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INTRODUCCION

El cancer en la edad pediatrica representa una pequeha proporcion de la
incidencia de neoplasias en la poblacion general. En los paises industrializados
la proporcién de cancer que aparecen en los primeros 15 afos de la vida
representa el 2% de todas las neoplasias, con una incidencia anual de
aproximadamente 130 nuevos casos por millon de nifios y afio. A pesar de esta
baja incidencia, es la enfermedad que tiene la tasa de mortalidad mayor, siendo
responsable del 10% de las muertes durante esta época de la vida y sélo esta
superada por los accidentes.

Las particulares caracteristicas clinicas, biolégicas y genéticas, el cancer
pediatrico ha contribuido substancialmente a la comprension de los

acontecimientos genéticos asociados a la transformacion maligna.

Los sarcomas de partes blandas son un grupo heterogéneo de neoplasias que
derivan de las células mesenquimales primitivas distribuidas en todo el cuerpo.

Representan el tercer tumor solido mas frecuente en los nifios,
aproximadamente un 7 % de todos los tumores solidos infantiles’. Este tipo de
sarcomas y en especial los incluidos dentro del grupo de “Tumores de célula
pequefia y redonda”, (Sarcoma de Ewing, Rabdomiosarcoma, Neuroblastoma y
Linfoma), tienen diferencias a veces sutiles, a nivel histologico, dificultando
enormemente el diagndstico. El desarrollo de las técnicas de citogenética y
biologia molecular, han permitido la identificacion de translocaciones
cromosomicas y productos de fusion caracteristicos, como EWS-FLI1 y EWS-
ERG en el caso del sarcoma de Ewing y PAX3-FKHR y PAX7-FKHR, en el
Rabdomiosarcoma, representando una herramienta muy util en el diagndstico

diferencial.



1- EL RABDOMIOSARCOMA

El Rabdomiosarcoma (RMS) es el tumor de partes blandas mas frecuente en
nifos. Dos terceras partes de los RMS se desarrolla en nifios menores de 10
afos. Deriva de las células mesenquimales primitivas, aunque se desconoce la
célula exacta de origen y podria originarse tanto de fibroblastos como de

precursores miogeénicos.
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1.1- EMBRIOGENESIS MUSCULAR

Es importante conocer la miogénesis para comprender mejor la tumorogénesis
del Rabdomiosarcoma. EI musculo esquelético deriva de las condensaciones de
mesodermo, conocidas como somitas, en respuesta a sefales moleculares de
estructuras adyacentes, durante la tercera semana de la embriogénesis. Hay
dos tipos de poblaciones celulares: una migratoria, llamada dermomiotomo
lateral, que formara el musculo esquelético y la dermis de las extremidades y
otra, no migratoria de la cual derivara la musculatura axial y del tronco. Hay una
serie de factores de trascripcion llamados Pax 3 y Pax 7 que actuan en el inicio
de la cascada de factores de regulacién miogénicos Myf5 y MYOD1. La
proteina PAX 3 se expresa con niveles mas altos en el dermomiotomo lateral
mientras que la proteina Pax 7 se expresa a niveles mas bajos a lo largo de
todo el dermomiotomo. La ausencia de Pax 3 homocigoto, se traduce con
alteraciones del tubo neural y ausencia de musculatura esquelética®. La
ausencia completa de Pax 7 también se manifiesta con alteraciones del

neuroeje pero en cambio no presenta alteraciones musculares'®. Se sabe que la



alteracion en el desarrollo de las extremidades se debe a una alteracion en la
migracion de los precursores del dermomiotomo lateral'' y que la proteina Pax3
juega un papel importante en el desarrollo muscular inicial, dirigiendo a los
precursores miogénicos durante la migracion muscular. Los factores de
regulacion miogénicos (Myf5, MYOD1, Myf4 y miogenina) tienen un papel
crucial en la orquestacion de la miogénesis. Todos ellos comparten un dominio
basico de helix-loop-helix, pero difieren en el N y C terminal. Este hecho les
confiere funciones distintas, asi MYOD1 es importante para el iniciar la
trascripcion de genes normalmente silentes, es decir que posee propiedades de
dominio especifico. En cambio el dominio de la miogenina actua como activador
general, aumentando el nivel de expresion de los genes que ya se han
expresado, es decir que posee una funcién de obertura de la estructura
cromatinica.

El proceso de la miogénesis puede dividirse en una secuencia de sucesos
temporales: proliferacion de mioblastos mononucleados, fusion celular para
formar miotubulos multinucleados y maduracién posterior de estos ultimos en
diferentes tipos de fibras. Durante todo este proceso se produce una expresion
diferencial de dos familias de factores de trascripcién: los factores reguladores
musculares (FRMs)' y los factores de trascripcion MAD-box de la familia de
MEF2. La decisién de continuar la proliferacion de los mioblastos o bien iniciar
la diferenciacion muscular depende del equilibrio entre reguladores de ciclo
celular positivo y negativo. Asi, es necesaria la expresién de inhibidores de la
ciclin-quinasa para que los FRMs hagan su funciéon y se inicie la fusién y
maduraciéon de los miotubos multinucleados. Este proceso esta asociado a la
expresion de factores de diferenciacion tardios como las cadenas ligeras y
pesadas de la miogenina, la creatin-kinasa muscular y el receptor de
acetilcolina, que en la cascada se encuentran situados entre los FRMs vy los
factores de la familia MEF2.

Se han estudiado mediante microarrays la expresion de miles de genes

involucrados en la secuencia temporal de la miogénesis™>.



1.2- LOCALIZACION

Este tumor deriva de las células mesenquimales primitivas, por lo que puede
aparecer en cualquier parte del cuerpo, incluido en zonas donde normalmente
no se encuentra musculo estriado. Los lugares mas frecuentes son:
genitourinario (24%), parameningeo (16%), extremidades (19%), orbita (9%),
otras zonas de cabeza y cuello (10%) y miscelanea (22%)%>*.

Es fundamental realizar un diagndstico preciso con el fin de establecer un
tratamiento adecuado. El diagndstico se basa en la demostracion de

diferenciacién a musculo esquelético neoplasico.
1.3- CLASIFICACION

Histéricamente el RMS se ha dividido en dos subtipos histolégicos, con
diferente aspecto y comportamiento clinico: el RMS alveolar (RMSa) y el RMS
embrionario (RMSe)®?, siendo la clasificacién mas ampliamente aceptada la de
la organizacion mundial de la salud, que divide el rabdomiosarcoma en dos
grandes tipos, el RMS Alveolar (50-60%) y el RMS embrionario (25-30%),
incluyendo la variante botrioides. En otras clasificaciones (SIOP, NCI) se incluye
otra variante: el RMS Pleomérfico (5%). Este ultimo afecta fundamentalmente
a adultos, localizandose generalmente en las extremidades, mientras que los
dos anteriores, aparecen en la edad pediatrica (0-15 afios) y se localizan en
cabeza y cuello, tracto genitourinario via biliar, tronco y extremidades.

Es muy importante diferenciar los subtipos, porque el RMSa tiene peor
prondstico con propension a diseminacion metastasica precoz, mala respuesta
a la quimioterapia y recaidas precoces.

RMSe esta formado por células mesenquimales en diferentes estadios de
diferenciacién muscular. Esta formado por células mesenquimales que tienden
a la diferenciacion de mdusculo estriado. Es un tumor con una celularidad
moderada y un estroma mixoide laxo, aunque puede haber zonas mucho mas
compactas. Tienen un nucleo mas pequefo que el RMSa, una cromatina laxa y

un nucleolo dificil de ver.



El subtipo botrioide del RMSe, se caracteriza por presentar un aspecto
macroscopico en racimo. Es de gran valor diagnostico la visualizacion del
epitelio, que debe estar intacto.

El RMSa presenta un patrén de septos que remedan alvéolos, aunque puede
no siempre existir (la variante sélida) y entonces resulta muy dificil el
diagnodstico unicamente morfolégico. La existencia, aunque sea minima, de un
patrén alveolar, es suficiente para catalogarlo de RMSa.

Los estudios comparativos entre ambos subtipos han mostrado a nivel
citogenético unas anomalias cromosdmicas unicas y caracteristicas del RMSa:
La traslocacién t(2;13), que esta presente en el 55% de los pacientes con el
subtipo alveolar de RMS'®. Las bases moleculares de dicha traslocacion
consisten en la creacion de un producto quimérico de fusién que involucra al
gen PAX 3 del cromosoma 2 y a un miembro de la familia forkhead (FKHR) del
cromosoma 13, generando un factor de trascripcion quimérico. Asimismo el
22% de los RMSa, presentan la traslocacién variante t(1;13) caracterizada por
un reordenamiento del gen PAX7 del cromosoma 1 que se fusiona con el FKHR
del cromosoma 13.

Estas fusiones se detectan en alrededor de un 80% de RMSa, aunque no se
detecta ninguna traslocacién en el RMSa congénito. Existen ciertas diferencias
en cuanto al prondstico de estos dos tipos de fusiones, asi en el RMSa
metastatico que expresa PAX3-FKHR tiene peor prondstico.

La clasificacion internacional del RMS también ha descrito otra variante dentro
del RMSe, el RMS anaplasico®, que corresponderia al equivalente pediatrico
del RMS pleomorfico, y su comportamiento es mas agresivo acercandose al
RMSa?.

1.4- ETIOLOGIA

Determinadas alteraciones genéticas se han relacionado con un aumento de
incidencia de determinados tumores y en especial el RMS. Li y Fraumeni "
en 1969 describieron una serie de familias todas ellas poseedoras de la
mutacion (ausencia) del gen p53. Este es un gen supresor de tumores y juega
un papel crucial en el arresto celular o en la apoptosis cuando se produce una

alteracion en el DNA. Estas familias tienen una alta incidencia de cancer de



mama, osteosarcomas, sarcomas de partes blandas, leucemias, gliomas y
carcinomas adrenocorticales. También se han relacionado con anomalias
congénitas genitourinarias y cerebrales, neurofibromatosis y el Sindrome

alcoholico-fetal.
1.5- INMUNOHISTOQUIMICA

Las proteinas de regulacion muscular actian como factores de trascripcion e
inducen la miogénesis. MYOD1, concretamente, induce la diferenciacién,
mediante la activacién de genes musculo-especificos y es importante en el paso
de la fase de proliferacion muscular a la fase de diferenciacion.

Clasicamente para detectar marcadores de diferenciacion muscular se han
utilizado la expresion de desmina, actina, o la mioglobina, aunque estos
marcadores no son nada especificos de RMS y se encuentran en otros tumores
(p.€j. T Wilms rabdomiomatoso).

La utilizacion de anticuerpos anti-MYOD1 que reconoce un epitopo cercano al
C-terminal de la proteina MYOD1 y la anti-miogenina que reconoce un epitopo
en la region 138-158 de la molécula de miogenina, han demostrado tener una
alta especificidad.”""? Asi todos los RMS presentan tincion positiva a nivel
nuclear (la expresion citoplasmatica no resulta especifica) de miogenina y
MYOD1, a diferencia de la mayoria de otros tumores pediatricos no-RMS.
Ademas el patrén de expresién inmunohistoquimico permite en cierto modo
diferenciar el RMSe del RMSa. EI RMSa presenta un patrén de expresion
nuclear mucho mas uniforme (en un 75% de las células tumorales), en cambio
el RMSe, el nivel de expresion es menor (25% de las células tumorales)?”.

Se han establecido relaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y las
alteraciones moleculares, sugiriendo que e RMSe se produce por un bloqueo
mas inicial en el proceso de la miogénesis, basandose que este tipo expresa
tres veces menos miogenina que el RMSa. Es decir que el RMSa parece tener

un mayor grado de diferenciacién miogénica que el RMSe.



1.6- ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Se han descrito multiples alteraciones genéticas en casi todos los pasos de la
proliferacion celular y la diferenciacidn muscular y que en su conjunto darian

como resultado el RMS.

1.6.1- TRASLOCACIONES
Son caracteristicas exclusivas del RMSa. Se han descrito los siguientes dos
tipos (Fig 3):

1.6.1.1- t(2;13) PAX3/FKHR

Esta presente en el 70% de los RMSa. Las bases moleculares de dicha
translocacién consisten en la creacion de un producto quimérico de fusion que
involucra el gen Pax3 del cromosoma 2, y a un miembro de la familia forkhead
(FKHR) del cromosoma 13, generando un factor de transcripcién quimérico. . La
region 5'PAX 3 codifica un dominio relacionado con la unién al DNA vy esta
translocacion crea un factor quimérico de transcripcion que altera la expresion
de un grupo de genes diana. Estas alteraciones moleculares caracteristicas
estan siendo utilizadas para la deteccion sensible y especifica de enfermedad
residual en esta neoplasia, aunque aun no ha podido demostrarse la
significacién prondstica de la misma (Kelly K et al 1996, Naito N et al 2000,
Merino M 2001, Gallego S et al 2001). La fusion une los exones 1 al 7 de Pax3
y los exones 2-3 de FKHR.



PAX3 (cr2) FKHR (cr13)

PAX3-FKHR der(13) t(2;13)

PAX7 (cr1) FKHR (er13)

PAX7-FKHR der(13) t(1;13)

Fig 3 Esquema de la fusién PAX3/7-FKHR

1.6.1.2- t(1;13) PAX7/FKHR

Esta presente en el 10% de los RMSa. La fusion de Pax7 tienen una estructura
muy similar a la de Pax3-FKHR y de hecho la region 5’Pax7, que contiene el
dominio de unién a DNA, se une a la secuencia 3’ FKHR, exactamente en el
mismo intron de FKHR que para Pax3-FKHR.

A pesar de las similitudes hay diferencias notables. Pax7-FKHR, a diferencia de
Pax3-FKHR, presenta amplificacion del gen y normalmente se da en nifos mas
pequenos. Frascella et al 2000 describieron por cebadora vez la presencia en
una misma linea celular, la amplificacion de forma de dobles minutos, del gen
de fusion PAX7-FKHR y el NMYC.

Ademas Fitzgerald J et al, 2000,* sugieren que estas diferencias podrian
significar mecanismos oncogénicos distintos. Pax3-FKHR tiene tendencia a
presentar translocaciones reciprocas, a diferencia nuevamente de Pax7-FKHR.
Una explicacion para tales diferencias, estaria en la diferente orientacion de
Pax7, es decir que el extremo 5 de Pax 7 estd mas cerca del centromero,
siendo telomérica la direccion de la transcripcion. La fusién Pax7-FKHR
necesitaria 3 zonas de rotura en lugar de las dos de Pax3-FKHR. Estas
estarian: una en el intron 7 de Pax7, otra en el intron 1 de FKHR y una adicional
mas alla de Pax7 o FKHR para invertir la orientacién de uno de los dos genes.
0" La fusién une los exones 1 al 7 de Pax 7 a los exones 2-3 de FKHR.

Las diferencias entre los dos tipos de fusiones, son fundamentales y determinan

un pronéstico muy distinto. Asi, mientras que en la enfermedad localizada no



hay diferencias, en la enfermedad metastasica las diferencias son enormes.
Sorensen et al, 2002, en un analisis multivariable demostraron que los
pacientes con enfermedad metastasica que expresaban Pax3-FKHR tenian un
elevado indice de fracasos terapéuticos y éxitus, con una supervivencia libre de
enfermedad (SLE) de un 8%, mientras que si expresaban Pax7-FKHR la SLE
era del 75%. Atendiendo a la localizacion de las metastasis se evidenciaba que
en el caso de Pax3-FKHR, eran mucho mas frecuentes las localizadas en

médula ¢sea.>®
1.6.2- AMPLIFICACIONES GENOMICAS

Numerosos autores han descrito amplificacidn gendmica analizando a nivel de
DNA la presencia de anomalias cromosomicas en forma de dobles minutos o
regiones tenidas homogéneamente. Kenet et al 1998, Kiullendorff et al 1998
describieron 11 amplificaciones de 70 RMSa, y a su vez Mitelman 1998 y Pulito
1999 describieron 3 amplificaciones de 30 RMSe.

También, mediante otras técnicas como la hibridacion genémica comparada
varios autores encontraron amplificacion gendmica, en alto porcentaje de los
RMSa y en algunos de los RMSe."" "

La amplificacion del gen MYCN, en la regidn 2p24, se presenta en un 25-40%
de los RMS. Esta amplificacion se traduce en un aumento de la expresion del
factor de trascripcion MYCN, dando como resultado la aceleracion de la
progresion del ciclo celular y sensibilizaria las células hacia la apoptosis, con
degradacion del DNA y desestructuracion nuclear previos a la desintegracion de
la membrana. Driman 1994 y Hachitanda 1998 entre otros, lo correlacionan con
un peor pronostico. En el caso del Neuroblastoma (tumor derivado de las
células primitivas del sistema nervioso simpatico), la amplificacion del gen
MYCN, podria ser un efecto iniciador tumoral '°. Este hecho no se ha podido
demostrar en el caso del la sobreexpresion del gen MYCN en el musculo, y
podria tratarse de una alteracion adquirida durante el proceso tumoral.

También se hallan frecuentemente amplificadas en el RMS la region 12924 y
en ellas se localizan genes CDK4, GLI, SAS, MDM2 (este ultimo interactua con
el gen p53)%. Recientemente, Ragazzini et al (2004), analizaron 9 RMSa y 13

RMSe (7 anaplasicos), mediante PCR cuantitativa, evidenciando una



amplificacion o sobreexpresion de estos genes no solo en el RMSa sino
también en el RMSe anaplasico. Los genes CDK4 y SAS fueron los mas
frecuentemente alterados (36% cada uno). El primero pertenece a la familia de
kinasas ciclo-dependientes, y se postula que podria tener un papel crucial en la
regulacion del ciclo celular®. El gen SAS es mas desconocido y codifica para
una proteina transmembrana (TM4SF), relacionada con traduccién de la sefal y
proliferacion celular.

El gen MDM2, alterado el 23%, juega un importante papel en la tumorogénesis,
mediante la interaccion con p53, aunque la baja frecuencia indicaria que no es
un gen iniciador tumoral. Keleti et al, 1996, han propuesto que la
sobreexpresion del MDM2 constituye un mecanismo alternativo a la inactivacion
de P53. Cuando se produce un acumulo de proteina p53 y en ausencia de
mutacion de la misma, MDM2 estabiliza a esta mediante precipitacion. Es decir
que la sobreexpresion de MDM2 seria la consecuencia, y no la causa del
acumulo de p53.

Finalmente se encontré en un 14%, alteracién en GLI. A pesar de estos datos,
no se ha podido establecer una relacion entre las alteraciones en esta region

12913-15 y el comportamiento clinico patolégico de los tumores.?*
1.6.3- PERDIDA ALELICA EN 11p15

El RMSe se caracteriza por presentar frecuentemente pérdidas de
heterocigocidad (LOH) en 11p15 y estos estudios de LOH definirian un

supuesto gen supresor distal al locus D11S988 2°2° (

Fig.4). Esta pérdida afecta
a informacién genética materna, junto con duplicacion de informacion genética
paterna situada en ese locus (isodisomia parental)?’. Esta region tiene un
interés especial por la localizacion del gen IGF-2, que codifica para un factor de
crecimiento que se cree podria jugar un papel destacado en la patogénesis del
RMS 2. Este gen esta sobre expresado por un mecanismo, a nivel de DNA, de
duplicacién del alelo paterno, por pérdida del patrén normal de imprinting
materno. También se ha postulado que la pérdida de heterocigocidad en 11p15,
afecte a un gen supresor de tumor (se ha propuesto el gen H19, adyacente a
IGF-2). Se cree que la suma de las dos situaciones, sobreexpresion de IGF-2 y

ausencia de un gen supresor, afecten al desarrollo del RMSe.



La sobreexpresion de IGF-2 se produce tanto en el RMSa como en el RMSe, y
de hecho hay experimentos que bloqueando con anticuerpos monoclonales
IGF-2, consiguen inhibir la proliferacion “in vitro” de las células tumorales. Esta
expresion tan ubicua en el RMS implica una combinacién de diversas
alteraciones genéticas localizadas en esta region 11p15.5.

Practicamente se ha completado el mapa de esta region critica 11p15.5,
revelando nuevos genes sometidos a imprinting, con una funcidn supresora
directa o indirecta. Un ejemplo seria el gen GOK, que se expresa en el musculo
esquelético normal, y en cambio esta ausente en el RMS. Si transfectamos este
gen a células de rabdomiosarcoma se induce apoptosis.?

A pesar de todos estos avances, todavia no se ha identificado la verdadera

importancia de IGF-2 y los genes supresores de esta regién en el RMS.
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Fig 4. Cromosoma 11. Estudio de LOH en la region 11p15.



1.6.4- ALTERACIONES EN p53 y p16

La mutacion constitucional de p53, afecta a las familias afectas del sindrome de
Li-Fraumeni. Estas, tal como se ha comentado anteriormente, tienen una alta
predisposicidon a desarrollar varios tumores y en especial RMS. La mutacién p53
a nivel somatico también se produce en muchos casos de RMS esporadico.
Para dilucidar el papel que juega p53, debemos analizar las moléculas que la
regulan. Los dos reguladores mas importantes son MDM2 y p19°RF 31 E|
primero regula negativamente a p53, y esta amplificado en el RMS. p19 ARF
regula a su vez negativamente a MDM2, y asi su pérdida, equivaldria a la
amplificacion de MDM2 o la pérdida de p53.

Otra funcién atribuida a p53 es la inhibicion de la funciéon de diferenciacion

muscular desarrollada por el gen MYOD1.
1.6.5 -EXPRESION WT1

El gen WT1 codifica para un factor de trascripcion relacionado con el desarrollo
normal y neoplasico. Es necesario para la proliferacién y la diferenciacion.

Se ha descrito la mutacion de WT1 en sindromes como Denis-Drash y WARG,
manifestandose entre otros como alteraciones genitourinarias, predisposicion a
tumor de Wilms y aumento de la incidencia de RMS.

En el desarrollo normal WT1 esta implicado en la diferenciacion de varios
tejidos mesenquimales, sobre todo en el desarrollo del rindn y génadas, pero
también en el desarrollo de la pared muscular.

Inicialmente se consider6 un gen supresor, aunque posteriormente y en
determinadas mutaciones, también se le han atribuido funciones activadoras u
oncogeénicas. La expresion de WT1 se ha descrito en numerosos tipos de
tumores como el cancer de mama, los tumores genitourinarios (Wilms) y los
incluidos en el grupo de tumores de célula pequefia y redonda (SRBCTSs).
Recientemente, Carpentieri et al, 2002, describié por cebadora vez la utilidad
del anticuerpo anti-WT1, en los tumores SRBCTs. EI RMS presentaba una
localizacion de WT1 exclusivamente citoplasmatica, a diferencia del tumor de

Wilms (WT), que era nuclear, y del sarcoma de Ewing, que no presentaba



ninguna localizacion. Este hecho a su vez podria establecer una cierta conexién
entre el tumor de Wilms la diferenciaciéon miogénica y el RMS.*!

La proteina WT1 podria ser determinante en la inhibicion de la diferenciacion
muscular y la pérdida de su funcion comportaria la diferenciacion miogénica,
aunque hay en este punto cierta controversia.

Tiffin et al, 2003, demuestra que la expresiéon de WT1 en mioblastos murinos,

inhibe la diferenciacién miogénica del RMS.

1.7- GENES DE MULTIRRESISTENCIA A DROGAS Y RABDOMIOSARCOMA

La multirresistencia a multiples agentes quimioterapicos, es una de las causas
mas frecuentes de fracaso terapéutico en los pacientes afectos de tumores
como el RMS.

La multirresistencia a drogas, (Multidrug resistance, MDR), se caracteriza por
una reduccion en el acumulo de droga intracelular. Es debido a una
sobreexpresién de varios genes de la misma familia, entre ellos MDR-1 que
codifica para la P-glicoproteina, y la proteina MRP1. Todas ellas son proteinas
de membrana, que funcionan a modo de bombas dependientes de energia
(ATP) y evitan el acumulo de farmacos quimioterapicos, expulsandolos antes
que estos actuen.

La P-glicoproteina afecta a drogas lipofilicas, como los alcaloides de la vinca,
antraciclinas y epipodofilotoxinas, que atraviesan pasivamente la membrana. *
La P-glicoproteina se ha detectado en el osteosarcoma y en varios tumores de
partes blandas, entre ellos el RMS, el sarcoma sinovial y el sarcoma de Ewing.
Multiples estudios han relacionado la expresion de MDR1 con un prondstico
desfavorable. Hasta la fecha los estudios mas extensos de multirresistencia a
drogas, corresponden a sarcomas de partes blandas no-RMS en adultos. En
ellos la expresion de MRP se encontraba en los mismos tumores que
expresaban MDR-1, manteniendo una correlacion positiva entre ambos. *°

La proteina MRP-1, actuaria como una bomba de flujo de los elementos
glutatio-conjugados, expulsando de forma conjugada drogas como la
ciclofosfamida y el cisplatino, susceptibles de conjugacién, adquiriendo por

tanto resistencia al tratamiento.



| 34 analizamos los patrones de expresion

En un estudio reciente, Gallego et a
de MDR-1 y MRP, mediante RT-PCR en 23 RMS. La expresion de MDR-1 se
encuentra en ambos tipos de rabdomiosarcoma, alveolar y embrionario. En
cambio MRP es mas frecuente en el RMSa, sugiriendo que la expresion de
MRP comportaria un peor prondstico.

Los mecanismos que conducen a la sobre-expresion de estos dos genes
incluyen la amplificacion génica, aumento de estabilidad de la proteina y
aumento de expresion sin amplificacion. Ademas hay evidencias de que la
pérdida de la funcion de p53, contribuye a un aumento de MRP. *°

Hayashi et al, 1990, postula que la oncoproteina n-myc podria ejercer una
funcidn reguladora de los genes de multiresistencia a drogas. La amplificacidon
del gen MYCN en el RMS se ha correlacionado con un aumento de la
capacidad invasiva. En nuestro estudio descrito anteriormente, hallamos 3
tumores con amplificacion de N-MYC y expresion de MDR-1 y MRP,

corroborando dicha accion reguladora.
1.8- RECEPTOR DE ACETILCOLINA

El receptor nicotinico de la Acetil colina (RACh) del musculo esquelético, es un
canal iénico pentamérico, compuesto por 4 subunidades.*® (Fig.5)

Durante el desarrollo de la unidon neuromuscular se produce un cambio del
receptor tipo fetal (aByd) al tipo adulto (ayBed), mediante el cambio de la
subunidad y por la €. Asi, después del nacimiento, el receptor fetal sélo se
localiza en las células mixoides del timo, algunas fibras extraoculares, y se re-
expresa en el musculo esquelético normal que ha sido denervado.

Teniendo en cuenta que el RMS consiste en un conjunto de mioblastos
denervados y tumorales, Gattenléhner, et al, en 1997, describieron por
cebadora vez que la subunidad y del receptor fetal de ACh, era un marcador
especifico del RMS, permitiendo distinguir entre musculo normal, RMS y otros
tumores infantiles. Otros marcadores musculares ya descritos como la

miogenina o el MYOD1, presentan expresion en otros tumores no RMS.
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Fig 5. Esquema del receptor de Acetil colina.

2- EL SARCOMA DE EWING

El Sarcoma de Ewing es el segundo tumor maligno 6seo de la infancia en
frecuencia. Puede afectar a cualquier hueso, aunque es mas frecuente en la
extremidad inferior (45%), seguido de la pelvis (20%), extremidad superior,
esqueleto axial y costillas. No esta implicado en sindromes familiares.

El desarrollo de técnicas de citogenética,
immunohistoquimica y RT-PCR ha
permitido conocer que estos tumores
derivan de la célula  primitiva
pluripotencial de la cresta neural por su

capacidad de expresar marcadores con

diferenciacion parasimpatica. Sintetizan

Fig 5. SE Hematoxilina-Eosina

Acetilcolin-transferasa y expresan antigenos neuroectodérmicos (GD-2, N-CAM,
HNK-1). Actualmente se considera una misma entidad biolégica el Sarcoma de
Ewing 06seo, el Sarcoma de Ewing de partes blandas y el tumor

neuroectodérmico primitivo periférico (0PNET), y se denominan familia de los



sarcoma de Ewing (EFT, Ewing family tumors) (Nagao K et al 1997, David M et
al,1999).

SARCOMA DE EWING

SARCOMA DE EWING ATIPICO

- e -

Diferenciacion Neural

Fig 6. Esquema de la diferenciaciéon neural de los distintos miembros de la familia de
Sarcoma de Ewing.

2.1- ALTERACIONES GENETICAS
2.1.1- TRANSLOCACIONES GENICAS

Los estudios citogenéticos identifican translocaciones especificas en la familia
del S. Ewing. La translocacion t(11;22) (924;912) es la mas frecuente (88-95%).
El estudio molecular de esta translocacion, muestra que se produce un
reordenamiento de la region EWSR1 del gen EWS en el cromosoma 22 y la
region ETS2 del gen Flil del cromosoma 11, produciéndose un producto de

transcripcion quimérico °%¢’

. (Fig 7)El gen EWS codifica para una proteina
similar a la Polimerasa Il, que interacciona con la doble cadena de DNA. El gen
Flil actia como activador de la transcripcion. La fusion quimérica resultante
EWS-Fli altera la activacion normal de la transcripcion. Dentro de esta
translocaciéon se han descrito hasta diez formas alternativas, dependiendo de la
zona de rotura. Asi, la mas frecuente (60%), llamada EWS-FIi1 tipo |, se
establece entre los 7 primeros exones de EWS y los exones 6 al 9 de Flif,
seqguido (25%) de EWS-Fli tipo II, que es similar pero incluye el exén 5 del gen
Fli.

Se ha propuesto que algunas de las secuencias que flanquean el punto de
fusion, tienen un papel importante en la translocacion cromosomica de la
neoplasia. Las secuencias consenso, encontradas en la zona colindante del

punto de fusién, sirven como lugar de reconocimiento especifico de las



proteinas de union al DNA (“binding proteins”), en la maquinaria de
recombinacién o como lugar de union de los dos fragmentos del gen, después
de la separacién de la doble cadena, facilitando asi la unién “ilegitima” 82 .

Peter et al, 1995, describié que los tipos de fusién detectados periféricamente,
eran idénticos al tumor primario, indicando que no existia splicing alternativo.*’
Sin embargo, diferentes autores®*®”#! han descrito que puede haber diferentes
transcritos, coexpresados en el sarcoma primario o en las células derivadas de
éste, detectandose asi mediante RT-PCR.

Zoubek et al, 1999 y de Alava et al 1998, sugieren que el tipo de fusion tiene
importancia prondstica, siendo el EWS-FIi tipo | el de mejor prondstico. Este
hecho se explicaria, porque la proteina quimérica es menos activa y posee un
menor indice proliferativo.>*>°

La segunda translocacion en frecuencia (10%) es la t(21;22)(q22;912); en la
cual el gen EWS del cromosoma 22 se fusiona con otro miembro de la
superfamilia de los oncogenes ETS (ERG). %°

Se han descrito asimismo otras fusiones mucho menos frecuentes entre el gen
EWS y diferentes genes de la familia ETS, como EWS-ETV1*, el EWS-E1AF*®

y el EWS-FEV*, resultando posiblemente un mismo fenotipo tumoral.

EWS
RNA
Cr22

o '...
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FLI ERG
EWS-FLI EWS-ERG

Fig 7. Esquema del gen de fusion EWS-Fli y EWS-ERG.
Se han descrito mas de diez estructuras quimeéricas distintas de transcritos de

fusidon, segun donde se produzca el punto de rotura del gen situado en el

cromosoma 22.%%¢7
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Fig 8. Esquema de la fusién de EWS-FIi1. Las zonas EWSR1 y EWSR2 que abarcan varios
exones son susceptibles de rupturas diferentes generando asi diferentes transcritos. En
la figura se esquematiza el mas frecuente (TIPO 1). May 1993, Zucman 1993.

A pesar de que las translocaciones EWS-ETS son altamente especificas, hay
diversos trabajos que describen este tipo de fusion en Sarcomas bifenotipicos
(diferenciacién muscular y neural) ** *? y aunque en casos excepcionales,
también se han encontrado en rabdomiosarcomas y en neuroblastomas. 4> 4
Anteriormente los sarcomas bifenotipicos eran considerados como RMS
primitivos atendiendo a la morfologia y la inmunohistoquimica, aunque
posteriormente los estudios moleculares lo consideraron una forma de
Ectomesenquimoma maligno. Su frecuencia se estima del 10% de los RMS
considerados primitivos.

Los sarcomas bifenotipicos, expresan con mayor frecuencia el gen de fusion
EWS-Fli1 y diversos marcadores de diferenciacion miogénica (MYF5 vy
Miogenina). Curiosamente ninguno de estos tumores con la t(11;22) expresan,
segun Sorensen et al, MYOD1 (gen inductor de la diferenciacién miogénica),
postulando que podria estar inhibido por EWS-FIli. ! Tan y Burchill, 2001, en
cambio presentan un caso de sarcoma bifenotipico con la t(21;22) EWS-ERG,
junto con marcadores miogénicos, incluyendo también el gen MYOD1. De Alava
et al 1998, presentan el uUnico caso de Sarcoma bifenotipico con expresion
conjunta de EWS-Fli1 y PAX3-FKHR.

Amann et al, 1999, sugieren que EFT lo constituyen una gamma de tumores

con diferentes grados de diferenciacion neural. El minimo comun denominador



de todos ellos seria la translocacion EWS-ETS y el marcador neuroglial
Mic2/CD99. También se ha establecido una relacién entre el tipo de fusion y la
presencia de mas marcadores neurogliales y asi, los tumores sin fusion EWS-
Fli1 tipo 1 expresan mas marcadores neurales.

Los tumores de la familia Ewing, presentan una expresion neural limitada, con
formacion de rosetas ocasional, inmunorreactividad variable para la Enolasa
neuroespecifica, la sinaptofisina y la S100 (todos ellos mas especificos del
Neuroblastoma).

En la literatura se ha descrito hasta hoy, sélo 3 casos de diferenciacién neural
inducidas por el tratamiento*®**°!. Knezevich S, et al 1998, presentan un caso
de diferenciacidn neural quimioinducida de un Sarcoma de Ewing, con pérdida
del producto de fusién, sugiriendo que la expresion de EWS-FIli1 podria inhibir la
diferenciacion de las células tumorales.*® Esta hipotesis fue discutida por Collini
P et al , 2003, que presentan otro caso muy similar de diferenciacién neural
quimioinducida, pero en este caso, el producto de fusion se encuentra tanto en
el tumor inicial como el post-tratamiento (con morfologia similar al
Neuroblastoma).”’

El papel de EWS-FIli1 y otras oncoproteinas relacionadas, en la transformacion
maligna podria estar restringido al mantenimiento de las células en estado
proliferativo, dentro del ciclo celular, inhibiendo asi el paso a la diferenciacion
celular. *°

Recientemente Rorie C, et al 2004, han atribuido a EWS-Fli1 la capacidad de
cambiar el programa de diferenciacion de Neuroblastomas a Sarcoma de
Ewing, proponiendo que la fusion EWS-FIli1 contribuye activamente a la
etiologia de EFT, alterando el programa de diferenciacion neural a un estado

menos diferenciado y mas proliferativo.*
2.1.2- OTRAS ALTERACIONES GENICAS

Aunque con menor frecuencia que las translocaciones especificas, se han
descrito una serie de alteraciones cromosomicas adicionales: ganancias en los
cromosomas 8 y 12, t(1;16) y delecciones del cromosoma 1. Este ultimo se

asocia con mal prondstico en pacientes con enfermedad localizada.*®



La pérdida de p21 es la alteracion mas frecuente en el S Ewing, pero no se
correlaciona con la clinica. Es un gen supresor activado por la proteina p53 no
mutada, por lo tanto la pérdida de p21 sugeriria la inactivacion de p53.

La mutacién de p53 se encuentra en un 50% de las lineas celulares de S
Ewing, aunque no se considera un evento primario y confiere un mal prondstico.
A diferencia del RMS, raramente se encuentra amplificacion de MDM2, que es

un gen inactivador de P53.

3- ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL.

Se define como la deteccion de enfermedad que no es posible apreciar por
metodologia convencional y que por tanto requiere de técnicas de biologia
molecular.

La diseminacion metastasica a médula ésea es una de las mas frecuentes y de
mayor importancia pronostica en neoplasias humanas. ElI examen
inmunohistologico de las biopsias de médula 6sea puede infravalorar la
presencia de enfermedad microscopica por lo que en los ultimos afos se
utilizan métodos mas sensibles de deteccion como la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR) para la monitorizacion de la enfermedad micrometastasica en
numerosas neoplasias, como neoplasias hematolégicas, carcinoma de mama,
colon, pulmén y neuroblastoma.

Ademas se ha podido demostrar que en sangre periférica son detectables
células tumorales circulantes como lugar de paso antes de la diseminacion a
distancia.

Por regla general se considera que mediante PCR se logra un logio de aumento
en la sensibilidad de la deteccion de células ocultas con respecto a los métodos
inmunocitologicos. En un intento de aumentar la sensibilidad de deteccion se
utiliza frecuentemente una segunda ronda de amplificacion (PCR anidada). Este
aumento de sensibilidad en muchas ocasiones demuestra la presencia de
niveles minimos de expresién en sangre periférica y médula 6sea de donantes
sanos (expresion ilegitima) lo que disminuye la especificidad de la deteccion. La
emergencia de la tecnologia de la PCR en tiempo real facilita la evaluacion

cuantitativa de la enfermedad residual y esta siendo usada con éxito en algunas



neoplasias. Ademas, esta técnica aporta ventajas a la nested-PCR en cuanto a
sensibilidad, linealidad y reproducibilidad (Wattjes M et al, 2000).

3.1-EMR' Y RABDOMIOSARCOMA

Las peculiaridades del RMSa, permiten la utilizacion de métodos como RT-PCR
para la detecciéon de los productos de fusion PAX3-FKHR o PAX7-FKHR, no
solo en las células tumorales del tumor primario, sino también en las que se
encuentran circulando en sangre periférica (enfermedad microcirculante), y en
médula 6sea (enfermedad micrometastasica). Normalmente el diagndstico de
infiltracion de la mo por células de RMS, se realiza mediante analisis
morfologicos, de muestras obtenidos mediante aspirados o biopsias de mo.
Este método no es Util para detectar niveles de infiltracidn menores de un 5%.”
Varios autores han descrito el método de RT-PCR para la deteccién de la
enfermedad residual minima, pero aun no ha podido demostrarse la implicacion
prondstica de la misma.”®79-

En los RMSe no se han descrito translocaciones caracteristicas que permitan la
deteccién de la enfermedad minima residual. Se ha propuesto que la deteccion
mediante RT-PCR, de la expresion de las proteinas MYOD1 y miogenina,
pueden ser una herramienta util, si bien algunos estudios muestran que puede
haber cierto grado de expresién en tumores no-RMS *7*. Ademas, los mismos
trabajos muestran una baja sensibilidad en la deteccion de la ERM utilizando
MYOD1. En cambio, Sartori y Rosolen, (2006)° en un trabajo muy reciente,
defienden en cambio la utlizacion de ambos marcadores (MYOD1 vy
miogenina), para la deteccion de la enfermedad micrometastasica, mediante
RT-PCR en tiempo real, obteniendo una alta sensibilidad y especificidad.
Gattenloehner et al, 1999,38 comunicaron un aumento de la expresion fetal del
receptor de Acetil colina (RACh) en todos los tipos de RMS. Dado que el RMS
esta formado por mioblastos neoplasicos, no es sorprendente que la deteccion
del receptor fetal de Ach (RACh) resulte ser un marcador tumor-especifico. El
mismo equipo analizé la expresion de las subunidades y y a, calculando la ratio
a/y. En el RMS, musculo denervado la ratio fue siempre < 1, mientras que en
otros tumores no RMS era claramente > 1. Este resultado permite utilizar este

marcador, aparentemente especifico de RMS para el seguimiento de la EMR.



Teniendo en cuenta que los RMSe no poseen ningun marcador claramente
especifico, a diferencia de los RMSa, el RACh, representa un marcador muy

prometedor para el seguimiento de la enfermedad micrometastasica.®’
3.2- EMR Y SARCOMA DE EWING

A pesar de terapias multimodales muy agresivas, aproximadamente un tercio de
los pacientes afectos de este tipo de tumor tendran una recaida, incluso 5 afos
después del diagndstico. Este hecho se produce, probablemente, porque no se
consiguio erradicar todas las células en esos pacientes y que por lo tanto tienen
un cierto grado de enfermedad oculta o niveles submicroscopicos de
enfermedad residual, que no se puede detectar mediante técnicas
convencionales.

Los dos factores con mas valor predictivo prondstico, son la respuesta a la
quimioterapia y la presencia o ausencia de metastasis clinicamente detectables.
Un 30% de los SE tienen metastasis al diagnostico, siendo los lugares mas
frecuentes el pulmédn, el hueso y la médula ésea.

Atendiendo a las caracteristicas moleculares del SE, pueden detectarse
mediante retrotranscripcion y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
las translocaciones especificas del gen EWS con los diferentes genes ETS. Es
una manera rapida y sensible de realizar el diagndstico. Si mediante este
método analizamos la sangre periférica (SP) y la médula 6sea (MO), ademas,
es un excelente método para monitorizar la respuesta al tratamiento, detectar la
enfermedad minima residual (EMR) y diagnosticar precozmente recaidas. La
sensibilidad de la técnica se establece en la deteccion de una célula tumoral por
cada millén de células mononucleadas.

Mediante la técnica de RT-PCR se pueden detectar células tumorales con la
translocacion t(11,22) o la t(21,22) en la médula 6sea y en sangre periférica, a
través de la deteccion de los productos de fusion EWS/Fli-1 o EWS/ERG. La
sensibilidad de la técnica de deteccion de enfermedad residual es basica para
establecer el estadio correcto asi como para establecer el pronodstico de los
pacientes (Montanaro L et al 1999).

Diversos estudios se han centrado sobre el valor prondstico de la

monitorizacion de la EMR. Fagnou et al, 1998, analizaron exclusivamente la MO



(n=42), estableciendo que la presencia del producto de fusién en la MO al
diagnostico, era un criterio de mal prondstico después de 12 meses de
seguimiento, no siéndolo la presencia del producto de fusién en SP. °%*°
Scheiermacher et al, 2003, llegaron a los mismos resultados, esta vez
analizando conjuntamente la MO y la SP al diagndstico. °**> Ambos grupos
sugerian de todos modos, la necesidad de realizar un seguimiento a mas largo
plazo, teniendo en cuenta las recaidas tardias. Siguiendo en esta linea, Avigad
S, et al, 2004, realizaron un seguimiento mucho mas largo (media de 60 meses)
y no encontraron diferencias prondsticas significativas entre los MO/SP
positivos 0 negativos del SE localizado. Detectaron transcritos en un 58% de los
pacientes (n=26) y hallaron, en las muestras MO/SP, una alta correlacion entre
ellos y la supervivencia libre de progresion durante el seguimiento. En un 91%
de los casos detectaron las recurrencias moleculares antes de las recurrencias
clinicas.’” "

A pesar de la asociacion entre la presencia de EMR y la recaida, no se ha
establecido aun el tiempo critico de aparicion de la recaida, ni tampoco en que
grado la presencia de EMR determina una recaida (hay pacientes que persisten
con EMR y no recaen).

Para solventar estas dudas resulta de gran ayuda la utilizacion de PCR
cuantitativa, porque permite cuantificar la cantidad de células tumorales
circulantes, y establecer unos valores prondsticos predictivos.

El primer trabajo en este sentido lo realizaron Merino M, et al 2001,
cuantificando la cantidad de células tumorales contaminantes en los productos
de leucaféresis.®?

Se ha propuesto asimismo la utilizacion de PCR cuantitativa en tiempo real para
la deteccién y estimacion adecuada de la carga tumoral circulante en esta
enfermedad (Margret et al 2001, Peter et al 2001).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

En la enfermedad metastasica, el tratamiento multimodal con quimio-
radioterapia, cirugia y consolidacién con quimioterapia a altas dosis con
trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos permite cifras de
supervivencia no superiores al 10% en los sarcomas de Ewing o los
rabdomiosarcomas. En consecuencia, se requieren métodos diagndsticos mas
refinados que identifiquen a los pacientes de mayor riesgo de recidiva, con el fin
de individualizar al maximo cada tratamiento. Uno de estos métodos, que ha
sido demostrado util en neoplasias hematologicas, es el estudio de la

enfermedad minima residual.

Nuestra hipotesis establece que el analisis cuantitativo de la enfermedad
minima residual se correlaciona con la evolucion de la enfermedad y
puede ser un parametro prondstico adicional en estas neoplasias. Esto
permitira redefinir los criterios de remision de la enfermedad e intensificar
la terapia en los pacientes con enfermedad residual y mayor riesgo de

recidiva.
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OBJECTIVOS

1- OBJETIVO PRIMARIO

Determinar y cuantificar la presencia de enfermedad residual minima, en
médula 6sea (enfermedad micrometastasica) y en sangre periférica
(enfermedad microcirculante) de los pacientes pediatricos afectos de
sarcomas de partes blandas, mediante PCR en tiempo real y RT-PCR

anidada.

2- OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.1- Correlacionar la deteccion de enfermedad minima con los

parametros prondsticos conocidos de cada neoplasia.

2.2- Determinar el impacto prondstico de la deteccion de enfermedad

residual minima.

2.3- Estudiar la correlacidn entre los distintos marcadores, para el

seguimiento de la enfermedad minima residual.
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MATERIAL Y METODOS

1 - PACIENTES

Se realiza un estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes, de edad
inferior a 18 anos afectados de Rabdomiosarcoma y Sarcoma de Ewing, en
todos los estadios, diagnosticados y tratados en el Hospital Universitari Vall
d’Hebron de Barcelona desde el afio 1996 hasta el 2005.

Todos estos pacientes han sido tratados segun los protocolos terapéuticos
vigentes en la Unidad de Oncologia pediatrica del Hospital Universitari Vall
d’Hebron, y corresponden a su vez a protocolos de la SEOP (Sociedad
Espanola de Oncologia Pediatrica) y de la SIOP (Sociedad Internacional de
Oncologia Pediatrica).

En el RMS, el protocolo terapéutico para el tumor localizado era el
MMT95 y para el metastatico el MMT98. A modo de resumen, los pacientes con
RMS localizados se trataban con 9 ciclos de IVA (lfosfamida, Vincristina,
Actinomicina D) o con ciclos alternantes de IVA/CEV (Carboplatino,
Epirrubicina, Vincristina) / IVE (lIfosfamida, Vincristina, Etopdsido) y tratamiento
local diferido (cirugia y/o radioterapia), dependiendo de la histologia y la
localizacion. Los pacientes con RMS metastasica (IRS V) recibieron 3 ciclos
iniciales de IVA/CEV/IVE seguido de altas dosis de Ciclofosfamida/
Carboplatino/ Etopésido con transplante de progenitores hematopoyéticos y el
tratamiento local de cirugia y/o radioterapia, mas adecuado.

En el SE, el protocolo terapéutico utilizado fue el SIOP 2001. Los
pacientes con tumores avanzados (estadios 3-4), recibian 6 ciclos de induccién
(Vincristina, Ifosfamida, Doxorrubicina y Etopdsido), seguido de tratamiento
local (cirugia, si era posible), una fase de consolidacién con VAC (Vincristina,
Actinomicina D, Ciclofosfamida) y transplante de progenitores hematopoyéticos

(TASPE) vy finalmente radioterapia.



2 - MUESTRAS

Hemos seguido un esquema general para la recogida de las diferentes

muestras.
Diagnostico - Cirugia | Cada 3 ciclos | TMO = Fin tratamiento | Seguimiento : Recaida
Tumor l l l
Médula 6sea l l l l
Sangre perif l i} i} i} | ! l
Leucaféresis l

2.1- Muestras tumorales

La primera muestra se obtiene en quiréfano o bien en la sala de radiologia
(puncién guiada por TAC). Las muestras son recogidas en fresco e
inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido (-80°C), hasta el andlisis.
Después de recibir tratamiento con un cierto numero de ciclos de quimioterapia,
se realiza siempre que sea posible, una exéresis quirargica del tumor. El
Servicio de Anatomia Patoldgica recoge una segunda muestra que es analizada
microscopicamente se reserva una pieza adecuada que se conserva a —80°C.

Siempre que un paciente requiera cirugia posterior, se procede de igual modo.

2.2 - Muestras de Sangre Periférica

Las muestras de sangre periférica se obtienen en el momento del diagndstico,
durante el tratamiento y al finalizarlo, en periodos lo mas regulares posibles,
dentro de los controles analiticos a que son sometidos los pacientes durante el
seguimiento de la enfermedad.

Las muestras se recogen en tubos con EDTA potasico de 3ml. Inmediatamente
se desechan los hematies realizando una lisis de hematies y se conserva a

—80°C hasta la extraccion completa de los acidos nucleicos.




La solucion de lisis de hematies esta compuesta por: CINH; 0.14 M, NaHCO3 1
mM. Se mezcla 1 volumen de SP/MO en tres volumenes de lisis, incubandolo
15 minutos, finalmente se centrifuga 10 minutos a 1200rpm y se recoge el
sobrenadante, que se conserva a — 80°C hasta la extraccion completa de RNA.

De igual modo, las muestras de sangre periférica control se obtienen de

pacientes pediatricos no oncologicos que se realizan analiticas preoperatorias.

2.3 - Muestras de médula 6sea

Las muestras de médula 6sea se recogen en el momento del diagndstico y
siempre que desde el punto de vista clinico lo exija. Este procedimiento se
realiza bien bajo sedacion en planta o bien en quiréfano bajo anestesia general
si coincide con el momento de la extraccion tumoral o la colocacién / retirada de
un catéter venoso central.

Como muestras control se obtienen de igual forma en pacientes con otras
patologias.

Se realizan dos punciones en dos sitios distintos, generalmente en ambas
crestas iliacas postero-superiores o antero-superiores.

De igual forma se realiza una lisis de hematies y se procede a la congelacion a

-80°C hasta la extraccion de acidos nucleicos.

3- APROBACION DEL COMITE DE ETICA Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Se ha obtenido la autorizacién del Comité de Etica de la Fundacién per a la
Recerca y Docencia de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron, y a nivel individual

se recoge un consentimiento individual de los padres y / o tutores.

4 - EXTRACCION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

4.1 — Extraccién de RNA total

La extraccion de RNA total se realiza basandose en una variante de la técnica
descrita por Chomczinski y Sacchi en 1987% y adaptado al sistema de
columnas comercializado por Quiagen (RNeasy mini/midi kit, N° Cat. 74104).
Las muestras tumorales son congeladas en nitrogeno liquido inmediatamente

de su extraccién en el mismo quiréfano.



Se procede a la homogeneizacién de la pieza, empleando el Polytron,
sumergiendo el tejido congelado en un tubo Falcon con TRIZOL ™ (Invitrogen,
N° Cat. 15596-018) en una proporcion de 1 ml por cada 100 mg de tejido.
Seguidamente se centrifuga el lisado a >2000 g durante 2 minutos.

En el caso de médula 6sea y sangre periférica, se una vez realizada la lisis de
hematies (apartado 2.2), se afade el TRIZOL ™. Se recoge el sobrenadante y
se afade cloroformo, vorteando y dejandolo incubar 5 minutos a temperatura
ambiente. Nuevamente se centrifuga a 12000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
Se recoge el sobrenadante afiadiendo 1 volumen de etanol 70% gota a gota
para que no precipite. Se aplica la soluciéon en una columna y se centrifuga 30
seg. a 120000 rpm para que el RNA se fije a la membrana. Se repite el proceso.
A continuacion se realizan los lavados primero con buffer RW1 y posteriormente
con buffer RPE. Finalmente se recoge el RNA afadiendo a la columna agua
RNase-free e incubandolo 1 min a temperatura ambiente. Se congela a — 80°C.
La concentracion de RNA se mide por espetrofotometria 0 mas recientemente
mediante el Bioanalyzer (Agilent Technologies 2100) Total-RNA-Nano, que

permite ademas, analizar la calidad del RNA. (Fig.9)
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Fig 9. Ejemplo de cuantificacion RNA mediante Bioanalyzer

4.2 — Extraccion de RNA mensajero

La extraccion de RNA mensajero (mMRNA) se realiza segun el protocolo Quick-
Prep micro mRNA purification kit comercializado por Amersham Pharmacia
Biotech.



Este kit esta disefiado para la extraccion de pequefas cantidades de mRNA de
células eucariotas o de tejido sin tener que pasar por el paso intermedio de la
obtencion de RNA total.

Se realiza una homogeneizacion del tejido y se aisla el mRNA mediante
diversas etapas que incluyen primero la fijacion a una membrana de oligo-dT
celulosa, se lava varias veces y finalmente se eluye en agua RNase-free, y se

cuantifica mediante espetrofotometria.

4.3 — Extraccion de DNA
La extraccion de DNA de los tejidos tumorales y de la sangre total, se realiza

segun la técnica de fenol-cloroformo-isoamilico y el kit Quiagen DNA extraction.

5 - CULTIVOS CELULARES
Se han cultivado las siguientes lineas celulares procedentes de los diferentes
tipos de tumores:
¢ Rabdomiosarcoma alveolar y fusion PAX3-FKHR: RH30 (ATCC Catalog
No: CRL-2061).
¢ Rabdomiosarcoma alveolar y fusion PAX7-FKHR: CW 9019 (ATCC
Catalog No CW9019).
e Rabdomiosarcoma embrionario: HTB-82 (ATCC Cat No: HTB-82).
e Sarcoma de Ewing y fusion EWS-FIi: HTB-166 (ATCC Cat No HTB 166).
e Sarcoma de Ewing y fusion EWS-ERG: HTB-466 (ATCC Cat No HTB
466).

Se descongelan desde una temperatura de conservacion de — 120°C. Los
medios utilizados son especificos para cada tipo celular:

e RH30: RPMI 1640 + 2mM L-glutamina (dutch modification).

e CW 9019: RPMI 1640 + 2mM L-glutamina (dutch modification).

e HTB-82: McCoy’s

e HTB-166: RPMI 1640 + 2mM L-glutamina sin fenol rojo +15% suero fetal

bovino + 10mM HEPES.
e HTB-466: RPMI 1640 + 2mM L-glutamina (dutch modification).



Todos los medios se enriquecen ademas con 10% suero fetal bovino, 100 U/ml
de penicilina y 0.1 mg de estreptomicina, 0.1mM de aminoacidos no esenciales
y 100mM de Piruvato Sédico.

El Suero fetal bovino es inactivado previamente a 65°C durante 30 minutos.

El medio es renovado cada 48 horas aproximadamente y en caso necesario se
subcultiva tripsinizando las células y finalmente se congelan de nuevo

progresivamente hasta -120°C afiadiendo como conservante un 5% de DMSO.



6 — ENSAYO DE EXPRESION DE GENES DE FUSION MEDIANTE RT-PCR.

Se cuantifica 1 ugr de RNA extraido segun el método descrito en el apartado
4.1 y se introduce a un tubo de 0.5 ml para sintetizar DNA complementario
(cDNA).

Se realiza la Transcripcion Reversa utilizando SuperScript® || RNAase H’
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cat.N° 18064-014). Esta contiene el enzima
de transcriptasa reversa altamente purificada, (Moloney Murine Leucemia
Virus), el buffer 5x (250mM Tris-HCI pH 8.3, 375mM KCl y 15 mM MgCI?) y 0.1
M DTT. Ademas se anade a la reacciéon, el inhibidor de la ribonucleasa
recombinante (RNAsin, Invitrogen, Cat.N°® 10777-019), dNTPs 10 mM (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) y oligo dT o Random hexamers.

Al microgramo de RNA se le afiade el cebador oligo dT (1u) junto con los
dNTPs y agua destilada hasta un volumen de 12.5 yL. Se deja incubar de la
mezcla 5 minutos a 65°C y se centrifuga brevemente. Seguidamente se afiade
el buffer 5x, el DTT y el RNAsin, dejandolo incubar esta vez a 25°C 10 minutos
y a 42°C 50 minutos. Finalmente se inactiva la reaccion calentando el producto
15 minutos a 70°C.

El cDNA obtenido puede ser almacenado a -20°C hasta el momento del ensayo
o bien continuar inmediatamente con la PCR.

Tres yL de cDNA se diluyen en un volumen final de 25 pL de una mezcla
compuesta por 2.5uL de Buffer 10X (100mM Tris-HCI, pH 8.3, KCI 500mM),
2mM Cl;Mg, 200uM de cada dNTPs, 5 pmol de cada cebador o cebador, 1
Unidad del enzima Ampli Tag-Gold polimerasa (5U/uL, Applied Biosystems, N°
Cat.4322806).

Se introduce en el termociclador Perkin-Elmer/MJ realizando una
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°. Las siguientes condiciones de la
reaccion difieren segun los cebadores especificos utilizados de cada tipo de

fusion.

6.1- RABDOMIOSARCOMA ALVEOLAR
Se han disefiado diferentes cebadores para los distintos tipos de fusiones:
e Cebadores Consenso (Pax 3/7-FKHR): discriminan RMS alveolares de

otros tumores no RMSa, pero no distinguen los dos tipos de fusiones.



Secuencia Pax3/7: 5-CCGACAGCAGCTCTGCCTAC-3’
Secuencia FKHR: 5-AACTGTGATCCAGGGCTGTC-3’
Tamarno del amplicon de la fusion Pax3-FKHR: 376 pb y de la fusion
Pax7/FKHR: 367 pb.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94° 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 30 segundos a 62°C y extension
durante 30 segundos a 72°C, finalizando la reaccion con una extension
final de 7 minutos a 72°C.
e Cebadores fusion Pax 7-FKHR (Exones 1-7 de pax3 + Exones 2-3 de
FKHR):
Secuencia Pax7: 5-TTTGAGAGGACCCACTACCC-3’ (Exdn 6).
Secuencia FKHR: 5’- AACTGTGATCCAGGGCTGTC-3'.(Exon 2).
Tamano del amplicon: 695 pb.
Las condiciones de la PCR son las mismas que los cebadores consenso.
e Cebadores fusiéon Pax 3-FKHR:
Secuencia Pax3: 5-GCACTGTACACCAAAGCACG-3’' (Exon 7).
Secuencia FKHR: 5-AACTGTGATCCAGGGCTGTC-3’ (Exon 2).
Tamafo del amplicén: 409 pb.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94°, 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 30 segundos a 60°C y extension
durante 30 segundos a 72°C, finalizando la reaccion con una extension
final de 7 minutos a 72°C.
En cada experimento se introducen muestras control RT negativas (RNA sin
retrotranscripcion), para descartar la contaminacion por otros amplicones.
Ademas en cada reaccion se utiliza como control el mismo FKHRypper junto con
FKHRower. El tamafio de este amplicén es de 320 pb.
Ademas se introduce como control positivo la linea celular especifica y como
negativo muestras sin cDNA. Asi, para que un resultado sea positivo es
necesario que los controles PAX3/7-FKHR y FKHR resulten claramente
positivos indicando que la reaccidon de PCR ha funcionado bien, que las
muestras RTneg, sean negativas y que los controles negativos (sin cDNA) lo
sean, descartando asi la contaminacion.
Los productos de PCR se resuelven mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 2% y se visualizan mediante tincion con Bromuro de Etidio.



Fig. 10. Imagen de un gel de agarosa con diferentes muestras. Muestras positivas para
Pax 3-FKHR en tumor, SP y MO. Muestras negativas RMSe y Sarcoma de Ewing
La altima muestra de tumor expresa el producto se fusién PAX7-FKHR.

PCR anidada

En las muestras de sangre periférica y médula 6sea se ha utilizado una PCR
anidada con el fin de aumentar la sensibilidad de la reaccién. Para ello se
utilizan unos cebadores internos a los descritos anteriormente y se parte de 3
ML del producto de la primera reaccion de PCR. (Fig 11). Se repite el
procedimiento de PCR descrito para el primer paso o primer round.

Fig.11. Esquema de la localizacion de los cebadores en la fusion PAX3/7-FKHR
e Cebadores Pax 7n-FKHRn:
Secuencia Pax7n: 5-TTTGAGAGGACCCACTACCC-3’
Secuencia FKHRn:5- AACTGTGATCCAGGGCTGTC-3’
Tamafio del amplicén 338 pb.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94°, 40 ciclos de desnaturalizacién a

94°C 30 segundos, annealing durante 30 segundos a 60°C y extensidn



durante 45segundos a 72°C, finalizando la reaccidén con una extension
final de 7 minutos a 72°C.

e Cebadores Pax 3n-FKHRn:
Secuencia Pax3n: 5-GCTCTGCCTACTGCCTCCCC -3’
Secuencia FKHRn:5- GATTTCCCGCTCTTGCCACC-3’
Tamafio del amplicén: 238 pb.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94°, 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 30 segundos a 57.5°C y extension
durante 45 segundos a 72°C, finalizando la reaccién con una extension

final de 7 minutos a 72°C.

6.2- SARCOMA DE EWING/PNET
Después de la extraccion de RNA, realizamos una retrotranscripcién segun el

método descrito anteriormente en el apartado 6.1.

22.8 Fli.3
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Fig.12. Esquema de la secuencia del punto de fusion, junto con
los cebadores utilizados en la PCR.

Tres yL de cDNA se diluyen en un volumen final de 25 pL de una mezcla
compuesta por 2.5uL de Buffer 10X (100mM Tris-HCI, pH 8.3, KCI 500mM),
2mM Cl,Mg, 200uM de cada dNTPs, 5 pmol de cada cebador o cebador, 1
Unidad del enzima Amplitag-Gold (5U/uL, Applied Biosystems, N°
Cat.4322806).
Los cebadores utilizados son:
e Cebadores Fusion EWS-Fli-1:
Secuencia Fli-11: 5-AGGGTTGGCTAGGCGACTGCT-3’ (Exén 8)
Secuencia 22.8: 5-CCCACTAGTTACCCACCCCAAA-3’ (Exon 7)



Tamafo del amplicon: en este caso variara segun el tipo de splicing del
sarcoma de Ewing en cuestion, (ver Fig. 13). El tipo 1 tendra un tamano
de 258 pb, Tipo2: 324 pb, tipo 3: 411 pb, tipo4: 752 pb, tipo 5: 383 pb,
tipo 6: 509 pb, tipo 7: 575 pb y tipo 8:131 pb.

Condiciones PCR: 5 minutos a 94°, 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 1 min. a 57°C y extension durante
1 min. a 72°C, finalizando la reaccion con una extension final de 7

minutos a 72°C.

Ews-3 Fli-3

3 4 5 6 7 B 7 O O Tipo 1-- 209 bp
3 4 5 6 7 5 6 7 8 9 Tipo 2-- 275 bp
3 4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9 Tipo 3-- 362 bp
3 4 586 7 8 9 5 6 7 8 9 Tipo 4-- 701 bp
3/4 |56 |7 8 9 10 6 7 8 9 Tipo 5-- 334 bp
3 4 5 6 7 8 (9 1 5 6 7 8 9 Tipo 6-- 460 bp
34 |56 |7 '8 |9 1 6 7 8 9 Tipo 7-- 526 bp
Bl BB B 8 9 Tipo 8-- 89 bp

Fig 13. Fusion EWS-Fli-1. Esquema de los diferentes tamafos de amplicones
como resultado de la PCR con los cebadores 22.3 (exén 7 de EWS) y Fli-3 (exén 8
de Fli-1).

Cebadores Fusién EWS-ERG:

Secuencia Erg.11: 5-TGTTGGGTTTGCTCTTCCGCTC-3’ (Ex6n 9)
Secuencia 22.8: 5-CCCACTAGTTACCCACCCCAAA-3’ (Exon7)
Tamano del amplicon sera variable segun el tipo de splicing. Se han
descrito 4: Tipo 1: 245 pd, tipo 2: 293 pb, tipo 3: 418 pb, tipo 4: 675 pb.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94°, 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 1 min. a 58°C y extension durante
1 min. a 72°C, finalizando la reaccion con una extension final de 7

minutos a 72°C.




Como gen control de ambas PCRs se utiliza el mismo EWSpper junto con

EWSiower. El tamano de este amplicén es de 450 pb.

PCR anidada

Al igual que con la deteccion de la EMR en RMAa, realizamos una nueva PCR

utilizando tres pL del producto de la primera reaccion. Asi se consigue aumentar

la sensibilidad de la reaccidén, imprescindible para la deteccion células

circulantes en sangre periférica o0 médula ésea.

El volumen y la composicién de la mezcla es el mismo que el utilizado en el

primer paso, a excepcion claro esta de los cebadores:

Cebadores Fusion EWS-Fli-1:

Secuencia Fli-3: 5-GTCGGGCCCAGGATCTGATAC-3’ (Exon 8)
Secuencia 22.3: 5-TCCTACAGCCAAGTCCCAAGTC-3’ (Ex6n 7)
Tamafio del amplicén, esta esquematizado en la figura previa.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94°, 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 1 min. a 57°C y extension durante
1 min. a 72°C, finalizando la reaccion con una extension final de 7

minutos a 72°C.

Cebadores Fusion EWS-ERG:

Secuencia Erg 3: 5-ACTCCCCGTTGGTGCCTTCC-3'. (Exon 9)
Secuencia 22.3: 5-TCCTACAGCCAAGTCCCAAGTC-3’ (Ex6n 7)
Tamafo del amplicon sera variable segun el tipo de splicing. Se han
descrito 4: Tipo 1: 154 pd, tipo 2: 203 pb, tipo 3: 329 pb, tipo 4: 408 pb.
Condiciones PCR: 5 minutos a 94° 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C 30 segundos, annealing durante 1 min. a 58°C y extension durante
1 min. a 72°C, finalizando la reaccion con una extension final de 7

minutos a 72°C.

Los productos de PCR se resuelven mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 2% y se visualizan mediante tincion con Bromuro de Etidio. (Fig 14)



EWS-Fli-1 Fusion tino 1 EWS

Fig 14. Gel de agarosa con un ejemplo de seguimiento de paciente afecto de SE
metastdsico. Fusion EWS-FIi.1 (Tipo 1), mediante PCR anidada.
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7 — ENSAYO DE SEMICUANTIFICACION MEDIANTE DENSITOMETRIA
COMPARATIVA. MULTIPLEX PCR DEL RECEPTOR DE ACETIL COLINA
PARA LA EMR EN EL RMSe.

Después de realizar una extraccion de RNA y una RT, mediante el mismo
procedimiento descrito anteriormente, utilizamos dos pL de de cDNA que se
diluyen en 25 pL de la mezcla de Buffer 10X (100mM Tris-HCI, pH 8.3, KCI
500mM), 2mM CI,Mg, 200uM de cada dNTP, 2,5 pmol de cada un de los 4
cebadores (az as Y3, ys) Y 2 Unidades del enzima Amplitag-Gold polimerasa
(5U/uL, Applied Biosystems, N° Cat.4322806).
Los Cebadores utilizados son:

e Receptor ACh- a3: 5- AAGCTACTGTGAGATCATCGTCAC-3'.

¢ Receptor ACh- as: 5- TGACGAAGTGGTAGGTGATGTCCA-3’

Tamafo del amplicon 244 pb.

e Receptor ACh-y;: 5 - CCTCAGTCACCTACTTCCCCT-3.

e Receptor ACh-ys: 5 - TACTTGCTGATGAGTGGCACC-3

Tamano del amplicon 469 pb.

Como control enddgeno se ha utilizado el gen ribosomal L19:

o L19 4pper:5’-CAATGCCAACTCCCGTCAGC-3
« L19 jower: 5-CTTGGTCTCTTCCTCCTTGG-3

Condiciones de la PCR: 5 minutos a 94°, 35 ciclos de desnaturalizacién a
94°C 15 segundos, annealing durante 30 seg. a 62.5°C y extension durante 30
seg. a 72°C, finalizando la reaccion con una extensién final de 5 minutos a
72°C.

Expresiéon a

Expresion y

Ratio aly

Fig. 15. Ejemplo de un gel de agarosa de un ensayo de semicuantificaciéon de una

multiplex PCR mediante densitometria comparativa.



Los productos de PCR se resuelven mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, se visualizan mediante tincion con Bromuro de Etidio y se
cuantifican mediante un transiluminador que permite realizar una densitometria
comparativa (Fig 15). Se consideran 2 volumenes para cada muestra analizada,
una para la expresion a y otra para el y. Ademas, para descartar posibles
diferencias de densidad en diferentes zonas del gel, se analizan 2 volumenes
mas para establecer la zona neutrade a vy y.

Una vez captadas las imagenes de las muestras, los resultados de cada
volumen se expresan en porcentajes. A cada valor se le resta el valor de su
“blanco” respectivo (Ba y By). Finalmente se realiza el cociente aly.

Si esta Ratio es > 1 se considera positivo para RMS.

En cada reaccién se han afadido controles “positivos” (linea celular RMS RH30

y/o musculo fetal), y controles “negativos “ (musculo adulto).
8 — PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL.

Un pg RNA se diluye en un volumen final de 100uL de una mezcla que incluye
Buffer RT (10x), CIMgz (25mM), dNTP 10 mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
Random hexamers (5nM), RNAsin (20U/uL) y el enzima MultiScribe enzime
(50U/uL) (Tagman® reagents-Applied Biosytems). Se utiliza el programa de RT-
Universal: 10min a 25°C de incubacion, 30 min. a 48°C e inactivaciéon 5 min. a
95°C. El siguiente paso es coger 2uL de cDNA para la reaccion de PCR real
time.

La cuantificacion de los genes de fusion (EWS-FIi-1, EWS-ERG, PAX-3/FKHR,
PAX7/FKHR) y de MYOD1 y RACh se realiza mediante el sistema de deteccion
de secuencias ABI Prism 7000 (Applied Biosistems).

La técnica de” real time” PCR cuantifica de manera mas especifica, sensible y
reproducible que las otras PCR que detectan el producto sélo al final de la
reaccion®®. Se basa en la deteccion y cuantificacion de una sonda marcada con
fluorescencia. La sonda es especifica para cada secuencia y la sefal que
genera aumenta de manera directamente proporcional a la cantidad de
producto de PCR generado. Es posible registrar el valor en cada ciclo de la

reaccion y de esta manera se puede detectar el momento en que se produce un



aumento significativo de producto de PCR que se correlaciona a su vez, con un
aumento de fluorescencia. Asi, estas reacciones se caracterizan por el
momento del ciclo en se detecta una cantidad de producto de PCR (o
fluorescencia de la sonda). El inicio de la amplificacion se detecta de manera
precoz a través de la sefal fluorescente. Mediante esta tecnologia se define el
namero de ciclo umbral, (trheshold cycle number, Ct), que significa el numero

de ciclo en que la sefal sobrepasa un umbral preseleccionado (Fig 16).
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Fig. 16. Gréfica de resultados de PCR real time
Hemos utilizado el sistema TagMan®, que utiliza una sonda unida a dos

marcadores fluorescentes, uno en el extremo 5 (reporter dye) y otro en el
extremo 3’ (quencher dye). Cuando la Taq polimerasa replica una secuencia
donde se encuentra la sonda, su actividad 5’exonucleasa rompe dicha sonda

emitiendo fluorescencia (Fig. 17).
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El gen endogeno, utilizado para todas las PCR en tiempo real, fue el TBP. Se
selecciond después de testar una bateria de cuatro genes entre ellos el gen
humano GAPDH, el de B-actina y el gen ribosomal 18S. EI TBP mostré la
expresion mas constante y reproducible de los cuatro.

e Cebador TBP F:5-GAACATCATGGATCAGAACAACAG-3’

e Cebador TBP R:5’- ATTGGTGAATAGGCTGTG-3

e Sonda TBP: CTGCCACCTTACGCTCAGGGCTTGG
Esta sonda esta marcada con TAMRA como quencher y con VIC como reporter.
(Applied Biosystems, N° Cat Hs00172424).

8.1- PCR EN TIEMPO REAL EN RABDOMIOSARCOMA ALVEOLAR.

Los cebadores y la sonda para la deteccion de los productos de fusién Pax3-
FKHR y Pax7-FKHR, fueron disefiados (Assay “by design” ABI)
especificamente para que la sonda se situara justo en el punto de fusion y los
cebadores siempre entre dos exones, con el fin de evitar la contaminacion de

los resultados por DNA gendmico.

Fusion PAX 3-FKHR (Assay by desing 1397147A 04/ FKHR 215):
« Cebador Pax3-FKHR F: TGAACCCCACCATTGGCAAT
e Cebador Pax3-FKHR R: CTGTGTAGGGACAGATTATGACGAA
 Sonda FAM: TCTCACCTCAGAATTC

1141 AGCTATACAG ACAGCTTTGT GCCTCCGTCG GGGCCCTCCA ACCCCA

1201 GGCC TCTCACCTCAJEGAATTCAA CAAGTTC
SONDA

Fusion PAX 7-FKHR (Assay by desing 1397147A 04/ FKHR 202):
e Cebador Pax7-FKHR F: ACATGAACCCGGTCAGCAA
e Cebador Pax7-FKHR R: CTGTGTAGGGACAGATTATGACGAA
 Sonda FAM: CTGTCTCCTCAGAATTC

1681 ACTCTGACAG CTTCATGAAT CCGGCGGCGC CCTCCAACC CG

1741 GCCTGTCTCCALTCAGGAATTC AA CAA GTTC
SONDA




Se afaden 2 pL de cDNA, a un tubo oéptico de 2 pL MicroAmp (ABI). A
continuacion se realiza una mezcla con un volumen total de 20uL, que incluye
Master Mix Tagman® Universal (2X) compuesta por 5mM de MgCl,, 200uM de
dATP, dCTP, dUTP, dTTP, 0.05U/uL de AmpliTag® Gold DNA polimerasa y
0.01 U/puL de AmpErase® UNG (Amp Erase uracil-glycosylase). Este ultimo se
afade a la reaccion para evitar una reamplificacién de los productos sobrantes
de la PCR y actua eliminando cualquier Uracil incorporado en los amplicones.
Es inactiva a temperaturas superiores a los 55°C. También se le afade a la
mezcla el marcador de referencia ROX, que funciona como marcaje
normalizador, compensando asi las posibles diferencias de fluorescencia entre
pocillos y también los errores de pipeteo. Se afaden los cebadores 900nM de
cada uno y 250 nM de la sonda PAX3/7-FKHR (FAM).

Todos los tubos quedan cubiertos por un tapon éptico MicroAmp. En cada placa
se realiza un disefio similar (96 pocillos):

= Analisis del Gen problema Pax3/FKHR:

e Cuatro muestras control (todas ellas por ftriplicado), que son el
resultado de cantidades logaritmicas decrecientes de células
tumorales diluidas en 1ml se sangre control (7,5x10%células ), son los
llamados spiking experiments.

e Muestras problema por triplicado para valorar la variabilidad entre los
diferentes experimentos.

e Muestras de sangre periférica (negativas para el gen problema).

= Analisis del Gen enddgeno TBP

e Se repite de nuevo la misma distribucidn de las muestras.

Se ha utilizado el ABI Prism 7000 Sequence Detector, con las siguientes
condiciones de amplificacion: 2 minutos a 50°C para activar UNG, 10 min. 95°C
para la activacién de la Taq Gold Polimerasa, 50 ciclos de 15 seg. a 95°C y 1

min. de extension a 60°C.
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Fig 18. Esquema de PCR real time de Pax3-FKHR y TBP utilizando las muestras
“Spikings”.

Cuantificacion relativa de la expresion de los genes problema

Para calcular los resultados de expresién de cada muestra testada se utiliza el
valor Ct (la media del triplicado) correspondientes a la curva estandar, al gen
problema (en éste caso Pax3-FKHR) y al gen constitucional (TBP). Se exportan
todos estos valores a una hoja Excel.

Inicialmente hemos realizado una PCR real time con las muestras llamadas
spikings, para crear una curva estandar. Cada una de estas muestras,
representa una cantidad decreciente de células tumorales en 1 ml de sangre
normal (7.5x 10° cel./L), que van desde la mas concentrada (S-7) que contiene
1 millén cel.tumorales/ 10 millones cel. normales, hasta la mas diluida que hay

una célula tumoral/10 millones de cel. normales. (S-1).



El siguiente paso es calcular el valor nCt (Ct normalizado) para cada uno de los
puntos de la curva estandar y de las muestras problema.

El siguiente paso es calcular el ACT, (Ct normalizado), para cada uno de los
puntos de la curva estandar y las muestras problema. Es decir la diferencia
entre los Ctpaxs Y Ctrgp, de una misma muestra. Este valor corresponde al nivel
de expresion de una muestra si se resta el valor Ct obtenido con el gen

endogeno. La Formula es la siguiente:

| ACT=Ct media PAX3-FKHR muestra X — Ct media TBP muestra X |

Placa Gen Problema FAM Type CtPAX3 Endégeno VIC Ctend ACt
Pax3-7 PAX3 Calibr 24,18 TBP 27,21 -317
Pax3-7 PAX3 Calibr 24,08 TBP 27,3
Pax3-7 PAX3 Calibr 24,14|TBP 27,4
Pax3-6 PAX3 TEST 24,25 TBP 27,03 -301
Pax3-6 PAX3 TEST 24,21|TBP 27,01
Pax3-6 PAX3 TEST 23,84|TBP 27,3
Pax3-5 PAX3 TEST 25,39/ TBP 27,6 -206
Pax3-5 PAX3 TEST 25,18/ TBP 27,4
Pax3-5 PAX3 TEST 25,27 |TBP 27,03
Pax3-4 PAX3 TEST 28,21 TBP 27,01 1.1
Pax3-4 PAX3 TEST 28,64 TBP 27,3
Pax3-4 PAX3 TEST 28,21|TBP 27,4
Pax3-3 PAX3 TEST 31,53 TBP 27,4 4.38
Pax3-3 PAX3 TEST 31,51 TBP 27,03
Pax3-3 PAX3 TEST 31,55 TBP 27,01
Pax3-2 PAX3 TEST 34,11 TBP 271 7.24
Pax3-2 PAX3 TEST 34,43 TBP 27,3
Pax3-2 PAX3 TEST 34,68 TBP 271

PB PAX3 TEST 49,44 TBP 27,4 25.7
PB PAX3 TEST UNDET TBP 27,38

PB PAX3 TEST UNDET TBP 27,37

Fig. 19. Hoja Excel mostrando los resultados de las muestras Spiking

Utilizando el ACt de cada una de las muestras spikings, se construye la curva
estandar y se calcula su pendiente. Esto sirve para interpolar los valores de las
muestras problema a dicha curva y calcular asi la carga tumoral estimada para
la muestra en cuestidon. Para dicho calculo se utiliza el logio de cada una de las
concentraciones tumorales de las muestras spiking mediante la herramienta
“Tendencia”, que nos devolvera el logio del numero de equivalentes de células
tumorales (en este caso RH30) presentes en la muestra problema. Finalmente

calculamos el numero de cel. tumorales mediante la herramienta “Potencia”. En



cada placa se introducen ademas muestras negativas (pool de sangre periférica

de nifos sanos).

8.2- PCR EN TIEMPO REAL EN SARCOMA DE EWING.
El procedimiento de extraccion RNA total y Retrotranscripcion para obtener
cDNA, es idéntico al descrito en el apartado anterior. La diferencia se encuentra
en los cebadores y la sonda. Esta vez se han disefiado a través de Primer 3
output. Debido a que la secuencia del punto de fusién varia segun el tipo de
fusidon (hasta 8 diferentes para EWS-FLI1 y 4 para EWS-ERG), la sonda se
localiza en EWS y no a caballo de los dos genes como sucedia en el RMSa.
Fusion EWS-FLI1
e Cebador EWS-FLI-1 F: 5-ACAGCCAAGCTCCAAGTCAATATA-3
(Exén7 de EWS).
e Cebador EWS-FLI-1 R: 5-CATGTTATTGCCCCAAGCTC-3'(Exon 6 de
Fli)
e Sonda EWS: FAM- 5- CAGAGCAGCAGCTAC-3’ (Exon 7 de EWS).

La sonda esta marcada con MGB como Quencher y con FAM como Reporter.

EWS/FLI-1

721 TGGTCAACAA AGCAGCTATG GGCAGCAGCC TCCCACTAGT TACCCACCCC AAACTGGATC

781 CT GCCA ACAGAGCAGC AGCTACGGGC AGCAGA4F
SONDA

FLI ex 5 GTTC

841 ACTGCTGGCC TATAATACAA CCTCCCACAC CGACCAATCC TCACGATTGA GTGTCAAAGA
901 AG

FLI ex6 ACCCTTCT TATGACTCAG TCAGAAGAGG AGCTTGGGGC AATAACATGA ATTCTGGCCT

CEBADOR R

Fig. 19. secuencia del producto de fusion EWS-Fli1, con los cebadores utilizados.

Fusién EWS-ERG
e Cebador EWS-ERG F: 5-ACAGCCAAGCTCCAAGTCAATATA-3'(Ex6n
7 de EWS)
e Cebador EWS-ERG R: 5-TCTGGCCACTGCCTGGAT-3' (Ex6n 7 de
ERG)
e Sonda EWS: FAM- 5- CAGAGCAGCAGCTAC-3’ (Ex6n 7 de EWS).




EWS/ERG
EWS ex 7 721 TGGTCAACAA AGCAGCTATG GGCAGCAGCC TCCCACTAGT TACCCACCCC AAACTGGATC

781 CT ACAGCCAA GCTCCAAGTC AATATA GCCA ACAGAGCAGC AGCTACGGGC AGCAGAJllf
CEBADOR F SONDA

ERG ex 6 ATTT
841 ACCATATGAG CCCCCCAGGA GATCAGCCTG GACCGGTCAC GGCCACCCCA CGCCCCAGTC

ERG ex 7 901 GAAAGCTGCT CAACCATCTC CTTCCACAGT GCCCAAAACT GAAGACCAGC GTCCTCAGTT
CEBADOR R

Fig.20. Secuencia del producto EWS-ERG, con los cebadores utilizados.

Las caracteristicas de la reaccion y condiciones de amplificacion son las
mismas que las descritas para Pax3-FKHR (apartado 8.1), asi como la

elaboracién y calculo de los resultados.

Placa Gen Probl | Type Ews-Fli FAM ‘Endog FAM Ctend NDCt
Ews-Fli-7 | Ews-Fli Calibradora 29,5 TBP 26,3 3,56
Ews-Fli-7 | Ews-Fli Calibradora 30,2 TBP 26,28
Ews-Fli-6  Ews-Fli Test 31,55 TBP 26,2 5,125
Ews-Fli-6  Ews-Fli Test 31,79 TBP 26,89
Ews-Fli-5 Ews-Fli Test 34 TBP 27 7
Ews-Fli-5 Ews-Fli Test 34 TBP 27
Ews-Fli-4 Ews-Fli Test 37,35 TBP 27 | 10,355
Ews-Fli-4 Ews-Fli Test 37,56 TBP 27,2
Ews-Fli-3  Ews-Fli Test 39,8 TBP 27,45 12,47
Ews-Fli-3  Ews-Fli Test 39,8 TBP 27,21
Ews-Fli-2 Ews-Fli Test UND TBP 25,9 28,5
Ews-Fli-2 Ews-Fli Test UND TBP 25,5

Sp Ews-Fli Test UND TBP 27,3 27,7
Sp Ews-Fli Test UND TBP 27,3

Sp Ews-Fli Test UND TBP 27,3

Fig. 21. Hoja Excel mostrando los resultados de las muestras Spiking

8.3- PCR EN TIEMPO REAL EN RABDOMIOSARCOMA EMBRIONARIO.

Analisis del receptor de Acetil colinay MYOD1.

El procedimiento de extraccion RNA total y Retrotranscripcion para obtener
cDNA, es idéntico al descrito en el apartado 8.1.

Para la deteccion y cuantificacion de MYOD1 y las subunidades y y a del
receptor de acetilcolina hemos utilizado de nuevo el sistema ABI Prism 7000

(ABI) y tecnologia Tagman. (ver apartado 8.1)




RECEPTOR DE ACETIL COLINA

Los cebadores y la sonda utilizados son los siguientes:

Subunidad y (RACH gamma): Hs 00183228-m1 (assay “on demand”)
Subunidad a (RACH alfa): Hs 00175578-m1(assay “on demand”).

Como gen endégeno de control se ha utilizado el TBP (Hs 00172424) (assay
‘on demand”).

Se ha disenado el ensayo para que en cada placa se testaran las muestras (por
triplicado) para RACh gamma, RACh alfay TBP.

MYOD1

Los cebadores y la sonda utilizados son:

MYOD1: Hs00183228-m1.

Como gen enddgeno de control se ha utilizado TBP.

Las siguientes condiciones de amplificacion: 2 minutos a 50°C para activar
UNG, 10 min. 95°C para la activacion de la Taq Gold Polimerasa, 50 ciclos de
15 seg. a 95°C y 1 min. de extension a 60°C

Para el analisis de los resultados se sigue el mismo procedimiento que el
descrito en 2.7.1. Las muestras utilizadas para el disefio de la curva estandar es

la linea celular RH30.

9- ANALISIS DE SENSIBILIDAD

Todos los ensayos realizados han sido testados para analizar su sensibilidad.
En todos ellos se han utilizado la mezcla a concentraciones decrecientes de
células tumorales (especificas para cada tipo de tumor) y 1 ml de sangre con
7.5x10° cel. Mononucleadas por litro.

En los ensayos de PCR anidada se establece el limite de deteccion cuando no

aparece la banda correspondiente al gen correspondiente.

En el ensayo de semicuantificacion del Receptor de Acetil Colina y y a mediante
densitometria comparativa y multiplex PCR se ha utilizado de nuevo las
muestras spiking de la linea celular RH30. En este ensayo no ha sido util

realizar una segunda amplificacion del amplicén (anidada) porque con ello se



perdia toda la especificidad. A diferencia de los genes de fusion, los genes y y a
del RACh son constitucionales, es decir existe presencia de ellos, aunque a
veces pequena, en todos los tejidos. La especificidad de este ensayo se
establece con la comparacion mediante densitometria de las dos subunidades a

y Y, relacion que no se mantiene al realizar una PCR anidada.

En los ensayos de cuantificaciéon de PCR en tiempo real se valora la expresion
del gen problema respecto al gen enddégeno y se calcula el ACt. Este valor
significa el nivel de expresidon de una muestra una vez normalizado por el valor
Ct de su gen endogeno. El limite de deteccidn se establece en aquella muestra
spiking que no presenta sefal fluorescente. Es decir que su valor es equivalente
al obtenido en la muestra control de sangre periférica de donante sano en la

gue nunca hay presencia de genes de fusion.

En el ensayo de cuantificacion de MYOD1 y RACh a y y se utiliza de nuevo las
muestras spiking de RH30. El limite de detecciéon se establece en aquella
muestra en que su valor ACt es equivalente al de la muestra control (pool de

sangre periférica de donantes sanos).

10— ANALISIS DE ESPECIFICIDAD

Los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos de PCR son analizados
para confirmar su especificidad.

Las bandas de los geles de agarosa obtenidas de los ensayos de PCR, con el
tamano esperado, son secuenciadas para la confirmacion de los resultados.
Dicha banda, se recorta, se eluye y se purifica mediante el sistema Concert Gel
Purification System Life Technologies. Seguidamente se realiza la
secuenciacion mediante el secuenciador ABlI PRISM 310 Analizer.

Ademas, para confirmar aun mas la especificidad de los ensayos, se utilizaron
muestras de tumores distintos al SE y RMS, como el tumor de wilms y el
neuroblastoma. En el caso de la deteccion de los productos de fusion (PAX3/7-
FKHR, EWS-Fli1 y EWS-ERG) y MYOD1, se obtuvieron resultados negativos
en todos los tumores control. En cambio en el caso de la expresion de ACh,

algunos tumores no RMS expresaban RAChy y RACha, con una ratio a/y>1.
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RESULTADOS

1 - SENSIBILIDAD DE LOS ENSAYOS

La sensibilidad de los ensayos de PCR para la deteccion de los transcritos
Pax3-FKHR y Pax 7-FKHR se establecié con las muestras spiking de las lineas
celulares RH30 y CW9019 respectivamente.

El limite de deteccion del ensayo se situa en la muestra S2 para Pax3-FKHR

(es decir, se detectan 10 células tumorales por cada 10" células normales). Fig

22.
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Fig. 22. Gel de Agarosa con las muestras spiking RH30 después de la PCR
para el estudio de PAX3-FKHR (un solo round). Limite de deteccion
en S2 (10 cel/10”cel).

El limite de deteccion del ensayo Pax7-FKHR fue sensiblemente inferior,
situdndose en la muestra S4 (1000 cel/10’cel). Siendo necesario realizar una
PCR anidada para detectar 10 células en 107 cel.

Algo similar ocurre con la sensibilidad de los ensayos de S.Ewing en la que el
limite de deteccion en la PCR se establece en la muestra S4 (1000 cel/10cel),
siendo posible aumentarla realizando una segunda reaccion PCR anidada de

aquellas muestras spiking negativas.



En el caso de la cuantificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real de

Pax3-FKHR el limite de deteccion se establece en la muestra S2, que

corresponde a la mezcla de 10 células en 10”células células normales. (Fig.23).

ACt Cel/10° Log cel
Pax3-7 -3,17 1000000 6
Pax3-6 -3,01 100000 5
Pax3-5 -2,06 10000 4
Pax3-4 1,11 1000 3
Pax3-3 4,38 100 2
Pax3-2 7,24 10 1
Pax3-1 23 1 0
SP 25,76 0.095
p PAX3-FKHR
6
y = 3.3528¢0.1513x
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Fig. 23. Grafica de las muestras spiking Pax-3-FKHR.

En el

caso de cuantificacion mediante PCR cuantitativa de Pax7-FKHR, el

limite de deteccidn se encuentra entre S1y S2 (1 y 10 células por cada 10’

células normales). (Fig 24).

ACt Cel/10° Log cel
Pax7-7 -0.76 1000000 6
Pax7-6 -0.34 100000 5
Pax7-5 1.2 10000 4
Pax7-4 7.2 1000 3
Pax7-3 10.4 100 2
Pax7-2 12.3 10 1
Pax7-1 15 1 0
SP 25,76 0.095
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Fig. 24. Grafica de las muestras spiking para Pax7-FKHR

En el caso de la cuantificacion de MYOD1 mediante PCR en tiempo real, la

minima cantidad de células detectable se encuentra mas alla de la muestra $1,

es decir, es capaz de detectar sefial en la mezcla de 1 célula por cada 10’

células normales, aunque este punto esta muy proximo al resultado obtenido en

la muestra de SP y por tanto en ente punto se pierde especificidad.

MYOD1-1-7
MYOD1-1-6
MYOD1-1-5
MYOD1-1-4
MYOD1-1-3
MYOD1-1-2
MYOD1-1-1
SP

ACt
-7.04
-6.9
-5.69
-1.9
2.09
4.6
8.1
10.29

Cel/10°
1000000
100000
10000
1000
100
10
1

Log cel
6

5
4
3
2
1

0
5

0.56



Fig.25. Gréfica de las muestras spiking MYOD1-1.

El analisis de la sensibilidad y en general, de los resultados de la cuantificacion
de las subunidades de RACh gamma y alfa fue esencialmente distinto a lo
descrito para los otros marcadores, debido a que es necesario analizar
conjuntamente RACh alfa y RACh gamma. Se analiza por separado cada una
de las subunidades y las referimos al gen enddégeno TBP, es decir ACt de

gamma respecto al ACt de TBP, y ACt de alfa respecto al TBP.
6

GAMMA y = -0,2303x + 2,7611

ALFAy =-0,3395x + 1,9414

Log
Cel/millén

]
12

Fig. 26. Grafica de la distribucion de las muestras spiking del RACh alfa y gamma.

En la figura 27, se muestra una grafica que compara el nivel de expresién de los

tres marcadores a distintas cargas tumorales (muestras spiking $1-7)
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Fig. 27. Grafica del nivel de expresion de los 3 marcadores

Si expresamos la cuantificacion de los dos genes en una grafica (Fig.28) en la
que aparezca los valores Ct de alfa y gamma en cada una de las muestras

spiking, (expresadas en logaritmo base 10), obtendremos lo siguiente:

Fig. 28. Gréfica de los valores Ct gamma y alfa de las muestras spiking.

Se distinguen claramente dos fases:

-Una plateau, a concentraciones tumorales altas (10° a 10%), indicando que la
sefal aparece practicamente en el mismo ciclo y evidenciando una cierta
saturacién en la expresién. Es decir, la expresion de alfa y gamma se

mantienen constantes a pesar de incrementar la carga tumoral.



-Una lineal, a concentraciones inferiores de 10° la sefial de expresion aparece

en ciclos progresivamente superiores, hasta detectar 1 célula por cada 10 cel.

normales.
ACt ACt alfa Log Log Alfa Cel/10°
Gamma Gamma

S-7 -2.8 -4.3 6 6 1000000
S-6 -1.3 -4.3 5 5 100000
S-5 -1.2 -3.8 4 4 10000
S-4 5 -3.7 3 3 1000
S-3 8.5 1.1 2 2 100
S-2 10.3 3.5 1 1 10
S-1 11 0 2
SP 28.5 11.5 -3.79 -1.96




En el analisis comparativo de los diferentes marcadores utilizados para la
enfermedad minima residual, vemos que en el caso de los especificos de
tumor, PAX-3/7-FKHR, el punto de corte se establece en la ultima muestra
donde se detecta la sefal, es decir, el limite lo establece la sensibilidad de la
técnica. En el caso de los otros marcadores, especificos de tejido, el punto de
corte lo establece el valor obtenido de la sangre periférica de nifios sanos.

Asi, tal como se resume en la tabla siguiente el punto de corte, para todos los
marcadores, se situa el spiking S2, que equivale a la deteccion de 10 células

tumoral en 107 células normales.

CELULAS PAX3-FKHR PAX7-FKHR MYOD-1 ACh-y ACh-a

TUMORALEs ¢-MNC ACy AC: AC: AC:  ACy
10° 107 -3,1 -0,7 -8,5 -2 -4
10° 107 -3 0,3 -8,1 0,5 -5
104 10’ 2 1,2 -6,4 -0,5 -5,8
3
Punto 10 107 1,1 7,2 -3,3 1,9 3,7
de 10° 107 4,4 10,4 0 4,5 1,1
corte
> 10 10’ 7,2 12,3 2 9 3,8
10° 107 %) %) 4,5 11,4 4,4
CONTROL SP & & @ %
CONTROL MO %) %) %) %) %)
Fig.29.

Células tumorales: n° de células (10°-10°) obtenidas de las lineas celulares
de RMS RH30 y CW9019 diluidas en 10" cel. mononucleadas procedentes
de sangre periférica de un donante sano.

C.MNC: cel. mononucleares (10°) de SP de donante sano sobre las que se
mezclan las cel. tumorales RMS.

GENES ANALIZADOS: PAX3-FKHR, PAX7-FKHR, MYOD1, RAChy y RACh
a.

AC7-C7(GEN PROBLEMA) - Cr(TBP).

ND: no detectable, es decir no se detecta el gen problema.




ACt Cel/10° Log cel
EWS-Fli1-7 4 1000000 6
EWS-Fli1-6 5.53 100000 5
EWS-Fli1-5 7.82 10000 4
EWS-Fli1-4 10.8 1000 3
EWS-Fli1-3 16.2 100 2
EWS-Fli1-2 28 10 1
EWS-FLI-1 28 1 0
SP 27.7 0.56

En la PCR cuantitativa del transcrito EWS-Flil-1 sensibilidad se estableci6 en la
muestra spiking S3, es decir que se detectaba 107 células tumorales diluidas
en 10’ células normales. Esto ens un logaritmo mas que en la RT-PCR

convencional. (Fig.30).
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Fig. 30.-Gréfica del nivel de expresion de EWS-FIi1

La sensibilidad del ensayo con EWS-ERG fue muy baja, estableciéndose en la
muestra spiking S4, es decir detecta a partir de 10° células en 10" células

normales. (Fig.31).
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Fig. 31. Gréfica del nivel de expresiéon de EWS-ERG
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2- ESPECIFICIDAD DE LOS ENSAYOS

El analisis de la especificidad de los ensayos de PCR “convencional’, se realizé
mediante la secuenciacién de las bandas de tamafo esperado, visualizadas y
separadas mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, como resultado
de la PCR. Las secuencias obtenidas fueron contrastadas con el Banco de
Genes (Gene Bank) y todas ellas fueron coincidentes al 100%.

A modo de ejemplo, en la fig 32 se muestra la secuencia del transcrito EWS-FIi

—
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Fig.32.-Secuencia del resultado después de realizar una PCR anidada para EWS-Fli-1.
Corresponde a la fusién tipo1 209pb.

En los ensayos de expresion del RACh alfa y gamma mediante multiplex PCR,
se testaron ademas de RMS, otros tumores. Todos los RMSe expresaban
ambas subunidades alfa y gamma y mediante densitometria comparativa,
establece una ratio a/y > 1 en la mayoria de ellas. Este tipo de ensayo no
presenta una especificidad absoluta, ya que algunos tumores, entre ellos
algunas muestras de SE, Nbl y tumor de Wilms, presentaban una ratio <1. A

continuacién se muestra un gel de agarosa a modo de ejemplo (Fig 32):

Mdusculc  RMSe RMSe RMSe RMSe RMSe
Adulto T234 T153 T179 T183 T200

a/ >1 >1 >1 >1 >1 >1



SEI T- | ]
Musculo SE PNET NBL NBL Wilms RMS
Fetal T236 T36 T190 T117 T227 T241
Y
a
af <1 <1 >1 1 <1
Y

Fig. 33- Densitometria comparativa y multiplex PCR en el estudio RACh

Ademas, se realizé la secuenciacion de las dos bandas de tamafio esperado.
Las dos secuencias siguientes corresponden a la secuenciaciéon del RACh

gamma y alfa:
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Fig.33.-Secuencia del resultado de una Multiplex-PCR para ACh.
En los ensayos de PCR cuantitativa, la especificidad se confirma por la

negatividad de las muestras de sangre periférica de donantes sanos y de



ACt

muestras de otros tipos de tumores no-RMS (sin el producto de fusion Pax3/7-
FKHR). Estos controles fueron todos ellos negativos.

En el caso de la PCR en tiempo real del sarcoma de Ewing se procedio de igual
modo, demostrando la negatividad de las muestras de sangre periférica de
donantes sanos y de muestras tumorales “no-Ewing”.

En el caso de MYOD1, la especificidad resulté ser menor (que los genes
especificos de tumor), sobre todo en aquellas muestras spiking mas diluidas o
con menos carga tumoral. El rango de resultados entre las distintas cargas
tumorales y la sangre periférica es estrecho y de hecho el ACt de la SP esta
muy cerca de las dos ultimas diluciones 10" y 10? células tumorales en 10’

células normales.

MYOD1-1 4.6 10 1
MYOD1-2 8.1 1 0
SP 10.29 0.56

En el caso de la deteccion de las subunidades alfa y gamma del receptor de
acetilcolina la especificidad se estudio comparando los ACt alfa y gamma de las

distintas muestras (Fig 34):

6,00

2,00 A
0,00 -

-2,00 -

-4,00

-6,00

Fig.34. Grafica de especificidad. Expresiéon conjunta de
RACh a y RACh y expresados segun los respectivos ACt.

Todas las muestras tumorales de rabdomiosarcoma alveolar y embrionario
mostraron una expresion con ACt alfa y gamma concordantes, es decir ambos
ACt fueron positivos, a diferencia de la sangre periférica de donante sano, en la
que ambos marcadores fueron negativos. En las muestras de Sarcoma de

Ewing todas las muestras testadas excepto una, mostraron una discordancia



entre alfa y gamma, es decir mientras uno de los ACt era positivo, el otro era
negativo. Una muestra de SE mostré la misma expresion que la descrita para
los RMS.

Esto podria indicar que a pesar de no poseer una especificidad tan alta como
los productos de fusidén de los RMSa y SE, el estudio comparado de alfa y
gamma resulta un ensayo Util para el seguimiento especialmente del RMSe, al
no disponer éste, de un marcador especifico de tumor.
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Fig 35, Ratio de RACh Alfay el RACh Gamma en tumores no RMS



3 - SARCOMA DE EWING
3.1- ANALISIS DE LOS TIPOS DE FUSION SARCOMA DE EWING

Se analizaron las muestras tumorales de los sarcomas de Ewing, mediante
PCR, para determinar el tipo de fusion especifico de cada muestra de tumor.
En la figura siguiente se muestra un ejemplo de varios tumores, expresando los

das tipos de fusién mas frecuentes:

T143 T142 T150 T36 T109

EWS-FLI1 tipo 1 EWS-ERG tipo 3

Fig.36. Gel de Agarosa con varios S Ewing, mostrando los dos principales productos de
fusion: EWS-FIi tipo 1 (exén 7/ ex6n6) y EWS-ERG tipo 3 (exon7/ exon 6).

Se analizaron un total de 22 muestras de sarcoma de Ewing, de los cuales 17
(75.5%) expresaban la fusién EWS-Fli1 y 4, la fusién EWS-ERG (27,5%). Del
grupo con EWS-FIi, sélo 1 expresaba EWS-FIi tipo 2 y el resto expresaban
EWS-FIi tipo 1. Siete de ellos (31%) eran metastaticos al diagnéstico. Asi
TODOS los pacientes con tumores metastaticos y/o con fusiones No EWS-FLi
sufrieron una o mas recaidas. En cambio, entre los 7 pacientes con tumor
localizado y fusion EWS-FIi1 tipo1, solo uno sufridé una recaida, aunque los
pacientes con el mismo tipo de fusiéon pero metastaticos el 86% presentaron
recaidas.

Es interesante resefiar, que en algunas muestras tumorales se obtuvieron
multiples productos de RT-PCR. En todos ellos la PCR gendémica confirmaba la
presencia de un solo producto EWS-FIi1. De igual modo, en algunos casos se
podia obtener productos inesperadamente grandes, sugiriendo que contenian
exones o intrones extras, probablemente secundario a un splicing anémalo,
mas que a un splicing alternativo.

Las bandas accesorias obtenidas pueden también tratarse de formas

incompletas o formas deleccionadas del producto de fusion.



A continuacion se presenta una tabla resumen de todos los pacientes con

Sarcoma de Ewing, después del analisis mediante PCR del tipo de fusion:

TIPODE  ESTADIO N REMISION  RECAIDA

FUSION PACIENTES COMPLETA

E‘t’i":c;";"' LOCILIZA  8(36%) 7 (87%) 1

E¥‘i’§;':1"' METaSTA  7(31%) 1(14%) 6

E¥\il§;|=2|_| LOCALIZA 1 4 50, 1
Ev¥is|£§c5 LOCALIZA 1 (4 5o 1
Ev¥ie|3°-c|,5§c; LOCALIZA 4 (130, 5
NEGaTivo | FOSELIZA 5 (0.9%) 2

Fig. 37. Tabla resumen de los tipos de fusién encontrados en todas
las muestras de Sarcoma de Ewing analizadas mediante PCR cualitativa.
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3.2 -MONITORIZACION DE LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN EL
SARCOMA DE EWING MEDIANTE PCR ANIDADA Y PCR EN TIEMPO
REAL.

3.2.1- CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOLOGICAS DE LOS
PACIENTES

Las caracteristicas clinicas de los pacientes estan detalladas en la tabla
siguiente. Los pacientes eran nueve nifios y tres niflas con edades
comprendidas entre 3 afios y 17 afos (media 10 afios). Siete pacientes tenian
tumores localizados (Grupo |Ill) y cinco diseminados (Grupo IV).
Histolégicamente, tres eran PNET y 9 eran Sarcoma de Ewing. A nivel
molecular, tres de ellos expresaban el producto de fusion EWS-ERG (tipo lI=1, y
tipo 111=2), y los nueve restantes expresaban EWS-FIi1 (tipo | = 8 y tipo II=1).
Tres se localizaban en la pelvis, dos en pared toracica, dos en extremidades,
uno paravertebral, uno abdominal, uno en maxilar inferior, uno paravesical y el
ultimo en la region paracardiaca. La media de seguimiento fue de 28 meses
(rango: 12-60m). Durante todo ese tiempo todos los pacientes finalizaron el
tratamiento. Durante el periodo de seguimiento tres pacientes presentaron
recaidas metastasicas con o sin recaidas locales, tres presentaron progresion a
pesar del tratamiento. Todos ellos murieron por progresion de la enfermedad.

Los tres restantes, permanecen en remision completa.



Edad

Pt ID n° SN Sexo Fusion ESTADIO Localizacion
(diagnéstico)

1 14a F EWS-FLi1 (1) Dl(s:lrjne:gg)do Pared costal
2 17a M EWS-ERG (Il) Localizado Pelvis
3 7a M EWS-FLi1 () Localizado Pa’&‘gﬁ;t;')‘"a'
4 12a M EWS-FLi1 () D'(shei;“a:gz;“ (o Dl
5 13a F  EWS-FLi1 () DZZi'."nTé?S° UOEEEE
6 9a M  EWS-FLi1(I) Localizado E’Z:)';er':r:g;“d
7 13a F  EWS-FLi1 () (hgj;imgﬂﬁggn) Pelvis
8 6a M EWS-ERG (lll) Localizado Pelvis
9 16a M  EWS-ERG () Localizado  Maxilarinferior
10 3a M  EWS-FLi1() Localizado aldieSIcdl
11 6a M EWS-FLi1 () (p?;?:rl\?;::o) Paracardiaco
12 4a M  EWS-FLi1() Localizado Ex(t{:n':‘ljgad

3.2.2- DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE FUSION EWS-FLI-1 Y EWS-
ERG EN SP/MO/LEUCAF

Los resultados de la monitorizacion de la EMR son expresados mediante
graficas que resumen la expresion (positiva o negativa) de los productos
EWS/Fli1 o EWS-ERG, de las diferentes muestras tumorales, de SP y/o MO.

En el caso de la PCR cuantitativa los resultados se expresan mediante
diagrama de barras, expresando el nivel de expresiéon de cada una de las

muestras para un paciente dado.



EWS-Fli-1 Fusién tino 1

Fig. 38. Gel de agarosa con un ejemplo de seguimiento de paciente afecto de SE
metastasico. Fusion EWS-Fli.1 (Tipo 1), mediante -PCR anidada.

La evolucion de cada paciente se expresa mediante dos graficas, una
cualitativa (PCR convencional o PCR anidada) y una cuantitativa (PCR en
tiempo real). Finalmente se resume la evolucién, a pie de grafica.

En la monitorizacion de la ERM mediante PCR cuantitativa, se analizan los
resultados, normalizandolos con el gen endégeno TBP, mediante el ACt y
interpolando cada valor obtenido a la curva estandar de las muestras spiking,
de las cuales conocemos la concentracion de células tumorales contenidas en
1ml de sangre periférica, con aproximadamente 7.5 células mononucleares/10°
(ver apartado 2.8.1).

Esto permite calcular, la carga tumoral estimada para la muestra en cuestion.



EMR PACIENTE 1 EWS-Fli-1
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Tumor a
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g |
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En el paciente 1, la primera muestra obtenida fue el producto de leucaféresis,
que fue negativa. A los 10 meses de finalizar el tratamiento, se le resecd una
masa residual, aparentemente estable. En ella se detecto6 el producto de fusion
EWS-FIi1 tipo1 (exén6/exdén 7), tanto en el tumor como en sangre periférica y
médula dsea (SP1, MO), demostrando la presencia de actividad
micrometastasica, que no era detectada a nivel histolégico. Después de recibir
tratamiento quimioterapico, todas las muestras de SP obtenidas siguieron
siendo positivas. La paciente fallecio por progresion de la enfermedad.

En el analisis de las mismas muestras mediante PCR cuantitativa los resultados

muestran una concordancia absoluta.
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El paciente 2 presentaba el producto de fusion EWS-ERG tipo 2 en la biopsia
tumoral obtenida durante el tratamiento quimioterapico. Esta se realizd al
producirse un aumento de la masa de partes blandas. Curiosamente su
histologia no evidencié células malignas. El paciente recibié quimioterapia
intensiva y rescate con precursores de sangre periférica. Las muestras en ese
momento fueron negativas (leuc, sp, mo). A los 23m del diagndéstico aparece,
en 2 muestras de sangre consecutivas (sp5 y sp6), la fusion EWS-ERG,
coincidiendo con la recaida clinica. Finalmente el paciente fallecid por
progresion de la enfermedad.

En la grafica de PCR cuantitativa para la expresion de EWS-ERG, todas las
muestras de sp/mo, resultaron negativas debido a la baja sensibilidad de la
técnica. Sdélo se obtuvieron valores positivos en las muestras spiking con cargas
tumorales entre 10°y 10° células tumorales en 107 cel. normales. Es decir, solos

las muestras tumorales fueron positivas.
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El paciente 3, presentaba en el momento del diagnéstico, la expresiéon EWS-Fli
tipo 1 en el tumor y en la médula ésea, siendo la muestra de sp (sp1) negativa.
Después de recibir tratamiento con QMT, incluyendo una consolidacion con
TASPE, todas las muestras posteriores muestras fueron negativas mediante el
analisis con PCR convencional.

En la grafica de PCR cuantitativa, las muestras del diagnéstico fueron todas
positivas (mo1, m2, mo3, mo4 y sp1). La leucaféresis fue positiva. Después del
tratamiento quimioterapico las sp3 y sp4 se negativizaron. La ultima muestra de
sp (sp6) obtenida a los 24 meses del diagndstico, fue débilmente positiva.

El paciente a los 36 m de finalizar el tratamiento, continia en remisién completa

de su enfermedad.
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El paciente 4, presentaba al diagndstico la expresion de EWS-Fli1 tipo 1 en la
muestra tumoral. La mo (mo-1) de ese momento fue negativa.

Después de seguir tratamiento con quimioterapia, se realiza reseccion de masa
residual, en la que se detecta de nuevo el producto de fusion EWS-Fli1. El
paciente continud tratamiento con QMT, con negatividad de las muestras de sp
hasta 2 meses antes del transplante autélogo (TASPE). En ese momento se
detecta de nuevo el producto de fusién, en dos muestras consecutivas de sp y
mo (sp-4 y mo-2). Posteriormente persistié la positividad en 3 de las cuatro
sangres periféricas obtenidas periédicamente (sp5, sp6 y sp8). A los 33m de
evolucion se produce una recaida clinica, falleciendo un mes después por
progresion de su enfermedad. En el andlisis cuantitativo de las muestras se

presentd concordancia absoluta en todas las muestras testadas.
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La paciente 5, presentaba al diagnéstico la expresion de EWS-Fli1 tipo 1 en la

muestra tumoral, con mo positiva y sp negativa.

Se inicia tratamiento quimioterapico. La muestra de sp a los 2 meses (sp2) fue
positiva. Las siguientes dos muestras a los 3 meses (sp3) y 4 meses (sp4), se
negativizaron en el analisis mediante PCR cualitativa y en cambio en la PCR
cuantitativa persisten positivas, aunque en el limite de positividad (10 cel
tumorales /10’). Un mes mas tarde y coincidiendo con la progresién de la
enfermedad, se detecta el producto de fusion nuevamente en sp5 en ambos
analisis de PCR. El paciente continu6 tratamiento con QMT de segunda linea.
La muestra a los 9 meses (sp6) fue sorprendentemente negativa para ambos
analisis de PCR, a pesar de encontrarse en fase avanzada de la enfermedad y

fallecer al poco tiempo después.
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El paciente 6, presentaba al diagndstico la expresion de EWS-Fli1 tipo 1 en la

muestra tumoral y en la muestra mo-1.

Se inicia tratamiento quimioterapico. La muestra de sp al mes (sp1) fue positiva.
Las siguientes dos muestras a los 5 meses (sp2) y 7 meses (sp3), fueron
negativas. El paciente finalizé el tratamiento QMT y la muestra a los 13 meses
(sp4) persistié negativa.

En el analisis mediante PCR cuantitativa, sp2 fue igualmente negativa, pero en
sp3 y sp4 se detectan células tumorales (102 cel tumorales /107), a un nivel
similar.

El paciente se encuentra en remisién completa a los 3 afos del diagndstico.
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La paciente 7, presentaba al diagnostico la expresion de EWS-FIi1 tipo 2 en la
muestra tumoral y en la muestra mo-1.

Se inicia tratamiento quimioterapico. La muestra de sp al mes (sp1) fue positiva.
La sp alos 2 meses (sp3) fue negativa. A los 5 meses se realiza resecciéon de
tumor residual, la sp de aquel momento (sp4) fue negativa y la médula ésea
(mo2) positiva en ambos analisis de PCR. El paciente finalizd el tratamiento
QMT y a los 13 meses, coincidiendo con la recaida clinica, se obtuvo la muestra
sp4 que presentaba una alta carga tumoral (10° cel / 107). La paciente fallecié

al poco después por progresion de la enfermedad.
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El paciente 8, presentaba al diagndstico la expresion de EWS-ERG tipo lll en la
muestra tumoral y en la muestra mo1.

Se inicia tratamiento quimioterapico. Las muestras de sp al mes (sp1) y alos 7
meses (sp2) fueron negativas. El paciente finaliz6 el tratamiento QMT,
incluyendo intensificacion con TASPE. A los 11 meses, coincidiendo con la
recaida clinica, se obtuvo la muestra sp3 y mo2 que fueron ambas positivas.

El paciente fallecié al poco después por progresiéon de la enfermedad.
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En la paciente 9, la primera muestra obtenida fue el producto de leucaféresis,

que fue negativa. A los 14 meses de finalizar el tratamiento, se le realizé biopsia
de tumoracion mandibular dolorosa. En ella se detecté el producto de fusion
EWS-ERG tipo lll, diagnosticandose por tanto la primera recidiva. En las
muestras de sp y mo no se expreso ningun producto de fusién. Se reinicié
tratamiento quimioterapico. Las muestras se sangre periférica después de 5y 6
meses de este nuevo ciclo de tratamiento (sp-2 y sp-3) fueron
consecutivamente negativas. Se realiz6 tratamiento local con radioterapia. Ante
la persistencia de tumor residual se realiza reseccion tumoral (Tumor 2) que
mostré de nuevo el producto de fusién EWS-ERG. Se obtiene una muestra de
los margenes tumorales (Tumor 3), que no presentaba enfermedad.

A los 24 meses presenta la tercera recidiva local. La muestra de sp a los 26
meses (sp-4) fue positiva. La paciente fallecié 2 meses después por progresion

de la enfermedad.
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En el andlisis mediante PCR cuantitativa para la expresion de EWS-ERG, todas
las muestras de sp/mo, resultaron negativas debido a la baja sensibilidad de la
técnica. Soélo se obtuvieron valores positivos en las muestras spiking con cargas
tumorales entre 10°y 10’ células tumorales en 107 cel. normales. Es decir, solos

las muestras tumorales fueron positivas.
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El paciente 10, presentaba al diagndstico la expresién de EWS-FIi1 tipo 1 en la

muestra tumoral y en la muestra mo-1.

Se inicia tratamiento quimioterapico. La muestra de sp a los tres meses (sp1)
fue negativa. A los 8 meses, coincidiendo con una recaida clinica se realiza
exéresis parcial de tumoracion abdominal que muestra la expresién del
producto de fusién Ews-Fli1. La sp en ese momento (sp2), fue también positiva.
El paciente recibi6 nuevamente tratamiento quimioterapico. Se mantuvo con
tumor residual irresecable aparentemente estable, hasta los 21 meses del
diagndstico, en el que se detecta progresion de la enfermedad. La sp en ese
momento (sp3) fue otra vez positiva. El paciente fallecié por progresion de la
enfermedad.

En el anadlisis cuantitativo de las muestras se presentdé concordancia absoluta

en todas las muestras testadas.
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El paciente 11, presentaba al diagndstico la expresién de EWS-FIi1 tipo 1 en la
muestra tumoral y en la muestra mo-1y sp1.

Se inicia tratamiento quimioterapico. La muestra de sp a los tres meses (sp2)
fue negativa mediante PCR convencional, y en cambio positiva en la PCR
cuantitativa (10-102 cel /107). El paciente finalizo el tratamiento. La sp a los 17m
(sp3) fue negativa mediante la PCR cualitativa y discordantemente positiva en
la PCR cuantitativa, con una carga tumoral de 10° cel /10°.

‘El paciente se encuentra actualmente en remision completa a los 36 m.
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3.2.3- RESUMEN DE LA DETECCION DE EMR MEDIANTE PCR EN TIEMPO

REAL / PCR ANIDADA EN LOS PACIENTES AFECTOS DE S EWING

Diagnéstico | Tratamiento Fin Tratamiento +6m  +12m +18m +24......

+ + + ND + ND + + +

+ + + + - ND + - - +

- + + + + + + + + +

+ + + ND + ND ND + -

+ + - ND + ND ND +

+ + + ND ND + ND ND +
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Fig. 39. Las filas en negrita corresponden a los pacientes con la fusion EWS-
ERG. Debido a Ila baja sensibilidad de la PCR en tiempo real todas las muestras
sp/mo fueron negativas con esta técnica. En estos pacientes los resultados
corresponden a PCR anidada.
La columna de la derecha se resume Ia evolucion.

Para el seguimiento de la enfermedad microcirculante, se obtuvieron cincuenta

y una muestras de sangre periférica de los pacientes al diagnéstico y a

intervalos diferentes durante y después del tratamiento. En la tabla anterior, se

resumen los resultados. En el momento del diagndstico, se detecté enfermedad



microcirculante en 8 pacientes (62%). De ellos, siete presentaban fases muy
avanzadas de la enfermedad (enfermedad metastasica). Aunque este analisis
no pretende determinar la frecuencia de la enfermedad microcirculante en los
pacientes con SE, nuestros datos coinciden con los descritos para otros
tumores soélidos como el Neuroblastoma (Burchill et al. 2001) y el
Rabdomiosarcoma (Thomson et al).?*"".

Cinco de los 8 pacientes (62%) con sp positiva al diagnéstico presentaron una
evolucion desfavorable (recaida/éxitus). Asimismo, 2 de los 4 pacientes con sp
negativa al diagnéstico (50%) recayeron.

De los 5 pacientes que tuvieron sp al final de tratamiento positiva, 4 (80%)
presentaron recaidas metastasicas y muerte por progresion de la enfermedad.
Seis pacientes tuvieron sp al final de tratamiento negativa, y dos de ellos
fallecieron por progresion de la enfermedad.

Durante el seguimiento, tres pacientes presentaron enfermedad circulante
persistentemente positiva y todos ellos fallecieron por progresion de la
enfermedad.

Durante el seguimiento, 10 de los 12 pacientes tenian sp positivas y siete de
ellos presentaron recaidas y murieron por progresion de la enfermedad, y los
tres restantes siguen en remision completa. Curiosamente estos tres pacientes,
las ultimas sp obtenidas durante el seguimiento fueron negativas mediante RT-
PCR cualitativa, siendo esta disparidad explicable por la mayor sensibilidad de
la PCR en tiempo real (aumente un logaritmo el umbral de deteccién).

La enfermedad microcirculante se detecté en la mayoria de ellos 3 meses antes

de la recaida.

En médula 6sea, encontramos enfermedad micrometastasica al diagnéstico, en
9 pacientes (75%). De todos ellos, ninguno de ellos tenia metastasis evidentes
a nivel citolégico. Un 66% de los pacientes del grupo de pacientes con mo
positiva, fallecieron y los tres restantes presentaron enfermedad microcirculante
persistente (por PCR cuantitativa) durante parte del seguimiento, aunque, hasta
la fecha no se ha traducido en una recaida clinica. De los tres pacientes con mo
negativa al diagnostico, dos estan en remision y el tercero murié por progresion

de la enfermedad.



4- RABDOMIOSARCOMA

4.1- ANALISIS DE EXPRESION DEL RECEPTOR DE ACETIL COLINA EN EL
RABDOMIOSARCOMA MEDIANTE DENSITOMETRIA COMPARATIVA'Y
MULTIPLEX PCR.

En el analisis de la expresion de las subunidades alfa y gamma del receptor de
acetilcolina (RACh), se analizaron 22 muestras de rabdomiosarcomas

(alveolares y embrionarios) y como controles: pool de muestras de musculo

fetal (MF) y de musculo adulto (MA). Tal como se visualiza el grafico siguiente:

sazn ]

Fig 40, Expresion del RACh en RMSmediante PCR cualitativa (cuantificacion relativa
mediante densitometria)

Catorce RMS de 22 (63.6%) expresaban mas gamma que alfa, es decir tenian
una ratio A/G<1. En el resto de muestras la expresion de gamma era algo
inferior a alfa, por lo tanto la ratio obtenida de estas muestras era >1. Tan solo

una muestra no expreso6 ninguno de las dos subunidades (T82). (Figura 40)
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Fig 41, Ratio de RACh Alfay el RACh Gamma en RMS

En el caso de otros tumores no-RMS, el resultado no fue el esperado
atendiendo a lo descrito por Gattenldhner S.**® Es decir, de los 13 tumores no
RMS, de los cuales 5 eran Neuroblastomas y 8 eran S.Ewing, 10 de los 13
(76.9%) expresaban mas gamma que alfa (ratio a/y<1). Las 3 muestras
restantes no expresaron ninguna de las 2 subunidades. (Fig. 41). Es decir,
todos los tumores que mostraban expresion del RACh, expresaban con mas
intensidad la subunidad y. Esto difiere completamente con la teoria planteada
por Gattenldhner S, donde se defendia como altamente especifico de RMS, una
ratio a/y<1. Nosotros no asentimos en el valor de la ratio, pero si en la utilidad
de la utilizacion de estos marcadores en la EMR de los RMS, y especialmente
en los embrionarios, dado que para el seguimiento de un paciente
individualmente el RAch, resulta muy util porque no se expresa en la sp de

niNos sanos.



Fig 42. Expresion del RACh Gamma y alfa tumores no-RMS

No fue posible realizar el seguimiento de la EMR mediante Multiplex PCR
(cualitativa), debido a la escasa sensibilidad del procedimiento. Al realizar una
PCR anidada, para la subunidad gamma, del producto obtenido en la primera
reaccion (multiplex), TODAS las muestras resultaban positivas, perdiendo por

tanto la especificidad.



4.2- MONITORIZACION DE LA ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL
MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL EN RABDOMIOSARCOMA.

4.2.1-CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Las caracteristicas clinicas de los pacientes estan detalladas en la tabla
siguiente. Los pacientes eran 10 nifios y 6 nifias con edades comprendidas
entre 7 meses y 15 afios (media 6 afios). Catorce pacientes tenian tumores
clasificados en Grupo Ill y dos en el grupo IV. Histolégicamente, 7 eran
alveolares y 9 eran embrionarios. Los RMS alveolares expresaban productos de
fusion (3 PAX3-FKHR y 4 PAX7-FKHR)

Siete se localizaban en la region genitourinaria, 3 en la zona cabeza-cuello, 2
en extremidades y 4 en otras zonas. La media de seguimiento fue de 44 meses
(rango: 11-108). Durante todo ese tiempo todos los pacientes finalizaron el
tratamiento. Durante el periodo de seguimiento 6 pacientes presentaron
recaidas metastasicas con o sin recaidas locales. Todos ellos murieron por
progresion de la enfermedad. Tres pacientes presentaron una recaida local y
actualmente estan en remision completa, después de un tratamiento de

segunda linea.
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Fig.43. Tabla resumen de las caracteristicas clinico patolégicas de los pacientes, en los
que se ha hecho la monitorizacion de la enfermedad minima residual.



4.2.2- DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE FUSION PAX3-FKHR, PAX7-
FKHR, RECEPTOR DE ACETIL COLINA (subunidades alfa y gamma) Y
MYOD-1 EN SP/MO/LEUCAF

Se analizaron las muestras tumorales de los rabdomiosarcomas alveolares,
mediante RT-PCR, para determinar el tipo de fusién especifico de cada
muestra de tumor.

En la figura 44 se muestra un ejemplo de varios tumores, expresando los dos

tipos de fusion:

T100 T149 T131 T210 T78 T100

Fig.44. Gel de agarosa varios tumores RMSa expresando PAX3-FKHR o PAX7-FKHR. La

muestra T131, corresponde a un RMS embrionario. No expresa ningtn tipo de fusion.

Ademas, las muestras, se analizaron individualmente para cada uno de los

pacientes, mediante PCR anidada. El paciente n°16 se resume en la figura 45:

Tumor-1
Tumor-2
Tumor-3

sp1 MO1  sp2 sp3  sP4  sP5 spa  H20

Fig 45. Gel de agarosa con un ejemplo de seguimiento de paciente afecto de RMSa
metastasico. Fusion PAX3-FKHR, mediante PCR anidada.
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GRAFICAS INDIVIDUALIZADAS POR PACIENTES:

EMR PACIENTE 1 MYOD1

CIRUGIA

EMR PACIENTE 1 RACh

El paciente 1, presentaba un RMS alveolar diseminado (con metastasis en mo
y hueso). Expresaba el producto de fusiéon PAX7-FKHR. Las muestras de sp y
mo obtenidas al diagnéstico fueron positivas para MYOD1 y negativas para
RACHh. Se inici6 tratamiento quimioterapico. A los 3 meses se realizé resecciéon
de tumor residual. Las muestra sp de ese momento (sp1) fue positiva para

ambos marcadores (MYOD1 y RACh), y la mo-2 fue negativa para MYOD1.
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Tres meses después la sp persistia positiva para ambos marcadores. Se realizd
consolidacion con TASPE, siendo ésta muestra negativa. Una vez finalizado el
tratamiento, a los 11m, la sp (sp3) persistia positiva para MYOD1 y en cambio
ya era negativa para RACh. A los 20m, sp4 fue negativa para MYOD1 y RACh.

El paciente se encuentra en remision completa a los 30 m de seguimiento.
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El paciente 2, presentaba un RMS alveolar parameningeo estadio IV
(metastasis pulmonares y en mo, por citologia). El producto de fusién que
expresaba el tumor era Pax3-FKHR. A los 13 m se produjo la 12 recaida clinica.
La muestra de sp en ese momento, (sp-1), fue negativa para Pax3-FKHR, y en
cambio fue positiva para MYOD1 y RACh. El paciente sigui6 tratamiento con
quimioterapia incluyendo consolidacion con TASPE y radioterapia. La muestra
de Leucaféresis fue negativa para los tres marcadores (PAX3-FKHR,MYOD1 y
RAChH). Dieciocho meses después, una vez finalizado éste, la sangre periférica
testada (sp2), fue negativa. A los 24 meses, coincidiendo con una recaida
metastasica, la muestra de sp (sp3) fue positiva para PaX3-FKHR y MYOD1, y
negativa para RACh. El paciente fallecié al poco tiempo por progresiéon de la

enfermedad.

EMR PACIENTE 3 MYOD-1/ACH

TUMOR

2
SP control

O 1

-2

4 DIAGNOSTICO - 20m |

El paciente 3, presentaba un RMS alveolar localizado, con el producto de
fusion PAX7-FKHR. La muestra de sp obtenida al diagnéstico fue positiva para
MYOD1 y RACh. La sp2 obtenida a los 20 meses fue negativa. Después del
tratamiento el paciente se encuentra en remisién completa a los 30m de

seguimiento.
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EMR PACIENTE 4 PAX7/MYOD1/ACh
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La paciente 4, presentaba un RMS alveolar localizado, con el producto de
fusion PAX3-FKHR. Después del tratamiento quimioterapico y radioterapico, la
paciente sufrié una recaida local (Tumor-2, 13m). La primera muestra de sangre
periférica obtenida, fue 36m después de la recaida (sp1). Dicha muestra fue
sorprendentemente positiva para los tres marcadores (PAX3-FKHR, MYOD1 y
RACh), dado que la paciente permanecia en remision completa de larga
evolucién. Tres meses después, las muestras SP-2 y Mo-1 fueron ambas
concordantemente negativas para los tres marcadores. La paciente se

encuentra en remision completa a los 91 m de seguimiento.
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EMR PACIENTE 5 MYOD1

EMR PACIENTE 5 ACh

La paciente 5, presentaba un RMS embrionario parameningeo. La muestra
obtenida durante el seguimiento corresponde a una sangre periférica obtenida
al fin del tratamiento. Esta, fue positiva en el analisis cuantitativo de MYOD1 y
RACh. Actualmente la paciente se encuentra en remision completa después de

84 meses de seguimiento.
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La paciente 6, presentaba un RMS alveolar localizado de pared costal. El tumor
expresaba el producto de fusion PAX3-FKHR. La muestras de SP i MO en el
diagnostico fueron ambas positivas (SP-1 y MO-1). Siguié tratamiento
quimioterapico, incluyendo consolidacion con TASPE. Se obtuvo una alicuota
de ésta, que fue claramente positiva para PAX3-FKHR y MYOD1. A los 10
meses la muestra SP2, fue positiva para los tres marcadores, coincidiendo con

la recaida clinica. Poco después fallecié por progresion de la enfermedad.
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El paciente 7, presentaba un RMS alveolar parameningeo, con la fusion PAX7-
FKHR. La sangre periférica (sp1) fue negativa para PAX7-FKHR y débilmente
positiva para MYOD1. Las muestras de mo al diagnéstico (mo1,mo2) fueron
negativas para Pax7-FKHR y MYOD1. Se inicié tratamiento quimioterapico
incluyendo consolidacion con TASPE. Una alicuota de éste producto (Leucaf)
fue también negativa para ambos marcadores. Todas las muestras posteriores
testadas fueron igualmente negativas para PAX7-FKHR y MYOD1, excepto
mo2, que fue débilmente positiva para MYOD1 (recogida en la retirada de un

PAC). El paciente continia en RC a los 84 m de seguimiento.
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El paciente 8, presentaba un RMS embrionario localizado. La sp al diagnéstico
fue negativa para MYOD1. Inicié tratamiento quimioterapico. A los 13 meses se
produce una recaida clinica local (tumor 2). La sp en ese momento (sp2) fue
negativa. Se reinicié tratamiento quimioterapico. A los 27 meses se produce una
22 recaida local. La mo de ese momento (mo1) fue positiva para MYOD1 y
RACh. A los 40 m, la sp-4, fue negativa para MYOD1 y discordantemente

positiva para RACh. El paciente continia en RC a los 68 m de seguimiento.
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El paciente 9, presentaba un RMS embrionario localizado, aunque irresecable
por la localizacién (via biliar). La primera muestra de sp obtenida fue a los 3
meses del diagndstico, durante el tratamiento quimioterapico. Dos meses
después al finalizar el tratamiento, la sp (sp-2) fue positiva para MYOD1. Dos
meses después se produciria la recaida clinica (Tumor 2), la mo de ese
momento (mo1), fue débilmente positiva para MYOD1 y la sp (sp3) negativa. Se
reinicia el tratamiento quimioterapico y radioterapia local. A los 21m, la sp-4, fue
positiva de nuevo para MYOD1 y RACh, coincidiendo con aparicién de
metastasis pulmonares. El paciente falleci6 a 22m por progresién de la
enfermedad. Todas las muestras de sp y mo para RACh en este paciente

resultaron negativas.
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El paciente 10, presentaba un RMS embrionario localizado. La primera muestra
de mo obtenida, fue a los 8 meses de sufrir una recaida local (mo-1), una vez
finalizado el tratamiento quimioterapico. Esta, fue negativa para MYOD1 y
RACh. Las siguientes sp a los 10m y 15m (sp1 y sp2) fueron igualmente
negativas para los dos marcadores. A los 21m, la sp-3, fue positiva de nuevo
para MYOD1 y RACh, sin enfermedad detectable. El paciente continua en RC a

los 87m de seguimiento.
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La paciente 11, presentaba un RMS embrionario. La muestra de sangre
periférica al diagnostico fue negativa para los dos marcadores. La paciente
recibié tratamiento quimioterapico. Ocho meses después se produce una
recaida clinica, las muestras de sp y mo de ese momento (mo1,sp2) fueron
ambas positivas para MYOD1, aunque negativas para RACh. La paciente

fallecié a los 10 meses del diagndstico, por progresion de la enfermedad.
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El paciente 12, presentaba un RMS embrionario. La muestra de sp obtenida a
los 4 meses de sufrir una recaida (sp-1), una vez finalizado el tratamiento
quimioterapico, fue positiva para MYOD1 y negativa para RACh. Ocho meses
después la muestra sp-2 persiste positiva para los dos marcadores (MYOD1
<1cel/107). A los 28m se produce una recaida clinica, la sp de ese momento
(sp3) fue claramente positiva para MYOD1 (1-10cel/10”). El paciente fallecié

poco después por progresion de la enfermedad.
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El paciente 13 presentaba un RMS embrionario. Al diagnédstico se realizaron 3
punciones de mo en lugares distintos, dos de ellas (mo1, mo2) fueron negativas
y la tercera (mo3) resultdé ser claramente positiva en el analisis cuantitativo de
MYOD1. La sangre periférica al diagnodstico (sp1) fue negativa. Se inici
tratamiento quimioterapico. Al finalizar el tratamiento sp-2 (3m) y sp-3 (7m)
fueron negativas. A los 13 meses se produce una recaida clinica. La muestra de
ese momento (mo4) fue muy positiva, en cambio la muestra de sp fue negativa
(sp5). Se reinicia QMT. A los 15 meses se realiza reseccidén del tumor residual.
La mo y sp de entonces (mo5,sp6) fueron negativa y positiva respectivamente.
En un control, a los 23 meses, ya fue negativa (sp7). El paciente se encuentra

en remision completa a los 78m de seguimiento.
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El paciente 14 presentaba un RMS embrionario. Al diagndstico tenia una

muestra de médula 6sea positiva en el analisis cuantitativo de MYOD1 y RACh.
La sp al diagnéstico en cambio fue discordante, positiva para MYOD1 y
negativa para RACh. Se inici6 tratamiento de quimioterapia. Se realiz6 ademas
radioterapia para el control local, porque su localizacion lo hacia irresecable
(orbitario). A los 13 meses se produce una recaida clinica. La muestra sp, de
ese momento fue muy positiva para los dos marcadores. Se reinicia QMT.
Posteriormente, el paciente, fallecio, a los 26m por progresién de la
enfermedad.
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EMR PACIENTE 15 MYOD1

La paciente 15, afecta de un RMS embrionario, presentaba al diagndstico una
muestra de médula 6sea positiva en el andlisis cuantitativo de MYOD1 y
negativo para RACh. Se realiz6 tratamiento quimioterapico. A los 12 meses se
produce una recaida local, por lo que se reinicia tratamiento QMT y exéresis
quirurgica del tumor residual (tumor1). La muestra obtenida una vez finalizado
el tratamiento, a los 24 meses, (sp1), es positiva para los dos marcadores
(MYOD1 y RACh). Actualmente la paciente se encuentra en remision completa

después de 45 meses de seguimiento.
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La paciente 16, presentaba un RMS alveolar localizado, con el producto de
fusion PAX3-FKHR. Posteriormente al analizar esa muestra también expresaba
EWS-Fli tipo 1 (SARCOMA BIFENOTIPICO). La sp al diagndstico fue muy
positiva (10° cel/107) para PAX3-FKHR y EWS-Fli (10°x107). Inicié tratamiento
quimioterapico. A los 2 meses la muestra sp2 mostraba positividad para PAX3-
FKHR (aunque en menor cantidad de células que al diagnéstico, 10° cel/10).
En cambio esa muestra obtenida durante el tratamiento, ya no expresaba EWS-
Fli1. Ademas, sp2 fue negativa para MYOD1. A los 5 meses se realiza
reseccion del tumor residual, siendo las muestras de sp y mo obtenidas en ese
punto (sp3, mo1) positivas para PAX3-FKHR (10" cel/107) y EWS-FIli1 (10%x107)
y negativas para MYOD1. Las muestras obtenidas durante la evaluacion del
final del tratamiento (sp 4, mo2) fueron positivas para todos los marcadores. A
los 10 meses mo3 y sp5 fueron negativas para los marcadores de RMS y en
cambio positivos para EWS-Fli1. Alos 15y 17m meses las muestras sp9 y sp10
fueron muy positivas para PAX3-FKHR (10° cel/107), MYOD1 y EWS-FIi1
(10°x107), precediendo a una recaida clinica metastasica. La paciente fallecié

por progresion de la enfermedad
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4.3- RESUMEN DE LA EMR EN LOS PACIENTES CON RMS MEDIANTE
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4.4- CORRELACION ENTRE MARCADORES (PAX3/7-FKHR, MYOD-1, ACh)

La concordancia entre los marcadores se estudid en 55 muestras de
SP/MO/Leucaféresis de los pacientes del estudio. Estas muestras corresponden
a pacientes con RMSa (15 muestras de pacientes con PAX3-FKHR y 19 de
pacientes PAX7-FKHR, RACh y MYOD1) y 29 muestras de pacientes afectos
de RMSe (RACh y MYOD1).

De las muestras de los pacientes con fusion PAX3-FKHR, 7 fueron
positivas para los tres marcadores (PAX3-FKHR, RACh y MYOD1), mientras
que una fue positiva sélo para MYOD1. Entre las muestras de pacientes con la
fusion PAX7-FKHR, 5 fueron positivas para los tres marcadores (PAX7-FKHR,
RACh y MYOD1) y 4 positivas solo para MYOD1.

Siete de las 38 muestras de los pacientes con RMSe, testadas para
RACh y MYOD1 fueron positivas para los dos marcadores, 18 negativas para
ambos marcadores y 3 positivas solo para MYOD1.

Cuarenta y tres de las 55 muestras testadas fueron concordantes para
los marcadores testados y 8 muestras fueron positivas sélo para MYOD1. De
acuerdo con los resultados, una muestra se consideraba positiva cuando se
detectaba la expresion del producto de fusién PAX3/7-FKHR, en los pacientes
con tumores alveolares fusion positiva, y en los pacientes con tumores sin
fusidn, cuando se detectaban MYOD1 y RACh.

FUSION GENES Muestras
(Positiva/Total)
PAX3-FKHR+ PAX3-FKHR + ACh + MYOD1 + 7115
PAX3-FKHR+ PAX3-FKHR @ Ach@ MYOD1 + 1/15
PAX7-FKHR+ PAX7-FKHR + Ach + MYOD1 + 5/19
PAX7-FKHR+ PAX7-FKHR @ Ach @ MYOD1 + 4/19
Fusion - ACh + MYOD1 + 6/21
Fusion - ACh@ MYOD1 9 9/21
Fusién - ACh @ MYOD1 + 6/21

Fig. 46. Tabla de concordancia entre los marcadores RMS.



4.5- ENFERMEDAD MICROMETASTASICA EN MO Y EVOLUCION

Se obtuvieron un total de veinte muestras de MO, en el diagndstico, cirugia,
durante y al final del tratamiento. Los resultados estan resumidos en la tabla
siguiente. Se compararon los resultados obtenidos por RT-PCR en tiempo real
con los de citologia. Siete muestras fueron negativas tanto por citologia como
por RT-PCR. Trece muestras de mo fueron positivas mediante PCR y de todas
ellas, solo 2 fueron positivas desde el punto de vista morfolégico. De las 15
muestras obtenidas en el diagndstico (0 en los episodios de recaida), dos
fueron positivas por los dos métodos y el resto (9), tan solo por RT-PCR. Esto
corresponde a un indice de infiltracion al diagnéstico del 63%. De los 11
pacientes con MO positivas mediante RT-PCR, 10 (90%) presentaron recaida
(local o metastasica) y siete (79%) fallecieron por progresion de la enfermedad.
De los 4 pacientes con MO negativas al diagndstico, uno presentd una recaida
local, pero los tres estan actualmente libres de enfermedad y en RC.

El paciente con MO positiva al final del tratamiento recay6 al poco tiempo y

murio por progresion de la enfermedad.



4.6- ENFERMEDAD MICROCIRCULANTE Y EVOLUCION

Se obtuvieron 53 muestras de sangre periférica en el diagnéstico y en
diferentes intervalos, durante y después del tratamiento. En la tabla del
apartado 4.3 se resumen todos los resultados de la enfermedad microcirculante.
Siete pacientes presentaron muestras positivas al diagnéstico o episodio de
recaida. Seis de ellos (6/7=85%) recayeron y 4 (4/6=66%) de ellos murieron
por progresion de la enfermedad.

Nueve pacientes tenian sp negativas al diagnéstico, cuatro de ellos (44%)
continuan en RC, si bien 3 de los 4 sufrieron una recaida local.

Al final del tratamiento los 3 pacientes que persistian con sp positivas, murieron
por progresion de la enfermedad. Otros 4 pacientes tenian sp negativa al final
del tratamiento, de ellos sélo uno recayo, virando las siguientes muestras a
positivas.

Durante el seguimiento, 9 pacientes tenian sp positiva persistente (SP4-
SP7). Seis de ellos (66%) desarrollaron metastasis a distancia y murieron por

progresion de la enfermedad.

Durante el seguimiento 6 pacientes tenian la sp negativa, todos ellos (100%)
estan en RC, si bien tres de ellos habian sufrido en fases previas una recaida

local, de la cual se trataron y permanecen en RC.

En casi todos los casos de recaida clinica, la enfermedad microcirculante de

detectd 1-6 meses antes de la recaida.



5- SARCOMA BIFENOTIPICO

El paciente numero 16, tal como ya se ha descrito en la pagina 123, presentaba
un sarcoma bifenotipico. En un primer momento diagnosticé como un RMSa por
sus caracteristicas morfolégicas, aunque inicialmente destacaba, a nivel
inmunohistoquimico, una relativa ausencia o disminucién en la expresion de
marcadores miogénicos. En la tincion de Hematoxilina-eosina (Fig 47), se

aprecian células rabdomioblasticas muy embrionarias junto con ausencia de

expresion de desmina (fig: 48).

Fig 47. Hematoxilina-eosina 100x Fig48: Desmina negativa

La actina de musculo estriado fue débilmente positiva. La expresion del
marcador MYOD1, se muestra en la figura 49, donde se aprecia positividad

poco intensa, aunque en el 50% de las células.

R aa .I. X ;--_'.
W - .

Fig49: MYOD1 débilmente + en el 50% de las Fig50: CD99 intensamente positivo en la
Cel. Membrana citoplasmatica de todas las
células.

Posteriormente, se realizé el marcador de CD99, que fue intensamente positivo,
en el 100% de las células (Fig.50).
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En la muestra obtenida de una recaida, se evidencié una morfologia mucho
mas inmadura, con mayor escasez de marcadores miogénicos.

En la tinciéon de Hematoxilina-eosina (Fig.52), las células eran mas pequefas,
redondas y azuladas que las del diagndstico, con un citoplasma rosado.
MYOD1 se expresaba en todas las membranas citoplasmaticas (Figb1) y de

nuevo, el marcador mas caracteristico del SE, el CD99, fue intensamente

positivo en la membrana citoplasmatica de todas las células. (Fig 53)

Ademas, la vimentina fue positiva y la
actina de musculo liso y estriado fue-

ron negativas.

Fig53. CD99 intensamente positivo

El diagnéstico definitivo, se realizé gracias a la caracterizacion molecular del
tumor, que expresaba ademas del producto de fusién PAX3-FKHR, la fusién
EWS-FIi tipo1. Aunque no se trata del primer caso de sarcoma bifenotipico
descrito, este es el primer trabajo donde se analiza la enfermedad minima
residual de un paciente afecto por este tipo de tumor mediante RT-PCR en
tiempo real. Se analizaron en sp y mo, los marcadores expresados en el tumor

primario. Es decir EWS-FIli1 y los marcadores tipicos del RMS alveolar (PAX3-
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FKHR, MYOD1 y ACh). Hasta la fecha tan sélo hay en la literatura cuatro
trabajos que describen ejemplos de sarcomas bifenotipicos. Sorensen y
Shimada, describieron el primer caso de sarcoma bifenotipico en 1995. Se
trataba de un tumor con la fusion EWS-Fli1 y rasgos de diferenciacion
miogénica. Anteriormente se diagnosticaban como formas inmaduras de RMS,
basandose Unicamente en caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas,
aunque también se creia que a nivel molecular, eran ectomesenquimomas
malignos.%

De Alava, et al 1998, describe el primer caso de expresién conjunta de PAX3-
FKHR y EWS-FIli1. Dicho caso es muy similar al caso descrito por nosotros
(paciente 16). Se trataba de una paciente con un sarcoma indiferenciado, con
inmunorreactividad para la desmina, vimentina, proteina S-100, CD99 y ENS, y
ausencia de MYOD1. A nivel molecular ademas expresaba los dos productos
de fusion EWS-Fli1 y PAX3-FKHR.

Tan y Burchill, 2001, describen el primer caso de sarcoma bifenotipico con
expresion del producto de fusion EWS-ERG vy diferenciacion miogénica. En
dicho estudio encontraron igual que en nuestro caso, expresion (muy escasa)
de MYOD1.



6- ANALISIS CONJUNTO DE TODOS LOS PACIENTES: RMS+SE.
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Fig.54. Tabla de resultados SE y RMS agrupados segun la fase de la enfermedad (Dco,
Final TRT, Seguimiento)
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Fig.55. Tabla de analisis conjunto de todos pacientes afectos de RMS y SE. Los numeros de
color rojo indican los pacientes que murieron por progresion de la enfermedad y en azul los
que permanecen en remision completa. Uno de los pacientes se ha desglosado en dos, al
analizar cada episodio de recaida de forma independiente.



6.1- ANALISIS DE SUPERVIVENCIA.

Se analiza la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global de los

pacientes afectos de RMS y SE que presentan una expresion positiva o

negativa de los diferentes marcadores especificos, en diferentes momentos de

la enfermedad:

- SP y MO al diagnéstico.

- SP y MO al final del tratamiento.

- SP y MO durante el seguimiento.

En cada uno de estos analisis se comprueba si hay diferencias (p<0.05) en la

evolucion clinica, entre el grupo de pacientes con SP/MO positiva y el grupo con

SP/MO negativa.

En todas las tablas, el tiempo es expresado en meses y los censurados

(censored), corresponden a aquellos pacientes positivos o negativos, que no

han presentado el evento analizado (muerte o recaida).

6.1.1-Analisis de Supervivencia Libre de Enfermedad segun SP al

diagnoéstico

Factor SP.DCO = NEGATIVA

Statistic

Log Rank .01

df

1

Significance

.9174

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for SPDX

Number of Cases: 12 Censored: 3 (25.00%) Events: 9
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 34 11 (12,55)
(Limited to 108)
Median: 15 3 (10,20)
Factor SP.DCO = POSITIVA
Number of Cases: 15 Censored: 5 (33.33%) Events: 10
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 37 9 (19,55)
(Limited to 88)
Median: 15 3 (10,20)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
SPDX 0 12 9 3 25.00
SPDX 1 15 10 5 33.33
Overall 27 19 8 29.63




No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas, en la

supervivencia libre de enfermedad, entre los dos grupos de pacientes SP.DCO
positiva y SP.DCO negativa.
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Fig. 56. Grafica supervivencia libre de enfermedad en el anélisis de
SP al diagnéstico



6.1.2-Analisis de Supervivencia Global segun la SP al diagnéstico

Factor SPDX = NEGATIVA

Number of Cases: 12

Survival Time

Censored:

6

Standard Error

(50.00%) Events: 6

95% Confidence Interval

Survival Time

Standard Error

Mean: 63 13 (38, 87)
(Limited to 108)
Median: 33 ..-)
Factor SPDX = POSITIVA
Number of Cases: 15 Censored: 6 (40.00%) Events: 9

95% Confidence Interval

Statistic

Log Rank -80

df

1

Significance

.3708

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for SPDX

Mean: 44 9 (26, 62)
(Limited to 88)
Median: 24 9 (7, 41)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
SPDX 0 12 6 6 50.00
SPDX 1 15 9 6 40.00
Overall 27 15 12 44 .44
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Fig. 57. Grafica e Supervivencia global analizando la SP
Al diagnéstico.

No se han encontrado diferencias en la supervivencia global entre los grupos de

pacientes con SP positiva y SP negativa al diagndstico.



6.1.3- Analisis de Supervivencia Libre de Enfermedad segun la MO al
diagnostico

Factor MO.DCO = NEGATIVA

Number of Cases: 8 Censored: 4 (50.00%) Events: 4
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval

Mean: 58 16 (26,90)

(Limited to 108)

Median: 30 10 (9,51)

Factor MO.DCO = POSITIVA

Number of Cases: 20 Censored: 4 (20.00%) Events: 16
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 26 5 (6,37)
(Limited to 72)
Median: 14 1 (11,17)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
MODX 0 7 3 4 57.14
MODX 1 20 16 4 20.00
Overall 27 19 8 29.63

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for MODX
Statistic df Significance

Loa Rank 2.34 1 -1260
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Fig. 58. Gréfica de la Supervivencia Libre de Enfermedad analizando
la MO al diagnéstico.

A pesar de no encontrar diferencias estadisticamente significativas, de SLE,
entre los dos grupos (MO.DCO=pos y MO.DCO=neg.), si que se observan

resultados mas pobres, (recaidas), en el grupo con MO positiva al diagnostico
(20% versus 57%, log rank 0.12).



6.1.4- Analisis de Supervivencia Global segun la MO al diagnéstico
Factor MO.DCO= NEGATIVA

Number of Cases: 7 Censored: 5 (71.43%) Events: 2
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 80 16 (48,112)
(Limited to 108)
Median: . - ..-)

Factor MO.DCO = POSITIVA

Number of Cases: 20 Censored: 7 (35.00%) Events: 13
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 43 7 (28, 58)
(Limited to 88)
Median: 24 5 (14,34)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
MODX 0 7 2 5 71.43
MODX 1 20 13 7 35.00
Overall 27 15 12 44 .44

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for MODX
Statistic df Significance

Log Rank 1.89 1 -1696
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Fig.59- Gréfica e Supervivencia global analizando la MO al
diagnéstico.

La supervivencia global de los pacientes con MO positiva al diagndstico, fue del
35%, mientras que los pacientes con MO negativa fueron del 71%. Esta

diferencia no fue significativa (log rank 0.16)



6.1.5- Analisis de Supervivencia Libre de Enfermedad segun la SP al final
del tratamiento

Factor SP.FINAL.TRT = NEGATIVA

Number of Cases: 11 Censored: 5 (45.45%) Events: 6
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 53 14 (25,81)
(Limited to 108)
Median: 22 5 (11,33)

Factor SP.FINAL.TRT = POSITIVA

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for SPFINAL
Statistic df Significance

Log Rank .38 1 .5390

Number of Cases: 8 Censored: 2 (25.00%) Events: 6
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 31 9 (14, 49)
(Limited to 72)
Median: 18 11 (0,40)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
SPFINAL 0 11 6 5 45 .45
SPFINAL 1 8 6 2 25.00
Overall 19 12 7 36.84
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Fig. 60. Grafica e Supervivencia libre de enfermedad analizando Ila
SP al final del tratamiento.

La supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con SP positiva al final
del tratamiento fue del 25%, mientras que los pacientes con SP negativa al final

de tratamiento, fue del 45%. Esta diferencia no fue significativa



6.1.6- Analisis de Supervivencia Global segun la SP al final del trt

Factor SP.FINAL.TRT =NEGATIVA

Number of Cases: 11 Censored: 7 (63.64%) Events: 4
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 74 13 (47,100)
(Limited to 108)
Median: - ...
Factor SP.FINAL.TRT = POSITIVA
Number of Cases: 8 Censored: 2 (25.00%) Events: 6

Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 34 8 (18, 50)
(Limited to 72)
Median: 24 8 (9, 39
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
SPFINAL 0] 11 4 7 63.64
SPFINAL 1 8 6 2 25.00
Overall 19 10 9 47 .37

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for SPFINAL

Statistic df Significance

Log Rank 2.06 1 .1516
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Fig.61. Grafica e Supervivencia global analizando la SP al
final del tratamiento.

La supervivencia global de los pacientes con SP positiva al final del tratamiento

fue del 25%, mientras que los pacientes con SP negativa al final de tratamiento,
fue del 63%. Esta diferencia no fue significativa.



6.1.7- Analisis de Supervivencia Libre de Enfermedad segun la SP durante
el seguimiento

Factor SP.SEGUIMIENTO = NEGATIVA

Number of Cases: 9 Censored: 6 (66.67%) Events: 3
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 73 16 (41,105)
(Limited to 108)
Median:. . .,-)

Factor SP.SEGUIMIENTO = POSITIVA

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for SPSEGUIM
Statistic df Significance

Log Rank 3.18 1 .0746

Number of Cases: 19 Censored: 4 (21.05%) Events: 15
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 30 7 (17, 43)
(Limited to 84)
Median: 15 1 (12,18)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
SPSEGUIM 0 9 3 6 66.67
SPSEGUIM 1 19 15 4 21.05
Overall 28 18 10 35.71

Entre los pacientes con SP positiva y SP negativa durante el seguimiento, se
encontraron diferencias en la evolucion clinica muy proximas a la significacion
estadistica. Esto es, una SLE del 21% para el grupo “positivo” y del 66%, para

el grupo “negativo”. (log rank 0.07)
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Fig. 62. Grafica e Supervivencia Libre de enfermedad analizando
la SP durante el seguimiento.




6.1.8- Analisis de Supervivencia global segun la SP durante el seguimiento

Factor SP.SEGUIMIENTO =0

Number of Cases: 9 Censored: 8 (88.89%) Events: 1
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 97 10 (rr7, 117)

Limited to 108)

Median:. -,2)

Factor SP.SEGUIMIENTO = 1

Number of Cases: 19 Censored: 6 (31.58%) Events: 13
Survival Time Standard Error 95% Confidence Interval
Mean: 41 7 (27, 54)
(Limited to 84)
Median: 24 2 (21, 27)
Total Number Number Percent
Events Censored Censored
SPSEGUIM 0 9 1 8 88.89
SPSEGUIM 1 19 13 6 31.58
Overall 28 14 14 50.00

Test Statistics for Equality of Survival Distributions for SPSEGUIM
Statistic df Significance

Log Rank 5.07 1 -0243
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Fig.63. Grafica e Supervivencia Global analizando la SP durante el
seguimiento.

Se encontraron diferencias significativas en la supervivencia global, entre los
pacientes con SP positivas durante el seguimiento y los que las tenian
negativas.

Ademas, también se han encontrado diferencias en la evolucién entre los
pacientes que presentaban enfermedad micrometastasica al final del
tratamiento, aunque la muestra sea muy reducida. Los 3 pacientes con MO
positiva recayeron y fallecieron por progresion de la enfermedad y so6lo uno de
los 5 con MO negativa fallecio.

Por tanto, la persistencia de enfermedad microcirculante y micrometastasica
durante el seguimiento, se relaciona con una evolucion mas desfavorable, que

se traduce con una SLE y SG menor.
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DISCUSION

En las dos ultimas décadas, el avance mas importante, alcanzado en el RMS y
SE, ha sido el descubrimiento de los productos de fusion especificos de cada
tumor y su utilizacion en el diagndstico molecular mediante RT-PCR. Ademas,
dicha técnica, tiene un potencial uso en el estadiaje de los pacientes, con un fin

futuro de instaurar el tratamiento mas adecuado.®®

A pesar de ello, sigue siendo imprescindible integrar el diagndstico patoldgico,
el clinico y de imagen, con el diagnostico molecular. Un ejemplo muy claro
quedaria resumido en el sarcoma bifenotipico. Este se trata de un sarcoma
extremadamente infrecuente, en el que coexisten marcadores con
diferenciacion muscular y neural. Generalmente expresan genes de fusion
EWS-ETS con marcadores musculares o neurales, aunque también se han
descrito expresiéon de genes PAX3/7-FKHR y de neuroblastomas.*™**** Asi,
por ejemplo, la presencia del producto de fusion EWS-ETS no es suficiente

para el diagndstico de SE.

A modo de ejemplo, el caso del sarcoma bifenotipico presentado (paciente
n°16), inicialmente se diagnosticé como un RMSa, atendiendo exclusivamente a
sus caracteristicas morfolégicas. A ese nivel, destacaba la escasa expresion de
marcadores miogénicos, como MYOD1 y ausencia de desmina. Ademas se
evidencio en analisis histoquimicos posteriores, que expresaba intensamente, el
marcador CD99 en todas las células (marcador tipico del SE). Posteriormente,
en una muestra tumoral obtenida de una recaida, se evidencié aun mas la
escasez de marcadores miogénicos, la morfologia en ese momento era mucho
mas inmadura. El diagnostico definitivo se realizé gracias a la caracterizacion
molecular del tumor, que expresaba ademas del producto de fusion PAX3-
FKHR, la fusién EWS-FIi tipo1. Aunque no se trata del primer caso de sarcoma
bifenotipico descrito (hay soélo 4 casos descritos hasta la fecha), este es el
primer trabajo donde se analiza la enfermedad minima residual de un paciente
afecto por este tipo de tumor mediante RT-PCR en tiempo real. Se analizaron
en sp y mo los marcadores expresados en el tumor primario. Es decir, EWS-FIi1
y los marcadores tipicos del RMS alveolar (PAX3-FKHR, MYOD1 y RACh). La



expresion de los marcadores sigue una correlacion casi absoluta, y tan solo
hay discordancia en el numero de células tumorales detectadas segun el tipo de
marcador empleado. Esto podria explicarse por la diferencia de sensibilidad de
las diferentes técnicas (discretamente inferior en la deteccién de EWS-Fli1), o
bien en el cambio evolutivo de expresion de los distintos marcadores durante la
progresion de la enfermedad. Resulta asombrosa la correlacion de los
marcadores PAX3-FKHR y EWS-FIli1, de origenes aparentemente tan dispares,
con la evolucién de la enfermedad. Ademas tanto MYOD1, como PAX3-FKHR y
EWS Fli1 incrementaron su valor meses antes de la recaida clinica. Este caso
demuestra que el seguimiento de la EMR mediante PCR, tiene resultados
francamente fiables, sobretodo si disponemos de mas de un marcador para

realizar la monitorizacion.

A pesar de los tratamientos mas intensivos que incluyen transplante de
progenitores hematopoyéticos (TASPE), el RMS y el SE en estadios
avanzados, siguen teniendo un prondstico infausto. La posibilidad de deteccion
de células tumorales residuales circulantes en sangre periférica (enf.
microcirculante) o en médula ésea (enf. micrometastasica), puede ser de gran

utilidad clinica.

La presencia de enfermedad microcirculante en leucemias y linfomas, tiene una
importancia prondstica muy conocida, y se conocen de forma precisa los
valores y el momento de la enfermedad que comportan peor prondstico.”®”’En
el caso de los tumores solidos, hay pocos datos definitivos de la importancia

pronostica de la enfermedad micrometastasica y microcirculante.

La enfermedad metastasica es uno de los factores de peor prondstico en los
RMS y SE. La deteccidén en SP y MO de los productos de fusidén especificos se
han descrito ampliamente por diferentes autores. ° > 8 La médula 6sea es un
lugar de diseminacién frecuente y la deteccion de células tumorales mediante
técnicas basadas en la RT-PCR aumentan la sensibilidad enormemente

respecto a los métodos meramente morfologicos.’ 071,78



La deteccion de esta enfermedad minima residual puede abordarse mediante
diferentes estrategias, dependiendo del marcador que se exprese en el tumor
primario. En nuestro estudio se han utilizado dos ensayos de PCR, la cualitativa
y la cuantitativa o (en tiempo real), para la deteccidén de los marcadores
especificos de tumor (EWS-Fli1, EWS-ERG, PAX3-FKHR y PAX7/FKHR) y para
los especificos de tejido (MYOD1 y RACh). 88

En nuestro trabajo publicado recientemente®, se describe que en la PCR
cuantitativa fue posible detectar 10 células tumorales entre 10’ CMN en el caso
de PAX3/7-FKHR, y de 100 células en 10’ CMN en los casos de EWS-FIi. La
deteccion de EWS-ERG fue pobre y tan sélo se detectaba sefial a partir de
10.000 cel tumorales x 10" CMN. Por otro lado, la especificidad de este método

con estos marcadores fue muy alta.

Dado que la mayoria de RMS expresan las proteinas de regulacion miogénica
nucleares, MYOD1 y Miogenina, estos se han utilizado para la deteccion de la
enfermedad minima residual en los RMSa y RMSe.™

En una serie de 35 casos de RMS se detectd el transcrito en casi todos los
RMS y en ninguno de los tumores no-RMS. (Francella E, Rosolen A, 1998)%.
Estos mismos autores en un trabajo mas reciente confirman los resultados, esta
vez utilizando en algunas muestras la RT-PCR cuantitativa. Sin embargo en
algunos estudios se ha referido la expresion de MYOD1 en tumores no-RMS>®
74

En nuestro trabajo, basado en la RT-PCR cuantitativa, hemos encontrado una
sensibilidad mayor de MYOD1 y RACh comparandolo con la expresion PAX3/7-
FKHR y EWS-Fli1 aunque niveles muy bajos de expresion de MYOD1 en SP
de donante sano. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado

recientemente por Rosolen 2006.7°:%®

El andlisis de la subunidades alfa y gamma del RACh se basé en los trabajos

previos descritos por Gattenldehner et al *

. La base de la expresion del
receptor de ACh en el RMS se basa en las similitudes que posee con el
musculo fetal. En el musculo fetal, el receptor nicotinico de ACh contiene las

subunidades a y y, mientras que el musculo adulto cambia la subunidad y por la



€. En los RMS la expresion de y se conserva de forma similar al musculo fetal.
Mediante la utilizacién de una PCR duplex, dichos autores describieron la
presencia de ratios a /y <1 en RMS, permitiendo la diferenciacion con otros
tumores. Ademas los mismos autores encontraron algunos SE y T Wilms con
ratios a /vy similares a los RMS. Ellos suponian que era debido a la presencia
de musculo denervado o a tumores con una cierta diferenciacion
rabdomiomatosa. En nuestro estudio encontramos expresion de ambas
subunidades a y y en todos los RMS analizados (22), aunque y no siempre se
expresaba mas y que a, concretamente un 63% tenian una ratio a/y>1. Ademas
se analizaron 13 tumores no-RMS, de los cuales 5 eran Neuroblastomas y 8
eran S.Ewing. Diez de los 13 (76.9%) expresaban mas gamma que alfa (ratio
a/y<1). Estos resultados difieren sensiblemente a lo descrito por Gattendehner,
sobre todo en lo que refiere a la especificidad, porque los tumores tipo NBL
carecen de diferenciacion miogénica y en cambio algunos expresaban y
intensamente. Sin embargo, esto no limita la utilidad del RACh en el
seguimiento del RMS, porque si bien no parece ser tan especifico de los
tumores RMS, no se expresa en absoluto en las muestras de SP de controles

Sanos.

En nuestro trabajo hemos analizado las muestras ademas, mediante PCR
cuantitativa. La sensibilidad del ensayo fue parecida a la obtenida para MYOD1,
(entre 1 y 10 cel. tumorales x 10’ CMN) pero ademas con ausencia de
expresion en las muestras de donantes sanos. Sin embargo, y probablemente
debido a las caracteristicas de los cebadores escogidos, a concentraciones
celulares superiores a 10°, se llegaba a una fase plateau, imposibilitando

cuantificar exactamente concentraciones mayores.

La utilizacion del valor ACt (Ct gen problema — Ct TBP), como valor operativo
en la interpretacion y analisis de los resultados, permite comparar el valor ACT
de la muestra problema y extrapolarla a un determinado numero de células
tumorales diluidas en 10’ CMN. Este método de analisis, a nuestro modo de
ver, resulta mas preciso e intuitivo que la utilizacion aislada del valor Ct, como
proponen algunos autores’®, porque ACt incluye una normalizacién previa con

un gen constitucional (TBP en nuestro caso), lo que afadiria al andlisis una idea



de la cantidad de expresion del gen problema con respecto a la expresion de

un gen normal.

En los RMSs hemos detectado, mediante RT-PCR en tiempo real, afectacion en
médula ésea al diagndstico en el 63% de los casos. Solo 2 muestras fueron
positivas desde el punto de vista citolégico. Ambos pacientes tenian afectacion
cortical y metastasis pulmonares. Este aumento en la deteccion de las
micrometastasis se ha descrito anteriormente en el SE (Peter et al 1995,
Fagnou 2003)*" %2 y en el Neuroblastoma (Cheung et al 2003, Pession et al
2003)%% 8. Pero en el caso del RMS se desconoce el impacto pronéstico de la
enfermedad micrometastasica. Athale et al ¥, describe 3 pacientes con MO
positiva unicamente por RT-PCR. Todos ellos tenian metastasis a distancia.
Kelly, et al’® describi6 2 pacientes mas con metastasis en MO, sélo detectados

por RT-PCR, que también fallecieron ambos por progresién de la enfermedad.

Nosotros no encontramos diferencias en el prondstico entre los pacientes
positivos y negativos, aunque cabe subrayar que 10 de los 11 pacientes con
MO positivas (90%) presentaron una recaida local o metastasica, y el 79% de
ellos fallecieron por progresién de la enfermedad. Los 3 pacientes con MO
negativa estan todos ellos libres de enfermedad hasta el momento (mediana de
seguimiento de 80m). Ademas los pacientes con micrometastasis en MO
(detectados sélo por RT-PCR), fueron clinicamente asignados como localizados

y tratados en concordancia.®

En el trabajo publicado recientemente por Sartori y Rosolen, 2006,”® analizan la
EMR, mediante RT-PCR cuantitativa una serie de 40 RMS utilizando como
marcadores MYOD1, miogenina y PAX3/7-FKHR (en el caso de ser RMSa).
Ellos incrementan la sensibilidad de MYOD1 hasta 3 log los resultados descritos
por autores anteriores *, Defienden ademas, la especificidad de MYOD1, al
obtener resultados concordantes el resto de marcadores utilizados (miogenina y
PAX3/7-FKHR). Dichos autores observan un hecho igualmente observado en
nuestro estudio®®, y es que la utilizacion de PCR en tiempo real incrementa el
nivel de deteccidn (positivizacion de muestras que resultaron negativas por

PCR cualitativa). Esto sugiere que Ila presencia de enfermedad



micrometastasica comporta un riesgo mayor a presentar enfermedad
diseminada. De todos modos, resulta imperativo realizar un estudio mas amplio
y multicéntrico para establecer con claridad la importancia prondstica de la

enfermedad micrometastasica.

La deteccién de enfermedad microcirculante al diagndstico se demostrd en
43% de los RMS. Seis de ellos (85%) recayeron y 4 (66%) de ellos murieron
por progresion de la enfermedad. Por otro lado, de los 8 pacientes con SP
negativas al diagnéstico, 4 fallecieron. La presencia de enfermedad
microcirculante al diagndstico es un hecho frecuente y ampliamente descrito en
otros tumores como el neuroblastoma y el SE °* ®°. Nosotros no encontramos
ninguna correlacion entre la presencia de células tumorales al diagnostico y la
evolucidn, coincidiendo con lo descrito previamente en el SE por Avigad et al,

Fagnou et al y en el RMS por Thomson et al.*% 7% 7!

En el caso del SE, fue mas frecuente encontrar enfermedad microcirculante al
diagnostico (66%), si bien 7 de los 8 presentaban fases avanzadas de la
enfermedad (enfermedad metastasica). Estos datos coinciden con lo descrito
para el caso del Neuroblastoma (Burchill et al. 2001) y el Rabdomiosarcoma

(Thomson et al).?®"™

. No encontramos ninguna relacién entre la presencia o
ausencia células microcirculante y la evolucién clinica, hecho que coincide otra

vez plenamente con lo descrito por otros autores.”

Por otro lado, la persistencia o reaparicion de enfermedad microcirculante se
relaciond con un peor pronostico, comparandolo con aquellos pacientes que
permanecian constantemente con SP negativas durante el seguimiento.
Debido al tamano de la muestra no es posible analizar el impacto de la
enfermedad microcirculante comparandolo con otros factores prondsticos del
RMS.

En el caso del SE, detectamos con mas frecuencia (83%) enfermedad
microcirculante durante el seguimiento. El 58% presentaron recaidas y murieron
por progresion de la enfermedad. Los tres pacientes que continian en RC a

pesar de presentar enfermedad microcirculante detectada por PCR en tiempo



real mucho tiempo después de finalizar el tratamiento, presentaban
curiosamente muestras negativas mediante RT-PCR cualitativa. Dicha
discordancia es explicable porque la PCR en tiempo real posee mayor
sensibilidad que la PCR “convencional” (aumento de un logaritmo el umbral de
deteccion). Este hecho fue descrito en nuestro trabajo recientemente
publicado® y también observado por Sartori F. et al "°, en la expresién de
MYOD1 en el RMS.

En el RMS se detectd un indice de infiltracion de MO al diagndstico del 63%. El
90% de los pacientes con MO positivas (por RT-PCR), presentaron recaida
(local o metastasica) y de ellos el 79% fallecieron por progresion de la
enfermedad. En cambio, de los 4 pacientes con MO negativas al diagnéstico,
uno presentd una recaida local, pero los tres estan actualmente libres de

enfermedad y en RC.

En el caso del SE, la presencia de enfermedad micrometastasica al diagnostico,
fue mayor (75%) que en el caso del RMS, pero acompafada de una tasa de
eventos menor (66% de los pacientes con MO positiva al diagnéstico,
fallecieron). Ademas, los pacientes que a pesar de presentar MO positiva al
diagnostico siguen en RC, mantuvieron una enfermedad microcirculante

persistente (por PCR cuantitativa) durante parte del seguimiento.

En nuestro estudio, a pesar de describir y estudiar individualmente cada
marcador y cada paciente, hemos hecho el analisis de supervivencia conjunto
incluyendo los pacientes afectos de SE, RMSa y RMSe, con el fin de aumentar
la consistencia. A pesar de tratarse de tumores morfolégicamente distintos,
tienen (excepto el RMSe) aparentemente, una tendencia similar a la
diseminacion metastasica. De esta forma se pretende analizar el papel de la
presencia de células circulantes en la evolucidn posterior, independientemente
de las caracteristicas intrinsecas de cada tumor, con la finalidad de determinar

el valor real de de la enfermedad microcirculante en los tumores soélidos.

Se han encontrado diferencias significativas en la supervivencia global entre los

pacientes con SP positivas durante el seguimiento y los que las tenian



negativas. Ademas, también se han encontrado diferencias en la evolucion
entre los pacientes que presentaban enfermedad micrometastasica al final del
tratamiento, aunque la muestra sea muy reducida. Los 3 pacientes con MO
positiva recayeron y fallecieron por progresién de la enfermedad, y sélo uno de
los 5 con MO negativa fallecid. Fagnou et al, 1998,°" ya sugirieron que la
presencia de micrometastasis en MO parece indicar el riesgo a presentar
metastasis a distancia, y por tanto seria un indicador de enfermedad

diseminada.

En el presente estudio, en cambio, y a diferencia de lo descrito por varios
autores *"°2 8" 78 tanto en el RMS como en el SE, no encontramos diferencias
en la supervivencia global, entre los pacientes con MO al diagnéstico positiva y
negativa. Este resultado podria tener diferentes interpretaciones:

Una seria, la limitacion y posible sesgo debido al tamano de la muestra,
siendo imperativo en el futuro crear un registro a nivel internacional, para
reclutar el mayor numero de casos posibles.

Otra explicacion, ya insinuada en nuestro trabajo publicado (Gallego,
Llort et al 2006)88 y por Sartori y Rosolen 2006, es que todos los estudios
descritos hasta la fecha en los que se apuntaba el valor prondstico
desfavorable de la enfermedad micrometastasica se basaban en meétodos
cualitativos de PCR. Esto sugiere que al utilizar nosotros un método mas
sensible se produciria un aumento de prevalencia de la enfermedad
micrometastasica, que no siempre comportaria un mal prondstico. Esta
observacion parece mas aplicable al SE, ya que parece presentar mas

enfermedad micrometastasica y microcirculante persistente.

A modo de resumen, concluiriamos que, la persistencia de enfermedad
microcirculante y micrometastasica durante el seguimiento, se relaciona con

una evolucion mas desfavorable, que se traduce con una SLE y SG menor.
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CONCLUSIONES

1- La deteccion de de la enfermedad residual minima en el RMS y el SE,

mediante RT-PCR en tiempo real, es factible y reproducible.

2- La sensibilidad de la RT-PCR en tiempo real es superior a la PCR

“convencional” (cualitativa).

3- La utilizacion de multiples marcadores para la monitorizacion de la
enfermedad minima residual, permite aumentar la fiabilidad de los resultados,

disminuyendo asi los falsos positivos.

4- El andlisis de la expresién de MYOD1 mediante PCR en tiempo real, es el

método mas sensible de todos los analizados en el estudio.

5- El analisis mediante RT-PCR de la expresion de EWS-Fli1, PAX3/7-FKHR,
MYOD1 y ACh en MO, permite incrementar la sensibilidad respecto a la

citologia convencional.

6- La RT-PCR en tiempo real permite una cuantificacion relativa de la presencia
de células tumorales. Al utilizar como valores de referencia las muestras de
spiking para cada marcador y realizando el calculo mediante el ACT se pueden
cuantificar las muestras problema. De esta forma, se asigna para un valor ACT

determinado, el equivalente en células tumorales x 107 células mononucleadas.

7- La deteccion de células tumorales circulantes al diagnéstico, mediante RT-
PCR, es frecuente en el RMS y el SE, sin que este hecho tenga ningun valor

prondstico.

8. La enfermedad micrometastasica en MO al diagnéstico y al final del
tratamiento, se relaciona con una evolucion mas desfavorable. Es necesario
investigar con mayor profundidad, el verdadero valor prondstico de las
micrometastasis en MO de aquellas muestras consideradas negativas

mediante citologia.



9- Los pacientes con persistencia o reaparicion de células tumorales

circulantes, durante el seguimiento, tienen un factor de mal prondstico.

10- Durante el seguimiento, la reaparicién de células tumorales (positivizacién),
puede predecir una recaida.

11- La cuantificacién de la EMR puede contribuir al calculo estimado del riesgo

de recaida de un paciente individual.
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