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RESUMEN

Fundamento. Los genes de supresiéon tumoral
pl6™, TP53, RB1 y p21**" son algunos de los compo-
nentes de la compleja red de regulacién del ciclo celu-
lar y ejercen un control negativo de la proliferacién o
positivo de la diferenciaciéon en respuesta al dafo en el
ADN. Se ha investigado la presencia de mutaciones en
estos genes y variaciones en la secuencia codificante
de las enzimas metabolizadoras de drogas que pudie-
ran estar asociadas con el desarrollo de tumores 0seos
pediatricos o con el pronéstico de los mismos.

Material y métodos. Mediante técnicas de biologia
molecular basadas en PCR se han analizado las varia-
ciones en la secuencia de los genes p16™, TP53, RB1 y
p21™1y de las enzimas metabolizadoras de drogas en
un grupo de 82 osteosarcomas y 47 sarcomas de Ewing
asf como en una poblacién control de 115 nifios sanos.

Resultados. Se detectaron mutaciones del gen TP53
en, aproximadamente, 25% de las muestras, en asocia-
cién con tumores de mal pronéstico y supervivencia
reducida. El gen p16™ estaba delecionado en 18% de los
tumores, asociado igualmente a mal prondstico y a subti-
pos histolégicos desfavorables, y el gen RB1 presentaba
alteraciones en 21% de los osteosarcomas. No parece
existir relacién entre la presencia de polimorfismos en las
enzimas metabolizadoras de drogas y mutaciones del gen
p21%" y el desarrollo de los tumores 6seos pediatricos.

Conclusiones. La alteracion de los genes pl6™,
TP53 y RB1 esta implicada en el desarrollo del osteosar-
coma y sarcomas de Ewing, y parece constituir un factor
de mal pronoéstico en este tipo de tumores pediétricos.

Palabras clave: Tumor 6seo. Nifios, Genes de
supresion tumoral. Ciclo celular. Mutacién.
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ABSTRACT

Background. Several tumor suppressor genes
such as p16™*, TP53, RB1 y p21*"are involved in cell
cycle regulation in response to DNA damage and
belong to the complex pathway that regulates cell pro-
liferation and/or differentiation. We have investigated
the presence of mutations in those genes and poly-
morphisms of Drug Metabolizing Enzymes that could
be involved in the development of pediatric bone
tumors or in their outcome.

Materials and methods. By means of PCR-based
techniques, we have analyzed the presence of varia-
tions in the coding sequence of p16™', TP53, RBl y
p21""" and of the Drug Metabolizing Enzymes in a
group of 82 osteosarcomas and 47 Ewing’s sarcomas as
well as in a control group of 115 healthy children.

Results. We detected mutations of the TP53 gene
in about 25% of the samples analyzed, most fre-
quently in association with tumors of poor prognosis
or reduced survival. The pl6™* gene was homozy-
gously deleted in 18% of the osteosarcomas, also
associated with poor prognosis and unfavourable his-
tologic subtypes; RB1 was altered in 21% of the oste-
osarcomas. We did not detect relevant associations
between polymorphisms of the Drug Metabolizing
Enzymes or mutation of the p2I™* and development
of pediatric bone tumors.

Conclusions. Alteration of TP53, p16™ and p21**"
seems to be involved in the development of pediatric
bone tumors and to be an unfavourable prognostic fac-
tor in this type of tumors.

Key words: Bone tumors. Children. Tumor sup-
pressor genes. Cell-cycle. Mutation.
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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas intere-
santes que diferencian a las células tumo-
rales de sus homdlogas normales es la
capacidad de exhibir una capacidad proli-
ferativa aparentemente ilimitada debida a
la alteracion del programa genético que
controla el crecimiento y diferenciacion.
Esta “inmortalidad” se debe tanto a la pér-
dida de funcién de los genes de supresion
tumoral como a la alteracién de las copias
normales de los oncogenes.

Los denominados genes de supresion
tumoral o antioncogenes ejercen un estric-
to control negativo de la proliferaciéon que
se expresa como una sefal que conduce a
la célula a ralentizar su crecimiento e
incrementar su nivel de diferenciacién. Si
tiene lugar la pérdida de dichos genes, la
célula no puede escapar a los ciclos de
divisién y se ve empujada a una prolifera-
ci6n incontrolada.

En la actualidad, las alteraciones gené-

ticas que conducen al desarrollo de los
tumores 6seos de los niflos no han sido
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completamente caracterizadas y, aunque
se ha demostrado la implicacion de los
genes de supresion tumoral TP53 y RB1'2,
otros aspectos moleculares criticos para
la tumorigénesis no estan bien definidos.

Las mutaciones que alteran el gen de
supresion tumoral TP53 pasan por ser las
alteraciones genéticas mas frecuentes en
tumores esporéadicos humanos®. La proteina
codificada por este gen es un importante
regulador del ciclo celular normal y posee
un papel clave en la supresion de la prolife-
racion celular anormal y promocién de la
apoptosis en respuesta al dafio en el ADN*,

Se ha demostrado recientemente que la
delecion de p16™ y de p21"" gon altera-
ciones comunes en diversas lineas celula-
res y tumores humanos®, y las proteinas
codificadas por ellos han sido identifica-
das como productos reguladores del ciclo
celular. Su funcién estd mediada por la
inhibicién de los complejos ciclina-CDK
(Cyclin Dependent Kinase), impidiendo asi
la fosforilacién de proteinas reguladoras
que bloquean el paso a la fase S (fase de

Genes analizados

en este estudio

*Ciclina-CDK

{Inactividad)

-Reparacién
-Apoptosis
-Diferenciacion

Figura 1. Representacién esquemética de las diferentes moléculas y genes implicados en la regulacién
del ciclo celular y la implicacién de los genes analizados en este estudio.
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replicacion) y el crecimiento celular’. El
maés interesante de estos reguladores es la
proteina codificada por el gen RB1, que es
el que, en ultima instancia, toma la deci-
sién de que la célula se replique o se
detenga antes de fase S.

Todos los genes anteriormente citados
(TP53, RBL, p16™'y p21*") estdn implica-
dos en la misma compleja via de regula-
cién y detencion del ciclo celular en res-
puesta a un dafio no reparable en el ADN
(Fig. 1) y el objetivo de este estudio ha
sido estudiar su implicacién en la génesis
de los tumores 0seos mas frecuentes en
los nifios, el osteosarcoma y Sarcoma de
Ewing (SE).

La mayoria de los metabolitos carcino-
génicos requieren para su detoxificacion
de la actuacion de las Enzimas Metaboliza-
doras de Drogas (DMEs o Drug Metaboli-
zing Enzymes). Estas enzimas intervienen
en diferentes puntos del metabolismo de
los agentes toxicos y en funcién de ello
son clasificadas como enzimas de fase I
(citocromos P450) o de fase Il (Transfera-
sas de Glutation, GST o Glutathione S-
Transferase)®. Hoy en dia se sabe que la
variabilidad genética en las enzimas de
estas superfamilias estd implicada en la

susceptibilidad individual a sufrir diferen-
tes tipos de tumores *".

Con el fin de lograr una mejor caracte-
rizacion de los tumores 6seos infantiles,
un dltimo objetivo del estudio ha sido
investigar la posible influencia de los poli-
morfismos genéticos de los genes CYP1Al
(Fase I) y GSTM (Fase II) en la susceptibi-
lidad a desarrollar tumores 6seos malig-
nos y su posible relacion con las caracte-
risticas moleculares y clinicas de los
pacientes.

MATERIAL Y METODOS

Se han obtenido muestras de tumor,
sangre periférica o ambas de pacientes
pediatricos con tumores 6seos (82 osteo-
sarcomas y 47 SE) asi como de una pobla-
cion control de 115 nifios sanos, de las que
se ha obtenido ADN mediante protocolos
convencionales.

La metodologia utilizada para la bis-
queda y caracterizacion de alteraciones en
los genes de supresiéon tumoral TP53,
ple™* p21%* y RB1, asi como de los poli-
morfismos de las DMEs se ha resumido en
la tabla 1'%,

Tabla 1. Metodologia utilizada para el anélisis de las alteraciones de los genes de supresiéon tumoral
TP53, pl6™, p21**" y RB1, asi como de los polimorfismos de las Enzimas Metabolizadoras

de Drogas (DMEs).

GEN Region estudiada | Alteracion Técnica Referencia
TP53 Exones 5a8 Mutacién 'DGGE, secuenciacién | Hamelin y col, 1993"
Borresen y col, 1991*
plems Fxones 1y 2 Mutacion 2§SCP, *RFLPs Sun y col, 1995*
Exén 2 Delecion Multiplex 'PCR Patino y col, 1997"
p21¥n Ex6n 2 Mutacién DGGE, secuenciacion Liy col, 1995
RB1 Intron 20 Delecion Anélisis de "VNTR Yandell y col, 1989
DME: CYP1A1| Pol T6235C (m1) | Polimorfismo | RFLPs Hayashi y col, 1991a"
Pol A4889G (m2) | Polimorfismo | "ASO-PCR Hayashiy (fol, 1991b*
DME: GSTM1 | Exones 4-5 Delecién Multiplex PCR Comstok y col, 1990"

DGGE, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Electroforesis en Geles Desnaturalizantes en Gra-
diente), *SSCP, Single Strand Conformation Polymorphisms (Polimorfismos en la conformacion de las
hebras monocatenarias), *RFLPs, Restriction Fragment Length Polymorphisms (Polimorfismos en el
tamano de los fragmentos de restriccion), 'PCR, Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), *VNTR, Variable Number of Tandem Repeats (Nimero Variable de Repeticiones en Tan-
dem), *ASO, Allele Specific Oligonucleotides (PCR con cebadores especificos de alelo).
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RESULTADOS

Analisis de mutaciones en TP53

Se analizaron los exones 5 a 8 del gen
de TP53 porque en esta regién se localizan
aproximadamente el 95% de las mutacio-
nes presentes en los tumores esporadicos
humanos. Se detectaron y caracterizaron
alteraciones del gen TP53 tanto en mues-
tras de tejido tumoral como en la linea ger-
minal (Tablas 2 y 3).

De los cambios genéticos detectados en
esta serie, mas del 90% estan representados
por mutaciones en que el cambio de una
base a nivel del ADN origina un cambio en el
aminoécido codificado en la proteina o la
aparicion de un codén de terminacion (Figs.
2A, 2B), y s6lo un paciente era portador de
una compleja mutacién por delecién en el

ex6n 7 del gen®. En algunas de las muestras
(99, 2, 339, Tabla 3) en que se disponia tni-
camente de tejido tumoral incluido en para-
fina, no fue posible obtener ADN de suficien-
te calidad para obtener una secuenciacién
eficiente, por lo que se carece de evidencia
de que dicha alteracion contribuya al desa-
rrollo del tumor. Sin embargo, en muestras
de sangre de los mismos pacientes no se
detecto la alteracién en la movilidad electro-
forética en DGGE, por lo que se puede des-
cartar que dicha alteracién suponga un poli-
morfismo en la secuencia codificante que, en
este caso estaria igualmente presente en las
células de sangre.

Los tumores portadores de alteracio-
nes en la secuencia de TP53 parecen com-
portarse de manera mas agresiva e impli-
car peor pronoéstico, aunque la relacion

Tabla 2. Frecuencia y tipo de alteraciones detectadas en los genes de supresion tumoral RB1, TP53,
pl6™y p21"™™ en la serie de osteosarcomas y sarcomas de Ewing analizados.

Osteosarcomas Sarcomas de Ewing
Gen Normales Alterados Polimérficos | Normales  Alterados Polimérficos
TP53 75,5% 24.5% 0% 73,4% 20% '6,6%
RB1 78,9% 21,1% n.d. n=6 (i) n=1 (i) n.d.
P1emss 82% 18% 0% 83% 0% 17%
P21%F 1 80% 6% 14% 91% 0% ‘9%

' Polimorfismo R213R, ex6n 6, gen TP53, ? i, estudio incompleto, *Polimorfismo A48T, ex6n 2, gen
pl6™, “Polimorfismos A64T y S31R, gen p21%", n.d., no determinado por el tipo de analisis utilizado.

Tabla 3. Localizacién y naturaleza de las alteraciones detectadas en la secuencia codificante del gen

TP53 en las muestras analizadas.

Muestra Ex6n | Codén | Cambio del ADN | Cambio de Ia proteina
#45, osteosarcoma 8 273 CGT/CAT Arg/His
#43, osteosarcoma 8 268 AAC/AGC Asn/Ser
#259, osteosarcoma 8 282 CGG/TGG Arg/Trp
#19, osteosarcoma 7 250 Del C Desfase
7 250 CCT/TTC Pro/Phe
#46, osteosarcoma 6 196 CGA/TGA Arg/Stop
#319, osteosarcoma 6 213 CGA/TGA Arg/Stop
#15, osteosarcoma 5 175 CGC/CAC Arg/His
#99, #2, #339, osteosarcoma| 5 7 ? &7
#80, sarcoma de Ewing 8 273 CGT/CAT Arg/His
#330, sarcoma de Ewing 8 268 AAC/AGC Asn/Ser
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Figura 2. Ejemplos de las técnicas y resuitados del analisis de mutacion en los diferentes genes. A) DGGE del
gen TP53 que muestra alteraciones en la movilidad electroforética de las muestras M (mutantes)
respecto a las N (normales), B) Ejemplo de secuenciacion del exon 6 del gen TP53 en que se
demuestra la presencia de un cambio de citosina a timina, C) Coamplificacién del ex6n 2 del gen
p16™ con una banda control que demuestra la delecién del gen (muestras “del”) por ausencia de
la banda superior, D) Autorradiografia en que se muestra la delecién del alelo superior de RB1 en

la muestra 259 (N, normal; T, tumor).

detectada no era estadisticamente signifi-
cativa (Fig. 3). Si se detect6 relacion signi-
ficativa entre el diagnostico y la supervi-
vencia, de manera que los osteosarcomas
de subtipo histolégico condroblastico y
los SE presentaban supervivencias reduci-
das respecto a otros subtipos histologicos
de osteosarcoma (fibroblastico, telangiec-
tasico, y osteoblastico) (p=0,003).

Analisis de mutacién y deleciéon en
el gen p16™

Se detect6 delecién homocigota del gen
pl6™ exclusivamente en pacientes con
osteosacomas (Tabla 2) (Fig. 2C). Todos los
pacientes portadores de deleciones en este
gen resultaron ser osteosarcomas de subti-
po histolégico condroblastico y que pre-
sentaban una supervivencia muy reducida.

ANALES Sis San Navarra 2000, Vol. 23, N° 1, enero-abril

La frecuencia del polimorfismo A148T
(Alanina/Treonina en el codén 148 de la
proteina) del ex6n 2 del gen es de 17% en
nuestro grupo de SE; dicho valor es signifi-
cativamente mayor al descrito para la
poblacion general caucasica.

No se detectaron mutaciones que alte-
rasen la secuencia codificante de los exo-
nes 16 2 del gen p16™“y que pudieran, por
tanto, participar en la carcinogénesis de
estos tumores en muestras de tumor ni de
sangre periférica.

Andlisis de mutacién en el gen
p2 IWAFI

En el anilisis del gen p2I""' no se
detectaron mutaciones que alteraran la
secuencia codificante normal, por el con-
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Figura 3. Curva actuarial de supervivencia en pacientes con tumores 6seos (osteosarcomas y ES) en
relacion con a) la presencia de mutaciones en el gen TP53 y b) con el diagnéstico o subtipo

histolégico.

trario, si se han descrito variaciones nucle-
otidicas polimérficas que han sido previa-
mente descritas, tanto en tumores de dife-
rentes origenes como en la poblacién
normal (Tabla 2).

Analisis de delecién en el gen RB1

Con el fin de analizar la pérdida de hete-
rocigosidad (LOH, Loss of Heterozygosity) o
delecion en el gen RB1 se amplificé un mar-

30

cador polimérfico localizado en el intrén 20
del gen que consiste en la repeticién en tan-
dem de las unidades CTTT o CTTTT un
numero variable de veces. El nimero de
muestras heterocigotas o informativas
rinde un porcentaje de heterocigosidad de
72% para este marcador en nuestra serie.

Mientras que la alteracién mas frecuen-
te del gen RB1 en osteosarcomas era la
delecion (ILOH) (Fig. 2D), en uno de los SE,
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se comprob6 que una de las bandas pre-
sentes en el tumor era diferente a las del
tejido normal, lo que refleja un evento de
inestabilidad en el tumor y que ha sido
relacionado, asi como la delecién, con la
carcinogénesis (Tabla 2).

Genotipos para las Enzimas Metabo-
lizadoras de Drogas (DMEs)

Entre las variaciones genéticas descri-
tas en el gen CYP1AL, existe un polimorfis-
mo para la endonucleasa Mspl que se
denomina T6235C o m1 que ha sido aso-
ciado con diferentes tipos de tumores en
diferentes poblaciones °. En el alelo mas
frecuente (wt o wild type) no existe diana
para Mspl, sin embargo, en el mutante
(ml) existe un cambio T por C que origina
la diana para Mspl. Las frecuencias obser-
vadas para estos alelos fueron de 0,87 para
wt v 0,13 para ml (considerando una
poblacién normal de 115 nifios sanos).

Fl segundo de los polimorfismos anali-
zados en el gen CYP1Al (A4889G o m2)
consiste en un cambio nucleotidico que
origina una sustitucién de isoleucina por
valina. La frecuencia observada para los
alelos de este polimorfismo fueron 0,96
para el alelo normal y 0,04 para el mutante
o m2 en la poblacién pediatrica normal.

No se detectaron diferencias estadisti-
cas en la distribucién de los genotipos de
nuestros pacientes con tumores 0seos, ni
considerando cada uno de estos marcado-
res independientemente, ni en conjunto.
Es destacable el hecho de que el genotipo
CYP1A1*1/*2A se encuentra en una fre-
cuencia estadisticamente menor en ES que
en osteosarcomas (p=0,0284)(Tabla 4a).

Las frecuencias para los alelos GSTM1*0
(ausencia de gen GSTM1) GSTM1*1 (presen-
cia del gen GSTM1) en la poblacién normal y
los pacientes con tumores no difieren esta-
disticamente (Tabla 4b).

Cuatro de los osteosarcomas incluidos
en el anéalisis desarrollaron diferentes
tipos de leucemias, pero el desarrollo de
estos tumores secundarios no parece
estar relacionado con el genotipo para las
DMEs, dado que los pacientes eran
CYP1A1*1/*1-GSTM1*1 en dos casos y
CYP1A1*1/*1-GSMT1*0 y CYP1Al1*1/*2A-
GSTM1*0 en cada uno de los otros pacien-
tes.

No se detecté ninguna relacion entre
los genotipos para las DMEs y datos clini-
cos (pronoéstico, sexo o subtipo histolégi-
co) o moleculares (mutacién en TP53,
p16|NK4 Ie) pZIWAFl).

Tabla 4a. Distribucion de los genotipos para los polimorfismos del gen CYP1A1 detectados en indivi-
duos normales y pacientes pediatricos con tumores 6seos.

'Genotipo CYP1A1 Controles Osteosarcomas SE
CYP1A1*1/*1 74,78% 72,9% 88,1%
CYP1A1*1/*2A 17,4% 20,3% 4,8%
CYP1A1*1/*2B 6,9% 5,1% 7,1%
CYP1A1*2A/*2A 0, 87% 1,7% 0

'En la nomenclatura estandar, el alelo normal para ambos marcadores es CYP1A1*1, los alelos con el
polimorfismo en T6235C y alelo normal en A4889G son CYP1A1*2A, y finalmente, la asociacion de
ambas formas polimoérficas, ml y m2, se denomina CYP1A1#2B.

Tabla 4b. Distribucién de los genotipos para el gen GSTM1 en individuos normales y en los grupos de

pacientes analizados.

Genotipo GSTM

'GSTM1*1 *:GSTM1*0
Controles 58,3% 41,7%
Osteosarcomas 55,9% 44.1%
SE 50% 50%

'GSTM1*1, presencia del gen GSTM; *GSTM1*0, delecién homocigota del gen GSTM.
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DISCUSION

Analisis de los genes de supresion
tumoral TP53, p16™, p21"", RB1

Los valores de alteracion de los genes
pl6™* y TP53 en nuestra serie coinciden
con los publicados por otros autores ##y
apoyan la hipoétesis de que el principal
mecanismo de inactivacién del gen p16™%
es la delecién (junto con otros mecanis-
mos epigenéticos como la metilacién), y
también que las alteraciones de TP53
estan implicadas en la génesis del osteo-
sarcoma, tanto en adultos como en nifos.
Es importante considerar que pueden exis-
tir alteraciones en otros genes implicados
en la via reguladora del gen TP53 (p.e. el
MDM2, murine double minute-2, amplifica-
do en 15 a 30% de los tumores 6seos) que
pueden suponer un mecanismo alternativo
a la inactivacién de TP53.

Las mutaciones de “cambio de sentido”
(cambio del aminoacido debido a altera-
cién del triplete codificante) en los codo-
nes conservados del gen TP53 suponen la
alteracién mas frecuente en los tumores
esporadicos humanos, que ha sido igual-
mente el tipo de mutacién predominante
en nuestra serie.

Se ha detectado una cierta asociacion,
no significativa, entre la presencia de alte-
raciones para el gen TP53 y las caracteris-
ticas clinicas del tumor, de modo que los
pacientes con osteosarcoma que poseian
un gen TP53 de tipo normal presentaban
una supervivencia media de 73% (a 14
afos), mientras que en aquélios con el gen
alterado la supervivencia se reducia hasta
51%. Asi mismo, se ha encontrado relacién
entre el prondstico y el diagnoéstico, de
modo que los tumores con supervivencias
mas reducidas eran los osteosarcomas
condroblasticos y los SE (Fig. 3).

La ausencia de mutaciones en el gen
pl6™ en tumores dseos de nifnos coincide
con la baja frecuencia de este tipo de alte-
raciones detectadas en osteosarcomas de
adultos®*. Respecto a los cambios nucleo-
tidicos, es destacable que la frecuencia del
polimorfismo Al48T en los SE, 17%, es
superior a la descrita para la raza Caucési-
ca' y podria atribuirse, bien a una diferen-
cia poblacional, como se ha descrito que

32

existe en la poblacion de Alaska, o bien
tener algin valor en la génesis de este tipo
de tumor pediatrico.

Todos los pacientes con deleciones de
pl6™ fueron diagnosticados como osteo-
sarcomas condroblasticos, desarrollaron
metastasis pulmonares y fallecieron en un
periodo entre 16 y 34 meses. Este hecho
parece sugerir que la delecién del gen de
supresién tumoral pl6™ puede ser un
valioso factor prondstico asociado a tumo-
res de comportamiento muy agresivo, aun-
gque consideramos que esta serie es dema-
siado reducida para extraer conclusiones
definitivas.

Se ha demostrado que existe una corre-
lacién inversa entre la presencia de la pro-
teina pl16™“ y la codificada por el gen RB1
(p110™), que pertenecen a la misma via de
tumorigénesis, de manera que la pérdida o
alteracién de pl6™ alteraria las funciones
de p110®. Esta relacién adquiere un signifi-
cado especial en los osteosarcomas, en
que se ha demostrado que las mutaciones
de RB1 ocurren de forma no aleatoria. De
hecho, aunque el namero de muestras en
que se ha analizado la pérdida de RB1 en
este estudio es reducido, nunca se dan en
la misma muestra alteracion de los genes
RB1 y p16™ conjuntamente.

La ausencia de mutaciones en el gen
p21*™"" en nuestra serie de tumores 6seos
puede responder a diferentes explicacio-
nes. En primer lugar, el gen TP53, perte-
neciente a la misma via de actuacién, ha
resultado ser mutante en, aproximada-
mente, 25% de nuestras muestras. Ade-
més, dado que p21*" bloquea la entrada
en fase S del ciclo celular inhibiendo la
actividad de las CDKs que fosforilan
pl10®, esta via requeriria la presencia de
un gen RBI intacto * y, sin embargo, se
han detectado deleciones de RB1 en,
aproximadamente, 21,1% de nuestros
osteosarcomas, ademas de que ya se ha
mencionado que RB1 puede estar altera-
do por la via de la mutacién en un nime-
ro importante de osteosarcomas. Otra
posible explicacidén para la baja frecuen-
cia de inactivacién de p21"" en tumores
humanos se basa en el papel “protector”
que ejerce este gen sobre la apoptosis
mediada por TP53* y, como sugieren
otros autores, la abolicién completa de
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las funciones del gen podria ser incompa-
tible con la vida de la célula, por lo que
las mutaciones de p21"! serian un hallaz-
go poco frecuente en tumores humanos.
Sin embargo, investigaciones recientes,
basadas en estudios con ratones knock-
out para p21™", sugieren que este gen
puede carecer de un papel importante en
el desarrollo o progresiéon de la mayoria
de tumores humanos. Esta afirmacién se
basa tanto en la ausencia de mutaciones
en la secuencia codificante del gen en los
tumores estudiados como en que los rato-
nes p21"" knock-out no presentaban un
incremento en la incidencia de tumores *.

Aunque la mayoria de las alteraciones
detectadas en p21™" no son cambios
“silenciosos”, ya que modifican el aminoé-
cido codificado, el hecho de que se detec-
ten igualmente en la poblacién normal
apoya la hipotesis de que no contribuyen
en realidad al desarrollo de este tipo de
tumores pediatricos. Ademas es importan-
te considerar que aunque se ha analizado
el 87% de la regidon codificante del gen
p21%"! no se puede excluir la presencia de
alteraciones en otras regiones del gen o en
secuencias que regulan su expresion.

Otros autores han descrito mutaciones
que alteren la funcién de la proteina p21""
Unicamente en un carcinoma de mama inva-
sivo y en un caso de cancer de pristata **,
lo que sugiere que la alteracion de este gen
es un hecho infrecuente en la mayoria de los
tumores pediatricos y de adultos.

Genotipos para las enzimas metabo-
lizadoras de drogas (DMEs)

Un gran numero de estudios recientes
sugieren que los polimorfismos en las
DMEs pueden estar implicados en la sus-
ceptibilidad genética individual a padecer
cancer *. En nuestra serie no hemos detec-
tado ninguna correlacién destacable, lo
que, de cualquier manera, coincide con la
naturaleza y origen de este tipo de tumores
pediatricos, que no se encuentran entre los
tumores tipicamente inducidos por agentes
quimicos. De hecho, en la actualidad se
desconoce un porcentaje importante de los
efectos causantes tanto del osteosarcoma
como del SE. En el caso del osteosarcoma
se ha sugerido un origen viral y el Gnico
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agente medioambiental relacionado es la
radiacion ionizante, que estd en el origen
de, aproximadamente, 3% de los osteosar-
comas. Si estd bien documentado el papel
que poseen en su origen los genes TP53 y
RB1, asi como otros, atin no caracterizados,
localizados en 3q y 18¢*.

En el caso del SE, la alteracion mejor
caracterizada es la translocacion t(11:22)
(q24;q12), que esta presente en aproximada-
mente 95% de estos tumores y que origina
una proteina quimérica y transformante a
través de la fusion de los genes EWS y FLI1 %

En este grupo de pacientes no parece
existir relacién entre la presencia de un
determinado genotipo para las DMEs y
mutacién en TP53, RB1 o cualquiera de los
genes analizados, ni tampoco en el desa-
rrollo de segundos tumores.
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