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RESUMEN

Los astrocitomas son el grupo de tumores intra-
craneales mas frecuentes. De ellos, el glioblastoma es
el mas agresivo. En esta revision nos centramos en des-
cribir las anomalias genéticas mas frecuentes en astro-
citomas. Para ello hacemos referencia a los genes del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
p53, p16, PTEN y DMBT1. Asimismo presentamos cier-
tos aspectos genéticos que influyen en la progresién
tumoral hacia glioblastomas.
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ABSTRACT

Astrocytomas are the most frequent group of
intracranial tumours. Among them, glioblastoma is the
most aggressive one. In this review we will describe the
most common genetic abnormalities discovered in
astrocytomas. We will refer to the epidermal growth
factor receptor (EGFR), p53, p16, PTEN and DMBT1
genes. We will also present certain genetic aspects that
influence the progression to glioblastoma.
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INTRODUCCION

Los tumores del sistema nervioso cen-
tral (SNC) constituyen aproximadamente
el 1,4% del total, produciendo el 2,3% de
las muertes directamente causadas por el
céncer. Este tipo de tumores afectan mas
frecuentemente a adultos mayores (18 por
cada 100.000 habitantes al ano) que a ado-
lescentes o adultos jovenes (2 por cada
100.000 habitantes al afio). En EE.UU. se
estima que se diagnostican unos 17.500
casos nuevos de tumores del SNC anual-
mente (mas de 7 por cada 100.000 habitan-
tes), sin incluir metéastasis cerebrales.

A pesar del pequefio niimero de tumo-
res cerebrales, en comparacién con otros
maés frecuentes como tumores de colon,
pulmén, o mama, entre otros, la morbili-
dad y mortalidad que causan en la pobla-
cidén es altamente significativa. En los
nifios menores de 15 afios, los tumores del
SNC son, tras las leucemias, la segunda
causa de muerte debida a cancer. En varo-
nes entre 15 y 54 anos de edad son la ter-
cera causa de muerte por céancer, y en
mujeres entre 15y 34 aios de edad consti-
tuyen la cuarta causa de muerte debida a
cancetr.

Dentro de los tumores cerebrales, los
denominados gliomas son los mas frecuen-
tes, dividiéndose en astrocitomas, oligo-
dendrogliomas y ependimomas. En esta
revision se exponen las anomalias genéti-
cas mas tipicas en los astrocitomas. Segiin
la OMS!, estos se dividen en: astrocitomas
pilociticos, (grado [ de la OMS), astrocito-
mas (grado II), astrocitomas anaplasicos
(grado III) y glioblastoma multiforme
(grado IV). Los astrocitomas pilociticos
ocurren mas frecuentemente en nifos y es
muy importante diferenciarlos de los

astrocitomas fibrilares difusos, debido al
prondstico favorable asociado a los astro-
citomas pilociticos. Ello se debe a la falta
de infiltracién tumoral al parénquima cere-
bral, a la facilidad de su reseccién y a su
crecimiento lento.

TIPOS DE GLIOBLASTOMAS

Los glioblastomas constituyen el tipo
de neoplasia mas frecuente y maligno del
grupo de tumores cerebrales. Se presenta
con una frecuencia de 2 a 3 casos nuevos
anuales por cada 100.000 habitantes, en la
mayor parte de los paises europeos y
EE.UU. Existen dos formas de presentacion
de los glioblastomas: por una parte, los
denominados glioblastomas primarios o
de novo, que se desarrollan mas rapida-
mente, con una historia clinica de corta
duracién, y en segundo lugar los glioblas-
tomas secundarios, desarrollados median-
te progresion tumoral a partir de astroci-
tomas de bajo grado (grado II de la OMS),
o anaplasicos (grado Il de la OMS). Existe
una evidencia creciente de que estos sub-
tipos de glioblastomas constituyen dos
entidades clinicas diferentes, que se mani-
fiestan en pacientes de edad diferente y se
desarrollan mediante rutas genéticas dis-
tintas. Los glioblastomas primarios se pre-
sentan en pacientes de mayor edad y se
caracterizan por la presentacién de ampli-
ficacion/sobreexpresiéon de EGFR (recep-
tor del factor de crecimiento epidérmico),
mutaciones de PTEN, deleciones de pl6 o
sobreexpresién de MDM2, mientras que
los glioblastomas secundarios se presen-
tan en pacientes mas jévenes y contienen
mutaciones de p53 como caracteristica
genética preponderante, aunque no exclu-
siva*® (Tablas 1 y 2).

Tabla 1. Datos clinicos y genéticos que diferencian los dos subtipos de glioblastomas.

Glioblastoma primario (de novo)

Glioblastoma secundario

Edad media al diagnéstico
Historia clinica prequirtrgica

Mutaciones de p53

Mutaciones de PTEN

Deleciones homocigéticas de p16
Amplificacion de EGFR

56 afnos 40 anos
1,7 meses 53 m (desde astrocitoma II)
25 m (desde astrocitoma III)
11% 67%
32% 4%
36% 4%
39% 0%
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Tabla 2. Ruta genética demostrable en la progresién tumoral de astrocitoma de bajo grado a glio-

blastoma secundario.

Astrocitoma de bajo Astrocitoma Glioblastoma
grado anaplasico secundario
(grado II) (grado III) (grado IV)
Mutaciones de p53 + +

Deleciones en 19q -

Deleciones en 10q -

S e s

PROGRESION TUMORAL

En la progresion de los astrocitomas
hacia mayores grados de malignidad se
producen una serie de cambios fenotipi-
cos difusos, continuos en el tiempo, que
suelen ser un aumento en el grado de ati-
pia nuclear y de actividad mitética. Difie-
ren de los glioblastomas multiformes, prin-
cipalmente, porque en estos ultimos es
frecuente la aparicién de focos necréticos
y proliferacién microvascular (angiogéne-
sis).

Sin embargo, algunas biopsias mues-
tran ocasionalmente una transicién brusca
a glioblastoma®, de forma que aparecen
focos bien delineados que muestran un
aumento de actividad mitotica y ausencia
completa de expresion de GFAP. Tales
focos se asemejan al fenémeno carcinoma-
en-adenoma, descrito en hepatocarcinogé-
nesis experimental y en tumores hepaticos
humanos’. Probablemente se deben a la
adquisicion de una alteracién genética adi-
cional,

EGFR

Los factores de crecimiento pertene-
cen a una familia de polipéptidos que se
unen a sus correspondientes receptores y
estimulan la proliferacién y diferenciacién
celular tanto en las células normales como
en las malignas. Uno de los receptores de
factores de crecimiento cuya unién a su
ligando especifico lleva a la proliferacién
celular es el EGFR cuyo gen se encuentra
en el cromosoma 7 en la regién 7pl2 .

El producto del gen del EGFR es un
polipéptido constituido por 1.186 aminoa-
Cidos y cuyo peso molecular es de 170 kDa
¥ su producto se expresa en la superficie
Celular de la mayoria de las células. La pro-
teina consta de tres dominios:
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~ Dominio extracelular de uni6n al
ligando que estd constituido por cuatro
subdominios, de los cuales el dominio III
es el responsable de la unién al ligando.

~ Dominio transmembrana que contie-
ne una secuencia de caracter hidrofébico
gracias a la cual atraviesa la membrana.

- Dominio intracelular en el que reside
la actividad tirosin kinasa del receptor y
que también es el encargado de la regula-
cién negativa del receptor. Posee cinco
sitios de autofosforilacién, necesarios
para la internalizacién del receptor tras la
union del ligando.

La unién del ligando al EGFR induce
cambios conformacionales en el receptor
activando la tirosin kinasa intracelular, y
conduciendo a una autofosforilacién nece-
saria para su actividad biol6gica. Los prin-
cipales ligandos del EGFR son el factor de
crecimiento epitelial (EGF) y el TGF-o.. El
EGF y el TGF-a son capaces de activar al
EGFR por via auto- o paracrina mientras
permanecen unidos a la membrana’.

La autofosforilacién del extremo C-ter-
minal remueve un sustrato inhibidor y per-
mite el acceso de otros substratos celula-
res al dominio tirosin kinasa. La tirosin
kinasa activada del EGFR fosforila a un
amplio numero de substratos celulares
entre los que se incluyen la fosfolipasa-C-y
(PLC+y), MAPK (mitogen activated protein
kinase) y GAP (ras GTPase-activating pro-
tein). La activacion de la PLCy lleva a la
liberacion de Ca* de los compartimentos
intracelulares y se genera diacilglicerol
que activa a la proteinkinasa C (PKC) que
€s una serin/treonin kinasa que hace que
el receptor se deslocalice. También Ras
puede ser activada por la tirosin kinasa del
EGFR y esto conduce a la proliferacién
celular y a la sintesis de DNA. En esta via
estan incluidos un amplio ntmero de fac-
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tores de transcripcién nucleares y otros
factores proteicos. La tirosin kinasa tam-
bién es la responsable de la progresion del
ciclo celular de fase Gl a fase S'.

El complejo ligando-receptor activo es
endocitado y degradado en los lisosomas
o reciclado a la membrana plasmatica. La
endocitosis y degradacién del receptor
forman parte de la regulacién negativa de
la sefal transducida por el EGFR. Para que
el EGFR sea endocitado se requiere un
dominio regulador en el extremo C-termi-
nal de la regién intracelular del receptor’.

EGFR EN ASTROCITOMAS

El gen del EGFR se encuentra amplifica-
do en aproximadamente el 40% de los glio-
blastomas. En la mitad de los casos se dan
reordenamientos del gen amplificado que
dan lugar a un transcrito y proteinas abe-
rrantes.

Se han descrito un gran nimero de
deleciones del mRNA del EGFR en distintos
tipos de neoplasias, entre las que se
encuentran los glioblastomas. Las delecio-
nes descritas se dan tanto en el dominio
extracelular como en el intracelular, sin
embargo no se han descrito deleciones en
el dominio transmembrana o en el subdo-
minio tirosin kinasa. La mayoria de estas
deleciones se deben a una alteracién del
corte y empalme (splicing) del mRNA
como resultado de reordenamientos géni-
COS.

Los reordenamientos mas frecuentes
se dan en la regién extracelular del recep-
tor y se ha detectado la existencia de tres
tipos diferentes de deleciones en este
dominio extracelular del EGFR”:

— EGFRvI: consiste en una delecion
total y tiene cierta semejanza a la onco-
proteina v-erb-B. Estid constitutivamente
activa y no se puede regular a través del
ligando. Este tipo de alteracién ha sido
observada en una linea celular derivada de
un glioma humano maligno.

- EGFRVIL: se ha descrito en gliomas
con genes amplificados y/o reordenados y
se caracteriza por una delecién de 83 ami-
noacidos en el subdominio IV. Este tipo de
EGFR es capaz de transducir la sefal de
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proliferacién celular de la misma forma
que el EGFR sin alterar.

~ EGFRVIIL: es la mas comin en las neo-
plasias humanas y, por ello, la mejor des-
crita de las tres. Resulta de un reordena-
miento intragénico que lleva a la
sobrexpresion de transcritos que carecen
de los exones 2-7 del gen (801 bp). A este
receptor le faltan 267 aminoacidos del
dominio externo, del aminoacido 6 al 273,
y no es capaz de unir al ligando dando
lugar a una tirosin kinasa que esta activa
constitutivamente, por lo que se estimula
la proliferacién celular de forma indepen-
diente a la union del ligando®. Este tipo de
alteracion se ha descrito en el 50% de los
gliomas tanto de alto como de bajo grado
y en otros tumores como meduloblasto-
mas, carcinomas de mama, riiién, cervix,
vejiga, ovario y pulmén. Esta deleciéon con-
fiere capacidad tumorigénica a las células
de glioma en la que la sintesis de DNA no
estd estimulada por los factores de creci-
miento.

Las deleciones en el dominio citoplas-
matico o intracelular son menos frecuen-
tes y estan localizadas en el dominio inhi-
bidor intracelular y en el regulador de
Ca”/internalizador. Todas las deleciones
comienzan en el mismo punto, pero tienen
distinta longitud. Este tipo de alteraciones
dan lugar a un receptor constitutivamente
activo que no es internalizado al perder
secuencias necesarias para la regulacion
negativa tras la unién del ligando, por lo
que no resulta dificil que se sobrexprese
en la membrana’. Se ha estudiado esta
region 3° terminal® y se ha realizado el
mapa de los exones 22-26. Se vio que la
mayotria de los reordenamientos resultan
en la pérdida de las bases que codifican los
exones 23-25. También se ha hallado que
existen dos regiones ricas en CA en el
intrén 25 que estan asociadas a la inesta-
bilidad genémica.

Un amplio niimero de tumores presen-
tan un EGFR alterado o sobrexpresado que
conlleva un crecimiento celular descontro-
lado y un fenotipo maligno. Al parecer, este
tipo de alteracion es un evento tardio en la
progresion de los gliomas al igual que la
pérdida del cromosoma 10. Se ha usado el
EGFR como marcador de pronéstico, ya

ANALES Sis San Navarra 2000, Vol. 23, N° 2, mayo-agosto




que en algunos tumores se puede correla-
cionar su sobrexpresién con el mal pro-
ndstico. Actualmente se esta estudiando el
empleo del EGFR como diana en la terapia
génica contra el cancer, mediante el uso de
oligonucleotidos antisentido de EGFR
envueltos en lipofectina para inhibir el cre-
cimiento de las células de glioma®.

En los tumores cerebrales, la amplifica-
cion del gen EGFR es frecuente en gliomas,
especialmente en los glioblastomas. Esta
amplificacién, como ya se ha mencionado
anteriormente, se encuentra frecuente-
mente asociada con el reordenamiento
génico.

Liu y col" detectaron amplificacion de
EGFR en un 49% de los glioblastomas estu-
diados, mientras que su frecuencia era
mucho menor en los gliomas de grado III.
También vieron que no existia correlacién
entre la incidencia de alteracién del gen
PTEN/MMAC1 y la de amplificacién de
EGFR, a pesar de que cabria esperar que
se encontraran en distintos tumores por
su efecto contrario.

Schwechheimer y col? estudiaron la
amplificacién y el reordenamiento del gen
EGFR en glioblastomas. Hallaron sobre-
expresion de la proteina en la gran mayo-
ria de los casos (17 de 18 glioblastomas
estudiados) viendo inmunotinciéon con
anticuerpos frente a EGFR tanto en la
membrana como en el citoplasma. En
aproximadamente el 50% de los glioblasto-
mas tenian amplificado el gen de EGFR, de
los cuales en dos se identificé una dele-
cién de los exones 2-7 perdiéndose 801 bp
del dominio externo de la proteina recep-
tor (EGFRVII) debido a un reordenamien-
to.

Se ha visto que la amplificacién del
EGFR® es menos frecuente en glioblasto-
mas pediatricos (10%) que en adultos
(35%). Esto podria significar que existen
diferencias en el patrén de alteraciones
genéticas entre adultos y nifios. Ademas,
en adultos rara vez se encuentran p53 alte-
fado y sobrexpresion de EGFR, mientras
que en nifos si que se suele encontrar.
Todo ello sugiere distintas vias de génesis
de este tipo de tumores en nifios y adultos.

_ Goike y col" estudiaron los reordena-
Mientos en la region 3 del gen del EGFR.
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Encontraron un fragmento aberrante de 4
kb que indicaba un reordenamiento del
gen amplificado en la regién que codifica
para las bases 2801-3832. La secuenciacién
de este producto mostré una delecién de
325 bases debida a la introduccién de un
codon stop entre las bases 3464-3466. La
truncacién se daba al final del dominio
tirosin kinasa y resultaba en la pérdida de
228 aminoacidos terminales. Este receptor
carecia de las cinco tirosinas que se auto-
fosforilan necesarias para finalizar la sefia-
lizacién proteica.

Hunter y col® estudiaron 43 gliomas
entre los que se encontraban 30 glioblas-
tomas, 7 astrocitomas anaplasicos, 3 astro-
citomas de bajo grado, 2 ependimomas y
un oligodendroglioma. Observaron que la
amplificacién de los genes EGFR y MDM2
se hallaba limitada al grupo de los glio-
blastomas, presentindose con una fre-
cuencia del 40% y 10% respectivamente.

Biernat y col'® vieron que la alteraciéon
méas frecuente en astrocitomas era la
amplificacién del gen EGFR, hallandola con
una frecuencia del 45% de los casos. Suga-
wa y col” sugirieron que el EGFR aberran-
te afecta a la malignidad del glioma debido
a su capacidad de estimular la prolifera-
cion celular y de inhibir la apoptosis.

p53

La proteina p53 juega un papel crucial
en el control del ciclo celular. El gen que la
codifica se sitfia en el cromosoma 17p, y
tiene 20 kb repartidas en un total de 11
exones, de los cuales el primero no codifi-
ca para la proteina. Dicha proteina consta
de 393 aminoécidos, y su peso molecular
es de 53 kDa'™",

La proteina p53 presenta un tiempo de
vida media muy corto (entre seis y veinte
minutos). Como monémero, es una protei-
na inactiva, que ha de formar tetrameros
para poder actuar. Basicamente, su fun-
cion es la de un factor de transcripcion
capaz de activar la transcripcién de distin-
tos genes fundamentales en el control del
ciclo celular'™®,

Esta proteina responde a senales de
dano al DNA, ante las que detiene la pro-
gresion en el ciclo celular de dos mane-
ras'™;
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— Deteniendo el ciclo celular en la fase
G1, cuando el dano al DNA es pequeno y
puede ser reparado. En este caso, p53
impediria la division celular ante la pre-
sencia de alteraciones en las hebras de
DNA que podrian suponer el inicio del
desarrollo de un tumor. Durante esta
parada del ciclo, son activados los siste-
mas de reparacion del DNA, que detectan
la alteracién y la eliminan, pudiendo
entonces la célula continuar en su ciclo
de division.

- Promoviendo la muerte celular pro-
gramada, cuando el dafo en el genoma es
irreversible,

Hasta el momento, se conocen seis
genes activados por p53": p21 (Waf 1, Cip
1), MDM2, GADD45, Ciclina Gl, Bax, IGF-
BP3.

La proteina MDM2 se une a p53 inhi-
biendo su actividad. Es una forma de
regulacién por el producto, feed-back o
retroalimentacién. Se ha encontrado am-
plificacién o sobreexpresiéon de MDM2 en
muchos procesos cancerosos'"'®.

p53 activa la expresion de p2l y
GADD45 cuando el dafio al DNA es detec-
tado en la fase G1'"8,

El ciclo de divisién celular consta de
cuatro fases sucesivas: una fase de sintesis
de DNA, o fase S; otra de division celular,
mitosis o fase M; y dos fases de transicion,
una fase GI entre las fases My S, y otra G2
entre Sy M®. La progresion en el ciclo celu-
lar responde a sefales tanto de regulacion
positiva como de regulacidon negativa. Las
moléculas que inducen la progresion en el
ciclo pueden considerarse oncogenes,
puesto que su sobreexpresion puede llevar
a la célula a una proliferacion incontrolada
y, por tanto, a la formacién de un tumor.
Estas moléculas son, principalmente, las
ciclinas y las kinasas dependientes de
ciclinas (CDKs)**, moléculas que forman
complejos que fosforilan otras proteinas
de forma que el ciclo de divisién pueda
continuar. En cambio, las moléculas que
regulan negativamente el ciclo celular pue-
den considerarse genes supresores de
tumores, puesto que un déficit en éstas
puede tener las mismas consecuencias
que la sobreexpresion de un oncogén®?,
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Al final de la fase GI, los factores de
transcripcion de la familia E2F, que pro-
mueven el paso a la fase S del ciclo, per-
manecen acomplejados con la proteina Rb
(retinoblastoma, un supresor tumoral), y
por lo tanto, inactivos. Estos factores son
liberados cuando Rb es fosforilado por el
complejo ciclina D1/CDK4 vy, por lo tanto,
se activaran todos aquellos genes necesa-
rios para la entrada en la fase S y la pro-
gresion en el ciclo celular. p21 responde a
la sefal activadora de p53 inhibiendo la
actividad de los complejos ciclina/CDK, de
manera que Rb no es fosforilado, perma-
nece activo y retiene los factores E2F, impi-
diendo, por tanto, que prosiga el ciclo
celular®®,

GADD45 es una proteina capaz de unir
e inhibir la actividad de otra, el PCNA
(Antigeno Nuclear de Proliferacién Celu-
lar), que forma parte del complejo protei-
co implicado en la replicacién del DNA. La
expresion de GADD45 es inducida por
p53'7%%, Asimismo, p21 también es capaz de
unir PCNA, inactivandolo, de forma que,
entre ambas, contribuyen a la detencién
del ciclo celular en una fase quiescente, o
GO™.

p53 también es capaz de llevar a la
célula hacia la apoptosis cuando el dafio
en el DNA es irreparable. Ello puede reali-
zarlo induciendo la expresiéon de dos pro-
teinas: Bax e IGF-BP3 (Insulin Growing Fac-
tor-Binding Protein 3)".

ALTERACIONES DE p53

Un 55% de los canceres hasta hoy
conocidos presentan mutaciones en
ambos alelos de p53. Las mutaciones apa-
recen, principalmente, en los exones 5-8
del gen, recayendo un 93% de ellas en el
dominio de unién al DNA (18,23). Un 85,6%
son mutaciones puntuales (transversiones
—-cambio de una base pirica por otra piri-
midinica, o viceversa-, y transiciones
—cambio de una base pirica por otra puri-
ca, o de una pirimidinica por otra pirimidi-
nica-), un 8,1%, deleciones e inserciones,
un 5,5 %, mutaciones sin sentido (que dan
lugar a proteinas truncadas), y un 0,8%,
mutaciones silenciosas (que no afectan a
la secuencia aminoacidica de la protei-
na 18,23-
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En adultos, se han encontrado altera-
ciones de p53 en un 15% de astrocitomas
de bajo grado, y en un 38% de astrocito-
mas de alto grado®®. En nifos, en cambio,
la frecuencia de alteraciones de p53 es
mucho més baja, estando la proteina alte-
rada en un 1 6 2% del total de astrocito-
mas. Esto puede corresponderse con un
mejor prondstico de este tipo de tumores
en los nifios".

El papel predictivo de las mutaciones
de p53 en la progresion de gliomas es toda-
via poco claro. En un estudio reciente? se
analizaron 144 biopsias de 67 pacientes
con astrocitomas recidivantes, mediante
SSCP y secuenciacién directa. Se encontrd
que 46 de 67 pacientes (69%) tenian una
mutacion de p53 en, al menos, una biopsia.
En 41 de éstos (89%), la mutacién se pre-
sentaba en la primera biopsia, indicando
que las mutaciones de p53 son eventos
tempranos en la evolucién de los astroci-
tomas difusos. En 3 tumores se encontra-
ron mutaciones dobles de p53, y también
aparecian en la primera bhiopsia. De 28
astrocitomas de bajo grado con una muta-
cion de p53, 7 (25%) mostraron pérdida del
alelo normal en la primera biopsia. El esta-
do alélico continué igual en el 95% de los
casos, incluso si la recidiva tenia el mismo
0 mayor grado de malignidad. La progre-
sion de astrocitomas de bajo grado a ana-
plasicos o glioblastomas se dio con similar
frecuencia en las lesiones con o sin muta-
ciones de p53, indicando que esta altera-
cion genética se asocia a recidiva tumoral,
pero no es predictiva de progresién a un
fenotipo mas maligno. Sin embargo, el
intervalo de tiempo en que se desarrolla la
progresion tumoral es méas corto en los
pacientes con astrocitomas de bajo grado
que llevan una mutacién de p53.

Otro trabajo® analizé6 15 astrocitomas
de bajo grado que progresaron a astrocito-
mas de alto grado, examinando el estado
del gen p53 en los tumores primarios y en
las recidivas. También se estudiaron las
relaciones entre el estado de p53, a nivel
de mutacién y expresion, y grado tumoral.
Ocho de los 15 tumores (53%) tenian muta-
ciones de p53. Nueve de 14 (64%) mostra-
ron inmunotincién positiva inicialmente, y
8 de éstos también fueron inmunopositi-
Vos en las recidivas. Los tumores de bajo
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grado que recidivaban como astrocitomas
anaplasicos se caracterizaban por presen-
tar mutaciones de p53 y ser inmunopositi-
vos. Por el contrario, los tumores de bajo
grado que recidivaban como glioblasto-
mas, generalmente mantenian su p53
intacto y eran inmunonegativos. Esto indi-
ca que los astrocitomas de bajo grado des-
tinados a evolucionar a grados mas altos,
lo hacen a través de dos vias clinicopato-
logicas: una, a astrocitomas anaplasicos y
posteriormente a glioblastomas (p53
mutado), y otra, directamente a glioblasto-
mas (p53 no mutado)

pl6

La proteina pl6 es codificada por el
gen MTS1, también llamado CDKN2A, loca-
lizado en el cromosoma 9p. Este gen parti-
cipa en la génesis de gliomas, melanomas,
leucemias y cancer de pulmén no microci-
tico®. p16 actdia como un inhibidor de las
kinasas dependientes de ciclinas del ciclo
celular, en concreto de CDK4. La primera
diana de los complejos ciclina D/CDK4, en
Gl, es la proteina Rb, proteina que sufre
fosforilacion progresiva en sus residuos de
serinay treonina mientras las células desa-
rrollan el ciclo celular. pl16 regula negativa-
mente al complejo ciclina D/CDK4, inhi-
biendo la fosforilacion de Rb que este
complejo lleva a cabo. La inhibicién del
ciclo celular mediante Rb se debe a que el
Rb hipofosforilado (forma activa) se une al
factor de transcripciéon E2F, inhibiendo la
actividad de éste como factor de trans-
cripcion. El E2F activa los genes necesa-
rios para la divisién celular. Por el contra-
rio, Rb pasa a estado hiperfosforilado
(forma inactiva) gracias a la accién del
complejo ciclina D/CDK4, cuando éste no
estd sometido a inhibicién por parte de
pl6. Es entonces cuando Rb se libera de
E2F, y éste activa otros genes necesarios
para la divisién celular. Por tanto, la pérdi-
da de funcién de pl6, a través de varios
posibles mecanismos como son delecién
homocigética, mutacién, o hipermetila-
cién de su promotor, inhibe la funcién de
Rb al fosforilarse éste, y por tanto, la célu-
la se introduce en un programa de creci-
miento celular descontrolado, promovién-
dose la iniciacién o progresién tumoral.
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La pérdida de funcion de pl6 ha sido
ampliamente descrita en gliomas??. Entre
un 30 y un 40% de los GBMs primarios pre-
sentan deleciones de p16, dato que no ocu-
rre en los GBMs secundarios. El grado de
malignidad también parece tener relacién
con la frecuencia de delecién de pl6, ya
que los astrocitomas de bajo grado no pre-
sentan deleciones.

Nosotros presentamos resultados coin-
cidentes respecto a las posibles alteracio-
nes del gen pl6 (resultados no publicados).
En primer lugar pl6 fue estudiado en 21
GBMs, no revelandose mutacién alguna en
sus 3 exones. Sin embargo, 6 GBMs de 21
(29%) presentaron deleciones homocigéti-
cas de pl6 (Fig. 1). También se demostrd,
mediante MSP (methylation specific PCR)
que el promotor de pl6 sufria hipermetila-
ci6n en 2 de los 21 GBMs (9%) (Fig. 2). La
hipermetilacién de promotores es otro de
los mecanismos que logra inactivar la expre-
sion de un gen supresor de tumores. Hasta
el momento hemos estudiado el gen pl16 en
34 astrocitomas pediatricos de bajo grado,
no habiéndose detectado mutaciones.

CROMOSOMA 10, PTEN Y DMBT1

La pérdida de heterocigosidad (LOH)
en el cromosoma 10 es la lesidn genética
més frecuente en glioblastomas, presen-
tdndose aproximadamente en un 80% de
los casos. La mayor parte de los glioblas-
tomas han perdido una copia entera del
cromosoma 10, mientras que existen tres
loci en el cromosoma 10 que sufren dele-
ciones en el resto de los casos, sugiriendo
la presencia de genes supresores de tumo-
res. Estas regiones corresponden a 10p14-
pter en un 80% de los casos, 10q23-24 en
un 80% de los casos, y 10q25-qter, en apro-
ximadamente un 90% de los casos®. Es
posible que las deleciones parciales del
cromosoma 10 sean tipicas de los glioblas-
tomas secundarios, mientras que las gran-
des deleciones y las deleciones completas
del cromosoma 10 sean mas exclusivas de
los glioblastomas primarios.

PTEN

En 1997, dos grupos de investigacion,
del Columbia University Cancer Center y del

Marcador G19 G27 G28 G30 G33 Normal

300bp
200bp

100bp

Figura 1. Delecién homocigética de p16 demostrada en dos glioblastomas (G30 y G33). Gel de agaro-
sa al 2% tefido con bromuro de etidio tras ensayo de PCR diferencial para detectar delecion
homocigética de p16. Cada uno de los DNA extraidos de cinco glioblastomas y leucocitos de
donantes sanos, muestra dos bandas: la superior corresponde a un fragmento del exén 2 del
gen pl6 de 235 pb, y la banda inferior corresponde a un fragmento de 180 pb de 9qSTS. Se
consider6 delecion homocigética del exén 2 de p16 cuando la banda de STS que representa
el DNA normal era 3 veces mas intensa. Para la determinacién del tamafo se incluy6 en la
primera calle un marcador con bandas de tamafio creciente en 100 pb (Pharmacia Biotech).
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MD Anderson Cancer Center identificaron
un nuevo gen supresor de tumores:
PTEN/MMAC1 (phosphatase and tensin
homologue deleted from chromosome ten/
mutated in multiple advanced cancers 1)*%,
cuya inactivacion puede producir progre-
si6n maligna en tumores de mama, prostata
y cerebro. Un poco més tarde otro grupo de
la Universidad de Yale identific6 el mismo
gen al buscar fosfatasas de doble especifici-
dad, denomindndolo TEP-1 (TGF-3 regula-
ted and epithelial cell-enriched phosphata-
se 1)”. El gen PTEN se localiza en el locus
cromosémico 10g23. Su ¢cDNA codifica una
proteina de 403 aminoécidos y 47kDa.

PTEN es una proteina citoplasmética
observable mediante inmunofluorescen-
cia®*, Hasta el momento el Gnico hallazgo
sobre la regulacién de la expresion de
PTEN es que el tratamiento con TGF-
lleva a una rapida caida (en dos horas) en
la produccién de mRNA de PTEN. PTEN,
por ser una fosfatasa lipidica, actiia con su
diana, el PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate). PIP3 es un mensajero inter-
No para ciertos estimuladores del creci-
miento celular, como insulina y el factor de
Crecimiento epidérmico (EGF). La unién de
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Figura 2. Inactivacién de p16 por hipermetilacién en un glioblastoma (G6). Gel de agarosa al 2% teiii-
do con bromuro de etidio tras ensayo de PCR diferencial para detectar regiones del promo-
tor de p16 no metiladas (U) o metiladas (M). Muestra normal: DNA de leucocitos, usado
como control positivo de promotor de p16 no metilado. El DNA de la linea celular T24 se usé
como control positivo de metilacién en p16. NC: PCR sin DNA, usado como control negativo
de la reaccion de PCR. Para la determinacién del tamano se incluy6 en la primera calle un
marcador con bandas de tamafo creciente en 100 pb (Pharmacia Biotech).

estas moléculas a sus receptores de la
membrana celular activa una enzima que
genera PIP3 mediante la adicién de un ter-
cer fosfato a su predecesor, PIP2. PIP3 acti-
va otras kinasas, y éstas hacen que la célu-
la entre en el ciclo celular progresando en
él, e impidiendo la iniciacién del programa
de apoptosis. PTEN, como fosfatasa que
es, puede retirar el fosfato de PIP3, paran-
dose asi la senal de crecimiento celular®.

Existen varios estudios que han inves-
tigado la frecuencia de mutaciones de
PTEN en gliomas. Tales estudios muestran
que PTEN sufre mutaciones/deleciones en
un 44%, 28% 6 27% de los glioblastomas®*®,
Parece que PTEN estd mutado sélo en los
gliomas de alto grado (grado III, astrocito-
mas anaplasicos; grado IV, glioblastomas).
Posteriormente, Tohma y col®® demostra-
ron que la frecuencia de mutaciones de
PTEN en glioblastomas que se desarrolla-
ban clinicamente de novo (32%), era
mayor que en los glioblastomas secunda-
rios (4%) que se formaban a partir de
astrocitomas grado Il 6 lll. Mas atn, Ras-
heed y col” demostraron que las mutacio-
nes de PTEN se daban més frecuentemen-
te en glioblastomas de adultos, pero no en
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gliomas de bajo grado de adultos o en glio-
mas infantiles. No obstante, no existia una
relaciéon directa entre la presencia de
mutaciones de PTEN y el pronéstico. Las
mutaciones de PTEN eran maés frecuentes
en glioblastomas que en astrocitomas ana-
plasicos. Estos datos sugieren que las
mutaciones de PTEN constituyen una alte-
racién importante en el desarrollo de glio-
mas, pudiendo constituir un paso molecu-
lar necesario en la transformacién de
gliomas de bajo a alto grado.

A fin de identificar otras areas del cro-
mosoma 10 que pudieran contener genes
supresores de tumores que participen en
la progresiéon tumoral hacia glioblastomas
secundarios, Fujisawa y col® estudiaron la
posible pérdida de heterocigosidad (I.OH)
presentada por el cromosoma 10, median-
te marcadores microsatélites (sondas muy
polimérficas capaces de revelar los dos
alelos de un locus cromosémico concreto
~heterocigosidad—, mostrando si el tejido
tumoral pierde uno de los alelos -LOH-,
sospechandose asi la existencia de un gen
supresor de tumores a este nivel). En este
estudio se escogieron piezas incluidas en
parafina, que contenian, dentro del mismo
bloque, areas histologicamente diferentes,
correspondientes a transiciones bruscas
de astrocitoma de bajo grado o astrocito-
ma anaplasico a glioblastoma, lo cual
sugiere la aparicién de un segundo clon
tumoral que, previsiblemente se ha desa-
rrollado a partir del primer clon (menos
maligno), tras adquirir algtin cambio gené-
tico concreto. Se realizé microdiseccién de
las areas de alto grado (glioblastoma) y
bajo grado (astrocitoma o astrocitoma
anaplasico), y extraccién del DNA. El resul-
tado de este estudio muestra que la pérdi-
da de un hipotético gen supresor de tumo-
res en 10g25-qter es la alteracién genética
responsable de la adquisiciéon del fenotipo
de glioblastoma a partir de un astrocitoma
de bajo grado o astrocitoma anaplasico.

Se ha demostrado también que PTEN
tiene accién supresora tumoral, mediante
transferencia de PTEN en adenovirus a
células de glioma en cultivo, produciéndo-
se una disminucién en el nivel de prolifera-
cién y pérdida de la capacidad tumorigéni-
ca de esas células en ratones atimicos®.
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En resumen, PTEN es uno de los genes
que sufre mas frecuentemente alteracio-
nes en cancer humano, con una frecuencia
que se aproxima a la de p53. El estudio de
PTEN puede utilizarse como prueba diag-
nodstica para contribuir a la definicién del
grado de malignidad de los gliomas.

En el presente trabajo hemos estudia-
do la posible inactivacién de PTEN en glio-
blastomas mediante mutaciones y dele-
cion homocigética.

Los 9 exones del gen PTEN fueron
amplificados mediante PCR y sometidos a
SSCP para detectar posibles mutaciones
en su secuencia. Se detectaron 5 mutacio-
nes en un total de 22 GBMs (23%) (Fig. 3).
También se analizaron las deleciones
homocigoéticas de PTEN mediante PCR
diferencial. Se detectaron 3 deleciones
homocigéticas entre los 22 GBMs (14%)
(Fig. 4). Por tanto, concluimos que PTEN
muestra alteraciones génicas (mutaciones
o deleciones homocigoticas) en un 32% de
GBMs (7 de 22 casos). Hasta el momento
hemos estudiado las posibles mutaciones
de PTEN en 34 astrocitomas pediatricos de
bajo grado, no habiéndose demostrado
ninguna mutacion.

DMBT1

El gen DMBT1 (Deleted in Malignant
Brain Tumors) fue estudiado por primera
vez por Mollenhauer y col®. Hasta enton-
ces, se habian encontrado deleciones de la
region distal del cromosoma 10 asociadas
a cuadros clinicos de glioblastoma, y se
habia encontrado otro gen, PTEN*? en
esa misma zona, 10q23-24, que podia ser
un posible gen supresor de tumores que
apareciese delecionado en ese tipo de neo-
plasias. DMBT1 era un gen localizado en
10g25-26, entre los marcadores D10S209 y
D10S587, muy préximo a PTEN,

Esta region cromosdmica presentaba
deleciones homocigoéticas en una linea de
meduloblastoma generada a partir de un
cultivo primario de un paciente, y en dos
lineas celulares de glioblastoma multifor-
me (GBM). Se vieron pérdidas de expre-
sion del gen en un 80% de los tumores
estudiados, deleciones homocigéticas del
gen en un 25% de meduloblastomas, y pér-
didas alélicas en un 59% de glioblastomas
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TGT—>TAT  CIC~CAC

Figura 3. Anélisis de mutaciones de PTEN en glioblastomas, mediante PCR-SSCP no isotépico (parte
superior), y secuenciacién automatizada (parte inferior).

analizados, de las cuales eran deleciones
homocigéticas un 22%. En cambio, no
encontraron ninguna alteracioén en los diez
astrocitomas de bajo grado que estudia-
ron,

La proteina codificada por el gen
DMBT!1 tiene un total de 65 kb y 1.785 ami-
noécidos, y su peso molecular es de 196
kDa. Incluye un péptido lider N-terminal
de 25 aminoécidos hidrofébicos, lo que
hace pensar que puede tratarse de una
broteina que se secrete al espacio extra-
celular.

Presenta ocho dominios del tipo SRCR
(Scavenger’s Receptor Cysteine Rich, o
Receptores Scavenger Ricos en Cisteina),
separados por secuencias de entre 20 y 23
aminoacidos llamados secuencias SID
(SRCR Interspersed Domains). Los domi-
nios SRCR tienen 110 bp, y son ricos en cis-
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teina, que permiten catalogar al producto
del gen DMBT1 como perteneciente a la
superfamilia de receptores Scavenger. Un
noveno dominio SRCR viene a estar flan-
queado por dos dominios CUB (Clr/Cls
Uegf Bmpl), y, a continuacién, un dominio
ZP (Zona Pelucida).

Alteraciones de DMBT1

Somerville y col” encontraron delecio-
nes homocigoéticas de este gen en un 38%
de los GBMs estudiados. Este grupo pro-
pone la posibilidad de que las alteraciones
en el gen DMBT1 sean atin mas decisivas
que las de su vecino PTEN/MMAC-1 en el
desarrollo tumoral. Con todo, apuntan que
aln es preciso un mejor conocimiento de
la secuencia gendmica, y un estudio inten-
so de todos los posibles mecanismos de
alteracion.
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Figura 4. Delecion homocigética de PTEN demostrada en un glioblastoma (G30). Gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio tras ensayo de PCR diferencial para detectar delecién homo-
cigética de PTEN. Cada uno de los DNA extraidos de cuatro glioblastomas muestra dos ban-
das: la superior corresponde a un fragmento del ex6n 2 del gen PTEN de 202 bp, y la banda
inferior corresponde a un fragmento de 160 pb del gen GAPDH. Se consideré delecién homo-
cigotica del exén 2 de PTEN cuando la banda de GAPDH que representa el DNA normal era 3
veces mas intensa. Para la determinacién del tamaiio se incluy6 en la primera calle un mar-
cador con bandas de tamaiio creciente en 100 pb (Pharmacia Biotech)

En estudios de microdiseccién, Fujisa-
wa y col® proponen que las deleciones en
la regién terminal del cromosoma 10
(10q25-ter, donde mapean los genes
DMBT1 y FGFR2, o Receptor del Factor de
Crecimiento de Fibroblastos, otro posible
supresor tumoral de funcién todavia
incierta) son de principal importancia en
la progresién de astrocitoma hacia glio-
blastoma multiforme. Este grupo encontrd
pérdidas de heterocigosidad en esta
region en 7 de 8 focos de glioblastoma
extraidos de 5 pacientes. Ademas, la técni-
ca de microdiseccién les permitié selec-
cionar exclusivamente las regiones de
GBM, y comparar la expresién génica con
la que se daba en los astrocitomas de infe-
rior grado préximos a los focos de glio-
blastoma en los mismos pacientes. Asimis-
mo, relacionaron la adquisicion del
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fenotipo maligno con la pérdida de la pro-
teina fibrilar acidica glial (GFAP).

Este grupo plantea, del mismo modo, la
posibilidad de que las deleciones parciales
en el cromosoma 10 sean mas frecuentes
en los glioblastomas secundarios, provi-
nientes de un astrocitoma anaplasico o de
un astrocitoma de bajo grado, mientras
que en los glioblastomas primarios o de
novo serian mas comunes las deleciones
grandes y las pérdidas del cromosoma
entero.

CONCLUSION

La investigacion genética de los astro-
citomas facilitara, tarde o temprano, su
terapia. Mediante una nueva clasificacién
de los astrocitomas, no s6lo basada en
datos histopatolégicos, sino también gené-
ticos, se puede diagnosticar un tumor
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especifico con mayor certeza, o predecir si
una lesion de bajo grado (astrocitoma de
grado 1) podria progresar hacia otra de
alto grado (glioblastoma multiforme, o
astrocitoma de grado 1V), ademés de pre-
decirse el prondstico o la respuesta tumo-
ral al tratamiento. Por otra parte, el cono-
cimiento de los mecanismos moleculares
que condicionan la génesis de astrocito-
mas, puede contribuir al desarrollo de
nuevos farmacos que se dirijan especifica-
mente a moléculas reguladoras, inhibien-
do el ciclo celular o facilitando la apopto-
sis. En tercer lugar, el desarrollo de la
terapia génica es una realidad con la que
se debe contar para el tratamiento del glio-
blastoma en los arios venideros.
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