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Resumen

Objetivos. Analizar en tumores cerebrales, funda-
mentalmente de estirpe neuro-epitelial, la existencia de
mutaciones en los cromosomas 1p y 19q por la técnica
de analisis de la pérdida de heterocigocidad (LOH). Un
primer objetivo implicito fue poner a punto la técnica
del analisis.

Método. Hemos investigado la existencia de mutacio-
nes en 3 alelos seleccionados del cromosoma 1p y en 2
alelos del 199 de distintos tumores cerebrales de estirpe
glial intervenidos de manera consecutiva en nuestro
Centro desde Octubre de 2004 a Marzo de 2006. La
metodologia empleada ha sido la deteccion en ADN
tumoral de tejido en fresco y en sangre del paciente del
marcaje por PCR de amplificados y electroforesis ana-
lizando la pérdida de heterocigocidad de microsatélites,
repeticiones de dinuclettidos, situados en D1S508,
D1S2734, D1S199, D19S412 y D19S219.

Resultados. Hemos incluido en esta primera fase de
estudio un total de 45 muestras de pacientes interveni-
dos de tumores cerebrales supratentoriales de estirpe
neuroepitelial y que incluyen: 29 glioblastomas, 1 glio-
sarcoma, 7 astrocitomas grado 11, 1 oligoastrocitoma, 3
oligodendrogliomas, 1 oligodendroglioma anaplésico,
1 xantoastrocitoma, 1 tumor neuroepitelial disem-
brioplasico y 1 astrocitoma pilocitico. La presencia
de mutacién la hemos considerado cuando el indice
alélico T1/ T2 era inferior a 0.8.

NI/N2

Por estirpe histoldgica destaca la presencia de muta-
cion en un 80% de tumores oligodendrogliales, 14% de
glioblastomas y 14% de astrocitomas fibrilares grado II.

Conclusiones. La técnica de andlisis de LOH en
1p/19q es factible de realizar en centros que dispongan
de técnicas de estudios genético-moleculares, con un
alto indice de fiabilidad. De su resultado se desprende
qué pacientes se pueden beneficiar del tratamiento
con alquilantes afiadiendo, a la terapia quirdrgica y/o
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radioterapica en uso hasta la fecha, una posibilidad de
tratamiento con alto porcentaje de respuestas.

PALABRAS CLAVE: Tumores cerebrales. Gliomas. Muta-
cién 1p/19q. Pérdida de heterocigocidad. Alquilantes.

Allelic loss at 1p/19q analysis in brain tumors of glial
lineage

Summary

Background. To analyze in cerebral tumors of neu-
roepithelial tissue 1p/19q codeletions by study of loss of
heterozygosity (LOH). A first implied objective was to
get ready this molecular thecnique.

Methods. We aimed to determine several deletions
mapping 1p and 19q chromosomes, three allelic loss of
1p and two allelic loss of 19q, in patients with cerebral
tumors which were operated in our Deparment from
October 2004 until March 2006. We have detected in
blood and tumoral DNA loss of heterozygosity assay
for molecular detection using PCR and capillary array
electrophoresis of five markers (D1S508, D1S2734,
D1S199, D19S412 y D19S219).

Results. Were included in the first part of this study 45
sample of neuroepithelial tissue supratentorial tumors:
29 glioblastoma, 1 gliosarcoma, 7 diffuse astrocytoma
grade II, 1 oligoastrocytoma, 3 oligodendroglioma, 1
anaplastic oligodendroglioma, 1 xanthoastrocytoma, 1
dysembryoplastic neuroepithelial tumour and 1 pilocy-
tic astrocytoma. We considered deleted regions identi-
fied when allelic ratio T1/T2 was lower than 0.8.

N1/N2
Taken together, histological tissue shown deletion in

Abreviaturas. ADN: dacido desoxi-ribonucleico. PCV: pro-
carbazina, lomustina (CCNU) y vincristina. EORTC: Euro-
pean Organisation for Research and Treatment of Cancer. GOS:
gen onco-supresor. PCR: reaccion de cadenas de polimerasas.
RTOG: Radiation Therapy Oncology Group. UK.: Reino Unido
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80% of oligodendroglial tumors, 14% glioblastoma and
149% of diffuse astrocytoma grade Il.

Conclusions. Evaluation of 1p/19q allelic status
by LOH analysis may provide useful information for
guiding clinical and therapeutical decisions with high
succes ratio. These results shown why patients with
1p/19q codeletion survive longer, because adjuvant
alkylants adds further improvements to standard, sur-
gery and radiotherapy, treatments.

KEY WORDS: Cerebral tumors. Gliomas. 1p/19q muta-
tion. Loss of heterozygosity. Alkylating drugs.

Introduccion

Entre los tumores de estirpe neuro-epitelial que
reconoce la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en su Ultima revision del afio 2000, los tumores
oligodendrogliales forman un subgrupo por si mismos y
también se incluyen sus caracteristicas en algunos de los
gliomas mixtos. Si bien sus hallazgos histopatoldgicos han
sido definidos claramente, en ocasiones es dificil observar-
los por su anaplasia o por compartir con astrocitomas el
"lecho tumoral" y en estos casos la inmunohistoquimica no
consigue unos marcadores definitorios®®.

Desde la llegada de los marcadores genético-molecu-
lares a los laboratorios de patologia hemos podido carac-
terizar diversos tumores cerebrales y de ellos*?%26 Jos
astrocitomas y oligodendrogliomas han sido objeto de
marcado interés. El conocimiento de la oncogénesis nos
ha hecho comprender las vias de nacimiento, progresion y
malignizacion de cada estirpe tumoral en particular, pero
ademas, de algunos de estos hallazgos, podremos obtener en
un futuro terapias especificas?®. El descubrimiento hasta la
fecha, prototipo de esta aplicacidn, ha sido el conocimiento
de la mutacion 1p/19q en oligodendrogliomas?3, lo que se
relaciona con una mayor sensibilidad a los alquilantes y
que se ha intentado extender, con evidentes limitaciones, a
otros tumores cerebrales’. Incluso podemos aseverar que
fruto de esta euforia, tratamos indiscriminadamente con
quimioterapia asociada a pacientes con tumores de los que
muy posiblemente solo se beneficien un porcentaje limi-
tado de ellos®?%, (10-20% segln las series), en términos
de supervivencia global. El hecho de que las pérdidas en
los cromosoma 1p y 199 estén estrechamente relacionadas,
sugiere que ambos actlen sinérgicamente en la oncogénesis
de los tumores oligodendrogliales*?, y en la busquedaen los
cromosomas de los "loci" responsables se han seleccionado
algunos de la region telomérica de 1p y 19913?%. Por otro
lado, los oligodendrogliomas anaplasicos muestran hasta
en un tercio de los casos pérdidas alélicas del cromosoma 9
(9p21), gen CDKN2A, y en el cromosoma 10q, que suelen
ocurrir cuando no hay pérdidas en 1p/19g®. La hiper-
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metilacion también puede ser un importante mecanismo
epigenético por el cual los oligodendrogliomas escapen al
control de ciclo celular®. Sin embargo, estos dos Ultimos
hechos no se acompafian de una decision terapéutica, sino
que, hasta la fecha, tienen sélo implicaciones pronos-
ticas.

Es por tanto obligado, para poder tratar lo mas selectivay
eficazmentealospacientesquesufrendeun "gliomamaligno"
y dado lo limitado de nuestros recursos (coste/eficacia),
disponer de técnicas que sean muy sensibles y exactas en
las determinaciones genético-moleculares y nos permitan
dilucidar qué pacientes se beneficiarian de una determinada
terapia asociada a la cirugia. De entre ellas, los estudios de
marcadores genéticos se pueden realizar mediante tres téc-
nicas principalmente: LOH (pérdida de heterocigocidad por
electroforesiscapilar), FISH (hibridacioninsitufluorescente)
yHGC (hibridaciébngendmicacomparada), que muestranuna
elevadaconcordanciaentresi(73-99%)ysondeutilidad para,
por ejemplo, determinar la presencia de mutacién 1p/9qy lo
que ello implica de sensibilidad a la quimioterapia®*®.

Por ello nos planteamos poner a punto la técnica para
la deteccion de aquellos tumores neuro-epiteliales que
manifiesten la presencia de mutacion 1p-19q por estudio
de LOH y que nos permitan seleccionar el tratamiento
quimioterapico complementario mas adecuado y eficaz.

Material y método

* Muestras tumorales y pacientes. La determinacion se
realiza en el laboratorio de Inmunologia, por comparacion a
partir del ADN tumoral y de tejido no tumoral, (sangre del
paciente) para lo cual hemos de tomar ambas muestras en
quiréfano y remitirlas de forma inmediata al laboratorio donde
van a ser procesadas. La muestra del tumor se selecciona, una
vez que tenemos la informacidn de la biopsia intraoperatoria,
recogiendo un volumen de unos 2 a 4 cc de la misma zona,
evitando zonas macroscdpicas de necrosis o vascularizadas.
Se tomaron un total de 45 muestras de tumores cerebrales
extraidas de pacientes intervenidos quirdrgicamente en
nuestro centro (hemos excluido 3 muestras provenientes de
otros hospitales), entre octubre de 2004 a marzo de 2006.
Los responsables de la técnica de laboratorio desconocen,
durante su procesado, el resultado histopatologico de cada
muestra. La sangre del paciente se obtiene por venopuncién
y se recoge directamente en tubos estériles con EDTA como
anticoagulante. Las partes de las muestras sobrantes se guardan
a-20°C. Todos los pacientes cuyos tumores fueron analizados
por este procedimiento, fueron informados de la naturaleza de
este estudio y dieron su consentimiento por escrito.

* Extraccion de DNA. De cada muestra de sangre y
tumor se realizé la extraccion del DNA. EI DNA de la
sangre se extrajo mediante el procedimiento del equipo
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Generation Capture Column Kit (Gentra System)s. El
DNA tumoral fue obtenido mediante digestion de piezas en
fresco con el equipo QIAamp DNA mini Kit (QIAGEM). En
ambos casos se siguieron las instrucciones del laboratorio
emisor de los equipos. Se midi6 la concentracion de DNA
en el espectrofotometro y se diluyeron las muestras en agua
destilada hasta alcanzar los 30 microg/ml. Todas las mues-
tras se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.

* Eleccion de los microsatélites. Los "marcadores"
seleccionados fueron todos dinucleétidos -CA- con una
puntuacién de heterocigocidad en la poblacién general
alta, igual o superior a 0.75. Siguiendo a Reifenberger,
para el desarrollo de las pruebas clinico-terapéuticas, se
deberia incluir el estudio de los siguientes microsatélites:
para el estudio de la pérdida o deleccion en el brazo corto
del cromosoma 1, deberiamos informar de 3 marcadores:
D1S508, D1S199, D1S2734 (todos ellos dentro de la
region 1p36). Para el estudio de la pérdida del brazo largo
del cromosoma 19, es preciso estudiar los locus: D19S219,
D19S412, D19S596 (en la region 19g13.3) (Figura 1).
Nosotros hemos excluido el D19S596 por no cumplir,
en la poblacién de nuestro entorno, con la puntuacién
minima exigida de tasa de heterocigocidad. Pérdidas de
heterocigocidad (LOH) que ocurran fuera de las regiones
donde se localizan estos microsatélites (1p36 y 19913.3) no
van a ser detectadas mediante este andlisis.

* PCR vy electroforesis capilar. Determinamos la
pérdida de heterocigocidad (LOH) en Ip y 19q mediante
PCR de secuenciacién de ADN de microsatélites, que nos
permite amplificar las regiones pre-seleccionadas del ADN,
definidas por los cebadores o primers. La PCR consta de un
namero variable de ciclos, generalmente entre 20 y 35, y
cada uno de ellos se divide en 3 etapas. Se realizaron en un
volumen total de 10 microl., 1 microl. de DNA, 4 microl.
de ECOTAQ polimerasa y 5 microl. de primers 2 microM,
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Figura 1. Situacion de los microsatélites en los cromosomas

1py 19q

donde el forward esta marcado con un fluorocromo en el
extremo 5'. Después de un paso de desnaturalizacion a
95°C durante 5 minutos en el que se separan las cadenas
de DNA, se desarrollan entre 20 y 35 ciclos, cada uno
consistente en 30 segundos a 95°C y 1 minuto a 57°C.
Seguidamente tienen lugar los ciclos de amplificacion en
los que por hibridacion los primers se unen a la zona de
DNA complementaria a la secuencia. Finalmente hay uno
de extension a 72°C durante 10 minutos. En cada ciclo el
numero de amplificados se duplica, por lo que el incre-
mento es exponencial.

Los cebadores o primers para la amplificacion de los
microsatélites D1S2734, D1S199, D19S219 y D19S412 ya
han sido descritos'’. Los del marcador D1S508 se disefia-
ron en nuestro laboratorio segun la secuencia publicada por
el Genebank (n° de acceso 224634 y NCBI SNP CLUSTER
ID; rs12081216). Todos los primers fueron sintetizados
por Sigma (Haverhill, Suffolk, UK) con el extremo 5' del
primer sentido de cada pareja marcado con un fluorocromo
(TET, HEX 0 6 FAM) lo que permite la automatizacién de
la lectura de los marcadores (Tabla 1).

Los productos de la PCR se diluyen en formamida (1

Tabla 1
Secuencia de primers para la amplificacién de microsatélites del cromosoma 1p y 19q

Marcador Producto de PCR Forward primer Reverse primer

(bp)
D1S2734 108-134 HEX-GGTTCAAGGGATTCTCCTG TGGCACTCAGACCTCAA
D1S199 94-116 TET-GGTGACAGAGTGAGACCCTG CAAAGACCATGTCTCCGTA
D1S508 146-158 FAM-TCCCAGGCCTCTCTAGTAG ATATTTTTGGCCCGTTGTTG
D19S219 160-190 HEX-GTGAGCCAAGATTGTGCC GACTATTTCTGAGACAGATTCCCA
D19S596 213-221 HEX-GAATCCGAGAGGTGGG GCCAGAGCCACTGTGT
D19S412 89-113 HEX-TGAGCGACAGAATGAGACT ACATCTTACTGAATGCTTGC
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CAGTTTCC - + - CACA - « - CACA - - + AAGGTAA

CAGTTTCC - » <« CACA- - - CACA- + - AAGGTAA
CAGTTTCC + « *CACA - - - CACA - - - AAGGTAA

CAGTTTCC+ « +CACA- - - CACA* - - AAGGTAA

Figura 2. Modelos tedricos de heterocigotos y homocigotos.

vs 12 microl.), junto con 0.5 microl. de marcador de peso
molecular TAMRA (que emite fluorescencia en rojo). Se
desnaturalizan a 95°C durante 5 minutos y rapidamente se
colocan en hielo. Seguidamente se analiza la fluorescencia
mediante electroforesis capilar, en un gel de agarosa a 15
V/cm durante un tiempo variable en funcién del tamafio
del fragmento esperado, con el ABIlprism 310 genetic
analyzer y el software GeneScan, y se guarda el registro
grafico. Este sistema fluorimétrico permite la deteccion de
maltiples loci. Los primers del cromosoma 1 tienen fluo-
rocromos diferentes, lo que permite la lectura simultanea
de todos los marcadores de una misma muestra en una
sola inyeccion. Los marcadores del cromosoma 19 de una
misma muestra, aunque llevan todos el mismo fluorocromo
HEX, también se pueden analizar en una sola inyeccion ya
que los tamarfios en pares de bases de los productos de la
PCR no se solapan.

Resultados

* Interpretacion de los registros grdficos. La intensidad
de fluorescencia del alelo largo (mayor nimero de pares de
bases) siempre es menor que la del alelo corto, presumi-
blemente porque las condiciones de la PCR favorecen la
completa replicacion del alelo corto durante el primer ciclo
de la PCR. Justo delante de cada uno de los alelos vamos
a encontrarnos picos de menor intensidad de fluorescen-
cia, a intervalos de -2 nucledtidos, llamados "sombras de
bandas", o stutter, que confirman la especificidad de la
PCR pues solo aparecen cuando se amplifican repeticiones
de di-, tri- y tetranuclettidos. Son también de utilidad para
descartar posibles amplificaciones inespecificas de la PCR,
ya que estas no los presentan.

Tradicionalmente la LOH basada en microsatélites, se
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define como la pérdida relativa de un alelo en el tumor,
comparada con tejido sano del mismo paciente. Cuando
se presenta LOH el producto de la PCR s6lo mostrara una
banda de amplificacion, correspondiente a uno de los alelos
pues el otro se ha deleccionado, mientras que el tejido no
tumoral mostrara dos (Figura 2). Es esencial que se recoja
tejido sano junto con el tumoral para usarlo como referen-
cia, ya que marcadores homocigotos no seran informativos.
Por esta raz6n también es importante que los marcadores
seleccionados tengan ratios de heterocigocidad altos'’.

Mientras que, en teoria, la reduccion del 100% de la
sefial alélica es posible, experimentalmente es dificil de
conseguir. Esto puede deberse a la naturaleza infiltrativa
de esos tumores o0 a su vascularizacién, que pueden oca-
sionar contaminacion del DNA por material genético de
células no tumorales. Por tanto en el analisis de todas las
muestras vamos a considerar que un tumor tiene LOH si
presenta una reduccion de la sefial alélica de al menos
un 20% (peak ratio < 0.8)*°. Este ratio alélico se calcula
como (T1/T2) / (N1/N2) donde T1 y NI son los picos de
fluorescencia correspondientes al alelo de menor tamafio
en pares de bases y N2 y T2 los correspondientes al alelo
de mayor tamafio (T es tejido tumoral y N es tejido sano),
amplificando cada microsatélite en el ADN tumoral y ADN
sanguineo de cada paciente, al tratarse de tejidos en fresco
para lo que necesitamos realizar esta comparacion, y dire-
mos que existe mutacion, LOH en cada microsatélite, bien
de los de 1p 0 19q, cuando el cociente es < 0.8; no existira
LOH cuando el cociente es > 0.8 (Figura 3).

* Pacientes y resultados. Los resultados para cada
paciente se muestran en la tabla 2 en la que figuran, junto a
su numeracioén consecutiva, los resultados para los 3 alelos
para 1p (D1S508, D1S2734, D1S199), los 2 alelos de 19q
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rograma mostrando un tumor con pérdida
alélica (flechas) junto a otro que no la
presenta. Los picos de fluorescencia de
menor peso molecular corresponden a los
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TABLA?2
Resultados en los 45 pacientes de los 5 alelos determinados

N° Pac D1S508 D1S199 D1S2734 D19S412 D19S219 AP LOH
1 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec Astroc.11 no
2 0 delec No infor I delec I delec I delec Astroc.11 Si
3 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec Xantoast no
4 I delec I delec I delec I delec | delec Oligoastr si
5 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec Astroc.11 no
6 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
7 I delec I delec I delec No infor I delec Glioblast Si
8 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec 0 delec Astroc.11 no
9 I delec I delec I delec I delec | delec Oligodend si

10 0 delec 0 delec No infor Glioblast no

11 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no

12 I delec I delec I delec I delec I delec Glioblast Si

13 0 delec 0 delec No infor Glioblast no

14 0 delec 0 delec No infor Glioblast no

15 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no

16 0 delec 0 delec 0 delec Astroc.11 no

17 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no

18 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no

19 No infor 0 delec 0 delec Glioblast no

20 0 delec No infor 0 delec Glioblast no
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21 0 delec 0 delec No infor Oligodend no
22 | delec | delec | delec | delec | delec Oligodend Si

23 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
24 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
25 I delec 0 delec I delec I delec I delec Glioblast Si

26 0 delec 0 delec 0 delec Astroc.Pil no
27 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
28 No infor 0 delec 0 delec Glioblast no
29 No infor 0 delec No infor Gliosarco no
30 0 delec 0 delec 0 delec T.N.D. no
31 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
32 0 delec No infor 0 delec Glioblast no
33 I delec I delec I delec I delec I delec Glioblast Si

34 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
35 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
36 No infor 0 delec 0 delec Astroc.11 no
37 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
38 0 delec No infor No infor Glioblast no
39 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
40 No infor 0 delec 0 delec Glioblast no
41 | delec | delec | delec | delec | delec Oligod 111 Si

42 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no
43 0 delec 0 delec 0 delec Astroc.11 no
44 0 delec 0 delec No infor Glioblast no
45 0 delec 0 delec 0 delec Glioblast no

delec = deleccidn. No infor = homocigoto. T.N.D. = tumor neuroepitelial disembrioplasico
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(D19S412, D19S219) y el diagndstico anatomopatolégico
(AP). EI marcador para el D19S596 mostré una tasa de
heterocigocidad de tan so6lo el 20% en los 10 primeros
pacientes estudiados y fue excluido el anlisis.

Hemos de considerar que para que exista la muta-
cion, de manera que se exprese el defecto de MGMT
(06- metilguanina-DNA-metiltransferasa), responsable
altimo dela sensibilidad a los agentes alquilantes, hemos
de demostrar al menos la LOH en 2 alelos del Ip y en uno
del 19q. Del total de 45 pacientes incluidos en este estudio
los resultados histolégicos fueron: 29 glioblastomas, 1
gliosar-coma, 7 astrocitomas grado 11, 1 oligoastrocitoma,
3 oligodendrogliomas, 1 oligodendroglioma anaplasico, 1
xantoastrocitoma, 1 tumor neuroepitelial disembrioplasico
y 1 as-trocitoma pilocitico. De ellos resultaron presentar la
mutacion (LOH) segun los criterios antes expuestos: un
80% de tumores oligodendrogliales (un oligoastrocitoma,
un oli-godendroglioma anaplasico y 3 de los cuatro
oligodendrogliomas grado I1), 14% de glioblastomas (4 de
29 casos) y 14% de astrocitomas fibrilares grado II (1 de 7
pacientes).

Discusién

La técnica de deteccion de LOH en alelos de los
cromosomas Ip y 19q es posible llevarla a cabo en nuestros
laboratorios sin un coste excesivo, pero precisa de personal
cualificado y experimentado en el manejo de técnicas en
biologia molecular, que dominen las técnicas de amplifica-
cion de ADN, electroforesis, lectura de fluorescencia, etc...
Los resultados recientemente publicados por parte de la
RTOG (9402) y la EORTC en ensayos randomizados fase
111, sobre pacientes con oligodendrogliomas anaplasicos y
oligoastrocitomas anaplasicos, muestran que la codeleccién
de los cromosomas 1p y 19q tienen un impacto significa-
tivo sobre la supervivencia de los pacientes, hasta tal punto
que los préximos ensayos clinicos caracterizaran a los
gliomas anaplasicos basados en el genotipo mas que en las
caracteristicas histopatolégicas®?’.

Los resultados que hemos obtenido son semejantes a
los referidos en la literatura por parte de centros que las han
aplicado con fines bien experimentales o clinicos. Mani-
fiestan la LOH casi el 100% de los oligodendrogliomas,
hasta un 15-20% de Astrocitomas grado 11 y sélo un 10%
de los Glioblastomas*41522_ Esto justificaria la alta tasa de
sensibilidad a los alquilantes (quimioterapias con PCV o
temozolamida) de los oligodendrogliomas, la respuesta
ocasional de algunos astrocitomas de bajo grado, posi-
blemente pues realmente se trate de astrocitomas que
filogenéticamente son de estirpe oligodendroglial mas que
astrocitaria, y la tasa de respuestas con aumentos de super-
vivencia global cercana al 10% que presentan los pacientes
con glioblastomas®®, Otra posible explicacion a estos
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hallazgos es que en dos de estos tumores, el astrocitoma
de bajo grado y un glioblastoma, se ha encontrado que la
deleccidn era parcial en 1p, hallazgo este que ocurre con
mas frecuencia en astrocitomas que en oligodendrogliomas,
lo que se atribuye a la mayor inestabilidad genética de estas
neoplasias™.

Respecto a la técnica elegida para mostrar la existencia
de mutacidén en 1p/19q, nos decidimos a emplear la LOH
por diversos motivos: el primero es que los Dres M.J. Bello
y JA. Rey, expertos en técnicas genético-moleculares
sobre tumores cerebrales, nos la recomendaron como la
mas especifica?; en segundo lugar, teniamos la oportunidad
de contar en nuestro hospital con expertos en estas técnicas
dentro del Servicio de Inmunologia; por dltimo. podiamos
emplearla en tejido en fresco y luego contrastarla con la
misma técnica en ADN extraido del tumor en bloques de
parafina, fase de estudio en la que nos encontramos en
la actualidad, junto con la determinacién simultanea por
FISH por parte del Servicio de Anatomia Patoldgica
de nuestro centro. Aunque otros autores ya han sefialado
la alta tasa de concordancia de las técnicas genético-mole-
culares®?*, nosotros queremos evidenciar cual es esta en
nuestros laboratorios, incluso abriendo la posibilidad futura
de emplear mas de una para su confirmacion, o dependiendo
del tipo tumoral que estemos analizando.

A partir de los resultados obtenidos podemos plantea-
mos dos aplicaciones clinicas inmediatas: la primera es que
la demostracion de la LOH de 1p/19q nos va a indicar qué
pacientes, que sin esta determinacion no tratariamos con
alquilantes, se pueden beneficiar de este tratamiento, por
ejemplo un astrocitoma fibrilar irresecable. En segundo
lugar nos permite analizar retrospectivamente, si se
corresponde la supervivencia alcanzada con tratamiento
quimioterapico complementario en aquellos pacientes con
glioblastomas y oligodendrogliomas que presenten la LOH
0 no, pero que tratamos sistematicamente en nuestro centro
con alquilantes®, de manera que apreciemos si el aumento
de supervivencia global es solo a costa de los que tienen
la LOH, sin que el resto se beneficie, lo que nos obligaria
a replanteamos el tratamiento que aplicamos, como han
sugerido otros autores'®?,

En un futuro iran surgiendo tratamientos comple-
mentarios a la cirugia mas especificos, como anticuerpos
monoclonales, inhibidores de kinasas, etc..., que nos
obligaran a tener dispuestas técnicas de laboratorio para
determinar a estos subgrupos de pacientes con tumores
cerebrales®®. Recientemente, la escasa aplicacion clinica
que tenia en el subgrupo de glioblastomas con mutacio-
nes del cromosoma 10 la determinacion de mutaciones
en EGFR, parece haber encontrado en unos marcadores
moleculares, variante Il (EGFRvIII) y la pérdida simulta-
nea del GOS PTEN, a aquellos que identifican a los pacien-
tes que serian sensibles al tratamiento con los inhibidores
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de tirosin-kinasa (erlotinib o gefitinib)?.
Conclusiones

La determinacion de la LOH en Ip/19q es un método
posible para desarrollarlo en los laboratorios de nues-
tros hospitales que dispongan de técnicas en biologia
molecular, con una alta especificidad y una aplicacion
directa e inmediata que redundard en beneficio del
paciente. De ella se benefician no sélo los pacientes con
tumores oligodendrogliales, sino un porcentaje variable,
entre el 10-20 %, de otros tumores de estirpe neuroepitelial
gue muestran la LOH.
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cias "alquilantes™ puede tener mayor efectividad. La lectura
de articulos como éste muestra, una vez mas, que el trata-
miento de los tumores cerebrales debe ser hecho desde una
perspectiva multidisciplinar y que hoy dia, el neurocirujano
que se dedique a este campo no debe limitarse a conocer
perfectamente la técnica quirdrgica, sino que también debe
interesarse por los aspectos de la biologia molecular de los
diferentes tipos de tumores cerebrales y, en colaboracién
con otros especialistas, debe tratar de identificar nuevos
factores pronosticos que permitan un mejor tratamiento de
nuestros pacientes.
J. Vaquero
Madrid
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