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DISECCION MOLECULAR A NIVEL DEL CROMOSOMA 10Q (GENES PTEN Y
DMBT1) EN ASTROCITOMAS Y TUMORES NEUROECTODERMICOS
PRIMITIVOS (PNETS) DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
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INTRODUCCION: La pérdida de heterocigosidad (LOH) en el cromosoma 10 es la
lesién genética mas frecuente en glioblastomas (GBMs), prese ntandose en un80%
de los casos. La mayor parte de los glioblastomas han perdido una copia entera del
cromosoma 10, o bien muestran deleciones a nivel de 10023-24 y10g25-gter. Dos
genes de particular interés de este cromosoma son PTEN en 10923.3,y DMBT1 en
10025.3-926.1.

MATERIAL Y METODOS : EI DNA sometido a estudio fue extraido de un total de
92 tumores cerebrales: 50 astrocitomas primarios, correspondiendo éstos a 22
glioblastomas (grado 1V), 12 astrocitomas anaplasicos (grado Ill), y 16 astrocitomas
de bajo grado (grado Il); y 42 PNETS, de los cuales, 11 eran supratentoriales, y 31
infratentoriales (meduloblastomas). La tecnologia utilizada fue PCR-SSCP vy
secuenciacion para estudio de mutaciones de PTEN, y PCR diferencial para estudio
de delecioneshomocigdticas de PTEN y DMBT1.

RESULTADOS: - Astrocitomas: Sélo se detecta ron alteraciones de PTEN en los
GBMs, en concreto 5 mutaciones en un total de 22 GBMs (23%), asi como 3dele-
ciones homocigéticas entre los 22 GBMs (14%).Se detectaron deleciones homod-
goticas de DMBT1 en 1 de 14 GBMs (7%), y 2 de 12 astrocitomas de grado Il
(16%). El estudio de deleciones en DMBT1 se hizo extensible a 20 lineas celulares
de tumores del sistema nervioso (9 astrocitomas, 7 meduloblastomas/PNET, 3
neuroblastomas, y un neuroglioma) de lascuales 3 mostraron deleciones de
DMBT1: un astro-oligodendroglioma, un neuroglioma y un neuroblastoma. - PNETS:
Se detectaron deleciones de PTEN en 6 (19%) medul oblastomas y en ningtin PNET
supratentorial, asi como deleciones de DMBT1 en 2 (6%) meduloblastomas y otros
2 (18%) PNETSs supratentoriales.

CONCLUSIONES: Astrocitomas: PTEN mostrd alteraciones exclusivame nte en los
GBMs, siendo la alteracién méas frecuente (23%). DMBT1 mostr6 deleciones mas
frecuentemente en astrocitomas grado Il. La mutacién en PTEN parece ser un
evento posterior ala delecion en DMBTL. PNETSs: parece que las deleciones de
PTEN se asocian mas frecuentemente a la génesis de med uloblastomas, mientras
que las deleciones de DMBT1 se asocianal desarrollo de PNETS supratentoriales.
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PRIONOPATIAS FAMILIARES POR LA MUTACION D178N EN EL GEN PRNP.
ESTUDIO NEUROPATOLOGICO DE CINCO CASOS.
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INTRODUCCION: En 1993 el Departamento de Sanidad y Consumo del Gobierno
Vasco puso en marcha un Registro de Enfermedades por Priones, siguiendo las
directrices de la Comunidad Europea. Entre los afios 1993 y 2000 se declararon 28
casos, de los cuales 10 fueron familiares, realizdndose la autopsia a cinco de ellos
en el Hospital de Txagorritxu.

MATERIAL Y METODOS: Se ha realizado la autopsia y el estudio neuropatolégico
de cinco casos (pertenecientes a cuatro familias) todos ellos portadores de lamuta-
cién Asp-Asp en el codon 178 del gen PRNP. Los pacientes, en el momento del
fallecimiento, presentaban edades comprendidas entre los 44 y 63 afios y mostra-
ron sintomatologia de comienzo variable: alteraciones  psicol6gicas,  inso mnio,
ataxia, alteraciones visuales o deterioro cognitivo.La autopsia se limité al estudio
de la cavidad craneal y se realizd siguiendo las Recomendaciones Internacionales
para Encefalopatias Espongiformes Transmisibles. El encéfalo se fij6 durante un
mes en formol. Se obtuvieron fragmentos representativos de corteza a diferentes
niveles, nucleos estriados de la base, ndcleos deltalamo, tronco-encéfalo y cerebe-
lo, introduciendose durante una hora en acido férmico antes de su inclusién en
parafina. Se utilizé la tincion de hematoxilina-eosina en las secciones de todos los
bloques, y en algunos de ellos tincion con PAS, Luxol-Fast Blue e inmunohistoqui-
mica paraProteina Glial Fibrilar Acida, proteina Tau, Beta A4 amiloide y proteina
PrP.

RESULTADOS: En cuatro casos los hallazgos neuropatoldgicos fueron diagndsti-
cos de Insomnio Fatal Familiar: degeneracion selectiva de los ndcleos taldmicos
mediales y anteriores, y ndcleo olivar inferior, uno de ellos con deposito PrP en la
capa molecular del cerebelo. El otro caso mostraba microespongiosis y gliosis en la
corteza, nicleos estriados y cerebelo, con depésito PrP en la capa molecular del
cerebelo y fue diagnosticado de Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.
CONCLUSIONES: En la mayoria de los registros, la proporcion de casos familiares
sobre el total de pacientes con enfermedades por priones oscila entre el 5 y el 15%.
Por el contrario en el nuestro (1993-2000) la proporcién de los casos familiares es
de 10a 28 (35,7%).En el Registro de Enfermedades por Priones del Pais Vasco
resulta extraordinario, no tanto el incremento global en la deteccion de enfermeda-
des por priones

(1,91/1.000.000), como la alta proporcién de casos familiares.
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ESTUDIO DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS EN CARCINOMAS
EPIDERMOIDES DE LARINGE Y FARINGE MEDIANTE HIBRIDACION IN SITU

FLUORESCENTE (FISH). CORRELACION CON EL PERFIL CINETICO POR
CITOMETRIA DE FLUJO Y CON VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS.
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OBJETIVOS: Estudiar las anomalias cromosomicas detectadas por hibridacion in
situ fluorescente (FISH) de interfase en una serie de carcinomas epidermoides la-
ringo-faringeos y correlacionar estos datos con el perfil cinetico de los tumores por
citometria de flujo (CF) y convariables clinico-patologicas.

MATERIAL Y METODOS:: Se estudiaron muestras procedentes de tejido fresco de
50 carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, localizados en laringe (n=28) yfa-
ringe (orofaringe, n=11; hipofaringe, n=11) mediante FISH con sondas centromeri-
cas para los cromosomas 8, 9, 11y 17. Los tumores se analizaron por CF parade-
terminar ploidia del ADN, indice de ADN (IADN), fraccion de fase S (FFS) e indice
de proliferacion (IP) tumoral. Se analizo la correlacion entre las variables citogenet-
cas, de CF y clinico patologicas.

RESULTADOS: Predominaron los tumores polisomicos (64,5%) frente a los
disomicos. Los casos con monosomia fueron raros (2-8%). En el 20,5% de los tu-
mores se observo ganancia de alguno de los cromosomas estudiados; no existio
perdida cromosomica en ningun caso. En el estudio de CF, el 54% de lostumores
fueron ADN-aneuploides y el 26% ADN-diploides. La media del IADN fue de 1,51y
la de la FFS fue de 17,60 en los casos aneuploides y de 9,37 en losdiploides
(p=0000). Se observo una diferencia significativa en la media del IP al comparar
tumores aneuploides y diploides (p=0,012). En todos los casos, las anomalias
numericas cromosomicas detectadas por FISH fueron mas frecuentes en los
tumores aneuploides por CF, con correlacion entre anomalia citogenetica y aneu-
ploidia del ADN tumoral a partir de 3 cromosomas con alteraciones numericas
(p=0,005). No se encontraron diferencias al estudiar las variables citogeneticas res-
pecto a los parametros clinico-patologicos. En cuanto a la evolucion, se demostro
que independientemente de la localizacion, los tumores tenian un riesgosignificat-
vamente superior de recidivar y/o metastatizar si presentaban aneusomia del
cromosoma 8 o polisomia del cromosoma 9.

CONCLUSIONES: La mayoria de los carcinomas epidermoides de laringe y faringe
presentan anomalias cromosomicas que pueden ser detectadas con un panel de
cuatro sondas centromericas mediante FISH de interfase. Se observa una gran
concordancia entre el contenido de ADN estimado por CF y la magnitud de laabe-
rracion cromosomica. La utilizacion simultanea de la CF y de la FISH de interfase
contribuye a la mejor caracterizacion del perfil genetico-molecular de estostumores.
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DETECCION POR PCR DE SECUENCIAS DE M. TUBERCULOSIS COMO
AYUDA AL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE GRANULOMAS HALLADOS DE
MANERA CASUAL.
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INTRODUCCION. La incidencia de tuberculosis (TBC) se haelevado en nuestro medio en
los dltimos 5 afios. A veces supone un hallazgo microscopico casual. Senecesitan entre 2
y 6 semanas para cultivar micobacerias, y la sensibilidad de la tincién de ZiehtNeelsen
(ZN) es baja, mientras que existen protocolos para ladeteccion de genomas de micobac-
terias mediante PCR. El objetivo de este estudio es comprobar la especifcidad delaPCR
para el diagnéstico de la enfermedad, esp ecialmente a la hora de identificar micobacterias
enlesiones granulomatosas halladas d e manera casual.

MATERIAL Y METODOS . El estudio consta de 56 pacientes. Todos ellos mostraron
inflamacién granulomatosa con o sin demostracion de bacilos acido-alcohol resiste ntes.
Se extrajo DNA de material fipdo en formol e incluido en parafina o apartir de extensiones
citolégicas, y se amplificd la secuencia de insercion 1S6110, presente en los bacilos del
complejo M. tuberculosis, mediante los cebadores adecuados. Los resultados se compa-
raron con los de los cultivos para M. tuberculosis, que se realizaron en 24 casos, y los de
latincién de ZN.

RESULTADOS. Se realiz6 el diagndstico de TBC en 32 pacientes. En 7 de ellos fue un
hallazgo casual en resecciones quirdirgicas, generalmente en linfadenectomiasque
acompafiaban la reseccion de carcinomas. En los otros 24 casos sin TBC, que incluian 5
casos de sarcoidosis, se encontraron gran ulomas de manera casualen 6 casos. La PCR
para 1S6110 mostr6 amplificacion especifica en 26 pacientes con TBC (81%); de ellos, 6
casos mostraron bacilos mediante la técnica de ZNy en 4 los cultivos fueron positivos. En
18 pacientes con TBC la PCR fue la tnica prueba que dio resultados positivos; trece de
ellos recibieron tratamientotuberculostético, en todos los casos con buena respuesta. En
los 7 casos enlos que TBC fue un hallazgo casual la tincién de ZN fue negativa y la PCR
mostrésecuencias de M tuberculosis; 5 de ellos fueron tratados con tuberculostaticos con
buenarespuesta de la enfermedad. La PCR fue postiva en uno de los 5 casosde
sarcoidosis. La sensibilidad de la PCR fue del 92%y su sensibilidad del 81%.
CONCLUSIONES. La PCR para la secuencia IS6110 es (il para confirmar la sospecha
de TBC especialmente en los casos en que ésta se presenta de modo casual, loscultivos
y la tincién de ZN son negatvos, y sélo se dispone de material incluido en parafina o de
extensiones citoldgicas.



