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Resumen

Introduccioén. Existen diversos subtipos de tumores neuroblasticos con diferentes anormalidades genéticas que predicen su evolucién clinica. Las
ganancias cromosémicas completas generalmente estan asociadas a estadios clinicos no avanzados (1, 2, y 4S) y evolucién favorable, mientras que
las p érdidas de 1p, ganancia de 17q y amplificacion de MYCN (MN-A) son indicativas de estadios clinicos avanzados (3 y 4) y prondstico desfavorable.
Los neuroblastomas (NB) de alto riesgo (HR), siguiendo la clasificacién utilizada en los estudios cooperativos europeos (SIOP-Europa), incluyen los NB
presentes en niflos mayores de 1 afio: estadio 4 o con amplificacion del oncogén MYCN en cualquier estadio de la enfermedad, excluyendo el estadio
1. El pronéstico de estos enfermos sigue siendo malo, incluso con tratamientos muy agresivos. Los estudios biolégicos y otros factores clinicos que
tienen valor pronéstico en el NB localizado son irrelevantes en los pacientes de HR. S6lo la amplificacion del MYCN confiere un valor pronéstico
negativo a los tumores que la presentan.

Material y m étodos. Se han remitido al Centro de Referencia Nacional de Estudios Biolégicos del NB (Dpto. Patologia, Universidad de Valencia) de
Enero 2002 a Febrero 2005, 60 casos de NB-HR. En todos los casos hemos analizado, como estudios obligatorios en SIOP-Europa, la clinica,
histopatologia, ploidia y el estado del gen MYCN y de la regién 1p36 con la técnica de hibridaciéon in situ cromosémica (FISH). Como an élisis
complementario hemos estudiado el perfil gendmico completo de 24 casos con la técnica de hibridacién genémica comparada (CGH).

Resultados. Por FISH detectamos 31 casos MN-A presentando 29 casos pérdida del 1p (del 1p36); 21 casos no amplificados (MN-NA) estando
presente la del 1p36 en 7 casos; y 8 casos con ganancia de MYCN (MN-G), 6 de ellos con del 1p36. Con CGH confirmamos las anomalias detectadas
por FISH y detectamos otras anormalidades cromosémicas. Del grupo de MN-A analizamos 11 casos -10 con del 1p36-, ningln caso presenté
pérdidas en 11q y en todos los casos detectamos ganancias en 17q o disomia del cromosoma 17. Del grupo de MN-NA estudiamos 7 casos -5 con del
1p36-, presentando 4 casos la pérdida de 11q, 2 de ellos junto a la pérdida de 3p. La ganancia de 17q o la disomia del cromosoma 17 esta presente
en todos los casos. Del grupo de MN-G analizamos 6 casos -5 con del 1p36- detectando la p érdida de 119 en 4 casos y ganancia de 17q o cromosoma
17 en disomia en 5 casos.

Conclusion. El estudio del perfil gendmico completo con CGH en los NB-HR revela la compleja interaccion de anormalidades genéticas con
significacién pronoéstica.

Ayudas FIS G03/089 y P104/0822, Madrid.

Introduccion

Los tumores neuroblasticos son los tumores solidos extracraneales mas frecuentes de la infancia y estan caracterizados por una evoluciéon
clinica heterogénea que abarca desde una progresion maligna rapida a una regresion espontanea. Como resultado, tanto el pronéstico como la
respuesta al tratamiento varia ampliamente[1,2]. La identificacién de los factores prondsticos solo se puede realizar con garantia si el enfermo ha
sido completamente estudiado, para lo que es imprescindible siempre realizar una biopsia, y que ésta sea estudiada en un laboratorio de referencia o
con amplia experiencia. Existe una estandarizacion de criterios clinicos para diagnéstico, estadiaje, y respuesta al tratamiento conocida como
Internacional Neuroblastoma Staging System (INSS)[3], definiéndose internacionalmente la necesidad de obtener datos biobgicos (histopatoldgicos y
genéticos) para crear nuevos grupos terapéuticos. Los an alisis histopatol 6gicos tienen un importante valor para conocer la biologia tumoral [4-6]. En
1984, Shimada y colaboradores [7] describieron un sistema de clasificacion basado en la cantidad del estroma schwaniano, el grado de
diferenciacion, el indice de mitosis-cariorrexis (MKI) y la edad al diagnéstico, distinguiendo dos grupos de histopronéstico: favorable y desfavorable.
Actualmente se utiliza la Internacional Neuroblastoma Pathology Classification (INPC) [8,9], basada en la clasificacion original de Shimada con
pequefias modificaciones. Las anormalidades genéticas que caracterizan estos tumores son conocidas desde hace tiempo y algunas de ellas poseen
claro valor pronéstico [10-14]. Entre los marcadores genéticos de NB agresivos se incluyen la diploidia o tetraploidia [15,16], la amplificacion del
proto-oncogén MYCN [17-19], la delecion del 1p [20-22], y la ganancia del 17q [23-26]. Esta ultima reestructuracién, que se presenta con una alta
frecuencia, puede resultar de una traslocacién no balanceada del 17g con mas de 20 regiones cromosémicas diferentes [27,28]. Recientemente, se
ha encontrado que los tumores con disomia del cromosoma 17 y un presumible estadio favorable puede representar un subgrupo de riesgo alto [29].
Ademés, se han descrito como marcadores de posible valor pronéstico las pérdidas frecuentes de heterocigosidad (LOH) en otras regiones
cromos 6micas, especialmente 2q (30%), 3p (15.3%), 4p (19.5%), 9p (36%), 11q (5-44%), 14q (18-23%) y 18q (31%) [30-34]. Se han descrito
asociaciones entre pérdidas de 11q, 3p y 14q, que se correlacionan inversamente con la amplificacion de MYCN vy la delecién de 1p, identificando
subgrupos diferentes de tumores avanzados [30-33].

De la multitud de factores prondsticos conocidos, muchos de ellos no tienen un valor independiente y se presentan asociados con otros de
mayor peso especifico. La edad, el estadio y la amplificacién del MYCN son los factores admitidos por todos los grupos cooperativos como marcadores
con valor pronéstico independiente. A ellos se afiaden, con menor valor, la clasificacién histolégica de Shimada, la delecion del 1p y la ploidia. Otros
marcadores biolégicos como el TRKA/B, el MDR1, la ganancia de 17q, y otras LOH han demostrado valor prondstico en estudios aislados, pero no han
sido utilizados todavia en grandes estudios cooperativos para conocer cual es su valor prondstico real [35-37].

Los enfermos se clasifican, por tanto, en grupos de riesgo con recomendaciones terapéuticas diferentes para cada uno de ellos, existiendo una
concordancia del 85% entre las clasificaciones utilizadas por los mayores grupos cooperativos en NB. El grupo de alto riesgo (HR) es el mAs numeroso
(45%), compuesto principalmente por pacientes mayores de 1 afio con estadio 4, pero también incluye a cualquier otro estadio de la enfermedad,
excluyendo el estadio 1 con amplificacion del MYCN, independientemente de la edad (grupo de NB SIOP-Europa). El pronéstico de estos enfermos es
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malo, incluso con tratamientos muy agresivos. S6lo la amplificacion del MYCN confiere un valor prondstico negativo a los tumores que la
presentan [38-40].

Debido a que los estudios de citogenética clasica de NB primarios son sé6lo posibles en un 20-30% de los casos y los estudios genético-
moleculares y de hibridacién in situ fluorescente (FISH) estan limitados a regiones gen éticas particulares correspondientes a las sondas especificas
utilizadas, en este estudio hemos aplicado la técnica de hibridacién genémica comparada (CGH) en 24 tumores neuroblasticos del grupo HR para
examinar su perfil genémico completo e identificar anormalidades cromosdémicas adicionales que puedan ser Gtiles para la estratificacion terapéutica.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

El material tumoral de los pacientes estudiados fue remitido entre Enero 2002 a Febrero 2005 al Centro de Referencia Nacional de Estudios
Anatomopatolégicos y Bioldégicos (Dpto. Patologia, Universidad de Valencia). La edad de los pacientes oscilaba entre 14 meses y 15 d&ios. El
diagndstico de NB y estadiaje fue realizado segln la INSS: estadio 3 (n=9), estadio 4 (n=51). Fueron estudiados 52 tumores primarios y 8 casos
metastasicos: infiltraciones medulares (n=2), ganglionares (n=2), 6sea (n=1), intestinal (n=1), hepaticas (n=1) y pancreética (n=1) sin terapia
previa. Todos los pacientes recibieron la terapia segun los protocolos de SIOP-Europa para HR.

Histopatologia

El diagnéstico histolégico, basado en las recomendaciones de la INPC fue revisado por el patdlogo del Centro de Referencia Nacional. Fueron
analizados los siguientes parametros morfolégicos: porcentaje de estroma schwaniano, MKI (bajo, medio y alto siendo <100, 100 a 200 y >200
mitosis o cariorrexis por 5.000 células tumorales respectivamente), grado de diferenciaci6n basado en la presencia o ausencia de neuropilo,
diferenciaciéon gangli 6nica (indiferenciado, pobremente diferenciado o en diferenciacién), y la presencia o ausencia de calcificacion.

Analisis gen éticos

Los tumores fueron analizados genéticamente usando la técnica de citometria estatica (50 casos), de FISH (60 casos) y de CGH (24 casos).
Para ello se realizaron secciones de las piezas incluidas en parafina, improntas celulares y se extrajo DNA de la misma pieza tumoral utilizada para el
estudio histopatolégico. Para interpretar los resultados de todas estas técnicas genéticas fue imprescindible conocer el porcentaje de células
neuroblasticas en las secciones tumorales.

Para la mediciéon del indice de DNA por citometria estatica se utilizaron secciones de material incluido en parafina de 6m de grosor tefiidas
con el reactivo de Feulgen (hidrdlisis acida con acido clorhidrico 30-50 minutos y Schiff 1 hora) y el sistema de analisis de imagen Olympus CUE-2.
Se midi6 la densidad 6ptica integrada de 250-500 nucleos de células tumorales y 25-50 nucleos linfocitarios (referencia interna) por caso y los
resultados se basaron en el Consenso Europeo [41].

Las improntas celulares con mas de 200 células neuroblasticas fueron utilizadas para detectar amplificacion de MYCN y para conocer la
delecién de la regiéon 1p36 por FISH. Las sondas utilizadas y las condiciones de hibridacion, lavados, detecciéon han sido previamente descritas
[42,43]. Brevemente, se utilizaron sondas Q-BlOgene N-myc (2p24)/ 2 a-satélite y 1p36 midisatélite/ 1 alfasatélite de doble color. La hibridacién se
realizé en camara himeda a 37°C durante 16 horas. Los lavados posteriores se hicieron con 50% formamida/2X SSC y 2X SSC. Las preparaciones
fueron contratefiidas con Dapi/antifade. Se analizaron de 200 a 500 nicleos por caso con un microscopio epifluorescente Zeiss axioplan2. La
amplificacion de MYCN fue considerada cuando existia incrementado mas de 4 veces el nimero de sefiales de N-Myc en relacion con el nimero de
seflales de cromosoma 2 a-satélite. La ganancia de MYCN fue reconocida cuando aparecia de 1 a 4 veces incrementado el nUmero de sefales de N-
Myc en relaciéon con el nimero de sefiales de cromosoma 2 alfasatélite. La delecion de 1p36 fue detectada por la presencia Gnica de una regio6n
subtelom érica del brazo corto del cromosoma 1 (p36 midisatélite). Consideramos como desequilibrio de 1p36 cuando existia una desproporcién entre
el nimero de centrémeros del cromosoma 1 y la regién 1p36, siempre con la existencia de mas de una regidon subtelomérica del brazo corto del
cromosoma 1.

Utilizamos la técnica de CGH descrita por Kallioniemi y colaboradores [44] con algunas modificaciones. Brevemente, se utilizaron metafases
(46XY) (Vysis). EL DNA tumoral fue marcado con fluoresceina-12-dUTP (Vector), y el DNA de referencia comercial y previamente marcado con
Spectrum red (Vysis). El tamafio de los fragmentos finales fue de 500-2.000 bp. Se mezclé la misma cantidad (300ng) de DNA tumoral y de DNA de
referencia precipitandose con 20 mg de DNA Cot-1 (Roche). Los distintos DNAs fueron disueltos en 50% formamida/2X SSC y desnaturalizados 57
minutos a 75°C. Las preparaciones de metafases fueron desnaturalizadas en 70% formamida/2X SSC, 35 minutos a 73°C y deshidratadas en series
de etanol. La co-hibridaci6n de los DNAs sobre las metafases normales se realizé en camara humeda durante 48-72 horas. Los lavados posteriores
se realizaron con 50% formamida/2X SSC y 2X SSC a 45°C, seguidos de 0.2X SSC y tampon fosfato. Las preparaciones fueron contratefiidas con
Dapi/antifade. Se analizaron entre 10 y 20 metafases por caso con un microscopio epifluorescente Zeiss axioplan2 con video é@mara CCD S31. El
analisis de las im dgenes se hizo usando el software ISIS v.3.1. Consideramos los ratios verde/rojo >1.2 y >1.5 como nimero de copias de DNA con
ganancia y amplificacion, respectivamente, y ratios <0.8 como perdidas del nimero de copias de DNA.

RESULTADOS

El an alisis por FISH del oncogén MYCN y de la integridad de la regién 1p36 en los 60 casos estudiados permite dividir la serie tumoral en tres
grupos. Grupo 1: amplificacién del MYCN, con delecién de 1p36 (n=29) y no delecién de 1p36 (n=2); grupo 2: no amplificacion del MYCN con
deleciéon de 1p36 (n=7) y no deleciéon de 1p36 (n=14); grupo 3: ganancia del MYCN con delecién de 1p36 (n=6), no delecion de 1p36 (n=1) y
desequilibrio de 1p36 (n=1). Los datos clinicos, histopatoldgicos y de ploid ia relacionados con dichos grupos estan resumidos en la tabla 1.

Todas las anomalias genéticas diagnosticadas por FISH son confirmadas en los 24 casos analizados con la técnica de CGH. La mayor parte de
los casos (14/24) presentan asociados amplificacion o ganancia de MYCN, delecion de 1p36 y ganancia del brazo g del cromosoma 17 o presencia de
cromosoma 17 en disomia (Fig. 1). En la tabla 2 se presenta la asociacién de los grupos 1, 2 y 3 con los resultados de ploidia, nimero de
desequilibrios cromosdémicos y alteraciones cromosomicas presentes, descritas en la literatura como marcadores de posible valor prondstico), INPC y
las caracteristicas clinicas.

La amplificacion del MYCN (Tabla 2, Fig. 2-3) presente en 11 casos se asocia a delecion de 1p36 (10/11) y ganancia del brazo largo del
cromosoma 17 (7/11) o cromosoma 17 en disomia (4/11). La amplificacién de MYCN (regién 2p24) esta asociada a ganancia de otras regiones del
brazo corto del cromosoma 2 (p21-23) o ganancia completa del cromosoma 2. La delecion de 1p se limita a la regién 1p36 en un caso siendo en el
resto de casos la delecién del brazo corto del cromosoma 1 mayor; en tres casos la delecién del brazo 1p es completa. Unicamente en un caso el
cromosoma 1 estd sin delecién. Estos casos MYCN amplificados (11/24) presentan pocas ganancias y pérdidas completas cromosémicas y un nimero
escaso de reestructuraciones parciales del resto de cromosomas (media de 3’9 reestructuraciones por tumor). Un caso presenta delecién de 3p22 y
en otro caso se observa una delecién de 14q31 estando ausente en todos los casos la deleciéon del brazo del cromosoma 11q. Ocho de estos casos
son diploides y tres triploides. Todos los casos siguiendo la INPC presentan un histoprondstico desfavorable y todos excepto uno presentan un alto
MKI junto con una alta expresién de Ki67. La edad media al diagnéstico es de 39.09 meses. A pesar de que todos los enfermos excepto 1
respondieron inicialmente al tratamiento, fallecieron 5 enfermos por progresion y uno por complicaciones.

La no amplificacion del MYCN (Tabla 2, Fig. 4-5) presente en 7 casos se asocia a delecién de 1p36 y a la ganancia del brazo g del cromosoma
17 en 5/24 casos. La delecion de 1p se limita en todos los casos a la regiéon 1p36 asociandose en tres casos a ganancias parciales de regiones en 1q,
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un caso presenta una delecion intersticial 1p33-35 y otro caso presenta el brazo 1p integro. Las ganancias y pérdidas cromosdmicas parciales
son frecuentes en estos casos sin amplificacion de MYCN (media de 6”3 reestructuraciones por tumor), entre ellas la delecién del 11q14-23 esta
presente en 4 casos, en dos de ellos asociada a deleciéon de 3p21 y en los otros dos casos asociada a delecion 14q31. Un caso presenta delecién de
3p21 sin delecion de 11q. Cinco de estos casos son diploides/tetraploides y dos triploides (ambos casos presentan deleciéon de 11q). El
histoprondstico en los cuatro casos valorables es desfavorable aunque Unicamente dos casos presentan un alto IMK junto con una alta expresion de
Ki67. La edad media al diagnéstico es de 51.57 meses. Todos los enfermos excepto 1 respondieron inicialmente al tratamiento falleciendo 2 enfermos
por progresién. Dos casos se encuentran en progresion de su enfermedad.

Por dltimo, la ganancia del MYCN (Tabla 2, Fig. 6-7) presente en 6 casos, se asocia a deleciéon de 1p36 y a ganancia del brazo del cromosoma
179 en 5 casos; un caso no presenta delecién de 1p36 sino desequilibrio de 1p36, estando en otro caso presente una ganancia completa del
cromosoma 17. Cuatro casos presentan deleciones en 119 sin estar asociada a delecibn de 3p ni delecion de 14q. Las ganancias y pérdidas
cromos 6micas parciales son frecuentes en todos los casos con ganancia de MYCN (media de 86 reestructuraciones por tumor). Cuatro de estos
casos son diploides/tetraploides y dos triploides (uno de estos casos presenta delecion de 11q). El histoprondstico en los cuatro casos valorables es
desfavorable presentando un alto IMK junto con una alta expresiéon de Ki67. La edad media al diagndstico se encuentra en 44.17 meses. Tres casos
no responden al tratamiento, encontrdndose en progresion de su enfermedad junto con un cuarto enfermo que tras responder inicialmente al
tratamiento se encuentra en la misma situacion.

DISCUSION

La clasificacién de riesgo dentro del NB se apoya actualmente en la histopatologia y en la determinacion de escasos factores clinicos y
biolégicos [1,34]. A pesar de que la estratificacion en base a estos riesgos ha permitido una marcada mejora terapéutica, los datos sugieren un
hipotético modelo donde el estadio final del NB es predeterminado en el momento que adquiere unos cambios genéticos especificos, por lo que
nuestro objetivo principal en este estudio es la prediccion mas precisa del comportamiento de la enfermedad y de la valoracién del riesgo de cada
paciente al diagndstico en base a cambios gen éticos especificos, en el grupo de tumores neurobBsticos desfavorables de estadio avanzado (NB-HR).

Utilizando la técnica del FISH y de citometria estatica hemos observado, en consonancia con estudios previos, que los 60 tumores
neuroblasticos desfavorables de estadio avanzado recibidos en un periodo de tres afios en el Centro de Referencia Nacional, son tumores en
progresiéon con caracteristicas genéticas heterog éneas. Por este motivo, nos planteamos aplicar la CGH metafasica, a un pequefio grupo de estos
tumores para valorar la posibilidad de detectar nuevas diferencias genéticas, definir subtipos tumorales basados en estratificacion genética y por
tanto aplicar al diagnoéstico de forma amplia esta técnica en el Centro de Referencia.

Con el método de CGH se obtiene una visién global o perfil genémico de la heterogeneidad genética y de las interrelaciones de sus
desequilibrios [45,46]. Con el uso del analisis de CGH metafasico se detectan nuevas alteraciones genéticas, a pesar de que esta técnica tiene un
limite de resoluciéon de 10-20 Mb [47-50]. Subdividiendo los tumores Unicamente segln el estatus de MYCN, observamos que la ganancia del brazo
largo del cromosoma 17 es la anomalia mas frecuente compartida por los tres subgrupos seguida por la delecion de 1p36. Recientemente
Vandesompele y cols.[29] han detectado que en los tumores neuroblasticos favorables, la presencia del cromosoma 17 en disomia representa un
signo de alto riesgo equiparable a la ganancia de 17q; por esta razén hemos englobado este dato en nuestro estudio junto con la ganancia de 17q.
Estos hallazgos han sido descritos con alta frecuencia en los NB-HR pero no han sido utilizados todavia en grandes estudios cooperativos para
conocer cudl es su valor prondstico real [27,28]. Asimismo, en los grupos de MYCN no amplificado y ganancia de MYCN hemos observado tumores
que presentan en comun la pérdida del brazo largo del cromosoma 11, hallazgo no presente en el grupo de tumores con amplificacbn de MYCN.
Debido a que los estudios realizados mediante las técnicas de CGH metafasica y micro-matrices de CGH con BAC, cDNA u oligonucleétidos que
pueden detectar alteraciones genéticas y de expresién con una mayor resolucién, estan permitiendo la identificacion en NB de patrones de expresion
génica correlacionadas con desequilibrios genéticos especificos, en particular con la pérdida del cromosoma 11q [51-54], consideramos esta
alteracion como identificativa de un subgrupo tumoral. Ad, en nuestro estudio podemos diferenciar dos grupos genéticos claros: el grupo 1 de
tumores MYCN amplificados y el grupo 2 de tumores con del 11q.

El grupo 1 lo identificamos y definimos por la presencia de amplificacién de MYCN no habiendo otros hallazgos gen éticos especificos. Estos
casos presentan muy pocas alteraciones gendmicas, indicando que la amplificacion de MYCN es suficiente para determinar en estos tumores un
fenotipo agresivo, aunque ocurren otros cambios genéticos, incluidos la pérdida de 1p36 y la ganancia del 17q. La delecién 1p asociada a la
amplificacion de MYCN afecta, en los diferentes tumores, a regiones amplias de dicho brazo cromosdmico teniendo como consecuencia la pérdida de
multiples genes. Se observa asi mismo la integridad del brazo largo del cromosoma 11. Dentro de los NB-HR los pacientes de este grupo presentaban
una media de edad al diagnéstico menor (39.09 meses) y progresan rapidamente.

El grupo 2 presenta mayor numero de anormalidades estructurales, estando presente la delecién 11q. Estos casos estan incluidos tanto en el
grupo MYCN no amplificado como en el grupo de ganancia de MYCN. Se han identificado genes cuyos patrones de expresiéon se correlacionan con la
pérdida de 11q, apoyando el concepto de que la pérdida del 11q representa a un subtipo genético distinto dentro de los neuroblastomas. Por tanto
consideramos que los tumores con la pérdida del cromosoma 11q forman un subgrupo diferenciado de tumores que a su vez pueden o no presentar
asociada la ganancia del MYCN, pérdida del 1p, 3p o del 14qg. Los tumores incluidos en este subgrupo crecen mas despacio, siendo la media de edad
al diagnéstico mayor (52 meses) y por tanto acumulan mayor niumero de anormalidades gen éticas secundarias, presumiblemente por el tiempo mas
largo de evolucién.

El grupo de tumores que no presentan amplificaciéon de MYCN ni delecion del 11qg sigue siendo un grupo genéticamente heterogéneo en donde
no hemos podido detectar con la técnica de CGH metafasica anomalias comunes identificativas aunque si estan presentes la ganancia del 17q y/o el
cromosoma 17 en disomia.

Como conclusién nuestro grupo ha identificado, utilizando la CGH metafasica, dos grupos genéticos diferenciados que pueden tener
implicaciones diagnodsticas y terapéuticas importantes. A pesar de tratarse de un reducido nimero de casos analizados y con un corto periodo de
seguimiento, ha sido posible definir cambios genéticos asociados a los distintos subgrupos de pacientes. Estos resultados ponen de manifiesto la
necesidad de aplicar estas técnicas como complemento a las pruebas diagnésticas actuales.
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GRUPO 1 (A) GRUPO 2 (NA) GRUPQ 3 (6)

n° pacientes 31 (D) | 21 (7D 8 (6)

CLINICA

SEXO
varén 18 (7 1 (2) 3 (2)
hembra 13 (4) 10 (B) 5 (4)
> 1 aro 31 (1) 21 (7 8 (6)

MEDIA EDAD (meses) 31,71 (39,09)|53,43 (B157)|41,75 (4117}
ESTADIO

|
|
|
EDAD
|
|
|
|

2 3 8 (4) 0 0
3 0 0 1
2 23 (7) 21 (7) 7 (6)
LOCALTZACION
abdomi nal 28 (11) 18 (A 6 (5 |
pélvica 0 0 I
teréci co-abdominal 0 0 1 |
mixta 1 1 0 |
no velorahle 2 2 0 ‘
RESPUESTA TTO. INILIAL ‘
5{ 22 {10) 16 (B) 4 (3} ‘
no 3 3 3 (3 |
no valorable 6 2 (1) 1 |
SUPERVIVENCIA |
vive (libre de enfermedad) 17 (B) 11 (2) 4 (23 \
vive con recaf de 0 5 (2) 2 (2
muerto x progresidn/recaldq 8 (3) 4 (2} 2 (2) ‘
muerto x complicacidn (3) 0 0 |
ho valordb le 0 1 (D 0 |

(sigue tabla 1) -
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HISTOPATOLOGIA
% neuroblastos
< 10% 1 1 ¥
10-60 % 15 (4) 13 (D) 3 (3
»&60% 14 {7 7 {2) 5 (3)
ne valorable 1 0 ¥
categoria y grado
NB indiferenciade & (3) B (2) 2 (O
NRB zn diferenciacion 0 1 #
NB pebremente diferenciadd 17 {6) 5 (4) 4 (3
NB NCS + focos 1 5 (1) G
GMB ¢en diferend acidn 0 4 1 (0
Metdstasis inclasificables 1 (1) 0 1 (1)
metastasis MO 3 1 #
metdstasis ganglionares 2 (1) 0 0
MKIL
glto 23 (8) 4 {2) 4 (&)
intermedio 1 (1) 2 (1)
bajo 0 3 (D 1
nho valorab le 7 (2) 12 [3) 3 (2)
KI 67
alto 24 (9) 5 (2) 4 (4)
imtermedin 0 0
bgjo 0 4 {3) 1
no valorab le 7 (2) 12 [2) 3 (&)
INPL
desfavorable 24 [9) 10 (D) B (4)
favorable 0 b 1
no valorab le T (2) 6 (2) 2 (2]
(sigue tabla 1) -
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GENETICA
PLOIDIA
diploide /tetraploide 19 (8) 6 (B) 5 (4]
triploide 9 (3) 9 {2) 3 (2)
no valorab le 3 6 #
FISH Nmye
amplificade 31 (11) 0 #
no armplificade 0 21 [P #
ganancia 0 0 8 (6)
no valorab e 0 0 #
FISH 1p36
delecidn 29 ({10) 7 (B) 6 (b)
no delecidn 2 {1y 14 (2) 1
desbalance 0 0 1 (1)

Tabla 1. Datos clinicos, histopatoldgicos y genético de los 60 casos de NB-HR agrupados segun el estatus de MYCN. (A): Amplificacion de MYCN,
(NA): No Amplificacion de MYCN y (G): Ganancia de MYCN. Los nimeros entre paréntesis corresponden a los casos analizados también por CGH.
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n® herierntes 11 i &
PLOIOTA
Znd 1n i B 1
| 3 2 k|
= desa il b oz rmdrica s [* ] 13 Y]
T dasecul 1br o8 5T UCT .rules F B3 65
[ROMDSOMA 1
serdida lp 1 5 g
qmeneie Lp G 2 Z
nerel 1l 1 C
CROMDSOMA 2
awpl £ rasidn Fp2d 1 Ll g
catenzic 2p 1 g &
A ole 2 2 1 o
ner—al c B o
IROMDSCRAA R
perdida 3p 2 3 G
pérd de 3 G g G
ner—al g z E
CRAMDI DA 4
pérdida 1p 4 4 -
pérd dn a4 4] 4] [+
nar—al 10 b 1
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FEENEIG u F z
Jnxcia7l G L
rner=aol 1 & a
CRAMOIOMA 2
pdrdida 9p 1 2 L
pérd dat 1 1] i
nor—ol E - 1
[ CRONOSOMA 11
perdida 1lp c & 4 |
2 roeda 11 # d 4
mar=zl 9 3 z
AON.DEC0MA 14
Fe-cida 14q L F C
pirdida 4 4 g g
ma rem| 10 5 5
PONOSOMA LT
qheizia 179 ¥ 5 5]
[ raligialin K L 4] -
ner-al | F g
RONOSC0MA 1A
qnaeia 16 [y] 1 7
gemcio 18 c ] L
ner-zl 1. L K|
|
los 24 casos estudiados por CGH.
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Tabla 2. Datos de ploidia y desequilibrios cromosémicos (de los cromosomas descritos en la literatura como marcadores de posible valor pronostico) de
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Fig. 1. Relaciones entre MYCN, 1p36, cromosoma 17 y 11q en los 24 casos analizados por CGH.
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Fig. 2. Resumen de perfiles de CGH de amplificaciones (barras verde gruesas), ganancias (barras verde finas), y pérdidas (barras rojas) en el grupo de
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Fig. 3. Perfil de CGH de un caso amplificado.
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Fig. 4. Resumen de perfiles de CGH de casos no amplificados (barras verde finas), y pérdidas (barras rojas) en el grupo de los casos sin amplificacion
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de MYCN.
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Fig. 5. Perfil de CGH de un caso no amplificado
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Fig. 6. Resumen de perfiles de CGH de casos con ganancia (barras verde finas), y pérdidas (barras rojas) en el grupo de los casos sin amplificactn de
MYCN.
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Fig. 7. Perfil de CGH de un caso con ganancia.
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