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RESUMEN
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delezio homozigotikoak detektatzeko PCR

El gen PTEN es un gen supresor de tumo  diferentzial teknika doitzeko estrategia.

res recientemente descubierto, cloaus se en-
cuentra en el cromosoma 10923. Participa en el
desarrollo de varios tipos de cancer humano, en-

FuNTsezko HiTzAk
Astrozitoma pediatrikoak; PNETSs; Me-

tre ellos tumores cerebrales. Pero no ha sido adduloblastoma; PTEN: PCR-SSCP; PCR dife-
estudiado en tumores cerebrales pediatricos. Errentziala; Mutazioa; Delezio homozigotikoa.
este trabajo presentamos el estudio de muta-

ciones de PTEN en 32 astrocitomas pediatricos
de bajo grado y 2 anaplasicos, asi como el estu

ABSTRACT
PTEN is a recently discovered tumor

dio de deleciones homocigéticas del mismo gersuppressor gene, whose locus is at chro-
en 34 casos de tumores neuroectodérmices primosome 10g23. PTEN participates in the
mitivos (PNET), correspondiendo 11 a PNET development of human tumors, like brain
supratentoriales (neuroblastomas cerebrales) ytumors. But the role of PTEN in pediatric
23 a PNET infratentoriales (meduloblastomas).brain tumors has not been assessed. Here
Los resultados preliminares de este trabajo mues-we present the study of PTEN mutations in
tran que PTEN no sufre mutaciones en astro- 32 low grade pediatric astrocytomas and 2
citomas pediatricos de bajo grado. Se muestranaplastic astrocytomas, together with the
. . ademas la estrategia de puesta a punto de la téstudy of PTEN homozygous deletions in 34
p”m'tl bO d|ren tumoreetan nica de PCR diferencial para deteccion de deleases of primitive neuroectodermal tumors

ciones homocigoticas del gen PTEN.

PaLABRAS CLAVE
Astrocitomas pediatricos; PNEMedule

(PNETs), 11 of which correspond to supra-
tentorial PNETSs (cerebral neuroblastomas),
and 23 to infratentorial PNETs (medulo-
blastomas). The preliminary results of this

blastoma; PTEN; PCR-SSCP; PCR diferencial; work show that PTEN do not suffer muta-

Mutacion; Delecion homocigética

LABURPENA

PTEN genea orain dela gutxi deskubri-
tutako tumore-ezabatzailea da, locus-a
10g23 kromosoman du. Giza minbizi zen-
baiten garapenean hartzen du parte, tarte-
an garuneko tumoreenean. Ez da aztertu
garuneko tumore pediatrikoetan. Lan ho-
netan aurkezten dugu PTENaren mutazio-
en azterketa gradu baxuko 32 astrozitoma
pediatriko eta 2 anaplasikoetan, baita ere
gene beraren delezio homozigotikoen az-
terketa tumore neuroektodermiko primi-
tiboen (PNETSs) 32 kasutan, hauetako 11
PNETSs supratentorialak (garuneko neuro-
blastomak) eta 23 PNETSs infratentorialak
(meduloblastomak). Lan honen aurreneko
emaitzek erakusten dute PTNak ez duela
mutaziorik gradu baxuko astrozitoma pe-
diatrikoetan. Erakusten ere du PTENaren

tions in low grade pediatric astrocytomas.
The strategy to set up the differential PCR
technique for the detection of PTEN ho-
mozygous deletions is also shown.

Key WoORDS
Pediatric astrocytomas; PNETSs; Medu-
lloblastoma; PTEN; PCR-SSCP; Differential
PCR; Mutation; Homozygous deletion.

INTRODUCCION

Dentro de los tumores pediatricos, los
del sistema nervioso central (SNC) consti-
tuyen el segundo grupo mas frecuente. Ca-
da afio se registran en Espafia unos 1.500
casos nuevos de cancer en nifios menores
de 15 afios, y de ellos, aproximadamente,
casi el 25% corresponden a tumores cere-
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brales. Entre ellos, a nivel de grupo, son los
astrocitomas los que presentan una mayor
frecuencia (mas del 60%), mientras que si
precisamos cudl es el tumor cerebral ma-

Espmrin exiracednlar

e
ligno mas frecuente en la infancia, hemos L T SAAp—
de destacar al meduloblastoma, con una fre- Wi
cuencia media del 15% de los tumores in- ezre s rivciad KIS i Loy
tracraneales. Los dos grupos de tumores ce- FTES

rebrales pediatricos que se estudiaran a ni-
vel molecular en este proyecto (astrocito-
mas y meduloblastomas/PNET) constitu-
yen, por tanto, alrededor del 75% de todos
los tumores cerebrales infantiles, incluyen-
do astrocitomas supratentoriales de bajo
(15-25%) y alto (10-15%) grado, astrocito-
mas de cerebelo (10-20%), gliomas de tron-
co cerebral (10-20%), meduloblastomas (10-
20%), y tumores neuroectodémicos primi-
tivos supratentoriales (PNET) (2-3%).

ACTIVACION DHE
KIMASAS

Ny

IFHIBT TN
I AT CRRES

FHAHLLE LA T
CELILAR

Figura 1: Funciones de PTEN en el control de la proliferacion celular, la apoptosis y la motilidad celular.
PTEN juega un papel regulador, junto a la fosfatidil inositol cinasa, en la proliferacion y la apoptosis. Si
PTEN sufre mutaciones o deleciones homocigéticas, se producira fosfatidil inositol trifosfato en abundancia, y
se activaran diversas cinasas que conduciran a un aumento de la proliferacion celular, junto a la inhibicién de
la apoptosis, y, por ello, al desarrollo de tumores. El dafio genético de PTEN puede favorecer también la moti-

Desde el punto de vista morfoldgico, los
astrocitomas pediatricos se clasifican en®;
= Astrocitoma pilocitico, astrocitoma gra-

do I segiin la OMS;

= Astrocitoma difuso, astrocitoma grado
[l seguin la OMS: muestra un discreto
grado de atipia nuclear;

= Astrocitoma anaplasico, astrocitoma
grado 111 segiin la OMS: muestra atipia
nuclear y aumento de la actividad mi-
tética;

« Glioblastoma multiforme, astrocitoma
grado IV seguin la OMS: muestra las ca-
racteristicas de los astrocitomas grado
111y, ademaés, proliferacion vascular y
NECrosis.

Comunmente se designa como astroci-
tomas de bajo grado a los astrocitomas gra-
dos 1 y I, mientras que los grados Il y IV
constituyen el grupo de los astrocitomas de
alto grado. Comparativamente, en adultos,
apenas existen los astrocitomas pilociticos,
siendo el glioblastoma multiforme el tipo
mas frecuente de astrocitoma. Sin embar-
go, dentro de los astrocitomas pediatricos
la frecuencia se presenta a la inversa: son
los astrocitomas pilociticos los més fre-

lidad celular y, probablemente, el desarrollo de metéstasis.

cuentes, siendo relativamente infrecuente
el grupo de astrocitomas de alto grado.

Respecto a los PNET, cabe destacar que,
a nivel del SNC, se presentan en dos loca-
lizaciones: supratentorial e infratentorial,
siendo esta Ultima mas frecuente. Los PNET
infratentoriales que se originan en el cere-
belo son denominados meduloblastomas.
Los PNET supratentoriales pueden origi-
narse en la glandula pineal (pineoblasto-
mas), 0 en los hemisferios cerebrales (neu-
roblastomas cerebrales), presentandose en
este caso como grandes masas tumorales.
Aunque los PNET supra e infratentoriales
son similares histologicamente, el pronds-
tico es diferente.

En 1997, dos grupos de investigacion,
del Columbia University Cancer Center y del
MD Anderson Cancer Center identificaron
un nuevo gen supresor de tumores:
PTEN/MMACI (phosphatase and tensin ho-
mologue deleted from chromosome ten/
mutated in multiple advanced cancers 1)@3),
cuya inactivacion puede producir progre-
sién maligna en tumores de mama, prostata

y cerebro. Un poco mas tarde otro grupo de
la Universidad de Yale identificd el mismo
gen al buscar fosfatasas de doble especifici-
dad, denominandolo TEP-1 (TGF-b-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 aminoacidos y 47 KD.
PTEN es una fosfatasa lipidica y actia
sobre su diana, el PIP3 (fosfatidil-inositol-
trifosfato). PIP3 es un mensajero interno pa-
ra ciertos estimuladores del crecimiento ce-
lular. La uni6n de estas moléculas a sus re-
ceptores de la membrana celular activa una
enzima que genera PIP3 mediante la adi-
cion de un tercer fosfato a su predecesor,
PIP2. PIP3 activa otras cinasas, y éstas ha-
cen que la célula entre en el ciclo celular pro-
gresando en él, e impidiéndose la iniciacion
del programa de apoptosis. PTEN, como
fosfatasa que es, puede retirar el fosfato de
PIP3, parandose, asi, la sefial de crecimien-
to celular®. PTEN contribuye también, me-
diante un mecanismo diferente, a la inhibi-
cion de la motilidad celular (Figura 1).
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Varios grupos de investigacion han in-
vestigado la frecuencia de mutaciones de
PTEN en gliomas. Tales estudios muestran
que PTEN sufre mutaciones/delecionesen
un 44%, 28% o0 27% de los glioblastomas®-).
Parece que PTEN esta mutado sélo en los
gliomas de alto grado (grado 111, astrocito-
mas anaplasicos; grado 1V, glioblastomas).
Posteriormente, Tohma y cols. demostra-
ron que la frecuencia de mutaciones de
PTEN en glioblastomas que se desarrolla-
ban clinicamente de novogra mayor que en
los glioblastomas secundarios que se for-
maban por a partir de astrocitomas grados
I1 0 [11®, Mas atn, Rasheed y cols.(9 de-
mostraron que las mutaciones de PTEN se
daban mas frecuentemente en glioblasto-
mas de adultos, pero no en gliomas de ba-
jo grado de adultos o en gliomas infantiles.
Estos datos sugieren que las mutaciones de
PTEN constituyen una alteracion impor-
tante en el desarrollo de gliomas, pudien-
do constituir un paso molecular necesario
en la transformacion de gliomas de bajo a
alto grado. Sin embargo, PTEN no se haes-
tudiado a modo comparativo entre astroci-
tomas pediatricos de alto y bajo grado. El
estudio de PTEN puede utilizarse como
prueba diagnéstica, para contribuir a la de-
finicion del grado de malignidad de los glio-
mas. Nuestro estudio pretende demostrar
si el gen PTEN participa en la genésis de as-
trocitomas pediatricos y PNET.

MATERIAL Y METODOS

Material

El material sometido a estudio consis-
te en DNA gendmico extraido a partir de
secciones de parafina obtenidas de los Ser-
vicios de Anatomia Patoldgica del Hospital
de Cruces, Hospital de Navarra y Hospital
del Nifio JesUs. En concreto se ha logrado
extraer cantidad suficiente de DNA para es-
tudio, en un total de 32 astrocitomas pe-

J. MuRoz ¥ coLs.

diatricos de bajo grado (I y ), 2 astrocito-
mas anaplasicos (grado Ill), y 34 PNETs (11
supratentoriales y 23 infratentoriales). Se
espera, en breve, recibir una nueva colec-
cién de 21 astrocitomas pilociticos (grado
1), asi como un nimero no determinado adn
de astrocitomas de alto grado (11 y IV) que
puedan servir para llegar a conclusiones
efectivas sobre la comparacion de lesiones
genéticas entre astrocitomas de bajo y alto
grado. Asimismo, se recibiran mas de 50
nuevos PNET. También se incluy6 en el es-
tudio el DNA extraido de sangre de 30 do-
nantes sanos, utilizandose como control de
normalidad (control negativo de lesién del
gen PTEN).

Métodos

PCR-SSCP
El estudio de posibles mutaciones en el

gen PTEN se llevé a cabo mediante PCR-
SSCP (reaccion en cadena de la polimerasa-
polimorfismos en la conformacion de ca-
denas sencillas)®, de acuerdo a protocolos
anteriormente desarrollados en nuestro la-
boratorio®. Es ésta una técnica sensible (se
pueden detectar entre un 80y un 90% de las
mutaciones), rapida y facil de desarrollar;
no se precisa radiactividad para interpretar
los resultados y, econémicamente, es de ba-
jo coste. La experimentacién consta de va-
rias fases:

< Realizacion de la técnica de PCR sobre
el DNA genémico, gracias a lo cual se
logra amplificar la cantidad de molé-
culas de DNA de partida (escasas) que
se someteran a estudio. De no ser por
la PCR, no se podria visualizar el DNA
en geles posteriormente.

e Desnaturalizacion del DNA amplifica-
do mediante formamida y calor (bafio
a95°C durante 5 6 10 min). De esta ma-
nera se logra separar la doble hélice de
DNA, presentandose en forma de ca-
denas sencillas.

JuLio-Diciemsre 2000

= Electroforesis del DNA en geles de acri-
lamida al 12-15%, dependiendo del ta-
mafio del DNA amplificado. Durante
este proceso se confia en que las cade-
nas sencillas de DNA se separen gra-
cias al gel de acrilamida. En caso de
existir una mutacion (incluso un ani-
co cambio de un nucleétido por otro),
la estructura secundaria de la cadena
sencillamutada difiere de la estructura
secundaria de la cadena sencilla de ti-
po salvaje (no mutada). Debido a la di-
ferente estructura secundaria adopta-
da por el DNA mutado frente al DNA
de tipo salvaje, se produce, en el caso
de la mutacion, una migracién en for-
ma de bandas electroforéticas diferen-
te al patrén de normalidad (no muta-
do).

e Tincion de plata, mediante la que se
pueden visualizar las bandas de DNA
con patrén normal, y aquéllas que
muestran patrones diferentes (sospecha
de mutacion),

< Tras unasospecha de mutacion, se se-
cuenciaesa region de DNA a fin de de-
terminar si realmente se ha producido
un cambio patolégico, o si el cambio
corresponde tan sélo a un polimorfis-
mo (variante alélica poblacional, no pa-
toldgica, causa de la diversidad gené-
tica).

El estudio se desarrolla escogiendo are-
as genodmicas de unos 200 pares de bases
(pb) (Tabla I) correspondientes a exones del
gen PTEN y las regiones proximas a los exo-
nes, pero que ya pertenecen a los intrones
que los flanquean. Cuando un exdn deter-
minado posee mas de 200 pb, se seleccio-
nan varias areas superpuestas dentro de él,
de manera que no quede ninguna pequefia
parte de la estructura del exon y las bases
adyacentes del intron, sin ser estudiada. La
lista de oligonucleétidos, asi como las con-
diciones dptimas para la realizacion de la
PCR, utilizadas para amplificar cada una
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de las regiones de interés del gen PTEN se
muestra en la tabla I. El DNA extraido de
las lineas celulares T98G, LN319 y U251 se
ha utilizado como control positivo, pues es
sabido que estas lineas contienen mutacio-
nes en PTEN®3),

i
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|
= 4

3 4
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&
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PCR diferencial ' ~
Mediante la técnica de PCR diferen-

cial® se compara la banda producida en un 1 " H
gel de agarosa por una secuencia parcial de
un gen problema (gen que supuestamente
sufre amplificacion -oncogén- o delecién -
gen oncosupresor-) tras la reaccion de PCR
en un termociclador, frente a la producida

| -

Fig. 2: Gel de acrilamida al 12% sobre el que se ha realizado una tincién de plata tras electroforesis mediante
la técnica de SSCP para explorar el exdn 1 del gen PTEN en cuanto a presencia o ausencia de mutaciones en
astrocitomas pediatricos de bajo grado. 1y 3: DNA extraido de sangre de donantes sanos (controles negati-
vos); 2: DNA de la linea celular LN319, que contiene una mutacion en el exén analizado (control positivo);
4-8: DNA de astrocitomas pediatricos de bajo grado. El nimero 5 podria presentar una mutacion, ya que apa-

por otra secuencia de un gen comparativo
que no sufre alteraciones en cancer huma-
no. En el caso de los genes oncosupresores,
para que pierdan su funcién, han de sufrir
delecidn los dos alelos, por lo que la técni-
ca de PCR diferencial persigue detectar la
posible presentacion de deleciones homo-
cigéticas en los genes oncosupresores. Se-
gun el protocolo utilizado, se realizé una
reaccion de PCR diferencial (contiene 4 oli-
gonucledtidos), en la que dos oligonucleé-
tidos ampilifican el exon 6 del gen PTEN (Ta-
blal), y otros dosamplifican un fragmento
de 160 pb del gen GAPDH. Los oligonu-
cledtidos del gen GAPDH fueron los si-
guientes: 5-AACGTGTCAGTGGTGGACC
TG-3'y 5'-AGTGGGTGTCGCTGTTGA-
AGT-3". Se utilizaron 30 ciclos de amplifi-
cacion, 2,0 mM de Mgy 57°C de tempe-
ratura de unién. Como control negativo se
utilizé DNA extraido de sangre de 30 do-
nantes sanos. Como control positivo se in-
cluy6 en el estudio el DNA extraido de la
linea celular A17213), que presenta delecion
homaocigética de PTEN.

ResuLTADOS Y DISCUSION

Mutaciones del gen PTEN
Hasta el momento, se ha realizado el es-

rece una banda extra (*), diferente al patrén normal de bandas.

tudio de mutaciones en el grupo de los 32
astrocitomas de bajo grado, no habiéndose
detectado ningln caso que presentara una
posible mutacion (Figura 2). No se ha po-
dido comparar la frecuencia de mutaciones
respecto a astrocitomas pediatricos de alto
grado, aunque este es uno de los objetivos
finales del estudio, que se llevara a cabo pro-
ximamente. Sin embargo, mediante méto-
dos similares hemos estudiado 22 glioblas-
tomas de adultos, lo cual puede servir, a
priori,para establecer una comparacion con
astrocitomas de alto grado. El estudio de es-
tos 22 glioblastomas revelé mutaciones de
PTEN en 4 casos (18%).

Deleciones homacigéticas de PTEN

La técnica de PCR diferencial para de-
tectar deleciones homocigéticas del gen
PTEN se ha utilizado hasta el momento en
el grupo de 34 PNET (Figura 3). No obs-
tante, dados los resultados obtenidos, no
podemos concluir sobre la posible partici-
pacion de este gen en los PNET mediante
deleciones homocigéticas. Hasta ahora nos
hemos enfrentado a varios problemas con
esta técnica:
e Cuando se pretende determinar dele-

ciones homocigaticas, hay que contar

con un dato que puede arruinar los ex-
perimentos: el contenido de células nor-
males que presentan los tumores so-
metidos a estudio. Esas células nor-
males, en general, no poseen un DNA
dafado, por lo que el gen PTEN de ta-
les células no se encontrara deleciona
do. En tal caso, al realizar la reaccion
de PCR diferencial, PTEN puede mos-
trar una banda méas o menos intensa en
los geles de agarosa, dependiendo del
porcentaje de células normales que se
presenten en el tumor. Cuanto mayor
sea el nimero de ciclos de PCR mayor
sera la intensidad de esa banda, que po-
dra llegar a igualarse en intensidad a
la que presenta el segundo gen (gen
comparativo, en este caso el gen de la
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa,
GAPDH). Por ello, hay que minimizar
el nimero de ciclos hasta el punto en
que se produzca banda de GAPDH y
una banda, no perceptible apenas, de
PTEN (los estudios mas habituales dan
como positivo el caso en que la inten-
sidad de PTEN corresponda a un ter-
cio o menos de la intensidad de
GAPDH).

Pero minimizar el nimero de ciclos de
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TABLA |. SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS PARA AMPLIFICACION DEL GEN PTEN

Exon 5 35 3
1 AGAAGAAGCCCCGCCACCAG/GAGGAGCAGCCGCAGAAATG 59a/174b
2  GTTTGATTGCTGCATATTTCA/TCTAAATGAAAACACAACATGAA 50/201
3  TGTTAATGGTGGCTTTTTG/GCAAGCATACAAATAAGAAAAC 53/113
4  TTCCTAAGTGCAAAAGATAAC/TACAGTCTATCGGGTTTAAGT 50/146
5 TTTTTTCTTATTCTGAGGTTATC/TCATTACACCAGTTCGTCC 49/184
5 TCATGTTGCAGCAATTCAC/GAAGAGGAAAGGAAAAACATC 53/176
6 CTTCTCTTTTTTTTCTGTCC/AAGGATGAGAATTTCAAGCA 50/191
7 TTCCTGTGAAATAATACTGG/GAACTCTACTTTGATATCAC 50/175
7  AGTTCATGTACTTTGAGTTC/TCCCAATGAAAGTAAAGTAC 50/115
8 CAGATTGCCTTATAATAGTC/TCCTGGTATGAAGAATGTAT 50/225
8 AGGACAAAATGTTTCACTTTTGG/GTAAGTACTAGATATTCCTTGTC  50/156
8 GAAATCGATAGCATTTGCAG/ATACATACAAGTCACCAACC 52/177
9 AGATGAGTCATATTTGTGGG/ATGATCAGGTTCATTGTCAC 52/148
9 CAGTTCAACTTCTGTAACAC/ATGGTGTTTTATCCCTCTTG 50/164

aTemperatura de unién (°C) para cada reacti@mes de bases del producto de PCR resultante.

400 by

300 ph

200 pb

100 pb
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la reaccion de PCR, en la cual se pro-
duce unasaturacion en la capacidad de
amplificar el DNA, tendiendo las ban-
das visibles a igualarse, y, por tanto, a
no ser evaluables. El experimento 6pti-
mo seria aquel que nos mostrase dife-
rencias de intensidad de las bandas co-
rrespondientesa PTEN y a GAPDH (si
es que existe delecion homocigética de
PTEN)al utilizar entre 25y 30 ciclos de
PCR. En muchos casos, no obstante, es-
te nimero de ciclos no es suficiente pa-
ra amplificar el DNA.

Para resolver el problema de la ampli-
ficacion de DNA, se estudiaron dife-
rentes concentraciones de DNA gend-
mico tumoral sobre el cual realizar la
amplificacion de PTEN y GAPDH. Fi-
nalmente se resolvié que eran necesa-
rios 400 ng de DNA tumoral y tan s6-
lo 25 ng de DNA de sangre para lograr
bandas evaluables, lo cual explica que
cuando se parte de material incluido en
parafina (tumor) hay que disponer de
mayor cantidad de DNA inicial que
cuando se experimenta con DNA ex-
traido de material fresco (sangre, 0 tu-
mores guardados en congelacion).
Existe, ademas, un cierto problema de
reproducibilidad en la técnica de PCR
diferencial aplicada a la determinacion
de deleciones homocig6ticas. Hemos
detectado que, a pesar de haber obte-

Fig. 3: Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Se analiza, mediante PCR diferencial la posible nido las condiciones de amplificacion

existencia de deleciones homocigdticas de PTEN en meduloblastomas, mediante densitometria comparativa
las bandas de PTEN (banda superior), frente a GAPDH (banda inferior). 1: marcador de pesos moleculares;

d

(ﬁue producen bandas de PTEN y

2-4: DNA extraido a partir de sangre de donantes sanos (control negativo); 5: DNA de la linea celular A172 GAPDH similares en intensidad en los
que presenta delecion homocigética de PTEN (control positivo); 6: DNA de un meduloblastoma, probable- gntroles negativos (sangre de donan-
mente presentando delecién homocigdtica de PTEN (la banda de PTEN aparece marcada; tal vez a causa de la

contaminacion de células normales en el tumor).

PCR trae consigo un segundo proble-
ma: como estamos trabajando con DNA
extraido de secciones de tumores in-
cluidos en parafina, el DNA requiere
un namero de ciclos mayor de lo nor-
mal para producir bandas visibles y
evaluables en geles de agarosa, ya que,

alo largo de los afios que se ha mante-
nido en archivo, se han degradado gran
cantidad de moléculas de DNA. Por
ello, a veces, se requieren 40 ciclos de
PCR, para lograr amplificar DNA que
se ha conservado en parafina. Pero 40
ciclos nos llevan a la fase de meseta de

tes sanos), tales condiciones no son
siempre reproducibles, produciéndose
a veces una intensidad menor en laban-
da correspondiente a PTEN (Fig. 3). A
pesar de haber diluido las muestras ori-
ginales de DNA para garantizar que ca-
da tubo presente una concentracién ho-
mogénea, no hemos logrado garantizar
la reproducibilidad. Ello nos lleva a
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pensar que, posiblemente, la técnica de

PCR diferencial presente un cierto mar-

gen de error al trabajar con un corto ni-

mero de ciclos de amplificacion, para
garantizar que no se llega a la fase de
meseta, en la cual las dos bandas ten-
derian aigualarse en intensidad, a pe-
sar de existir delecién homocigética en
el tumor (debido a la contaminacion de
células normales intratumorales y ad-
yacentes a éste). En este sentido las nue-
vas técnicas de microdiseccion por la-
ser®), pueden garantizar la separacion
de células tumorales y facilitar los ex-
perimentos llevados a cabo mediante

PCR diferencial, al evitarse la contami-

nacion de las células tumorales por cé

lulas normales.

Hasta el momento no podemos concluir
sobre el porcentaje de deleciones homoci-
goticas en los PNET estudiados. Los datos
que se incluyen en este trabajo muestran que
la técnica presenta una problematica mayor
que la PCR convencional. Es deseable llegar
adominar esta técnica, hasta asegurar su re-
producibilidad, puesto que casi todos los ge-
nes supresores de tumores pueden llegar a
inactivarse mediante delecién homocigoti-
ca. Pero contamos con realidades que difi-
cultan la realizacion del estudio, como es el
material parafinado en vez de fresco-con-
gelado, y la contaminacién de células nor-
males que presentan los tumores.

CONCLUSION

En conclusion, se muestran en este es-
tudio resultados preliminares segtn los cua-
les parece que PTEN no participaen la gé-
nesis de astrocitomas pediatricos de bajo gra-
do mediante mutaciones puntuales. Por otra
parte, latécnica de PCR diferencial, Util pa-

ra la deteccion de deleciones homocigéticas
en genes supresores de tumores, esta sien-
do puesta a punto a fin de garantizar su re-
producibilidad para el diagndstico molecu-
lar de tumores intracraneales pediatricos.
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