienen un acceso restringido seguley de Proteccion Oficial
de Datos.

1.3.- Aspectos éticos
En el consentimiento informado de la cirugia selafiaa clausula segun la

cual el enfermo o sus familiares es conocedor @esgu‘tejido o material
bioldgico” puede ser utilizado para investigacion.
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2.- DESCRIPCION DE LA SERIE

El presente estudio incluye un total de casos pediatricos de
meduloblastoma Todos los pacientes fueron ingresados y tratatosl|
Servicio de Oncologia Pediatrica del Hospital Ursitario La Fe de
Valencia entre los afios 1992- 2000. El diagnésdicatomopatoldgico se
realiz6 en el servicio de Anatomia Patologica de kespital.

Hay que afiadir 4 casos en los que Unicamente gmniés de DNA
gendémico, no quedando muestra tumoral para lazeeadin de estudios de
expresion. Este material fue utilizado para eldistde PCR en condiciones
semicuantitativas.

Todos los casos han sido tratados siguiendo ldsquims terapéuticos de la
SIOP (nternacional Society of Paediatric Oncolggy han sido
centralizados en la Unidad de Oncologia Pediétrica.

De todos ellos se ha realizado estudio de paraméistoldgicos, estudio
inmunohistoquimico y recogida de datos clinicos.

2.1.- Histopatologia

El diagnéstico histoldgico se realizé tras la egirelel tumor en todos los
casos. Una vez realizada la revision macroscof@sapiezas quirirgicas se
fijaron en formol y tras el tallado se incluyerant@oques de parafina.

Se ha utilizado el material de archivo del servi@e realizaron nuevos
cortes histoldgicos de todos los bloques. De catase realizaron 5 cortes
de 5 micras. Una de ellas se tifi6 con hematoxédwsina (H-E) segun el
protocolo rutinario de tincion utilizado en el seiw de Anatomia
Patoldgica y los cortes restantes han sido utiigghra inmunohistoquimia.

Los casos han sido diagnosticados segun los ostemicroscopicos
convencionales para el diagndstico de meduloblastomdemas se
evaluaron los siguientes parametros histoldgicos.

-tipo histolégico

-hiperplasia vascular
presente
ausente
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-necrosis tumoral
leve; focos de necrosis que interesan menos del @&8%
volumen tumoral
moderada; necrosis que afecta al 25-50% deloteji
intensa; si interesa a mas del 50% del volumenotaim

2.2.- Estudio inmunohistoquimico

Las restantes preparaciones fueron utilizadas pageatudio

inmunohistoquimico para Proteina Gliofibrilar Aazid(PGFAP) vy

Neurofilamentos con el fin de analizar diferen@acneuronal y/o glial en
estas neoplasias. También se determind el indipeatiteracion celular con
analisis de Ki67 y se estudiaron inmunohistoguamiente alteraciones en
P53.

Se han utilizado para el estudio anticuerpos mono policlonales

comercializados con el objetivo de obtener resaokadontrastados y
homologados.

2.2.1.- PGFAP(Proteina Gliofibrilar Acida, Dako corporation)

La proteina gliofibrilar acida es uno de los cinipos principales de

flamentos intermedios citoplasmaticos. Se encaeriresente en los
astrocitos, células ependimarias y oligodendroctsm normales, reactivos
0 neoplasicos. El anticuerpo utilizado es de tmmoclonal de raton (IgG1,

kappa).

2.2.2.- NFP(Proteina del neurofilamento, Dako corporation)

Los neurofilamentos constituyen el filamento intedio de las neuronas y
de sus prolongaciones y se expresan en tumoresighs meuronal o que
presentan diferenciacibn neuronal, tales como elraidastoma,
meduloblastoma y retinoblastoma entre otros. Etaetpo monoclonal de
raton (IgG1, kappa) reacciona con componentes &D79 200 KD que se
encuentran presentes en las tres subunidades eptddiicas que forman
parte de los neurofilamentos.

2.2.3.- Ki-67(Dako corporation)

Para su determinacion se utiliza un anticuerpo mional (IgG1l, Kappa)
MIB-1 de raton el cual se dirige contra el antigewalear nativo (Ki-67)
expresado Unicamente por las células proliferanieste antigeno se
corresponde a una proteina nuclear no histona guex@esa en las fases
G1, G2, My S del ciclo celular.
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2.2.4.- P53Dako corporation).

Se ha utilizado una anticuerpo monoclonal (IgGlppé&a de raton el cual
marca un epitopo en la fraccion N-terminal de latgina P-53 humana. El
anticuerpo reacciona conjuntamente con la fracs@waje y mutante de la
P-53 humana.

2.2.5.- Andlisis de los datos inunohistoquimicos
Presencia o ausencia de células positivas paraifesentes anticuerpos
empleados clasificados como positivos 0 negativos.

Valoracion de la intensidad de células positivas:
1. Minima positividad: cuando existen células pea# de forma
ocasional.
2. Ligera positividad: cuando existen en 10-35%sélalas positivas
(+).
3. Moderada positividad: cuando el porcentaje dela® positivas
oscila entre 35y el 75% (+ +)
4. Intensa positividad: cuando la densidad de aglpbsitivas oscila
entre 75-100% (+ + +).

Unicamente se valoraron como positivas aquellasioiies visibles en
células con nudcleo tumoral (hipercromatico grandelgomorfico). Se
descartan las tinciones en prolongaciones citodtisas en las que el
ndcleo no era tumoral o0 no estaba presente.

2.2.6.- Realizacion de la técnica
Las técnicas inmunohistoquimicas se realizaron aetinmunotefiidor
(Dako) segun el procedimiento de rutina del seovici

2.3.-Parametros clinicos

La revision de datos clinicos se llevo a cabo nmdiael estudio
retrospectivo de las historias de los enfermosevgduaron los siguientes
parametros.

-edad

-Sexo
-localizacion
-estadio
-riesgo
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Descripcion de las variables:

-Para la clasificacion poestadios se ha empleado el estadiaje
propuesto por Chang que hemos descrito anterioement el
apartado 3.11 de la introduccién.

-Los grupos de riesgo se dividen iesgo estandar y alto riesgo
Desde un punto de vista practico, los tumores elgyo alto son los
gue presentan alguna de estas caracteristicas;focaiiiad,
diseminacién por LCR, reseccidn quirdrgica incorgple

Riesgo Estandar Alto riesgo

Edad mayor 2-3 afios Edad menor 2 afios
Cirugia completa o casi completa Reseccion incetapl
T1-T3a T3b-T4, afectacion tronco
MO M1-M3
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3.- EXTRACCION DE ADN

El objetivo de una extraccion de DNAes la obtendéra méxima cantidad
posible sin menoscabo de una buena calidad. Lasicééc utilizadas
actualmente son relativamente sencillas y en lasnag es necesario evitar
toda destruccion enzimatica o mecanica de los &cidmleicos, ya que
aunque son estables en la célula intacta llegaer angy vulnerables a la
digestidn por las nucleasas enddgenas una veaagdédula es lisada.

El método de eleccion para la extraccidn en nuesism consistio en el
protocolo clasico de lisis mediante Proteinasa ld posterior purificacién
mediante Fenol/Cloroformo. A continuacién pasamos dascribir

detalladamente cada uno de los pasos utilizados.

3.1.- Toma de la muestra

Un pequerio fragmento de tejido tumoral congelagosskparado de la pieza
principal. La toma de la muestra se produjo ena#maara de flujo laminar
para garantizar condiciones de maxima asepsia. €bduaterial utilizado
fue material estéril desechable o material prevideeesterilizado. La
eleccion del fragmento para el estudio se hizol&asvision macroscépica
de la pieza con el objetivo de evitar fragmentasdtecos, necréticos o de
tejido no tumoral. Es de vital importancia paradstudios posteriores que el
DNAobtenido sea de la maxima calidad y que procéd@amente de tejido
tumoral y no de restos de tejido normal adheridarabr.

3.2.- Disgregacion fisica del tejido
El fragmento fue depositado en una placa petrriedtinde se procedio a la
disgregacion fisica del mismo con la ayuda de uoia ke bisturi. La

fragmentacion fisica del tejido contribuye a ungamksis quimica posterior
del mismo.

3.3.- Lisis del tejido con Proteinasa K

El tejido disgregado se recogi6é en un tubo de roamtrifuga tipo eppendorf
y se le afiadieron 4Q0de la solucién de la siguiente solucion:

Tris 10mM pH 10.5
EDTA 1mM
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NaCl 0.15mM

Tras el homogeneizado, se le afiadieropl 22 SDS 10% y 1Qul de
Proteinasa K (10mg/ml). El tubo se sell6 con paraé incubd durante la
noche a 56°C. En las primeras horas de tratamismtbomogeneiz6 la
muestra periddicamente para favorecer la lisidgegielo.

3.4.- Purificacion mediante el método del Fenol/
Cloroformo.

Tras la lisis se centrifugaron los tubos en unaraointrifuga para la
recogida del volumen evaporado en la tapa del tldm.esta manera
evitamos salpicaduras y posibles contaminacionabrit el tubo. Tras este
paso se procedio a la fenolizacién. Los detalleladaisma se describen a
continuacion.

a.- Afadir al tubo 1 volumen de fenol/cloroformodmilico 24:1 (V/V)
y agitar.

b.- Centrifugar 2 minutos a 12000 r.p.m. en unaocentrifuga.

c.- Recuperar la fase acuosa (superior) por ag@iracon una
micropipeta y pasarla a un tubo de microcentrifagavo perfectamente
rotulado.

d.- Repetir los tres pasos anteriores (a, b y c).

e.- Afadir 1 volumen de cloroformo isoamilico 24ditar.

f.- Centrifugar 2 minutos a 12000 r.p.m. en unaragentrifuga.

g.- Recuperar la fase acuosa (superior) por aspiracon una
micropipeta y pasarla a un tubo de microcentrifagavo perfectamente
rotulado.

h.- Repetir los tres pasos anteriores (e, fy g).

La fenolizacién, es un proceso de extrema impoidaac la extraccion del
DNA. Lo que se consigue con el mismo es la elinigrace proteinas,
lipidos, enzimas celulares, etc. que podrian degrad DNAo inhibir

posteriores procesos en los que vamos a utilizaA@N. Ademas en
DNAobtenido es de una gran pureza.

3.5.- Precipitacion.

- Afadir 8% NaCl 5M al tubo.
- Anfadir 2 volumenes de etanol frio (2V/V).
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- Mover suavemente el tubo. El DNA precipita enrfarde filamentos
gue se agregan y forman una especie de meduske dsiimple vista en
pocos segundos.

- La medusa, si es visible y de un tamafio condilerae recupera con
una pipeta pasteur de vidrio con el extremo cerregil® forma de
anzuelo.

- Lavar la medusa dos veces con etanol al 70% frio.

- Resuspender en Tris/EDTA 10/1 agitando los titu@svemente durante
al menos 2 horas a temperatura ambiente.

En el caso de que la medusa sea muy pequefadisggigada se procedera
a seguir esta segunda alternativa al protocolaritie@sc

- Centrifugar a 13000 rpm en una microcentrifugaudie 15 minutos.

- Desechar el sobrenadante por volcado.

- Afadir 300ul de etanol al 70%

- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos.

- Decantar el sobrenadante y secar el pellet.

- Resuspender en Tris/EDTA 10/1 agitando los titu@vemente durante
al menos 2 horas a temperatura ambiente.

Una vez resuspendido el DNAse cuantificé y se coimprsu calidad

mediante electroforesis en geles de agarosa. Lo®obtenidos se
conservaron congelados a —20°C hasta su utilizaciéterior.
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4.- EXTRACCION DE ARN

La extraccion de ARN es un proceso relativamenteibe pero con una

serie de peculiaridades que lo hacen ciertamempiecis. La inestabilidad

del ARN junto con la presencia de enzimas RNasas Iqudegradan

rapidamente hacen que se tengan que tomar ungpseceuciones en todo
el procesado. Estas precauciones consisten d@parel@ extraccion en un
ambiente extremadamente limpio y aséptico, en raeaso la extraccion se
realiza en una campana de flujo laminar para @stiOtra precaucion a
tomar es la utilizacion de material libre de RNaske uso exclusivo para el
manejo de ARN. Todo el material, como puntas, pipeiubos y soluciones,
deberan cumplir estas condiciones.

El método de eleccién en nuestro caso fue la atién de un Kit comercial,
concretamente el RNasy mini kit de la casa Quiageyo protocolo
pasamos a detallar:

4.1.- Toma de la muestra

Un pequefio fragmento de tejido tumoral congelad® skparado de la pieza
principal evitando la descongelacion de la misnatdma de la muestra se
produjo en las mismas condiciones descritas antegiste en la extraccion
del ADN. Ademas el material utilizado estaba lilwle RNasas. Para la
eleccion del fragmento utilizado en la extracciambién se siguieron los
criterios anteriormente descritos.

4.2.- Disgregacion fisica del tejido y lisis.

El fragmento fue depositado en una placa petrriedtgnde se procedio a la
disgregacién fisica del mismo con la ayuda de wja te bisturi. En este
caso se procedioé a una disgregacién total del mafaoliendo la solucién
de lisis directamente a la placa antes de la rdaadg! tejido disgregado. La
solucion de lisis ademas del lisado propio detitefiyuda a la estabilizacion
del ARN, que como ya hemos comentado es una maléalidmente
inestable.

La lisis celular se realiza con el tampén RLT erespncia def-
mercaptoetanol.
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El lisado del tejido se puede almacenar a —80°€aiscon el protocolo de
purificacion.

4.3.- Purificacion del ARN.

A continuacion detallamos el protocolo utilizadorarestro caso siguiendo
las recomendaciones del fabricante con alguna madién:

- A 35Qul del lisado celular se le afiade 380de EtOH 70% libre

de RNasas.

- Mezclar bien y aplicar a la columna.

- Centrifugar 15 seg a 10.000 rpm.

- Desechar eluido y afiadir 7QD de RW.

- Centrifugar a 10.000 rpm 15 seg.

- Cambiar la columna a un tubo de elucién nuevo.

- Aplicar 5004l de RPE con Etanol.

- Centrifugar 15 seg a 10.000 rpm.

- Desechar eluido.

- Aplicar otros 50Qul de RPE.

- Centrifugar 2 min a 13.000 rpm.

- Pasar la columna al tubo donde ira finalmenteNA.

- Aplicar 50pl de HO sin hacer burbujas en la columna.

- Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

- Congelar el RNA a — 80°C.
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5.- TRATAMIENTO CON DNasal LIBRE DE RNasas.

En el aislamiento del ARN es frecuente arrastrautidades variables de
ADN. El disefio posterior de los experimentos vieoedicionado por la
existencia de DNAen la muestra de ARN extraidamitiitud de ocasiones
no es posible disefiar experimentos basados en RERe&pn capaces de
discernir si el producto amplificado proviene de Ahblde o de ADNCc
producto de la retrotranscripciéon del ARN. Algunegmplos son la
existencia de genes donde solo existe un exdn sajgaiera amplificar una
zona del gen que proviene de un solo exon.

Para evitar este tipo de problemas existen difesesluciones, algunos Kits
de extraccion de RNA introducen en la extraccioprissencia de DNasas
para la degradacion del DNA durante la extraccn.nuestro caso el

método de eleccion consistio en el tratamientdA&RM tras la extraccion. El

protocolo utilizado se detalla a continuacion.

5.1.- Tratamiento del ARN con DNasa | libre de RNass.

Un total de 30l de ARN procedentes de la extraccion se utilizgrara el
tratamiento con la DNasa. La mezcla de reacciomafseuiente:

- 30ul ARN

- 10 pl de tampon de PCR de la polimerasa Tag Gdbplied
Biosystems

- 6l MgCl, 25 mM (concentracion final 1,5 mM)

- 1pl de enzima (10 unidades}gche

- H,0 libre de RNasas hasta 1j0i0(53 pl)

La reaccion se incub6 durante 12 minutos a 37 drloque seco.

Tras finalizar la reaccion se procedioé a la inaign del enzima con la
solucidn de lisis RLT, del kit de extraccion de ARNizado anteriormente.

5.2.- Purificacion.

La purificacibn del ARN se realiz6 siguiendo el toaolo descrito
anteriormente en el punto 3.3 del apartado de mbhyemétodos.
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6.- RETROTRANSCRIPCION.

Para los estudios de expresion de los genes mediaétiodos de PCR es
necesaria la obtencion de una cantidad suficieat&lDNc, este tipo de
DNA se genera por retrotranscripciéon a partir d&lARextraido de los
tumores. Este proceso se llevo a cabo con el TeAap Gold RNA Core
Kit (Applied Biosystens siguiendo las instrucciones del fabricante con
pequefias modificaciones. Mediante este método se/@tADNc de la
totalidad de los tumores estudiados.

El proceso utilizado se detalla a continuacion:

Mezcla de reaccioén

Tampon (5X) 8 ul
MgCl, (25 mM) 4ul
dNTP’s (10 mM) 4ul
Ditiotreitol 4ul
Hexameros al azar (50n) lul
Poli T (50um) 1l
Inhibidor de Rnasas (20pu) 1ul
MMLYV (retrotranscriptasa) (50 ul) 0,6 pl
H,0 libre de RNasas 6,4 pl
RNA 10l

De esta forma, 1Al de ARN se retrotranscribieron en un volumen tdeal
40ul. El programa empleado para la reaccion fue elisige:

25°C 15 minutos
42°C 30 minutos

Tras la reaccion, los tubos se centrifugaron breveenpara llevar al fondo
del tubo las gotas evaporadas en la tapa y auttemd@nte se congelaron a —
20°C.

El ADNc es una molécula poco estable, por estanrazGmprescindible

guardarlo siempre a —20°C y disminuir en la medg&léo posible los ciclos
de congelacion y descongelacion.
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7.- AMPLIFICACION POR PCR.

En este apartado pasamos a describir los difergmtgecolos utilizados
para la amplificacion mediante la Reaccion en Caddm la Polimerasa
(PCR) de los fragmentos de los diferentes genesliasios en el presente
trabajo. También se presentan las diferentes selasenucleotidicas de los
cebadores diseflados para cada uno de los genesebasores fueron
suministrados por diferentes casas comerciales.

7.1.- PCR2-microglobulina.

Para comprobar la integridad del ARN aislado asicel funcionamiento
correcto de la retrotranscripcion se procedio etaammo de los casos a la
amplificacion mediante PCR de un fragmento de un de expresion
constitutiva. En nuestro caso se utilizé un fragmete 333 pares de bases
de laf32-microglobulina humana.

Es necesaria la realizacion de este tipo de esardoualquier proceso en el
gue existan diferentes procedimientos con efectded variables
individuales, como puede ser tanto la extraccidnAdRN como la propia
retrotranscripcion. Ademas, debido a la peculiarida nuestro estudio, es
mas necesaria esta comprobacién, ya que la aus#meigpresion del resto
de genes que planteamos en el estudio ha de debeyge realmente no
existe expresion o esta disminuida y no a la f#t&RN de partida o algun
fallo durante la retrotranscripcion.

Los cebadores utilizados asi como las condiciome$ @R utilizadas se
describen a continuacion.

Cebador Secuencia 55 37

BETA2 D CTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGG
BETAZ2 R GCTTACATGTCTCGATCCCACTAAA

Mezcla de reaccion

Tampon (10X NetzymEermentay 2,5ul
MgCl, (50 mM) 0,75ul
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dNTP’s (10 mM) 0,5ul
Cebador BETA2 D (10 pmall) 1y
Cebador BETA2 R (10 pmail) 1y
Taq polimerasa (Netzynteermentass Ujul) 0,2ul
ADNc 1,5ul
H,O hasta 25l 17,55

Programa de PCR:

95°C 5 minutos

95°C 30 segundos

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

72°C 7 minutos
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7.2.- PCR genes problema incluidos en el estudio

Una vez seleccionados los genes para el desaddllestudio se procedié a
la amplificacion por PCR de las secuencias diamasglichos genes. Para
todos los casos se procedié a la optimizacion dectandiciones de
amplificacion para cada uno de los genes. En lalagajue se presentan a
continuacion, se detallan los oligonucleétidos,neszclas de reaccién y las
condiciones de la amplificacion.

Gen DPH2

Cebador Secuencia 55 37

DPH2L1 D CTGCTCCTACATCCAGCTCC
DPH2L1 R AGTACAGGCAGGGCCCTTAT

Mezcla de reaccion

Tampon (10X Netzyme Fermentas) 2,5l
MgCl, (50 mM) 0,5l
dNTP’s (10 mM) 0,5ul
Cebador D (10 pmall) 1y
Cebador R (10 pmaqll) 1l
Taq polimerasa (Netzyme Fermentas I/ 0,2ul
ADNc 1,5ul
H,O hasta 25l 17,3

Programa de PCR:

95°C  5minutos

95°C 30 segundos

60°C 30 segundos x 35 ciclos
72°C 45 segundos

72°C 5 minutos
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Gen RUTBC1

Cebador Secuencia 55 37

RUTBC1D TTTGTTGACAAATGTTGTTTATTGG
RUTBC1R ACGTGTGGCCATTGTGTG

Mezcla de reaccion

Tampon (10X Netzyme Fermentas) 2,5l
MgCl; (50 mM) 0,75ul
dNTP’s (10 mM) 0,5ul
Cebador D (10 pmall) 1y
Cebador R (10 pmall) 1l
Taq polimerasa (Netzyme Fermentas I/ 0,2ul
ADNc 1,5ul
H,O hasta 2%l 17,55

Programa de PCR:

94°C  5minutos

94°C 30 segundos

60°C 30 segundos x 35 ciclos
72°C 30 segundos

72°C 5 minutos
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Gen PITPN

Cebador Secuencia 55 37

PITPN D GATCTGGAAYYGCAGCCCAC
PITPN R TCTGAGTGCTAGTCAGTTTGGA

Mezcla de reaccion

Tampon (10X Netzyme Fermentas) 2,5l
MgCl; (50 mM) 0,75ul
dNTP’s (10 mM) 0,5ul
Cebador D (10 pmall) 1y
Cebador R (10 pmall) 1l
Taq polimerasa (Netzyme Fermentas I/ 0,2ul
ADNc 1,5ul
H,O hasta 2%l 17,55

Programa de PCR:

94°C  5minutos

94°C 30 segundos

55°C 30 segundos x 35 ciclos
72°C 45 segundos

72°C 5 minutos
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Gen MNT

Cebador Secuencia 55 37

MNT D TGCTGCGGACGGCGCTG
MNT R CTCCATATCCTCGTCTATGT

Mezcla de reaccion

Tampon (10X Netzyme Fermentas) 2,5ul
MgCl; (50 mM) 0,75ul
dNTP’s (10 mM) 0,5ul
Cebador D (10 pmall) 1ul
Cebador R (10 pmall) 1l
Tag polimerasa (Netzyme Fermentas RI\/ 0,2l
ADNCc 1,5u
H,O hasta 2% 17,55

Programa de PCR:

94°C  5minutos

94°C 30 segundos

55°C 30 segundos x 35 ciclos
72°C 45 segundos

72°C 5 minutos
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Gen RILP

Cebadores y condiciones para los estudios de eéapres

Cebador Secuencia 55 37

T96691A TCTCATTTCATGGATGGG
T96691B GAAGGATGTGTGGCCTC

Mezcla de reaccién

Tampon (10X Netzyme Fermentas) 2,5l
MgCl, (50 mM) 0,75l
dNTP’s (10 mM) 0,5ul
Cebador D (10 pmall) 1y
Cebador R (10 pmail) 1y
Tag polimerasa (Netzyme Fermentas RI\/ 0,2l
ADNCc 1,5u
H,O hasta 25l 17,55

Programa de PCR:

95°C  5minutos

95°C 30 segundos

50°C 30 segundos x 35 ciclos

72°C 45 segundos

72°C 5 minutos

Cebadores y condiciones de PCR para los estudibgsipieda de

mutaciones en la region codificante del gen RIL&S tebadores impares
son directos y los pares reversos.

Cebador Secuencia 55 37

RILP 1 CGGAAGTGTTTCGCTTTTCC
RILP 2 CTCCCTGCGGAGGCGCT
RILP 3 CTGCAGGTGTCGGCGCAG
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RILP 4 CTCTTTAGCCTGCGGAGTCG
RILP 5 GAGGGAGCGCCAGCAGCCT
RILP 6 CCTAACCTCTTGGCCTTGATC
RILP 7 CATGAAGGTGGCTGTCCGG
RILP 8 GAGGCCACACATCCTTCCAC

En la secuencia de mRNA se sefiala la disposiéasddiferentes cebadores
asi como el origen de transcripcion y el codéntdp.s

1 ggccattacc aatcgcgacc cgcctggetg gaagttgget gtctgtttc ctgtgacctt

61 gggggt ggaa aggacagagc ccaggcgacc tagggcacta tctccctacc ccacgecttc

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021 caggagcgga atgaactcaa agccaaagtg

tccettcecte gttcctcececet acccttatcg cttctacccce

gcccacaccg ccctaaacgg

RIP1
cttcctgggg cggaactgttLLQQQLLLLQQ_QQQLQ£E;§E>Qgagggtggg gt ggggggoat

cgcagcccta agect ct ggg agadat gyag cccaggaggg
Codon de inicio

tgggggt ctc gggaggcege ggggt cggea tcggeegegg

ggggcecct gg gecact gagct gcaggat ct g gcgegecgtt

gggct ggt gc cgct agt ggt gcgggcgctg gagctcttgg

gccccggact cgctgecaggt gt cgg ag ccggcggagce

gaggagaacg<dgcgcct ccg cagggagkt g cgcgcggggc
RILP 2

ct gcggcagce tcaaggaggt cacggaccga cagcgggacg

gacct gcggc agcgcggcca ggagaccgag gegttgcagg

ct ggt gaacg ctgagctgcg gcacaagctg gcggccat gc

RILP 5
caggaccgcg [agagggagcg ccaqc%§§§t>ggcgaagccg
cgagcgcggg ggcaggecgg gcggeccggg caccagcacg

accgccggeg caggcgeccc agggaaccct gaggacccgg

gggcgeccct cggaggcagg gcagtgeccge ttcagtcggg

1081 cagcgggagc tgctcacaga ccaccgggtc cccagcecttc

RILP 7

cggcgeccgg ggt gect gge
agcttgtgta ccatctagec
tcgggecgga ggeggeggee
aacaggct gc cgtggggccc
aggagct gcg gcggcetgegg
cacaggagga gcgcgcgctg
aact ccgggc gcacaaccgc
agcagct gca gcgectcctg
agacccagct gcgcgecgeg

cgéﬁig}qca ggct aaagag]
RILP4

gacaggagcc cgaat gggcg

cggaggccgce gcagcagctc

aggagtttga gcagatcctt

ttcctgctca aggaggaact ggcctacttc

tgct cgagge [cat gaaggt @

tagggacacc agaggaagca

1141 [gctgtccggayagcagcggaa gaagéfgékq gccaagat gt
RILP 6

1201 gagagcagtg aggat gaggc tggcccatgg atcctgctct

1261 cccccacccc cggagtccaa aatacagagt ttctttggcec
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1321 gaatcctctg aggat gagac cagcagccct gcacccagca

1381 gcccaaccac agtctccagc tcctgatccg ccctgttcectg

1441 ctgggggcct cagccgecce aga gc,cttaggggtc
(

odohdepara

1501 aatg aggacagggc tcccgecttc acagccctcg

1561 tggcctgcat cagggcagga cggggtctca gcccacctcc

1621 agcctctggg gccagatata agagtgcctc tctgagtctc

1681 gagagctgac tgcctagctc ccagggcttt gtgcagacgg

1741 aactgcccgt aat acaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

1801 ctcggccara

agctaggggg agaagaggag
ccctccacga acacctttgt
t ggct gt
ccaggggt ct gcccaac
ctctctacgt ctctgtaccg
agtttcccca tccatgaaat
cctgagctca tgtaataaag

aaaaaaaaaa aaaaggccgc

En las 4 reacciones de PCR se utilizé la misma lm&lscreaccion, salvo los
cebadores, que se utilizaron apareados de la stguranera:

A.- RILP 1/RILP2
B.- RILP 3/RILP4
C.- RILP 5/RILP6
D.- RILP 7/RILP8

Tampon (10X Netzyme Fermentas)

MgCl, (50 mM)

dNTP’s (10 mM)

Cebador D (10 pmald)

Cebador R (10 pmall)

Tag polimerasa (Netzyme Fermentas fI\J/

ADNCc

H,O hasta 2%

2,5u
0,75pl
0,5ul
1ul
1ul
0,2l
1,5ul
17,55

Los programas de PCR utilizados en cada caso flesajue se detallan
seguidamente:

Programa de PCR A (RILP1/RILP2)

94°C

96°C
60°C
72°C

5minutos
1 minuto

30 segundos x 35 ciclos
45 segundos
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75°C 5 minutos

Programa de PCR B y C (RILP3/RILP4 y RILP5/RILP6)
94°C  5minutos
96°C 1 minuto
62°C 30 segundos x 35 ciclos
72°C 1 minuto
75°C 5 minutos
Programa de PCR D (RILP7/RILP8)
94°C  5minutos
96°C 1 minuto

x 35 ciclos
62°C 30 segundos

75°C 5 minutos

7.3.- PCR semicuantitativa.

Para la amplificacion simultanea de los genes RUTBRILP en
condiciones semi-cuantitativas, se emplearon tasesites condiciones:

Mezcla de reaccion

Tampon (10X Netzyme Fermentas) 2,5ul
MgCl, (50 mM) 0,5l
dNTP’s (10 Mm) 0,5ul
Cebador T96691A (10 pmail) 1y
Cebador T96691A (10 pmgl) 1l
Cebador RUTBC1 D (10 pmgil) 0,75l
Cebador RUTBC1 R (10 pmgl) 0,75l
Tag polimerasa (Netzyme Fermentas fI\J/ 0,2l
ADNc 1,5u
H,O hasta 2%l 17,55
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Programa de PCR RUTBC1-RILP

94°C  5minutos

94°C 30 segundos
x 30 ciclos
52°C 30 segundos

75°C 5 minutos

7.3.1.- Densitometrado

Para definir la variacion normal en la relacioninensidades de los dos
genes estudiados por PCR semicuantitativa, sezamati 3 muestras
procedentes de DNA gendmico de sangre perifériead@hantes sanos)
como controles normales.

Tras electroforesis de los productos de PCR ers gidepoliacrilamida, se
procedio a digitalizar la imagen de dichos gelesuyposterior andlisis
mediante el programa informético informatico Irtgtht Quantifier version
2.1 (Bio Image). Una vez seleccionadas las banafasspondientes a ambos
fragmentos, se obtuvieron los valores tanto datknsidad absoluta de cada
una de ellas, como los de la intensidad relatieacgntaje de la intensidad,
integrada con el area, de la banda con respeetaariera). Con estos datos
se procedié a calcular la relacion de intensida@deso absoluta como
relativa en las muestras. La intensidad relativeolsieene a partir de la
relacion entre las intensidades absolutas de almdnadas de la siguiente
forma:

RI ®iLer rutecy)= | rite/( | ritet | ruTEC)

Se debe sefalar que se estudiaron cinco casos gudcse realizo la PCR
semicuantitativa en gendmico pero no se pudo iestladexpresion de los
genes seleccionados al no disponer de muestranéicimmes apropiadas.
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8.- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

La electroforesis es la técnica mas utilizada mdranalisis de DNA. En
nuestro caso se utilizaron dos tipos de electreforda electroforesis en
geles de agarosa y las electroforesis en gelesoligcqlamida. En este
apartado describiremos la utilizacion de gelesglgasa que se utilizaron
para la comprobacién de todas las PCR realizagsiscomo para la
comprobacion de la calidad y cantidad de DNA oloteriras la extraccion
del mismo.

Los geles de agarosa utilizados fueron, salvo egBes, a una
concentracion del 1% en tampon TBE. Las electrsferee realizaron en
cubetas horizontales utilizando como tampon elémtético también TBE.
Tras la electroforesis se procedi6 a la tincioriodegeles en un tampén de
TBE con Bromuro de Etidio, tras lo cual se obsermay fotografiaron
exponiéndolos a un transiluminador de luz ultraatal

Gel de agarosa al 1%:

1 gr de agarosa
100 ml TBE 1X.

Tampon de carga 6X:

Se utilizé para dar densidad a la muestra y agtpmat cargada en los geles
y ademds se le afiade un colorante (azul de browoipfgune nos permite
controlar la electroforesis.

0,05% de zul de bromofenol
100 mM EDTA 0,5 M pH 8.0
50% glicerol

TBE 1X:

Se utilizé como tampon de electroforesis, tampotirdddn con BrEt y para
la preparacion de los geles de agarosa.

89 mM Tris

89 mM Acido Bérico
2 mM EDTA
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Bromuro de Etidio:
Tincién de los geles de agarosa.

0,5ug/ml en TBE.
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9.- GELES ANALITICOS DE POLIACRILAMIDA.

En todos los casos, los productos de PCR ampligadras su

comprobacion en geles de agarosa, se sometiertattaotoresis en geles
analiticos de poliacrilamida. En este apartadorid@semos brevemente los
geles y soluciones utilizadas, asi como el métagalo de tincion con plata
utilizado para el revelado de los mismos.

Se prepararon geles de poliacrilamida no desnaangés al 12%, la
composicion de dichos geles es la siguiente:

—Agua destilada

-TBE

—acrilamida:bisacrilamida (19:1)
—Persulfato amonico

—Temed

Tampon de electroforesis:
TBE 1X

Tras la electroforesis se procedié al reveladoizatido el siguiente
protocolo:

Método rapido de tincién con plata:

1.- Fijacion con etanol al 10% durante 10 minutos.

2.- Oxidacion: Lavar durante 3 minutos con HN(D1%.

3.- Lavar brevemente el gel con agua destiladaveoss.

4.- Tincion con plata. Tefir el gel con Agh@®2 mM durante 20 minutos.
5.- Lavar brevemente el gel con agua destiladaveoss.

6.- Afadir revelador (29,6 gr de M&O;, 540l de Formaldehido al 37% en
1 litro de HO) y esperar a que se forme un precipitado negrulsmantar y
afiadir revelador nuevo. Este revelador lo manteselmasta que se
visualizan todas las bandas de DNA con la intenst#seada.

7.- La reaccion se detiene con acido acético al dOfante 5 minutos.
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10.- SECUENCIACION.

El método de secuenciacion utilizado esta basadelemétodo de los
desoxinucleétidos (método se Sanger). El kit @iz fue el BigDye
terminator 1.1 Cycle sequencing kitpplied Biosystemsque incorpora en
una unica mezcla todos los componentes necesaiasla secuenciacion,
excepto el DNA vy el cebador. En esta mezcla deyra los cuatro dNTPs,
una polimerasa, el tampon de reaccion y los cudiglesoxinucleétidos
marcados cada uno con distinto fluorocromo.

10.1.- Tratamiento de la reaccion de PCR.

Previamente a la realizacion de la reaccion dees@tacion, es necesario
purificar los productos de PCR que se pretendeesetar. Con dicho
proceso se eliminan los restos de dNTPs sobrandesuyencias de DNAde
cadena sencilla (restos de oligonucleétidos). Efode utilizado es una
reaccion enzimatica con la mezcla de enzimas Exd¥aguSB). El
protocolo utilizado fue el siguiente:

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

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

10.2.- Reaccioén de secuenciacion.

La mezcla de reaccion utilizada fue la sigiente:

Reactivos Cantidad
PREMIX 2ul

Producto de PCR tratado 5l

(10-30 ngjl)
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Cebador (3,2 pmoles) l
Tampon 5X .l
Programa: 9% 3
96°C 10”
5¢°C 6" 25 ciclos
60°C 4
refrigerar

10.3.- Purificacion.

Existen diferentes métodos de purificacién, en maesaso se utilizd la
precipitacion. En este proceso se consiguen el restos de sales,
oligonucleotidos y fluorocromos no incorporadosviamente al producto
de la reaccion (cadenas de ADN).

Precipitacion con etanol y Acetato sddico:

- Afadir a los 10ul de la reaccion de secuencion gode HO para
aumentar el volumen.

- Pasar todo el volumen a un tubo de microcentaifiegy1,5 ml.

- Anfadir 5pl de AcNa 3M (pH 5,2) y 110l de Etanol absoluto

- Centrifugar 20 minutos a 13.000 rpm

- Eliminar totalmente el sobrenadante.

- Lavar con 25Ql de etanol al 70%.

- Centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm.

- Eliminar sobrenadante.

- Secar.

10.4.- Electroforesis capilar.

A cada reaccidén de secuenciacion se le afiadipl 2 TSR (tampon de
secuenciacion) y se desnaturalizaron a 95°C dur@ntminutos. La
electroforesis capilar se realiz6 en el secuenciadtomatico ABI 310 de
Applied Biosystems con las condiciones estandar.
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Tras la electroforesis, las secuencias fueron exadas y procesadas con la
ayuda del programa Sequencing Analysis.

11.- ANALISIS DE SECUENCIAS.

Las secuencias se obtuvieron en dos formatos ditsseel electroforegrama
y la secuencia en formato texto. Tras el andligitod electroforegramas se
procedié al alineamiento de las mismas con las esias consenso
obtenidas de las bases de datos. Los algoritmiimadtis fueron el BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool).
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V. RESULTADOS
1. -DESCRIPCION DE LA SERIE

El presente estudio incluye un total de 16 casose@duloblastoma. Todos
los pacientes fueron ingresados y tratados en mlicBe de Oncologia

Pediatrica del Hospital Universitario La Fe de Viala entre los afios 1992
y 2000. El diagndstico anatomopatolégico se realgguiendo los criterios
microscopicos convencionales en el Servicio de dmé& Patologica del

mismo hospital.

1.1.- Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas

1.1.1- Edad

La edad media de toda la serie es de 6,1 afiosansde 6,1 y rango entre 0
y 12,2 afios. Por sexos la edad media de los vaemds 6,15 y la de las
mujeres de 6,11.

Estos datos son coincidentes con los hallazgoa titefatura que situan el
pico de maxima incidencia en la poblacién genertiedos 5 y 9 afios.

1.1.2.- Sexo

Once casos se corresponden a varones y cinco agsigen un predominio
masculino de la serie con relacién hombre mujerl2 @ cual esta dentro
del rango descrito en la bibliografia (entre 1y2,2:1).

1.1.3.- Localizacién

La localizacién tumoral mas frecuente de la seriesgnte en 14 casos
(87,5%) es en alermis cerebelosplo cual es habitual en esta neoplasia ya
gue al menos el 75% de meduloblastomas se sitUastanlocalizacion.
Todos los casos situados en vermis en la seibd, detipo histolégico
clasica

En hemisferiosexisten dos casos que son de tipo histolédésmoplasico

La frecuencia de localizacion del meduloblastoma leemisferios
cerebelosos se incrementa con la edad. En cornemetoiestra serie los dos
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casos de meduloblastoma de localizacion hemisféeaian en los enfermos
de mas edad (11,9 y 12,2 afios) y ademas son de htgiologico
desmoplasico también asociado a localizacién latera

1.1.4.- Extensién de la enfermedad segun el estaiéide Chang

Siete casos de la serie se diagnosticaron en estady los nueve restantes
en T3. Nuestra serie no incluye ningdn caso en T4 al diagndstico.

En cuanto a la diseminacién, 6 casos no presenis@mihacion al
diagnéstico (M0), 6 casos se encuentran en estétliiwélulas tumorales en
LCR) y 4 en M2 (siembra nodular en cerebelo, eéspaabaracnoideo
cerebral o en Il o ventriculos laterales).

El 50% de enfermos mostraron diseminacion en & 8N el momento del
diagnéstico.

1.1.5.- Riesgo

Desde un punto de vista clinico se subdividen esio®res enriesgo
estandar y riesgo alto.

Los tumores de riesgo alto presentan alguna dedagntes caracteristicas:
tumor multifocal, diseminacion por LCR, reseccidnrgrgica incompleta o
edad menor a tres afios.

Dado que en nuestra serie existe un elevado pajeene casos con
presencia de diseminacion por LCR la mayoria deotas son de alto
riesgo (12 casos) siendo los 4 restantes de reestgodar. La media de edad
de éstos ultimos fue de 9,3 afos, frente a logl®,lbs pacientes con alto
riesgo.

Los resultados clinico epidemioldgicos se encuangfiejados en la tabla 1.
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Tabla 1: Rasgos clinico epidemioldgicos de la serie.

TUMOR EDAD SEXO LOCALIZACION TIPO HISTOLOGICO ESTADIO RIESGO
223 12,2 M CENTRAL CLASICO T2MI ALTO
179 5 M CENTRAL CLASICO T2MO ESTAND
137 6,3 F CENTRAL CLASICO T3aM1 ALTO
126 4,5 M CENTRAL CLASICO T3M2 ALTO
112 835 M CENTRAL CLASICO T3bMO ALTO
101 1,2 M CENTRAL CLASICO T2M2 ALTO
92 2.08 M CENTRAL CLASICO T3aM2 ALTO
76 11,9 F LATERAL DESMOPLASICO T2MO ESTAND
75 12,2 M LATERAL DESMOPLASICO T2MO ESTAND
73 8,9 F CENTRAL CLASICO T3M2 ALTO
67 3,8 F CENTRAL CLASICO T3bM1 ALTO
56 8,2 M CENTRAL CLASICO T2MO ESTAND
50 58 M CENTRAL CLASICO T3aMO ALTO
44 7,5 M CENTRAL CLASICO T3aM1 ALTO
42 0,7 M CENTRAL CLASICO T2aM1 ALTO
19 0 F CENTRAL CLASICO T3aM1 ALTO
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2.- HISTOPATOLOGIA

2.1.- Tipo histologico

El tipo histologico mas frecuente estiplo clasico presente en 14 tumores
(87,5 %) figuras (7,8,9,10) tipalesmoplasico (12,5 %figuras (11,12,13,
14,15 ,16)Estos datos son coincidentes con lo descrito Btetatura.

Figura 7: Neoplasia densamente celular constituida por c®lula
pequefas indiferenciadas con presencia de vagilarea de
paredes finas (H-E 200x).

Figura 8: Detalle de células pequefias redondas indifererxiada
con disposicion radial inmersas en delicada méitidar (H-E
400X).

Figuras 9 y 10: En este caso las células son discretamente
fusiformes o anguladas de nlcleos atipicos basofilescaso
citoplasma (H-E 400x).
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Figura 11: Imagen panoramica de meduloblastoma de tipo
desmoplasico con tipico patron micronodular (H-&)25

Figuras 12 y 13 Detalle de los nédulos con presencia de areas
de menor densidad celular o islas palidas (H-EX200

Figura 14: Disposicién lineal de las células inmersas en ddhc
matriz fibrilar con mayor uniformidad los ndcledd-E 200x).
Figura 15: Patron nodular caracteristico con presencia desarea
libres de reticulina (Reticulina 200x).

Figura 16: Detalle de isla palida con células redondas con
discreta atipia celular inmersas en matriz fibrflasE 400X).
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No se encuentran otros tipos histolégicos en naisstrie

Como ya se ha comentado, reéduloblastoma de tipo desmoplasices

mas frecuente en enfermos de mayor edad y se Zacalbn mayor
frecuencia en lobemisferios cerebelosos como se corresponde en nuestra
serie. A su vez se ha descrito que este tipo bigitm es de mejor prondstico
que el tipo clasico. En nuestros enfermos los cdedfpo desmoplasico se
clasificaron en el grupo de riesgo estandar y msgmtaron diseminacion al
diagnéstico (MO0).

La relacion entre el tipo histolégico y las varebklinico epidemioldgicas
se encuentra reflejada en la tabla 1.
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2.- Variables histolégicas
2.2.1 -Hiperplasia vascular:

Aunqgue el meduloblastoma es un tumor histolégicaenagresivo, el patron
vascular habitual es de vasos de pequefio calibrpangdes finas
observandose en muy pocos casos la hiperplasialaagtomeruloide tipica
de los gliomas de alto grado.

La hiperplasia vascular en nuestra serie se observamente en 2 casos
(12,5 %) figuras (17, 18, 19, 20)

Figuras 17 y 18:Presencia de vasos ramificados con hiperplasia
endotelial (H-E 200 X)
Figura 19: Detalle de hiperplasia vascular glomeruloid¢E
400x).
Figura 20: Patron vascular habitual del meduloblastoma con
vasos capilares de paredes finas (H-E 400x).

2.2.2 -Necrosis tumoral:
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El meduloblastoma es una neoplasia que histologineenmuestra con
frecuencia nacleos apoptoticos (foto H-E) que s®mecen en H-E como
pequefias masas compactas redondeadas y se codesspannecrosis
tumoral individual. La presencia de amplias admsecrosis geografica se
observa en menor grado. La necrosis en pseudoaagalies mas
caracteristica de los tumores gliales aunque tand®épuede observar. En
casos muy aislados existe cavitacion (tipica déloeisoma pilocitico),
hemorragia o calcificacion.

Se objetivonecrosis tumoral en 8 de los cas@50%). En dos de ellos fue
muy intensa, 4 casos se cuantifico6 como moderadalgs dos restantes fue
leve.

Estos resultados se encuentran reflejados enla2ab
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Tabla 2 Variables histologicas de la serie.

TUMOR | i10(061c0 | VASCULAR | NECROSIS
223 cLASICO NO NO
179 cLAsICO NO MODERADA
137 cLAsIco NO NO
125 cLASICO NO MODERADA
112 cLASICO NO NO
101 cLAsIco NO LEVE
92 cLAsIco sI INTENSA
76 DESMOLASICO NO NO
75 | DESMOPLASICO NO NO
73 cLAsIco NO NO
67 cLAsICO NO MODERADA
56 cLAsICO NO NO
50 cLasIco NO MODERADA
a4 cLAsIco NO NO
2 cLAsICO sI INTENSA
19 cLAsIco NO LEVE
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3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

El meduloblastoma es un tumor neuroepitelial indifeenciado con
capacidad de diferenciacion divergente neuronal-gli.

El estudio inmunohistoquimico es de utilidad paoagr de manifiesto la
presencia de diferenciacion hacia una u otra estin@ obstante, debe
interpretarse con cautela.

3.1 -PGFAP

Como ya se ha comentado previamente la PGFAP edilamento
intermedio presente fundamentalmente en los agigogi es el marcador
comunmente empleado para poner de manifiestafdaediciacion glial en
una neoplasia.
En nuestra serie se constato positividad en 10 cas@®8,7%) Unicamente
se valoraron como positivas aquellas tincionedhsien células con ndcleo
tumoral (hipercromético grande y pleomorfico) desoalose las tinciones
en prolongaciones citoplasmaticas en las que déalm era tumoral 0 no
estaba presente.
En su mayoria la positividad fue leve (7 casosy en los restantes
moderada. En ningun caso fue intensa. En 8 deakssdos tumores fueron
de tipo clasico (figura 22). Los dos tumores de tipsmoplasicanostraron
positividad moderada y localizada en lalas palidasde los nédulos( fig
21).
Positividad para PGFAP (68,7 %de casos)

1.-leve; siete casos

2.-moderada; tres casos

3.-intensa; ninguno

3.2. -Neurofilamentos (NF)

Son filamentos intermedios indicadores especificos deifdrenciacion
neuronal.

23

La diferenciacién neuroblasticaes la predominante en meduloblastoma e
identificable histolégicamente si existen rosetas Homer Wright,
ordenamiento radial de las células alrededor deggis fibrilares y en las
islas pélidas tipicas del tipo desmoplasico conulaél monomorfas
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dispuestas entre matriz fibrilar. Rara vez se puedentificar células
ganglionares maduras.

No obstante en algunos casos de meduloblastomasasgas histolégicos
de diferenciacion en este sentido la expresion elgafilamentos no se
observa o es focal.

En el presente estudio existéigasos con positividad a NF (25 %).

En los dos casos de tipesmoplasicoja positividad se localiza en las islas
palidas y es de intensidad moderada (figuras 28y 2
Los dos casos restantes con positividad a esteuanpio se dan en dos
tumores de tipo clasico, uno de ellos con intemsidaderada y otro leve.
Positividad para NF (25% de casos)

1.-leve; un caso

2.-moderada; tres casos

3.-intensa; ninguno
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Figura 21: Imagen de meduloblastoma de tipo desmoplasico
con presencia de positividad inmunohistoquimicaa fRGFAP
predominante en las islas pélidas (PGFAP 200x).

Figura 22: Detalle de positividad inmunohistoquimica focal
para PGFAP en meduloblastoma de tipo clasico (FG#30x).

Figura 23: Area de diferenciacion neuroblastica con positigida
inmunohistoquimica para Neurofilamentos (NF 200x).

Figura 24: Detalle de positividad focal para neurofilaments§ (
400 x).
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3.3. -KI67

Es unmarcador de proliferacion celular que se expresa en las células en
todas las fases del ciclo excepto GO.

El meduloblastoma es una neoplasia de elevadaiddests histologica con
frecuentes mitosis y en la que cabe esperar aittisels de proliferacién
celular.

En nuestra serie enes casos (18,75%) el Ki67 fue intenso con mas del
75% de nulcleos tumorales positivos.Estos casos asociaban ademas las
siguientes carcacteristicas;

» tipo clasico

* necrosis tumoral moderada-intensa

» curso clinico agresivo con diseminacion por LCRxte®sion

supratentorial.
» hiperplasia vascular en dos casos
» positividad inmunohistoquimica para P53

Ennueve (56,25%) se presento positividad para estetamuerpo entre el
35y 75% de nucleos tumorales (++).

En loscuatro casos restantes el marcaje nuclear fue infier al 35% (+) y
se encontrd en casos que no asociaban necrosisatumo

Figura 25: Inmunohistoquimia para Ki67 en meduloblastoma de
tipo desmoplasico con mayor positividad en las gresrodean
las islas pélidas (Ki-67 200x).

Figura 26: Meduloblastoma de tipo clasico con intensa
positividad para Ki67 de distribucién heterogén€a 7 200x).
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3.4.- P53

La proteina P53 en nuestra serie se encuentragdterseis casos (37,5%)
todos ellos de tipo clasicoEn tres de elloscomo se ha comentado
previamente,se asocia a otras variables de agresividad histol6g
(necrosis tumoral, elevado indice de proliferaciéelular, hiperplasia
vascular en dos casosh curso clinico muy agresivqestadio T2 y T3 con
diseminacion al diagndstico).

Figura 27: Estudio inmunohistoquimico para P53 mostrando
patrén de positividad heterogéneo (P53 200 x).

Figura 28: Meduloblastoma de tipo clasico con intensa vy difus
expresién inmunohistoquimca para P53 (P53 200x).

80



Resultados

Tabla 3: Resultados del estudio Inmunohistoquimico en réfacion
otras variables histologicas y con el estadio tano

TUMOR | DPO o | e A9 | NECROSIS | PGFAP | NF | P53 | Ki67 | ESTADIO
223 CLASICO NO NO + N ToMI
179 CLASICO NO MODERADA | ++ | +| - | ++| Tamo
137 CLASICO NO NO + S -]+ Tzawn
125 CLASICO NO MODERADA | - o] | T2
112 CLASICO NO NO + o | T30MO
101 CLASICO NO LEVE + oo | Toaw2
92 CLASICO sI INTENSA . | e+ | +e| T3aM2
76 DESMOLASICO NO NO T e e T
75 | DESMOPLASICO NO NO | o T2M0
73 CLASICO NO NO + o] e TaM2

67 CLASICO NO MODERADA |  + | w+ | +e+| T3OML
56 CLASICO NO NO T I T
50 CLASICO NO MODERADA | - | o+ o+ | T3amo
44 CLASICO NO NO . o | Taamn
42 CLASICO si INTENSA . | wer | wee | T2aMR
19 CLASICO NO LEVE . | s+ | o+ | TIamn
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En resumen al andlisis de datos histoldgicos e haguimicos de nuestra

serie:

1.

La serie incluye 14 casos de tipo clasico (87,5%2 casos de tipo
desmoplasico (12,5%). No se encuentran otros tipbistologicos.

Se observa hiperplasia vascular en 2 casos qumeiaban intensa
necrosis tumoral y elevado indice de proliferacionelular.

Se constata necrosis tumoral en el 50% de lossca.

Los meduloblastomas de tipo desmoplasico no pesgan
necrosis tumoral, hiperplasia vascular ni positivicd
inmunohistoquimica para P53 y el indice de prolifeacion
celular que presentan es en un caso leve y otro devado.
Cursan sin diseminacion al diagnadstico.

-Se encuentra expresion de neurofilamentos y P@P en las
islas pélidas de los tumores de tipo desmoplasiceiacomo en
estadios T2 sin diseminacion en general.

-Existen tres casos de tipo clasico que asocia@niterios de
agresividad histoldgica (necrosis intensa, hiperptda vascular,
elevado indice de proliferacién) con inmunorreactidad para P
53 y practica ausencia de expresion de neurofilamis y
PGFAP. Estos casos presentaron curso clinico agresi

-Proporcion ligeramente superior en nuestra segi de casos con
expresion de PGFAP

-La expresion de neurofilamentos se encuentra e los limites
de lo publicado en la literatura.

—La positividad inmunohistoquimica para P53 se socia a
“criterios de alto riesgo”
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4. RESULTADOS DEL ESTUDIO MOLECULAR

4.1.- Genes estudiados

Tras el estudio de los genes localizados en la minana de pérdida y la
exclusion de los genes de los cuales se conocf® lemplicacion en el
meduloblastoma se decidié abordar el analisis desiguientes genes:
RUTBC1, MNT, PITPN, DPH1, y la EST T96691 que en dranscurso
del trabajo se identific6 como parte del gen RILP.ElI gen HIC-1
(hipermethylated in cancer 1) fue estudiado pefuiddea las dificultades
técnicas para su estudio, los resultados obtemidase consideran fiables,
por lo que no se presentan.

Algunos de estos genes codifican proteinas potemeide relacionadas con
el desarrollo de neoplasias. En otros casos elricritie seleccion se basa en
su localizacion u homologias encontradas en lasshde datos ya que existe
poca informacion sobre sus caracteristicas o fancio

En el siguiente apartado se realiza una breve igegor sobre la
localizacion, estructura, proteina que codificanotyas caracteristicas
conocidas de cada gen estudiado (NCBI Entrez Gene).

1. RUTBC1: (RUTBC1, RUN and TBC1 domain containing 1)

Este gen es buen candidato a gen supresor ya gsengst homologia con
otras secuencias que codifican para un dominioWN Rue podria jugar un
papel importante en rutas de sefializacion de GEPaBalares a RAS asi
como para un dominio TBC con posible actividad cidta de GTPasas
similares a RAB (NCBI Entrez Gene) [153].

Regiones gendmicas, transcritos y productos:

HC_000017.9
[ 2137556 [2231088 p

] 3
HH_014553.1 I 1 HHE——HE— -l WP_0S556ES

B - coding reaion B - untransloted rFesion

Contexto Genémico

chromosome: 17, Location: 17p13.3

[ 2153593 p [ 2265430

LOCH40 395 TER1 HHT
ZRR RUTEBCL LOC2g4009
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2. MNT: (MAX binding protein, ROX, MAD6, MXD6)

El grupo Myc/Max/Mad comprende un grupo de factosggiladores de la
transcripcion que co-interaccionan en la activacidémhibicion de la misma.

Este gen codifica una proteina miembro de esteograp accion antagonista
de la activacion transcripcional Myc-dependient&7]1 Por tanto esta
implicado en los procesos de regulaciéon de la f@ralgion celular y

progresion en el ciclo celular.

Sommer en 1999 en una serie de 44 casos no erewdtdracion de la
expresion de dicho gen en mRNA ni mutaciones cdtlisas de SSCP, sin
embargo en un estudio posterior [152] se constataccion de la expresion
de dicho gen en 6 de 14 casos de meduloblastorsacgresiderado como
posible gen supresor implicado en este tumor.

Regiones gendmicas, transcritos y productos:

HC_000017,9
A 2251008 ] A 2234104 ]
L ¥
NH_020310.3 [ - # NE_064706  CCDEL1018:1

W - zoding resion B - untranslated resion

Contexto Genémico:

chromosome: 17, Location: 17p13.3

[2183998 [ 2361930 p

SRR LR, T—
TSR1 LOC254009
RUTBC1 HETTL0D

3. PITPN: (PHOSPHATIDYLINOSITOL TRANSFER PROTEIN,
ALPHA)

Es un miembro del grupo de proteinas citosélicase participa en la
transferencia de fosfolipidos entre membranas aedsl (actividad
transportadora de fosfatidilcolina, y fosfatidilgitml) que intervienen en el
metabolismo lipidico y en la percepcién visuald4&0].
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Regiones gendmicas, transcritos y productos:

NC_000017.9

41412835 ] 4 1368033 ]
5 § o
NH_00&224.2 I ' ' ' +——+ i+ i NP_00&218

B = coding resion B - wnbransloated region

Contexto Genémico:

chromosome: 17; Location: 17p13.3

[ 1314360 p [1500001 b

weole PITPNA 4 SCARFL
SKIP BLCHaRE

RILF

4. DPH1: OPH2L, OVCA 1, FLJ33211.)

Codifica la proteinadiptheria toxin resistance for diphthamide bioswige
like”. Es un gen supresor candidato en relacion alevahe ovario.[153,
171-173].

Dado que se encuentra localizado en la region ysguka descrito como
posible gen supresor en relacion a otras neopldamseleccionado para su
estudio.

Regiones gendmicas, transcritos y productos:

NC_000017.9
[ 1380156 [1&93469
5 3"
NM_001353.2 [ H H—H HHH—HH—E HP_0013574
W = coding region B = unbransloated region

Contexto Genémico:

chromosome: 17, Location: 17p13.3

[ 1680095 b [ 1908070

BPAL ETH4RLL LOCE42670
LOCH42502 DFH1 w— HI C1
L
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5. RILP: (RAB-INTERACTING LYSOSOMAL PROTEIN)

El dominio c-terminal de RILP interacciona con [&R&asa Rab 7 regulando
el transporte endocitico celular. Posee por tantpapel en la regulacion
lisosbmica a nivel de la fusion, transporte y ddgcion de vesiculas
lisosémicas [174, 175].

Regiones gendmicas, transcritos y productos:

HC_000017.9
A 1500091 ] A 14395286 ]

5% 3
NH_ 0314501 - { NP 113615
N - coding resion N - wnkranslated resion

Contexto Genémico:
chromosome: 17, Location: 17p13.3

[ 1368033 [ 1566255

PITPHA FCARFL HEC1 4376
BLC45A2 PRPFE

RILP f—
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4.2.- Estudios de expresion mediante RT-PCR

La aproximacion utilizada para el estudio de laifjesimplicacion de los
genes seleccionados como posibles genes suprederésmores en el
meduloblastoma fue la RT-PCR. Mediante este tiptedeologia, lo que se
pretendia averiguar era la posible pérdida de sifrade los genes en los
tumores, para relacionarlo con una posible viactieaion del ciclo celular
por la inactivacion del gen supresor de tumores.

Tras la extraccion de ARN de los tumores se prdcadia retrotranscripcion
del ARN a DNAcomplementario (ADNc) y la comprobatide la
efectividad de estos procesos mediante la ampdificapor PCR de un gen
de expresion constitutiva que en nuestro casoaf3@rhicroglobulina. Este
paso lo consideramos de vital importancia en ekgso, ya que en el
posterior estudio de expresion, la ausencia dedmapretendemos que se
deba a la ausencia real de expresion de los gemesyproblemas técnicos
derivados de la falta de ARN tras la extraccion m fallo en la
retrotranscripcion.

Como se observa en la figura 29, este fenOmenmseijp en algunos casos,
en los que fue necesario la repeticion de la mtnstripcion y/o la
extraccion. En el caso de no obtener la suficieatgidad de ARN debido al
mal estado de la pieza tumoral, se eliminé el tudebrestudio. Finalmente
se obtuvo buenos resultados de los 16 tumores derla final que se
incluye en el presente trabajo.
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e 2 SR sy o/ 8 9 10 11 42

Figura 29: Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Ehgeestra
el producto de PCR obtenido tras la amplificacién oligonucleétidos
especificos de parte de la region transcritegdalB2microglobulina en
un total de 10 muestras de DNAc obtenidas a padtr la
retrotranscripcion de ARN de muestras tumoralesneéeuloblastoma.
La imagen nos muestra la ausencia de amplificaeidnuna de las
muestras, lo que demuestra que no es apta pasiueice posterior de
expresién génica de los genes problema. Carrerasartador de pesos
moleculares; 2- control negativo de la PCR, 3-1RebMras tumorales.

La segunda fase del trabajo consistié en el estigllaexpresion génica de
los 5 genes seleccionados (RUTBC1, MNT, PITPN, DPHL RILP)
mediante amplificacion por PCR de secuencias espkcas de los
diferentes genes Para ello se disefiaron oligonucleétidos espesifide
cada uno de los genes, que hemos descrito previareanel apartado de
materiales y métodos. Para el disefio de los misseo®btuvieron las
secuencias de ARN mensajero de las bases de 8ii@&8)(y se intent6 que
dichos oligonucleoétidos estuvieran situados enbeakones diferentes para
evitar la posible amplificacion de DNAgendémico @mtnante tras la
extraccion de ARN, o al menos la distincién dedos productos de PCR
resultantes por el tamafio del amplicén obtenido.

Como en algunos casos la estructura génica noaestigin definida, se
decidio tratar los ARN previamente a la retrotrap&ion con una enzima
con actividad DNasa para la eliminacion del posiBli&lAgenomico

contaminante tras la extraccion del ARN. De estaar@anos permitio tener
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la seguridad, en el estudio de expresion postetmiue los productos de
PCR obtenidos se debian a la expresion del geprgtendiamos estudiar.

Los productos de PCR obtenidos se resolvieron mediglectroforesis en
geles de agarosa y se tifieron posteriormente @mnuso de etidio. Con el
fin de aumentar la sensibilidad y tener una magsolucion en la separacion
de las bandas, en aquellos genes que mostraradgéeexpresion, dichos
productos de PCR se sometieron a electroforesipaodiacrilamida. La
tincion en este segundo caso consistié en un wyalan el método rapido
de tincibn con plata descrito anteriormente. En figeiras 30 y 31
mostramos un ejemplo de los resultados obtenid@sgda@en MNT.

<— 270 pb

RS2 SIS B 6 N S RO (R4 5112 TSR ARl

Figura 30: La figura muestra el resultado obtenido tras |pldizacion
por PCR de un fragmento del gefNT. La figura 2 corresponde a la
imagen obtenida tras la electroforesis en un gehghrosa. Carreras: 1.-
marcador de pesos moleculares; 2.- control negatesda PCR; 3 a 15
muestras tumorales
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Figura 31: Electroforesis en gel de poliacrilamida del prdducde
amplificacion del geMNT tras retrotranscripcion del RNA tumoral. La
banda superior (de unas 450 pb) se interpret6 comartefacto de la
amplificacion probablemente debido la amplificaciaaspecifica de una
secuencia homdloga, dado que se aprecia especialneen aquellas
muestras negativas para MNT. 1: marcador de peswsculares; 2:
control negativo de la PCR; 5-8, 10, 11, 12 y l6estras tumorales
positivas para MNT; 3, 15 y 17 muestras débilmeoistivas.

Los resultados obtenidos para el estudio de expref |a totalidad de los 5
genes, asi como la relacion con la pérdida de d@tgrsis en 17p, obtenida
en un estudio anterigfimplicacion del cromosoma 17, de las regiones
cromosOmicas 1p, 10q y de los genes TP 53 y Nmyt dasarrollo de
tumores infantiles del sistema nervios@armen Orellana Alonso, Tesis
Doctoral, Valencia, 1999 [36]) se muestran endaisinte tabla:
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Tabla 4: Presencia/ausencia de expresion de los genes ashiady
relacion con LOH.

Genes estudiados

TOMeR RUTBCL | pph2 PITPN MNT RILP LOH
223 + + + + ; NO ESTUDIADA
179 + + + + ; NO ESTUDIADA
137 + + . . - NO ESTUDIADA
125 + + + + ; NO ESTUDIADA
112 - + + + - LOH
101 ; + + : + NO LOH
92 + (DEBIL) * + + . NO LOH
76 + + + + - NO LOH
75 + + + + + LOH
73 + (DEBIL) + + + + (DEBIL) LOH
67 - + + + +(DEBIL) LOH
56 - + + + +(DEBIL) LOH
50 - + + + + LOH
14 - + + - - LOH
22 ) ; - + ; NO LOH
19 + + + + ; NO ESTUDIADA
NO

EXPRESAN 7116 1/16 2116 3/16 10/16
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En la tabla se sefiala como + la presencia de sgprdetectada mediante
RT-PCR, en cada uno de los tumores estudiados yrtena ausencia de la
misma. En la columna de LOH (pérdida de hetero@yose resalta la
pérdida o no pérdida de heterocigosis en aquelio®res en los que se
conocia por un analisis previo. Del resto de lonaes, tal y como se
indica, se desconoce si presentan LOH en 17p o no.

Como se puede observar en la tabla, los ggbEBC1 y RILP fueron los
gue mas pérdidas de expresion presentaron enrfasdd, no observandose
en ningun caso la pérdida total de expresion dgumio de los genes
estudiados. En el caso del gen RUTBC1, la pérdidexgresion se produjo
en un 43.75% de los tumores. El gen RILP mostré pérdida mayor de
expresion, en concreto se perdia en un 62,5% deakiss. A estos hay que
afiadir otros casos que presentaron una reducddificativa del nivel de
expresion, que no afectaba al resto de los gemesoSecuencia, se detecto
una clara disminucién de expresion de estos dossgem un 56% y 81% de
la serie respectivament@l estudiar la correlacion entre la pérdida de
expresion de los mismos y la LOH, no encontramos ancorrelacion
significativa entre ambos eventos

(test exacto de Fisher, p>0,1; p=0,46 RUTBC1, p&RILP).

En el resto de los genes estudiados, la expres&riosl mismos se
conservaba en la mayoria de los tumores, llevarddangdescartarlos como
candidatos a estar implicados como genes supresiergsimores en el
meduloblastoma.
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Como resumen de los resultados del estudio de expi@n de los genes;
1.-No se observa pérdida total de expresion de gan gen.

2.-El gen RILP pierde la expresion en 10 de los 16asos
(62,5%) y en 3 casos la expresion se encuentrardisuida. Por
tanto la expresion se encuentra alterada en el 1% de los
casos para este gen.

3.-El gen RUTBC1 pierde la expresion en 7 de losasos
(43,7%) y presenta  expresion disminuida en 2. Ertotal,
presenta expresion alterada en el 50% de los caso

4.-Dada la pérdida de expresion significativa deok genes
RUTBCly RILP, ambos son considerados genes
supresores candidatos.

5.-No existe correlacion entre la pérdida de expsgn de  los
genes RUTBC1 y RILP y la presencia de LOH.

6.-Los genes MNT, DPH2 y PITPN conservan la exprési en la

mayor parte de los tumores, por lo cual, en pringio se
descartan como genes supresores candidatos.
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4.3.- PCR SEMICUANTITATIVA

Los resultados obtenidos hasta el momento sugegianentre los genes
estudiados, los principales candidatos para aoatial estudio eran el gen
RUTBCL1 y el gen RILP. Para la eleccion del gen geda objeto de la
posterior busqueda de mutaciones puntuales degdimestigar cual de
los dos genes mostraba un mayor nivel de pérdida dlkcién) en el
DNAgend6mico en nuestra serie de tumores.

Para el desarrollo de este objetivo se disefié R Bemi-cuantitativa
realizada sobre DNAgendmico total de los tumorek. ekperimento
consistio eramplificar simultdneamente dos regiones genémicasedos
genes RILP y RUTBC1 en condiciones semi-cuantitatag es decir,
disminuyendo el nimero de ciclos de forma que Iplificacion por PCR de
ambas secuencias no alcance el nivel de saturatnahaciéndola finalizar
durante su fase exponencial de replicacion. Lanopticion de la PCR se
realizd utilizando como DNAmolde muestras proceegntle controles
normales sanos (sangre periférica de pacientessageste estudio que no
padecian ninguna enfermedad neoplésica). Se mealizarias pruebas con
el fin de determinar el nimero de ciclos optimaapaistener una cantidad de
producto de la PCR detectable sin llegar al purgosdturacion de la
reaccion y no comprometer la relacién de cantidattesmbos productos
(ver figura 32).

ol - 9):11;1 122155 128 15

< RILP 140 pb

<+ RUTBC1
130 pb

Figura 32: Gel de agarosa teflido con Bromuro de Etidio que
muestra el resultado de BCR duplex en condiciones semi-
cuantitativas de los gen®dLP y RUTBCL1. Carrera 1: marcador
de pesos moleculares; 2: control negativo de la;BCGR5: muestras
control; 6 a 15: muestras tumorales.
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Densitometrado

Para definir la variacion normal en la relacion ideensidades de
ambos genes, se analizaron tres muestras con&gaks8lvieron los
productos de PCR en geles de poliacrilamida quéligiéalizaron
mediante el escaneado de los geles, una vez resgelddas
intensidades relativas (densitometrado) de lasdsodrrespondientes
a ambos fragmentos se analizaron mediante el pnagnaformatico
Intelligent Quantifier version 2.1 (Bio Image).

13 4 5121131415
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Figura 33: - Geles de poliacrilamida a partir de los cualesesdizd el
densitometrado. Carrera 1: marcador de pesos natesu3 a 5: muestras
control; 6 a 15: muestras tumorales. Obsérvese @nrlas carreras 13 a
15 se aprecia visualmente una intensidad relatieh fdagmento
correspondiente al gen RILP claramente inferior

Con el andlisis informatico se obtuvieron los vesotanto de la intensidad
absoluta como de la relativa. El rango de valor@sespondiente a la

intensidad relativa entre ambos genes obtenidasemuestras control fue el
siguiente:

Rl wiLes ruTBC1) = 0,37-0,63.

Dicho rango fue el que se tomé como referencia ppasterior andlisis de
los resultados obtenidos tras la amplificaciénadserie de tumores.
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Un ejemplo del andlisis de las intensidades obtsnidara los pares de
bandas en diferentes tumores se muestra en laafigulLos resultados
obtenidos tras el densitometrado, asi como el exioe las intensidades

(RILP/RUTBC1), se muestran en la Tabla 5.
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Figura 34: Curvas de densitometrado obtenidas para 5 mudstrazales
diferentes. Los picos reflejan la intensidad altsotle las bandas obtenidas
tras la electroforesis de los fragmentos amplificadimultdneamente en la
misma reaccioén de PCR, y su posterior escaneadovalores de intensidad
absoluta se obtienen por la medicion del arealbagorva obtenida, a partir
de los cuales el programa calcula la intensidativel de cada pico.

97




Resultados

Tabla 5. Resultados obtenidos tras el calculo de las smexes en el
densitometrado de las bandas de PCR. En la (ltohanoa se muestra la
intensidad relativa entre ambos genes, para losetjuango de variacion
normal en las mismas condiciones de amplificaciésulté6 ser de 0,37 a
0,63.

MUESTRA INTENSIDAD RILP INTENSIDAD RUTBC1 RATIO (RILP/ RUTBC1)
112 0,91 116,42 0,007
104 22,35 153,83 0,14
101 5,23 93,23 0,05
92 19,50 50,81 0,12
75 54,29 143,23 0,37
73 96,60 172,73 0,55
44 94,08 168,34 0,55
76 61,12 150,52 0,4
56 19,82 34,30 0,57
50 23,74 53,28 0,44
42 33,99 30,39 1,11
34 24,39 34,36 0,70
19 66,35 95,12 0,69
15 56,05 125,20 0,44
11 75,10 155,39 0,48

PROMEDIO 43,56 105,06 0,44

Se debe sefalar que se estudiaron cuatro casos gud se realizé la PCR
semicuantitativa en genoémico pero ho se pudaliestla expresion de los
genes seleccionados al no disponer de muestranélicimmes apropiadas
(casos 104, 34, 15, 11).

Como se puede observar en la tabla;

- existen 10 casos tumorales (75, 73, 44, 7656634, 19, 15, 11)
gue muestran una intensidad relativa en el mismgorgue los controles

- una muestra tumoral (42) tiene un aumento saatifo de
intensidad relativa

-existen cuatro tumores donde la relacion de sgitewles es
significativamente menor en el gen RILP (112, @1, 92).

Esto nos indicaria quel gen RILP se pierde en un mayor numero de
casos en los tumores de meduloblastoma que el ge HWBC1. Estos

resultados apuntarian como un mejor candidato a gersupresor de

tumores en meduloblastoma al gen RILP.
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4.4.- Busqueda de mutaciones del gen RILP

La ultima parte del estudio consisti6 en el arglild mutaciones en la region
codificante del gen RILR.a hipotesis de trabajo consistia en asumir que
aquellos tumores con pérdida de heterocigosis paraste gen, que
ademas mantuvieran un cierto nivel de expresion dehismo, podrian
presentar mutaciones puntuales causantes de una piédta de funcion del
alelo remanente Para ello se disefiaron oligonucleétidos que etdmitoda
la region codificante del gen, utilizando como refeia la secuencia del
ARN mensajero publicada en la base de datos (NAQBS. PCRs por lo
tanto se realizaron utilizando como molde el ADNocedente de los
tumores. El disefio de los oligonucleétidos sobrselcuencia de ARNm se
muestra en el apartado de material y métodos.

La secuenciacion se realizé en un total de 5 tum@eeleccionados por
presentar LOH en 17p (44, 73, 75, 99 y 102), dado que en los tumores
restantes no se expresa este gen, no se dispomigedtra de ARNm, o bien
la ausencia de LOH supone una menor probabilidadjuge presentaran
mutaciones puntuales.

En todos los casos se amplific6 mediante PCR cama de los
fragmentos que cubrian la totalidad de la regiddificante vy
posteriormente se realiz6 una secuenciacién auiman&n ambos
sentidos de los mismos.

En la figura 35 podemos observar algun ejemplagaécuencias obtenidas.

| N GGT GGGGT GGGGGGET CCCAGE CCT AA CCT CT GGG AG ACAT GG AGE CLAGECAGG GC GGC GCCCBGRGT GLCT GEE T GREGRET CT € GAG AGE: € ¢ GGGAT C GECAT CGGC CGC G
5 10 a0 o 1S

GAGCT GCAGGATCT GGG BC GCC BT TTC GBEC C GEAGEE GEC GET C GGGC T GGT G5 C CC TA GT GGT GO GGGS GS TGGAGS TCT

1000

et

100
(GAGCT T GT GTACCAT T AGC CGEBGECCCT G
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o A I i T . Noa " " TN | I no
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Figura 35: Secuencia obtenida tras la amplificacion por RIERprimer
fragmento del cDNA del Gen RILP y la posterior samiacion
automatica por electroforesis capilar fluorescente.
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Tras la revisién y andlisis mediante programasriméticos (BLAST) de
cada una de las secuencias, no se encontraron asarabi las mismas
respecto de la secuencia normal del gen.

La ausencia de mutaciones por lo tanto nos llevari@apensar que el gen

RILP no estaria implicado como gen supresor de tumes en el
meduloblastoma.
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VI. DISCUSION

1-INTRODUCCION

El estudio de las bases moleculares del canceiraerdial para conocer la
biologia tumoral y los eventos que acompafian alianidesarrollo y
diseminaciéon de una neoplasia [176]. El entenditniele las alteraciones
bioldgicas y moleculares del cancer proporcionarimfcion de alteraciones
especificas con interés diagnostico, prondsticacatmres de enfermedad
minima residual o alteraciones que impliguen undifivacion terapéutica
(resistencia o sensibilidad a farmacos, nuevas adiaterapéuticas,
modificacion de dosis e intensidad de tratamiefitp)

La incorporaciéon de nuevas técnicas molecularesocdel8H, RT-PCR y
SKY y CGH, han permitido mejoras significativas eh diagndstico y
estudio de determinados tipo de neoplasias, alhnser precisas, rapidas,
sensibles y especificas que el cariotipo y corelstaja afadida de precisar
escasa muestra para su realizacién. En concragtexiumerosos trabajos
publicados acerca del analisis molecular del médastoma con estas
metodologias [160-163, 177-181].

El descubrimiento de alteraciones moleculares quoeiquen dianas
terapéuticas y disefio de nuevos farmacos son eb pde mira de la
investigacién oncoldgica actualmente, esperandanadr una mayor
efectividad y selectividad tisular y menores efecdversos que las terapias
convencionales [16] .

Los tumores pediatricos son idéneos para la busgeedentificacion de
genes implicados en el desarrollo de una neof&3ia 176]. Ello es debido
a dos circunstancias: en las neoplasias infanlidgdactores ambientales
tienen menor importancia que en las neoplasiaosieadiultos ya que el
tiempo de exposicion a ellos es menor y en losdesucitogenéticos y
moleculares realizados en estos tumores, las @lbaees encontradas suelen
ser menores y mas constantes [137], lo cual pedwfiair regiones génicas
para la realizacion de estudios moleculares. Pa parte, los tumores
infantiles son en general muy quimiosensibles, ya gn su mayoria son
tumores embrionarios o indiferenciados [44]. El ciésimiento de
alteraciones moleculares que permitan selecciasaratamientos o aplicar
nuevas terapias es de vital importancia.
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No obstante, la aplicacién de estas nuevas teciasl@n tejido tumoral es
problematica a causa de diferentes aspectos:

precisa disponer de material tisular en condiciampsnas y
estandarizadas

el material tumoral para la realizacion de estudioteculares en
neoplasias infantiles es todavia escaso dado queismres
infrecuentes y, en general, no se dispone de samnplas

la calidad de las muestras depende en gran medi@erdpidez y la
forma de obtencion, asi como el procesamientanarsporte de las
mismas.

existe variacion de las técnicas aplicadas ensngl®s de
investigacion sobre todo si las muestras procedadifdrentes
hospitales.

Por ello, la creacion deedes y bancos de tumore®s primordial para
mejorar la disponibilidad y calidad del materiab§l.

La infraestructura idonea para la obtencion y prvesgon de las muestras
tumorales junto a una actitud abierta e inquietaish#a investigacion y
aplicaciéon de nuevas metodologias, han hecho gosibrealizacion del
presente trabajo.
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2.-MEDULOBLASTOMA: TUMOR EMBRIONARIO
DE ETIOPATOGENIA DESCONOCIDA. POSIBLE
GEN SUPRESOR DE TUMORES EN 17p

Las neoplasias infantiles han adquirido en lasmalsi décadas una
importancia progresiva en el &mbito de la pediakipartir del primer afio

de vida, el cancer es actualmente la segunda chusaortalidad infantil

tras los accidentes. La leucemia es la neoplasiéatiea mas frecuente
seguida de los tumores del SNC vy los linfomas [16].

El meduloblastoma es el tumor maligno del sistemaenvioso central
mas frecuente en la infancia[27, 32, 47][82]. EI comportamiento
bioldgico del meduloblastoma es agresivo con tecidea metastatizar y
diseminarse a través del liquido cefalorraquide82].LEn los ultimos 20
afnos han existido indudables progresos que hanohecimentar la
supervivencia de este tumor [40] [183] [184-18&rqes dificil el control
de los tumores diseminados y de las recaidas [28P-ILla supervivencia a
los 5 afios es algo mayor del 50%, y la toxicidadodetratamientos y las
secuelas que producen son muy severas [193-195]elRp se precisa
realizar nuevos estudios en este tipo de neoptasida finalidad de mejorar
las terapias y/o manejo del tumor [196, 197].

Histopatol6gicamente es uamor embrionario que se incluye segun la
clasificacion de la OMS de los tumores del Sisté&eavioso Central entre
los Tumores Neuroectodérmicos Primitivos (PNET) [41] [42]. EI
meduloblastoma constituye el 85 % de los PNET ydeslocalizacion
cerebelosa.

Los tumores embrionarios son tumores primitivos, clinicamente agresivos
que ocurren mayoritariamente durante la primeradkede la vida [43] [44].
Son distintos de los tumores anaplasicos que comdtemsurgen en el
Sistema Nervioso Central de los adultos aunque gruéener en comudn
algunos rasgos histopatolégicos.

Todos los tumores embrionarios independientementesud histogénesis
comparten las siguientes caracteristicas [41, 42];

. elevada celularidad siendo constituidos fundamemiate por células
pequefias redondas y azules

. frecuentes mitosis

. necrosis al menos focal
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. tendencia a diseminacion leptomeningea y metastdsavés del
LCR
. curso clinico agresivo

Existe evidencia que los eventos oncogénicos gdhdas diana afectas en
la transformacion neoplasica de los tumores emarios son diferentes de
las bases de transformacion maligna y progresidasgliomas anaplasicos
[198-200]. Estos tumores surgen de ttansformacion de las células
neuroepiteliales indiferenciadas e inmaduras y meoen ser
considerados como tumores diferentes en cuanto a asificacion
histolégica y comportamiento biolégicoDiversas poblaciones celulares en
el sistema nervioso central inmaduro son dianadaetransformacion
neoplasica. Al tratarse de células inmaduras podéerentes capacidades
de diferenciacion [117], incluyendo la bipotendia¢uronal-glial) [73, 201,
202], por ello la interpretacion inmunohistoquimaaestas neoplasias debe
realizarse con cautela.

Sin embargo existen tumores embrionarios con ragigigitivos que si
permiten diferenciarlos como entidades clinico légicas definidas:
neuroblastoma cerebral, retinoblastoma, ependestirha,
meduloblastoma y meduloepitelioma [41, 42].

El termino de PNET abraza el concepto de que estasmores surgen de
las células neuroepiteliales primitivas del neuroej y que pueden
presentar diferenciacion fenotipica diversa ya queproceden de la
transformacién de células inmaduras [117]. La transformacion

neoplasica de estas poblaciones de células embridaa se asume que s
encuentra mas en relacion a eventos genéticamenteterminados [29,

32, 66, 137, 176] que a la incidencia de factores ambientale
(radiacion,téxicos, infecciones virales) como sucecn las neoplasias d
los adultos.

4]

n

4]

La etiopatogenia de los tumores embrionarios y emcreto del
meduloblastoma es, por tanto, desconocida y sadéisesis controvertida,
sin embargo, existen muy diversas publicacionela éiteratura en relacion
a esta cuestion y desde diferentes puntos de vista.

Siguiendo el razonamiento que en las neoplasiasi@mabias la incidencia
de los factores ambientales no es la base denlsforanacién neoplasica, no
se han demostradactores ambientale relacionados directamente con este
tumor, aunque se constaté un aumento de la ind@el® meduloblastoma
en relacion a la exposicion intratteroPapovavirus SV40presente en las
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vacunas de la polio utilizadas durante los afioSA%¥1. Posteriormente
diversos autores [54, 203-205] han constatadodderentes metodologias,
la presencia de secuencias gendmicas de virusdédayonco-proteina viral
antigeno T mediante inmunohistoquimia en medultinaas, sugiriendo que
la infeccion por este virus puede jugar un papeleenesarrollo de la
neoplasia, pero no se ha podido demostrar hadectha una implicacion
directa en la etiopatogenia del tumor [206].

Aunque el meduloblastoma suele ser un tumor esparask ha descrito la
presencia de meduloblastoma en casos aislados mhelage homo vy
dicigéticos [207] y asociado a otros tumores cexlelsr [208] ,tumor de
Wilms [209] y tumor rabdoide renal [210]. Ademéasséan dos sindromes
hereditarios,sindrome de Gorlin y de Turcot que cursan con elevada
incidencia de meduloblastomas [211]. Esiedrome de Gorlin(carcinoma
basocelular nevoide) existe predisposicion a delarr carcinomas
basocelulares y meduloblastoma de tipo desmoplg&ep [212] [213].
Estos enfermos presentan mutaciones germinalegedePTCH (Patched),
localizado en 9922, que suponen una inactivaciomgemo. El gen PTCH
codifica un receptor de membrana que juega un papgabrtante en el
desarrollo embrionario del SNC. La sefal Sonic kbbdg (Shh) es
producida por las células de Purkinje y regulartdiferacion de las células
de la capa granular del cerebelo con receptoreh&atAlteraciones en los
genes y proteinas que regulan esta ruta puedeticéampina proliferacion
celular descontrolada de las células progenitormls cdrebelo. Se han
observado mutaciones del gen PTCH en aproximadan&n8% de los
medulobastomas esporadicos [212] y preferentemente los de tipo
desmoplasico.

En el sindrome de Turcot (poliposis intestinal adenomatosa familiar)
existen mutaciones germinales del gen APC [214¢ gsn también aparece
frecuentemente mutado en el cancer de colon ediporg esta alterado en
aproximadamente el 13% de los meduloblastomas @&dipos [215-217].
De modo muy infrecuente el meduloblastoma puedeeapaen pacientes
con mutaciones germinales del gen P982].

Sin embargo, las mutaciones encontradas en estosndsbmes
hereditarios no parecen tener una gran relevanciarela etiopatogenia
del meduloblastoma esporadico, por lo que se preaisie nuevos estudios
moleculares para la identificacibn de nuevos genes alteraciones
implicadas en la biologia de esta neoplasia.

1°Z}
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Diversos estudios han demostrado que a nivel citagitico y molecular
el meduloblastoma se caracteriza por pérdida de matial genético en el
brazo corto del cromosoma 17 presente aproximadamanen el 50% de
los casos, por lo que se supone existe un gen sgprede tumores
alojado en esta region cuya pérdida estaria implick en el desarrollo
del tumor [15, 27, 28, 126, 142, 200].

(2]

El estudio de pérdidas en 17p, el andlisis de lassmas y de los gene
alojados en esta regiom31, 33, 37, 150-152, 165kl principal punto de
partida en el estudio molecular de esta neoplasiahan sido propésito de
estudio de diversos autores y grupos investigadores

El presente trabajo continda una linea de investigacién iniciada eafi
2000 en el Hospital Universitario La Fe sobre altenes citogenéticas y
moleculares de los tumores pediatricos del Sistdemgioso Central [36]. El
trabajo ha sido el fruto de la colaboracion inteeifilinar con los servicios
de Oncologia Pediétrica, Neurocirugia, AnatomialBgica y la Unidad de
Genética de este hospital que han permitido unauade obtencion,
conservacion y estudio del material.

Esta infraestructura ha permitido disponer de ®€ale meduloblastoma
en condiciones adecuadas para la realizacion deliestmoleculares. El
tamafno de la serie es equiparable al tamafio mldstrdiversos estudios
publicados sobre alteraciones moleculares en @siartpor lo que podemos
considerarla como adecuada o representativa.

En este estudio;

1. se han valorado las caracteristicas histoloégieasna serie de 16
meduloblastomas y se ha realizado un estudio inhistoguimico
de P53, Neurofilamentos, Proteina Gliofibrilar decly Ki67

2. se ha realizado un estudio molecular en las tmrasesumorales
tratando de identificar un posible gen supresor tagimores
localizado en el brazo corto del cromosoma 17 icapld en la
etiopatogenia del meduloblastoma
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3.—CARACTE'RI'STICAS CLINICAS Y
EPIDEMIOLOGICAS DE LA SERIE

El presente trabajo se basa en un estudio retribapeon casos procedentes
de un solo centro. El factor geografico no supomes@sgo en este tipo de
tumores ya que no existe clara incidencia de fast@mbientales que
pudieran estar geograficamente determinados.

Las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas ded enfermos, en rasgos
generales, concuerdan con las comunicadas en la lmigrafia.

 La mediana de edadde la serie es de 6,1 afios, el pico de mayor
incidencia es entre 5y 9 afios [49, 50, 218]. Nstariie, hay que
tener en cuenta que nuestra serie incluye Unic@neasos
pediatricos.

» La distribucion por sexos muestra un predominio masculino con
relacion hombre :mujer 2,2:1 dentro del rango d&spor otros
autores [52, 219-221].

» Lalocalizacion tumoral méas frecuente es en el vermis cerebeloso,
como es habitual, ya que el 75% de los medulobtzesdose situan
en esta localizacion [41, 42]. Los dos casos quareapn en
localizacion lateral (hemisferios cerebelosos)d®tipo histolégico
desmoplasico y en los nifios de mayor edad (1182/dfos).

* En cuanto a laextension de la enfermedacho se encuentra en
nuestra serie ningun caso en T1 o T4 al diagnd@sticdos ellos se
diagnosticaron en T3 (nueve casos) y T2 (sietes}aBstos datos se
podrian justificar de la siguiente manera: en éstad la neoplasia
no suele dar sintomatologia, ya que los sintomasaies de la
enfermedad son debidos fundamentalmente a la @aiEdn
intracraneal (nauseas, vomitos, cefalea) y no acent cuando el
tumor es pequefio. Tampoco se realiza screenirgstde neoplasias
ya que son muy infrecuentes con lo que es difisolel diagndstico
en estadios tempranos. De igual manera, es muyetatiagnostico
en estadio T4 ya que la sintomatologia neurolégipmrece
previamente.

 ElI 50% de los casos presentardiseminacion en el SNC al
diagnéstico [182]. Este porcentaje se encuentra en el rango de
esperable aunque ligeramente elevado. Ello puedeledsido al
tamafo muestral. Se desecho la posible existeecwrds factores,
genéticos o ambientales, especificos de nuestréagdb y que
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impliquen una mayor riesgo de diseminacion al diagno, ya que
el resto de variables clinico-patoldgicas se encaatentro de los
rangos descritos.

Dado que en nuestros casos existe un elevado pajeecon
diseminacion tumoral por LCR, la mayoria de los osase
corresponden mmores de alto riesgo.
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4. HISTOPATOLOGIA

Todos los casos han sido diagnosticados segurritesi@as microscopicos
convencionales descritos para el meduloblastomareda, por tanto, de
tumores indiferenciados de células pequefias, redondzules, con elevada
densidad celular y actividad mitética y presen@anécrosis tumoral.

La distribucién por tipos histologicos de la sexidra en lo esperable para el
tamafio muestrakl 87,5 % de los casos son de tipo histolégico di&sy
dos casos (12,5%) son de tipo desmoplasico. Estosrgentajes
concuerdan con lo descrito en la literatura [41, 42

No se encuentran otros tipos histolégicos en nueatr serie
probablemente debido al tamafio de la muestra.

Como se ha comentado previamente, segun las fueotesultadas, el

meduloblastoma de tipo desmoplasico se localiza fregsientemente en

hemisferios cerebelosos y en nifios de mayor edasl.dbs casos de este
tipo presentes en nuestra serie son de localizdvédnisférica y en los

enfermos de mayor edad (11 y 12 afios) de la serie.

A su vez se ha descrito que este tipo histol6gscdeemejor prondstico que
el tipo clasico. En nuestros enfermos los casosipte desmoplasico sg
clasificaron en el grupo de riesgo estandar y msgmtaron diseminacion gl
diagnéstico (MO).

Otras variables histoldgicas revisadas han sidbiparplasia vascular y
necrosis tumoral.

4.1.- Hiperplasia vascular

En el meduloblastoma el patrén vascular habituadeesasos de pequefio
calibre y paredes finas observandose muy aislastemeda hiperplasia
vascular glomeruloide tipica de los gliomas de gitwlo [72, 82].

En nuestra serie, solo se ha constatado hiperplasieular en dos casos
(12,5%) que ademas presentaron elevado indice aliéepacion celular e

intensa necrosis tumoral y metastasis al diagraska la valoracion del

grado histoldgico de las neoplasias del sistemdasr central del adulto, la
proliferacion vascular es indicador de agresividetiologica. Extrapolando

este dato, los dos casos de meduloblastoma queuesira serie han
mostrado proliferacién vascular asocian rasgo®ldigicos de agresividad
como intensa necrosis y Ki 67 elevado.
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4.2.- Necrosis tumoral

La necrosis tumoral individual y la presencia deleds apoptéticos es un
rasgo histolégico caracteristico del meduloblast@222-224]. También se
han descrito de modo aislado la presencia de amplaosis tumoral e
incluso quistificacion de modo infrecuente.

En nuestros casos la valoracion histologica dedaasis tumoral entra en el
rango de lo esperable.

Cabe destacar que existe una relacion estadisticante significativa
entre la presencia de positividad para P53 y necrizstumoral (p= 0,007)
como se comenta mas adelante.
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5.- INMUNOHISTOQUIMIA

Ya que el meduloblastoma es un tumor embrionarie procede de la
transformacion de las células neuroepiteliales intBrenciadas e
inmaduras [44, 45] con diferenciacién fenotipica diversa incluyendo la
bipotencial (neuronal-glial) [45, 73, 76, 86, 11225], la interpretacion
inmunohistoquimica del meduloblastoma debe reakzaon cautela ya que
puede mostrar heterogeneidad inmunofenotipica [226]

En el presente trabajo se ha valorado la exprésidaonohistoquimica de
PGFAP, Neurofilamentos, P53 y Ki 67.

5.1.-PGFAP

La presencia de diferenciacién glial en el medastdma es un tema
controvertido , aunque se han objetivado célulasudstionablemente
tumorales positivas para PGFAP, tanto en el tijgsiao, como en el
desmoplasico o en las metéstasis extraneuralegdeloblastoma [90]).

El estudio inmunohistoquimico para la PGFAP esitieuttosa valoracion
ya que es complejo establecer si las células inmactvas son neoplésicas,
astrocitos reactivos o atrapados en el tumor [45].

En losdistintos estudios publicados se constata positivad entre el 25-
60% de los casos [80, 86, 96, 202, 227]. A grandegosmase puede
considerar que la positividad focal en células atf@ente tumorales se
corresponde a diferenciacion y que una positivideghsa y difusa suele ser
debida a una gliosis reactiva.

En el presente trabajo se han valorado como pasitias tinciones en
células con nucleo claramente tumoral.

Se ha constatado positividad inmunohistoquimica parPGFAP en 10 de
los casos (68,7%)Este dato es un tanto superior a lo reflejado aen |
bibliografia, pero consideramos que no es debidnaamala interpretacion
de la gliosis reactiva o glia atrapada. En la mayate los casos la
positividad fue leve y no se ha objetivado ning@sac con positividad
intensa.
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Los dos casos de tipo desmoplasico han mostrado piegdlad moderada
localizada en las islas pélidas de los nédulage se corresponden a areas
de mayor diferenciacion, como se refiere en laditega [74, 78, 80, 93,
228].

Hemos observado en nuestra serie que la expresi®G#AP se encuentra
asociada en general a ausencia de necrosis turibralposible hipotesis

para justificar este dato seria que si la expresién PGFAP indica

diferenciacion, a mayor diferenciacion menor agidad histoldgica.

Jans y Tohyama constatan en sus series relaciae éamtexpresion
inmunohistoquimica para GFAP y mal prondstico [f8], sin embargo
otros autores, no encuentran relacion signifieagintre el inmunofenotipo
del meduloblastoma y la supervivencia [117].

5.2.- NEUROFILAMENTOS

Aunque el meduloblastoma es un tumor con diferer@a neuronal
predominante [45, 74], para este marcador se hsarittepositividades muy
variables desde muy bajas [86, 93], a mayore8@hl de células tumorales
en la bibliografia revisada [48, 76, 99, 202]. Eneral, la positividad a este
anticuerpose encuentra relacionada con la nodularidad del tuor y el
tipo histologico desmoplasicpo siendo casi inexistente en los
meduloblastomas de células grandes [80].

En nuestro trabajo se ha constatado positividad inmmnohistoquimica
para NF en 4 casos (25%) coincidiendo en el rangaskrito por otros
autores De los casos positivos, dos se correspondep@abigsmoplésico y
a nivel de las islas pélidas que, como es conosieaorresponden a areas
de mayor diferenciacion en el tumor. Los dos camusitivos restantes son
de tipo clasico. Ya que en nuestra serie no seeat@n otros tipos
histoldégicos no podemos aportar datos en estedsenti

5.3. -P53

Aunque la proteina P53 aparece mutada muy infreéeoemte en este tumor
[47], diversos autores han constatado una asoadiaighificativa entre la
expresion inmunohistoquimica de P53 y un mal pridc@s
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Eberhart, en un estudio de tumores cerebrales enalsios que incluye 64
meduloblastomas, describe positividad inmunohidtoga para P53 en el
18% de meduloblastomas “no anaplasicos” y en el 4&2dos de tipo

“anaplasico” (células grandes), asociandola aimres supervivencias [81].
Otros autores constatan la relacion entre exprésibanohistoquimica para
P53 y mal prondstico [94, 96, 229] tanto en medakioma como en PNET
supratentoriales.

En nuestra serie hemos observado una relacion estaticamente
significativa entre la expresion inmunohistoquimicade p53 y la
presencia de necrosis tumoral. Este dato apoyaria hipotesis de que la
expresion de P53 es un marcador de agresividad est& neoplasia. A su
vez, en nuestros casos la expresion inmunohistoguéa de esta proteina
se asocia a Ki 67 elevados.

5.4.- Ki67

La fraccion de crecimiento del meduloblastoma, geeconstata por la
fraccion de células que expresan Ki-67, es coruénecia mayor al 20% de
la poblacion tumoral [80, 98, 230, 231]. En lasa&rmas activas el indice de
proliferacion celular puede superar el 50% existienconsiderable
variabilidad regional en el propio tumor. En losduleblastomas de tipo
clasico, los nucleos positivos para Ki67 se engaerdistribuidos de manera
homogénea, en los de tipo desmoplésico se encumetrar proporcion de
nucleos Ki-67 positivos a nivel de las islas p&i{g8, 232].

En nuestra serie, hemos constatado elevados indicés proliferacion
celular de modo que 12 de los 16 tumores mostrargrositividad en mas
del 35% de los nucleos tumorales. Ya que la mayorapge de nuestros
casos son de tipo clasico, la expresion de Ki67 penta
predominantemente una distribucion homogénea.

Los dos casos de tipo desmoplasico mostraron, ceenoefiere en la
literatura, menor proporcion de nucleos positivosval de las islas palidas.

Contrastando los datos epidemiologicos, histologisp
inmunohistoquimicos y la diseminacion tumoral hemo®bservado que
la muestra es representativa y los datos histologis e
inmunohistoquimicos concuerdan con lo descrito emlliteratura:
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1. Se constata en nuestros casos que los medutwbéssde tipo
desmoplasico son mas frecuentes en localizaci@bekrsa lateral y
en nifios de méas edad

a. Ambos casos cursan sin diseminacion al diagrdgtison
de riesgo estandar

No muestran necrosis tumoral ni hiperplasia wasc

Ki67 es leve en un caso y moderado en el restant

La inmunohistoquimia para P53 es negativa

Inmunohistoquimicamente, se constata la paddtivipara

NF y PGFAP en las islas pélidas de los n6dulos

cooo

En conjunto, los marcadores bioldgicos y clinicesas dos casos
de tipo desmoplésico, son de buen prondstico.

2. En nuestra serie se observa una mayor frecudagiasos PGFAP
positivos que lo descrito en la literatura. Aungoese observa una
relacion estadisticamente significativa, se obseragor frecuencia
de casos PGFAP positivos en tumores en estadigssifi2
metéastasis al diagndstico.

3. La expresion de NF se encuentra entre los kndigglo referido en la
literatura. Se observa una relacion estadisticarsghificativa
entre la expresion inmunohistoquimica para NF y

3.a. el estadio T2 frente a T3 (p = 0,01)

3.b ausencia de metéastasis al diagnéstico (pG8D

4. Hemos observado que la intensa positividad Iggia se asocia a
a. presencia de positividad inmunohistoquimica pai&
b. diseminacion por LCR al diagnéstico y/o extensié
supratentorial
c. marcadores histolégicos de agresividad; nectosisral
moderada intensa e hiperplasia vascular

5. Existe una relacion estadisticamente signifreagintre la presencia
de positividad para P53 y necrosis tumoral (p 9100

Estos resultados aparecen reflejados en la tabla 6.
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Tabla 6: Relacion entre el estadiaje, diseminacién tuimoya
necrosis con el estudio inmuno-histoquimico. Aiziguierda se
indican las relaciones significativas (o0 cercaamda significacién)
mediante el test exacto de Fischer.

PGFAP NF P53 Ki67

- + - + - + leve moderada intensg
T2 1 6 3 4 6 1 2 4 1
T3 5 4 P=0,12 9 0 P=0,01 4 5 P=0,12 2 5 2
MO 1 5 2 4 5 1 2 3 0
M1 3 3| P=021| 6 0 P=0,008 3 3 2 2 2

(MO vs M1/2)
M2 2 2 4 0 2 2 0 3 1
NECROSIS
LEVE 2 8 7 3 9 1 4 6 0
P=0,09 P=0,007

MODERADA/INTENSA 4 2 5 1 1 5 0 6 0
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6.-ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES
LOCALIZADOS EN 17p EN MUESTRAS
TUMORALES DE MEDULOBLASTOMA.

Los estudios citogenéticos en meduloblastoma prasdrecuentes pérdidas
de material genético en el brazo corto del cromasbim(17p)[36, 137-141,
147, 164] A nivel molecular el meduloblastoma secteriza por la pérdida
de heterocigosis (LOH) en un 30-50% de los cas@s3{R 32, 154, 233].
Nuestra hipétesis de trabajo se basa en la posiitdencia de un gen
supresor de tumores en esta region implicado bolagia de esta neoplasia
[15, 31, 33, 37, 150-152, 164, 165]

El estudio de la expresion de un gen en el mRNA das células
tumorales, es una estrategia que nos permite abordar lalpasiplicacién
de ese gen en relacion a una neoplasia. Si un gmstra alterada su
expresion en tejido tumoral puede ser un indicadi®rque existe una
relacion entre el gen y el tumor.

La pérdida de expresion de un gen puede debediterentes factores
(delecion, inactivacion epigenética, mutacionestymies, microdeleciones,
microinversiones, alteracién de la regulacion génitc). Por ello, si se
detecta una expresion aberrante de un gen, sesh@alizar nuevos estudios
para valorar estos eventos.

El presente trabajo se ha realizado a partir de unaerie de 16 muestras
de meduloblastoma en las que se habia estudiado yi@nente la

pérdida de heterocigosis de 17p mediante microsaitéls y determinado

una regién minima de pérdida comun a todos los tunmes de nuestra
serie [36]. Las series publicadas permiten delimitala region minima

comun de pérdida en 17p13.3 coincidiendo con losstados de nuestro
trabajo [153].
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Figura 36: Esquema del cromosoma 17 y localizacion de léneg
minima de pérdida (subtelomérica en 17p13.3) y aie genes
estudiados en el presente trabajo.

En la regidén subtelomérica del cromosoma 17 sdilaradiversos genes
candidatos debido a su localizacién, funcion u Hogia con otros genes
conocidos. Algunos de ellos habian sido estudiadegamente al presente
trabajo por otros autores descartandose como gepessores candidatos.
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En concreto, el gehIS1 [31, 37], el genABR [32], RPH3AL [165] vy el
genTP53[33, 47, 155, 156] ya habian sido estudiados pnestde.

El gen HIC (hypermethylated in cancer) es un gen supresodidato
localizado en 17p13.3 que frecuentemente preseértdidas alélicas en
cancer de mama y otras neoplasias, estando taoiséntas alteraciones de
este gen en meduloblastoma [150, 164]. En nuestudie las dificultades
técnicas no nos han permitido valorar los resuado

En nuestro trabajo se han seleccionado los genes IB®, RUTBCI1,
MNT, RLIP y PTIPN como posibles genes supresores mdidatos
alojados en la regién critica y se ha estudiado sxpresion mediante
RT-PCR.

El criterio de seleccion se ha basado en algunadlde simplemente en la
localizacion o en homologias encontradas con gjmes, ya que de la
mayoria se desconoce su funcion exacta.

El genMNT posee funcion reguladora de la transcripcion [36@dr tanto
podria ser un buen candidato a gen supresor derésnmue ademas, ya
habia sido estudiado por otros autores y con mktgis similares a la
nuestra.

Sommer en 1999 [151], estudio la expresion delii en una serie de 44
casos de meduloblastoma no encontrando alteraeidm expresion del gen
ni mutaciones con analisis de SSCP. Posteriormemt2004 Cvekl [152]
constata reduccion de la expresion de dicho gerb ele 14 casos de
meduloblastoma, considerandolo posible gen supriesplicado en este
tumor.

En nuestra serie de acuerdo con lo descrito pom&wma expresion de
MNT se conserva en 13 de 16 casos Yy por tantd presente trabajo es
descartado como posible gen candidato.

El gen DPH1 (también llamado DPH2L y OVCA2) es un posible gen
supresor [171]en relacion al cancer de ovario [152, 173] aunque no
hemos encontrado ninguna publicacion en las basedatbs en que sea
estudiado en el meduloblastoma (http://www.ncbi.nimgov/sites/entrez).
En el estudio de expresion en nuestras muestragalas este gen se perdio
Gnicamente en un caso (1/16) por lo que fue dest@domo gen candidato.

Es escasa la informacion existente sobre el sebgenPITPN (NCBI

Entrez Gene). Forma parte de un grupo de proteit@sdlicas que participa
en la trasferencia de fosfolipidos en las membrashgares [168-170] y no
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hemos constatado ningun estudio de este gen endreld meduloblastoma.

En el estudio de expresion del gen en las muetsinagrales, esta se pierde
Unicamente en 2 casos y por tanto también es dadoatomo posible gen

implicado en el meduloblastoma.

Los dos genes que han mostrado una mayor pérdidexpiesion son
RUTBC1y RILP.

El gen RUTBCL1, dada su homologia, podria ser un boegen supresor
candidato ya que en su estructura contiene un domim RUN y un
dominio TBC con posible accién sobre GTPasas siraies a RAB
(NCBI Entrez Gene).

El gen RILP, mediante su dominio C-terminal, interaciona con la
GTPasa Rab 7 y posee un papel en la regulaciéon daslvesiculas
lisosébmicas [174, 175] . No seria descabellado sopp que estas
vesiculas transmiten sefiales intracelulares y transgembrana que
pueden tener importancia en la fisiologia y metab@mo celular, y por
tanto ser un buen candidato a gen supresor.

El genRUTBCL1 pierde la expresion en 7/16 casos y si afiadio®sdsos
con expresion disminuida, la expresion de estesgegncuentra alterada en
el 50% de ellos.

En cuanto al geRILP, que es el que mayor pérdida de expresion muestra
de los genes estudiados en este trabajo, se @inrtieé casos del total y en 3
casos se encuentra expresion muy disminuida. Aunantbos datos, la
expresion de este gen esté alterada en el 809 dados.

Ambos genes han sido considerados posibles genesprssores
candidatos dada:

* sulocalizacion cromosomica

e un patrén de expresion alterada en las muestrazales

» su homologia o posible funcion

No hemos encontrado en las fuentes consultadas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entreestudios que relacionen estos dos
genes con el meduloblastoma. En cuanto a la l@cafim cromosémica de
los genes, el orden de los genes desde el extreenadl7gh seria:
PITPN>RILP>DPH2>RUTBC1>MNT. Todos ellos estan gitog entre
1,36 y 2,25 megabases desde el teldmero de 17p
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El resumen de los resultados obtenidos del estied@xpresion se encuentra
reflejado en la tabla 7.

Tabla 7: Estudio de expresion de los genes estudiadogsen |
muestras tumorales, los genes se han dispuestin ssg

localizacion cromosdmica desde el
aprecia un patrén determinado de pérdida en fandé

dicha localizacion.

Genes estudiados
TOMoR PITPN RILP DPH2 | RUTBCL | MNT
223 + + + +
179 + + + +
137 N .
125 + + + +
112 . . .
101 . . . ]
92 * * (DE+B|L) *
76 + + + +
7 + + + + +
" * (DE+B||_) * (DETBIL) *
o * (DE+B||_) * *
* * (DETBIL) * *
50 + + + - +
44 + +
22 .
19 + + + +
NO
EXPRESAN |  2/16 10/16 116 7116 316

extremo 17p. &

Se analiz6 una posible asociacion entre la auseeatxpresion de los genes
candidatos (RUTBC1 y RILP) vy la pérdida de hetgyosis en 17pl3
(Tablas 8 y 9). Observamos que no existe correfasignificativa entre
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ambos eventos, a pesar de que cabria esperar gbes aestuvieran
relacionados. Se podria pensar que si la pérdidaeterocigosis en esta
region se debe a una pérdida fisica de materiai@sdmico deberia afectar
al nivel de expresién de los genes localizadosaenisma. Sin embargo, la
pérdida de heterocigosis, detectada mediante ldidaérde alelos de
marcadores microsatélite, también puede habersedugitdo por
recombinacion mitética o conversion génica que meplican la pérdida
fisica de copias del gen. Esto explicaria que alguamores con pérdida de
heterocigosis puedan mantener el nivel de expresados genes en el rango
de lo normal. No obstante, es importante recalc&r € pequefio tamafo
muestral no permite extraer conclusiones defirnstiva

Tabla 8
EXPRESION RUTBC1 NO EXPRESION DE
RUTBC1
LOH 2 5
NO LOH 2 2

Test exacto de Fisher p= 0,46

Tabla 9
EXPRESION RILP NO EXPRESION DE
RILP
LOH 5 2
NO LOH 1 3

Test exacto de Fisher p= 0,19
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7.- ESTUDIO DE PCR SEMICUANTITATIVA DE
LOS GENES RILP y RUTBC1

Una vez seleccionados los genes RUTBC1 y RILP cpombles genes
candidatos en base a estudios previos de expresidma realizado un
estudio para evaluar cual de los dos genes présenta mayor grado de
pérdida en el DNA genomico de nuestra serie de tesndPara ello, se
realizd6 una PCR semi-cuantitativa sobre DNA gewgomiotal de los

tumores, amplificando simultaneamente dos fragnsepéotenecientes a los
genes RILP y RUTBC1 en condiciones semicuantitativa

Tras la realizacion de la PCR en condiciones saniitativas para los dos
genes en las muestras tumorales, se constata geledan de intensidades
es significativamente menor para el gen RILP, ytpoto aparentemente se
pierde en un mayor numero de casos en las muestragduloblastoma que
el gen RUTBCL1. Esto concuerda con la mayor fredaede pérdida de
expresion del gen RILP frente a la de RUTBCLl. Pta garte, no
necesariamente el gen que se pierde con mas fi@alemnel implicado en el
desarrollo tumoral. Actualmente sabemos que exiseaiaciones en el
namero de copias (CNVs) que afectan a genes enyeque no son sino
variantes polimérficas en la dosis de determinadgnes. Estos
polimorfismos son especialmente frecuentes enelgismes subteloméricas,
donde se alojan los genes estudiados [234, 235].

Comparando los ratios con el estudio de expresidhi (ver tabla 10):

1.- El caso que presenta un incremento signifioadi la intensidad relativa
(que podria deberse a delecion de RUTBC1, peroen®IiP) muestra

pérdida de expresion de ambos genes y no pres@iia L

2.- De los 3 casos en que la relacion de intedsgl@s significativamente
menor, en dos de ellos (112 y 92) se observagedi expresion del gen
RILP, en el restante (101) la expresion de RILR@#serva. Sélo el caso
112 presenta LOH. (no se aprecia relacion entoes estentos)

3.- De los 6 casos con un ratio en el mismo ramg® los controles se
observaron 4 casos con expresion alterada de RIQP56, 73, 76) y 2

casos que mantienen la expresion (50 y 75). Ademéde ellos presentan
LOH, 1 no muestra LOH y en el restante no se haleslo.
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El hecho de no encontrar correlacidbn entre nuestroestudio y el
previamente realizado sobre la LOH en estos mismasasos, se puede
explicar por dos motivos: por un lado, la pérdida @ heterocigosis ng
siempre implica pérdida de material, y por otra pate, teniendo en
cuenta la proximidad entre ambos genes lo mas probke seria que la
pérdida de heterocigosis les afecte por igual, salvque un segundg
evento, como una pequefia microdelecion, originasena pérdida
completa (en homocigosis) de uno de los dos genes.
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Tabla 10: En la siguiente tabla se contrastan los resultados
obtenidos del  estudio de expresion de los gendsBR1 y
RILP en las muestras tumorales, la pérdida derd@posis en

17p (no estudiada en todos los casos) y la imtadsrelativa
obtenida del estudio en DNAgendmico de ambos genen
condiciones semicuantitativas (no estudiado enogodos
casos al no disponerse de material).

EXPRESION
TUMOR RUTBC1 EXPSEE'ON LoH RATIO RILP/RUTBC1
(0,37 - 0,63)
223 + - NO ESTUDIADA NO ESTUDIADA
179 + - NO ESTUDIADA NO ESTUDIADA
137 + ; NO ESTUDIADA NO ESTUDIADA
125 + ; NO ESTUDIADA NO ESTUDIADA
12 ; ; LOH 0,007
101 ; + NO LOH 0,05
92
+ (DEBIL) ; NO LOH 0,12

76 + ; NO LOH 0,4
75 + + LOH 0,37
73 + (DEBIL) + (DEBIL) LOH 0,55
67 ; +(DEBIL) LOH NO ESTUDIADA
56 ; +(DEBIL) LOH 057
50 ; + LOH 0,44
a4

; ; LOH NO ESTUDIADA
42 ; ; NO LOH 1,11
19

+ ; NO ESTUDIADA 0, 69

NO EXPRESAN - 1016
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8.- BUSQUEDA DE MUTACIONES DEL GEN RILP

Para finalizar el trabajo, se ha realizado un aisalie mutaciones en la
region codificante del gen RILP. Asumiendo que #gsetumores con
pérdida de heterocigosis para este gen, que adm@udisivieran un cierto
nivel de expresion del mismo, podrian presentaraciombes puntuales
causantes de una pérdida de funcién del alelo rem@nse secuenciaron
cinco tumores seleccionados por presentar LOH em d7partir del
correspondiente DNAgendmico.

La secuenciacion automatica por electroforesis laadluorescente y
posterior analisis computacional (BLAST) de lasesttas no mostraron
mutaciones. Por tant@l gen RILP muy probablemente, no es un gen
implicado en la patogenia del meduloblastoma

Los resultados moleculares obtenidos de este tralmjnque no han
permitido cumplir los objetivos en toda su extensi§on validos. El
planteamiento de este estudio de cara a la ideantifin del gen supresor de
tumores implicado en el meduloblastoma tal vez eg ambicioso. Queda
pues, una puerta abierta para continuar este tra&vagl estudio de nuevos
genes en relacién a esta neoplasia.
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Nota afiadida con posterioridad

Con posterioridad al presente trabajo se han abieuvevas lineas de
investigaciéon que estudian la posible implicaciéel gen REN en la
patogenia del meduloblastoma. Lo cual supondriacamdirmacion de los
resultados del presente trabajo.

Como ya se ha comentado, durante el desarroll@ainiel cerebelo, las
células granulares progenitoras proliferan en lgacgranular externa del
cerebelo fetal reguladas por la sefal “sonic healgjelproducida en las
células de Purkinje. Un fallo en la sefial hedgepogde resultar en una
proliferacion celular descoordinada [236]. El gdeNRIKCTD11) localizado
en 17pl3.2, es un supresor de la sefial Hedgelsaginactivacion puede
conducir a una alteracion en su regulacion [23@k hlteraciones en 17p
pueden condicionar una pérdida de dicho gen alferensecuencia de dicha
sefial, sin embargo la presencia de muy escasasiongsa en esta ruta
sugiere que existen factores epigenéticos que pudbvar a la
disrregulacién [238]. Se precisan de nuevos estugimra afianzar esta
hipotesis.
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VIl. CONCLUSIONES

Conclusiones a los datos epidemioldgicos, histdpgimns e
inmunofenotipicos del estudio.

1.

2.

Los datos epidemiologicos, morfoldgicos e innfanotipicos de

nuestra serie concuerdan con lo descrito en lafitea.

Se ha constatado una relacion estadisticamigmiécativa entre la

expresion inmunohistoquimica de P53 y la necrogistal.

La intensa positividad para Ki67 en los tumoses asocia a
positividad inmunohistoquimica para P53 y a maroeslode

agresividad histologica (necrosis moderada-interfsigerplasia

vascular).

Por el contrario, la expresion de neurofilaroent posiblemente de
PGFAP, se asocia a estadios mas tempranos de damexfad y

ausencia de metéstasis al diagnostico.

Conclusiones del estudio molecular.

1.

Los estudios de expresibn en las muestras tlesorae
meduloblastoma permiten descartar a los genes DRHNT vy
PITPN como posibles genes implicados en la etigestia del
meduloblastoma ya que se expresan en los tumdrefiaos.

En base a dichos estudios de expresion, losdei® y RUTBC1
son considerados como genes candidatos, ya qugpsesen se
encuentra notablemente reducida en las muestrasdles.

No se ha constatado una relacion estadisticarsatificativa entre
la pérdida de expresion de los genes RILP y RUT&®1la pérdida
de heterocigosis en 17p13.3.

No se han encontrado mutaciones en el gen RiLR®muestras
tumorales con presencia de pérdida de heterocigasésla region
17p13.3. En consecuencia, el gen RILP, muy probadaiée no esté
implicado en la patogenia del meduloblastoma, alasecomo gen
supresor tumoral.
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