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Resumen. Fundamento: Alteraciones en los genes de supresion
tumoral en general, y de p16INK4 y TP53 en concreto, se han
relacionado con €l desarrollo del cancer debido a suimportante papel en
laregulacion del ciclo celular normal. Dado que las alteraciones
genéticas que conducen alaaparicion del osteosarcoma en pacientes
pediatricos no estan completamente definidas, nos hemos propuesto
evaluar laimportancia de la alteracion de los genes anteriormente
mencionados en el desarrollo de este tipo de tumores pediétricos.

Material y métodos: Se analizaron 64 muestras (tejidos frescos,
biopsiasincluidas en parafinay linfocitos de sangre periférica)
correspondientes a 38 pacientes afectos de osteosarcoma. Se analizé el
gen TP53 mediante la blisqueda de mutaciones por DGGE (Denaturing
Cradient Gel Electrophoresis) en la secuencia codificante de los exones
5a8. El andlisis de p16INK4 consistio en la deteccion de deleciones
mediante amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) y de
mutaciones puntuales mediante SSCP (Single Srand Conformation
Polymor phisms).

Resultados: El andlisis demostro que 18,4% de las muestras eran
portadoras de mutaciones en la secuencia codificante de TP53y 7% de
ellas presentaban del eciones homocigotas de p16INK 4. Parece existir
correlacion entre presencia de delecion de p16INK4 y mal prondstico;
mientras que la mutacion de TP53 parece estar relacionada con
supervivencia reducida, aunque no significativamente.

Conclusiones. Lamutacion de TP53y, en menor grado, la delecidn
de p16INK4 parecen estar implicadas en el desarrollo del osteosarcoma
pedidtrico; ademés, la alteracion de estos genes parece constituir un
factor de mal prondstico.
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corresponding to 38 pediatric osteosarcoma patients. TP53 mutations
were analyzed by DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
analysis of exons 5 through 8. We searched for deletionsin the
p16INK4 gene by PCR (Polymerase Chain Reaction) analysis and point
mutations were screened by means of SSCP (Single Srand
Conformation Polymor phisms).

Results: Our analysis showed that 18.4% of the samples harbored
mutations in the coding region of TP53 and that 7% had a homozygous
deletion of the p16INK4 gene. Our results suggest that p16INK4
deletions may constitute a bad prognostic factor and that TP53
aterations may be correlated, although not statistically, with reduced
surviva time.

Conclusions: Mutations of the TP53 and deletion of p16INK4
tumor suppressor genes seem to be involved in the devel opment of
pediatric osteosarcoma. Moreover, alterations of these genes may
constitute a prognostic factor related with poor prognosis or decreased
survival time.

Key words: Osteosarcoma, TP53, p16INK4, pediatric, mutation,
deletion, survival.

INVOLVEMENT OF THE TP53 AND p16INK4 TUMOR
SUPPRESSOR GENESIN THE DEVELOPMENT OF
PEDIATRIC OSTEOSARCOMA IN SPANISH PATIENTS

Abstract. Objective: Alterations affecting tumor suppressor genes,
specifically p16INK4 and TP53, have been shown to be involved in the
development of human cancer due to their important role in the control
of normal cell cycle progression. As the genetic events leading to the
development of pediatric osteosarcoma remain partially unclear, we
have tested the possibility that a significant number of pediatric
osteosarcoma patients harbor mutations in these genes.

Patients and methods: We have analyzed 64 samples (fresh tissues,
paraffin embedded biopsies and peripheral blood lymphocytes)
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Introduccion

Es bien conocido que la célulatumora difiere de la diploi-
de normal, entre otras caracteristicas, en su posibilidad de exhi-
bir una capacidad proliferativa aparentemente ilimitada, debido
alaalteracion de su programa genético que controla el creci-
miento y la diferenciacion normales. Dicha propiedad de in-
mortalizacion se debe, probablemente, tanto ala pérdida de la
funcion normal de determinados genes (antioncogenes o genes
de supresién tumoral), como ala alteracion de las copias nor-
males de otros (oncogenes). Algunos de estos genes de supre-
sién tumoral han sido identificados, y entre ellos se encuentran
el TP53y p16INK4. Ambos son de actuacion recesiva, es decir,
ambos alelos deben de estar alterados, inactivados o ausentes
para que se produzca la transformacion maligna.

Como ya hemos mencionado, |os genes de supresion tu-
moral gjercen un control negativo de la proliferacion celular que
se expresa como una sefial que llevaalacélulaaralentizar su
crecimiento y aincrementar su nivel de diferenciacion. Unavez
quetiene lugar la pérdida de funcidn de estos genes, lacélulano
puede escapar alos ciclos de division y se ve empujada a una
proliferacion incontrolada. Dichos genes estan localizados en
regiones cromosomicas que se ha demostrado estan frecuente-
mente alteradas o del ecionadas en pacientes con cancer(®,

Los eventos moleculares que llevan ala génesis de los tu-
mores 6seos infantiles no son completamente conocidos en la
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Tabla | Alteraciones del gen TP53 detectadas en
las muestras tumorales mediante el

analisis por DGGE

Muestra Exon Coddn Cambio DNA Cambio proteina  Subtipo

histoldgico
22A 8 273 CGT-CAT Arg-His Osteoblastico
45A,B,C 8 273 CGT-CAT  Arg-His Condroblastico
43B 8 268 AAC-AGC Asn-Ser Osteoblastico
19R 7 250 del C Desfase  Condroblastico
250 CCC-TTC  Pro-Phe
46B 6 196 CGA-TGA Arg-Stop Fibroblastico
15C 5 175 CGC-CAC Arg-His Osteoblastico
2C 5 ? ? ? Osteobl astico

actualidad; aunque se han descrito diferentes alteraciones gené-
ticas que anulan o alteran la funcion normal de los genes de
supresion tumoral Rby TP53(@3),

Recientemente, se ha demostrado que la ateracidn del gen
p16INK4 es un evento frecuente en diferentestipos de lineas ce-
lulares tumorales, asi como en tumores primarios®. El gen co-
dificauninhibidor de los complejos ciclina D-quinasa 4 depen-
diente de ciclina (CDK4), que son parcialmente responsables de
la progresion normal del ciclo celular (Fig. 1). La proteina
p16INK4 es capaz deinhibir la capacidad catalitica de los com-
plgjosciclinaD-CDK4 y, por tanto, lasubsiguiente fosforilacion
de proteinas necesarias para que la célula transcurra de la fase
GlasS. Sehapostulado que si €l gen p16INK4 esta de alguna
manera alterado funcionalmente, no existe el mecanismo regu-
lador que detiene €l ciclo celular andmalo, lo que podria con-
ducir alaneoplasia através de un crecimiento incontrolado®.

Las mutaciones que ateran e gen de supresion tumora TP53
pasan por ser |as alteraciones genéticas mas frecuentes en tu-
mores esporadicos humanos®. Al igual que en el caso anterior,
este gen es un importante regulador del ciclo celular normal y
su funcidn en la supresion de la proliferacion celular anormal en
respuesta a dafio en € DNA, es de tal importancia, que hare-
cibido por ello el nombre de “guardian del genoma’.

La proteina codificada por €l gen actiaen e punto de con-
trol de G1 a'S; asi, en presencia de dafio en €l DNA celular, los
niveles de TP53 se incrementan y promueven una cascada de
eventos que tiene como consecuencia final la detencion del ci-
clo celular antes de que se puedareplicar e DNA dafiado, dan-
do asf alacélulalaoportunidad de reparar laateracion (Fig. 1).
Si lareparacion no tiene lugar o no es adecuada, la presenciadel
gen TP53 normal conduce ala célulaaunamuerte celular pro-
gramada o apoptosis™9.

En este estudio hemos analizado |os genes de supresion tu-
moral TP53 y p16INK4 en un grupo de muestras procedentes
de pacientes pediétricos afectos de osteosarcoma, con € fin de
determinar si dichos genes estan implicados en lagénesis de es-
te tipo de tumores. Merece la pena destacar que en un estudio
previo se ha demostrado que este mismo grupo de pacientes no
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Figura 1. Principales moléculas que intervienen en €l punto de control
G1-Sdel ciclo celular.

poseia mutaciones puntuales en los codones 12 y 61 de los on-
cogenes de lafamiliaras®o,

Material y métodos
Pacientesy muestras

Se obtuvieron muestras de tejido y de sangre periférica de
pacientes tratados en la Clinica Universitaria de Navarra,
Pamplona. Se examinaron 64 muestras correspondientes a 38
pacientes afectos de osteosarcoma, paraseis delos cuaes se dis-
ponia ademds de muestras paral elas de sangre periférica.

En € caso deloslinfocitos periféricos (n=6) y de tejidos fres-
cos (n=9), el DNA gendmico se obtuvo mediante aislamiento
y purificacion con proteinasaK y extraccion mediante protoco-
los convencional es con fenol-cloroformo. En el caso delas biop-
siasincluidas en parafina (n=49), se obtuvieron cortes seriados
y se desparafinaron siguiendo protocol os convencionales con li-
geras modificaciones en cuanto atiempos de digestion y con-
centracion de proteinasa K,

Analisis del gen p16INK4
PCR-SSCP

Losexones 1y 2 del gen p16INK4 seamplificaron utilizando
cebadores y condiciones previamente descritos®?. Brevemente,
se amplificaron 200 ng de DNA gen6émico en un volumen dere-
accion de 25 pl que contenia 10 pmol de cada uno de los ceba-
dores, 200 uM de dNTPs, TrisHCI (pH 8,5) 20 mM, SO4(NH.),
16 mM, MgCl, 2,5 mM, 150 pg/ml de BSA, DMSO 5%y una
unidad de Tag DNA polimerasa (BioTag™, Bioprobe Systems).

Parael andlisis de SSCP se utilizaron geles de poliacrilami-
da (49:1, acrilamida:bisacrilamida) a 12% con 10% de gliceral.
Antes de comenzar |la electroforesis, a2 pl de muestra se afia-
dieron 10 pl de solucién de carga (formamida 95%, EDTA 20
mM, azul de bromofenol 0,05% y xileno cianol 0,05%), se des-
naturalizaron a 94 °C durante 6 min y se colocaron inmedia-
tamente en hielo. La electroforesis se mantuvo a 200 V en una

Andlisis molecular de los genes supresores tumorales p16INK4 y TP53 en osteosarcomas pediétricos en pacientes espafioles 479



ACLGT

Al

A -

AC we— ACGT ACGT

iC A - -—

TC m— ==

1- I o — — L -

CC -

llf_ L - L-H-IE = il
AT = — ey | o = -— = & g
C A — - *
TC - -

iC1 - : — = — =

G - W

GG . — |

f"" h Farmmy sl Lrwrwvd Seamai

Figura 2. IZQDA: Secuenciacion del exon 7 del gen TP53 del paciente
19R que muestra el patrén mutante: alelo 1 con una mutacion en tandem
CC-TT frente a patron norma y alelo 2 con delecién de una C.
DCHA: Secuenciacion del exén 6 del gen TP53 del paciente 46B que mues-
tralasustitucion deuna T por una C, |o que provocalaaparicién de un co-
dén de terminacion en laposicion 196 de la proteina

camararefrigeradaa 4 °C hasta que el colorante xileno cianol
alcanzabad bordeinferior del gel. Traslaelectroforesislas ban-
das se visualizaron mediante tinciones con plata®d.

En aquellos casos en que €l patron de bandas de SSCP no
erasuficientemente claro, serepitio laelectroforesisen las mis-
mas condiciones tras digestion de los fragmentos de amplifica-
cion con laenzima de restriccion Sma l.

Andlisisde las deleciones de p16INK 4

Para detectar la presenciade deleciones en el gen p16INK4
se coamplificd el exdn 2 de dicho gen con un fragmento de 220
pb de laregion V42 del receptor de linfocitos T como control
interno de lareaccion de PCR en condiciones similares alas des-
critas anteriormente.

Para el andlisis de los resultados, los productos de amplifi-
cacion se separaron, mediante electroforesis, en geles de agaro-
saa 2% que contenian 0,5 pg/pl de bromuro de etidio y se fo-
tografiaron. Para que fuera posible la comparacion de la am-
plificacion de ambos fragmentos la reaccion de PCR se mantu-
vo en e rango exponencial minimizando el DNA de partiday el
numero de ciclos aplicados.

Se consider6 que existia delecion homocigota si, en tres
reacciones independientes, habia ausencia completade sefia de
amplificacion correspondiente al ex6n 2 de p16INK4 y pre-
senciadel fragmento del TCR.

Analisis de las mutaciones de TP53 y
secuenciacion

La busqueda de mutaciones en el gen TP53 se llevé a cabo
segUn protocol os ya publicados con ligeros cambios en los tiem-
pos de electroforesisi419),

Aquellas bandas que presentaban movilidades electroforé-
ticas alteradas al compararlas con una muestra normal se se-
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Figura 3. Curvaactuaria de supervienciaen pacientes con osteosarcomas
en relacion con la presencia de mutaciones en e gen TP53.

cuenciaron utilizando secuenciacion ciclica con Thermo
Sequenase™ Cycle Sequencing Kit (Amersham Life Science).

Resultados
Andlisis de las mutaciones del gen TP53

Se analizaron Unicamente los exones 5 a 8 del gen de supre-
sion tumoral TP53 porque dicharegidn supone aproximadamente
€l 80% de los dominios conservados del gen (codones 97 a292) y
es donde se localizan més de 85% de las mutaciones que han sido
detectadas en tumores esporéadicos de muy diferente naturaleza.

Se detectaron ateraciones en 9 muestras correspondientes a
7 pacientes afectos de osteosarcoma (Fig. 2). Lalocalizacion de
las mutaciones fue: tresen €l exdn 8, dosen el exdn 5y unaen
los exones 6y 7 respectivamente (Tablal). En total se detecta
ron ateraciones de la secuencianormal en 18,4% de los pacien-
tes, lo que confirma los resultados de articul os previos que des-
tacan el papel del gen TP53 en la carcinogénesis. Cabe destacar
gue todas | as alteraciones detectadas suponian cambios de ami-
noacidos de la proteina, por lo que ningunade ellas podia ser con-
siderada una variacion polimdrfica de la secuencia. Sin embar-
0o, en &l caso delamuestra 2C, aunque presentaba un patron cla-
ramente mutante en heterocigosisen el andlisis de DGGE, no fue
posible obtener DNA de calidad suficiente para su secuenciacion,
por lo que no podemos estar realmente seguros si presenta una
mutacion en lasecuencianucleotidicao s laalteracion representa
unamutacién silenciosa o polimorfismo que no tendria, por tan-
to, relacion alguna con € desarrollo del tumor.

Se encontraron alteraciones tanto en tejido de reseccion de
tumores primarios (n=4), como en el DNA de metéstasisadis-
tancia(n=4) o en recidivas|ocales (n=1). En € caso del paciente
45, en que disponiamos de tejido obtenido de biopsiadel tumor
primario, de recidivalocal y de metéstasis pulmonar, se encon-
tr6 la presencia de la misma mutacion en las tres muestras.

No se encontd relacion significativa entre la alteracion del
gen TP53 y los parametros clinicos, aunque aquéllos pacientes
gue presentaron mutaciones poseian un tiempo de superviven-
ciaa 14 afios menor que los que presentaban un gen TP53 de ti-
po normal (Fig. 3).
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Figura 4. Gel de agarosaen €l que se observaladelecidn del exén 2 de
p16INK4 en las muestras de las calles3a6. Lascales 1, 2y 7 corres-
ponden a pacientes no delecionadosy lacalle M es el marcador de peso
molecular.

Andlisisdelasdelecionesdel gen p16INK 4

Se detectd delecién homocigotadel gen de supresion tumo-
ral p16INK4 en 5 muestras correspondientes a 3 pacientes afec-
tos de osteosarcoma, que se reconocio como ausencia de am-
plificacion del exdn 2 del gen en presencia de amplificacion del
segmento control (Fig. 4). La frecuencia de delecion homoci-
gota encontrada, 7,9% de | os pacientes, no difiere sustancial -
mente de la previamente reportada en este tipo de tumor en mues-
tras de pacientes adultos. Los tres pacientes en que se detectd
delecién poseian osteosarcomas condroblasticos en €l estadio
|1B de acuerdo con laclasificacién de Enneking®®, presentaron
metéstasis pulmonares en su seguimiento y fallecieron en un pe-
riodo entre 16 y 34 meses. Por tanto, en nuestra serie, la pre-
senciade delecion del gen p16I1NK4 esta significativamente re-
lacionada con mal prondstico en aquellos pacientes afectos de
osteosarcomas condroblsticos (Fig. 5).

En uno de los pacientes en que se disponia de muestra de te-
jido del tumor primario y de dos metastasis diferentes, se detectd
delecion del gen p16INK4 en todas las muestras.

Andlisisde mutacionesen el gen p161NK4

En ¢ andlisis mediante SSCP de |os fragmentos de amplifi-
cacion correspondientes alos exones 1y 2 del gen no se en-
contraron cambios nucleotidicos que alterasen la secuencia co-
dificante delosexones 1 6 2 del gen p16INK4 en ningunade las
muestras de tejido ni sangre periférica.

Discusion

Se disponia de un completo seguimiento de todos los pa-
cientes de osteosarcomaincluidos en €l estudio, desde €l diag-
ndstico hasta la actualidad; dicho seguimiento incluye datos acer-
cadel tratamiento, desarrollo de recidivas locales 0 metéstasis
adistanciay tiempo de supervivenciatotal y libre de enferme-
dad entre otros parametros.

Los valores de frecuencia de mutaciones del gen TP53 son
similares alos encontrados en otros estudios previosy apoyan la
idea de que dicho gen cumple un papel de importanciaen e de-
sarrollo de estetipo de tumores pediatricos. El valor del porcenta-
je de mutaciones de TP53 en este estudio es ligeramente inferior
a detectado por otros autores; larazon de esta diferenciaes, pro-
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Figura5. Curvaactuarial de supervivencia en pacientes con osteosarco-
mas condroblasticos en relacion con la presencia de delecién homocigo-
tadel gen p16INK4.

bablemente, ladiferenciaen  planteamiento del protocolo, yague
dichos autores extendian la blisqueda de mutaciones desde € exon
2d 11 ademasderedizar andlisis de grandes reordenamientos del
gen através de técnicas de hibridacion por Southern@1?,

Se ha demostrado que las mutaciones de cambio de sentido
en los codones conservados del gen TP53, codones 130 a 286,
se encuentran frecuentemente implicadas en € desarrollo de tu-
mores esporadicos humanos, dando idea de laimportanciadela
funcidn de | as regiones de la proteina codificadas por dichos seg-
mentos. En nuestra serie, 71,43% de las muestras mutantes eran
portadoras de este tipo de mutaciones que cambian €l aminoa-
cido debido a mutacion puntual en el triplete codificante.

Todas las mutaciones detectadas en |os tumores de esta se-
rie han sido previamente descritas en laliteratura®); algunas de
ellas, como el cambio de argininaa histidinaen e codén 273y
la generacion de un coddn de terminacion en e aminoécido 196,
se han descrito en un amplio espectro de tumores y lineas ce-
lulares diferentes con una frecuencia bastante elevada; estas mu-
taciones representan transiciones en dinucledtidos CpG
(CpG - TpG 0 CpG - CpA) que estan relacionados con unaele-
vada frecuencia de mutacion. Sin embargo, lamutacion de cam-
bio de sentido en € coddn 268 y lamutacion en tandem del exon
7 s6lo han sido detectadas en dos ocasiones cada ung, y en nin-
gun caso en el mismo paciente.

No conseguimos obtener DNA de suficiente calidad como pa-
rallevar acabo la secuenciacion ciclica de lamuestra 2C, por o
que no podemos estar seguros de la naturaleza ni la posicion de
estamutacion que afectaa exdn 5 del gen. Sin embargo, €l frag-
mento de amplificacion de dicha muestra migraba més lentamente
en el DGGE que lamuestra control normal, por lo que se podria
predecir la presencia de un cambio GC - AT en esaregion.

No se ha encontrado una correlacion significativa entre la
presencia de mutaciones en €l gen TP53 y parametros clinicos
0 caracteristicas del tumor, aungue en publicaciones previas se
ha sugerido que la presencia de alteraciones en este gen supresor
tumoral puede estar relacionado con tumores de comportamien-
to més agresivo y peor prondstico, y en nuestra serie parece exis-
tir unatendenciaalareduccién delasupervivenciaa 14 afios en
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|os pacientes que son portadores de tumores con TP53 alterado.

Lafrecuencia de delecion homocigota detectada en nuestra se-
rie, 7,9%, no difiere de la encontrada en tumores de adultos de la
misma naturaleza®®. Hay que tomar en consideracion que dadala
técnica utilizada para determinar la presencia de mutacion, laam-
plificacion por PCR, podemos estar dando un valor de delecion
menor a que realmente se da en lamuestra. Ello puede deberse a
que exista amplificacion debido a células sanas presentes en la
muestratumoral oincluso alaamplificacion del aelo no delecio-
nado en €l caso de delecion hemicigota. Este valor, por tanto, nos
indicalafrecuencia“minima’ de delecion de p16INK4.

La ausencia de mutaciones en nuestra serie en el gen
p16INK4 no es un dato sorprendente, dadala bajafrecuenciade
mutacion presentada por otros autores y la ausencia de altera-
ciones en osteosarcomas de adultos. Podria considerarse tam-
bién que latécnicade SSCP utilizadaen € andlisis puede haber
pasado por alto algunas mutaciones, dado que la sensibilidad de
latécnicano esdel 100% en estos tamafios de amplificacion; sin
embargo, para evitar esta posibilidad, en la mayoria de los ca-
sos, se procedio6 a digerir los productos de amplificacion obte-
nidos con enzimas de restriccidn que rendian fragmentos de
tamarios ideal es para ser analizados por SSCP.

Es interesante destacar, aun con €l limitado nimero de pa-
cientesde nuestra serie, que lostres pacientes con e gen p16INK4
delecionado eran osteosarcomas condrobl asticos que desarro-
Ilaron metastasis pulmonares y fallecieron en un periodo maxi-
mo de 3 afios desde € diagnostico. Este hallazgo parece sugerir
gue laausencia del gen p16INK4 esta relacionado con tumores
de mal prondstico, aunque como ya hemos mencionado, no se
pueden extraer conclusiones clinicas definitivas hastaampliar la
serie.

Por Ultimo, cabe mencionar el hecho de que para algunas
muestras adicionales de biopsias incluidas en parafinano se con-
siguio amplificacion eficiente por PCR. Nos hemos encontrado
anteriormente con este problemaen el andlisis de rutinade blo-
ques de parafinay asumimos que puede deberse a tres factores
fundamentales. en primer lugar alos severosy deletéreos pro-
cesos de fijacion y decalcificacion utilizados en los procesos
histopatol 6gicos, en segundo lugar, alaposible presenciade tra-
zas de elementosinhibidores de | as polimerasas en lamuestray,
por Ultimo, al elevado porcentaje de necrosis presente en lama-
yoria de las muestras debido ala quimicterapiaintraarterial.
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