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El neuroblastoma presenta alteraciones genéticas que
predicen su evolucion clinica. Ganancias cromosémicas
completas estan asociadas a estadios clinicos no avanza-
dos y evolucion favorable, mientras que pérdidas de 1p,
ganancia de 17q y amplificacion del gen MYCN (MNA)
son indicativas de estadios clinicos avanzados y pronds-
tico desfavorable. Son neuroblastomas de alto riesgo
(NB-HR) los presentes en nifios mayores de un afio: es-
tadio 4 0 MNA en cualquier estadio de enfermedad, ex-
cluyendo estadio 1. El pronéstico de estos enfermos es
malo, incluso con tratamientos agresivos. S6lo MNA con-
fiere valor pronéstico negativo. Se remitieron al Centro
de Referencia Nacional del neuroblastoma 60 casos de
NB-HR. En todos analizamos MYCN'y 1p36 con la técnica
de hibridacion in situ fluorescente (FISH) y en 24 de
ellos el perfil genémico con la técnica de hibridacion
genémica comparada (CGH). Mediante FISH detectamos
31 casos MNA presentando 29 pérdida de 1p36; 21 ca-
sos no amplificados (MNNA) con pérdida de 1p36 en
7 casos; y 8 casos con ganancia del gen MYCN (MNG),
seis con pérdida de 1p36. Mediante CGH detectamos
otros reordenamientos cromosémicos. De 11 casos MNA
ninguno presenté pérdida en 11q, todos presentaban di-
somia del 17 o ganancia 17q. De 7 casos MNNA, cuatro
mostraron pérdida de 11q, 2 con pérdida de 3p. Todos
mostraron disomia del 17 o ganancia 17q. De 6 casos
MNG, cuatro mostraron pérdida de 11q y cinco disomia
del 17 o ganancia 17q. El estudio del perfil genémico en
NB-HR revela la interacciéon de alteraciones genéticas
cuyo significado pronéstico debe ser evaluado para es-
tablecer nuevos criterios terapéuticos.

Palabras clave:
Hibridacion genomica comparada. Hibridacion in situ
Jorescente. MYCN. Neuroblastoma.

GENOMIC PROFILE IN HIGH RISK
NEUROBLASTOMA BY COMPARATIVE
GENOMIC HYBRIDIZATION

Different subtypes of neuroblastoma (NB) carry asso-
ciated genetic aberrations that predict their clinical
course. Whole chromosome gains are usually associated
with early clinical stages and good prognosis, while 1p
deletion, 17q gain and MYCN amplification (MNA) are re-
lated to advanced stages and poor prognosis. High-risk
neuroblastomas (NB-HR) include NB in children aged
more than 1 year old, either stage 4 or any stages show-
ing MNA except stage 1. The prognosis of NB-HR patients
remains poor, despite aggressive therapy. Only MNA
confers poor prognosis. Between January 2000 and Feb-
ruary 2005, tumoral specimens from 60 patients with
NB-HR were sent to the Spanish Reference Center for NB
biological studies. In all cases, MYCN together with 1p36
status was analyzed by fluorescence in situ hybridization
(FISH). Comparative genomic hybridization (CGH) was
performed in 24 cases. Using FISH we detected 31 MNA
cases including 29 with 1p36 deletion; there were 21 cas-
es without MYCN amplification (MNNA) but 7 of these
had 1p36 deletion; 8 cases showed MYCN gain (MNG) but
6 of these had 1p36 deletion. CGH showed other chro-
mosomal alterations. Of 11 MNA cases, none had 11q
loss and all of them showed 17q gain or 17 disomy. Of
the 7 MNNA cases, there were 4 with 11q loss including
2 with 3p loss and all presented 17q gain or 17 disomy.
The 6 MNG cases included 4 cases with 11q loss and
5 cases with 17q gain or 17 disomy. Genomic profiling
by CGH in NB-HR confirms the interaction among genet-
ic alterations, the prognostic significance of which
should be evaluated to establish new treatment criteria.
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INTRODUCCION

El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal mas
frecuente de la infancia y se caracteriza por una evolu-
cion clinica heterogénea que abarca desde una progre-
sion maligna ripida a una regresion espontinea. Como
resultado, tanto el prondstico como la respuesta al trata-
miento varian ampliamente!2. La identificacion de los fac-
tores prondsticos requiere siempre realizar una biopsia,
y que esta sea estudiada en un laboratorio de referencia o
con amplia experiencia. Existe una estandarizacion de cri-
terios clinicos para diagnoéstico, estadiaje, y respuesta al
tratamiento conocida como International Neuroblastoma
Staging System (INSS)3, que se usan junto con datos bio-
l6gicos (histopatolégicos y genéticos) para crear nuevos
grupos terapéuticos. Los andlisis histopatologicos tienen
un importante valor para conocer la biologia tumoral?5.
En 1984, Shimada et al® describieron un sistema de clasi-
ficacion basado en la cantidad de la estroma schwannia-
na, el grado de diferenciacion, el indice de mitosis-cario-
rrexis (MKD y la edad al diagnostico, que distinguia dos
grupos de prondstico histolégico: favorable y desfavora-
ble. Actualmente se utiliza la International Neuroblastoma
Pathology Classification (INPC)7, basada en la anterior.
Las anomalias genéticas caracteristicas de estos tumores
se conocen desde hace tiempo y algunas de ellas poseen
claro valor pronéstico®10. Entre los marcadores genéticos
de neuroblastomas agresivos se incluyen la diploidia o te-
traploidiall, la amplificacion del gen MYCN (MNA)'%13, 1a
delecion (del) 1p36415, y la ganancia de 17q (+17q)1017.
Esta dltima reestructuracion, que se presenta con una
alta frecuencia, puede resultar de una translocacién no
balanceada del 17q con mas de 20 regiones cromosomi-
cas diferentes!8. Recientemente, se ha encontrado que los
tumores con disomia del cromosoma 17 y un presumible
estadio favorable pueden representar un subgrupo de
riesgo alto!?. Ademis, se han descrito como marcadores
de posible valor pronéstico las pérdidas frecuentes de he-
terozigosidad (LOH) en otras regiones cromosémicas,
especialmente 2q (30 %), 3p (15,3%), 4p (19,5%), 9p
(36%), 11q (5-44%), 14q (18-23%) y 18q (31%)2%3, Se
han descrito asociaciones entre pérdidas de 11q, 3p y
14q, que se correlacionan inversamente con MNA y del
1p, v que identifica subgrupos diferentes de tumores
avanzados?-22,

La edad, el estadio y MNA son los marcadores con va-
lor pronéstico independiente. A ellos se anaden, con me-
nor valor, la clasificacion histolégica de Shimada, la del 1p
y la ploidia. Otros marcadores biol6gicos han demostra-
do valor pronéstico en estudios aislados, pero no han sido
utilizados todavia en grandes estudios cooperativos para
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conocer cuil es su valor prondstico real?+20. Los enfermos
se clasifican, por tanto, en grupos de riesgo con recomen-
daciones terapéuticas diferentes para cada uno de ellos. El
grupo de alto riesgo (NB-HR) es el mas numeroso (45 %),
compuesto por pacientes mayores de un ano con esta-
dio 4, aunque también incluye a cualquier otro estadio de
la enfermedad con MNA, excluyendo el estadio 1%7. El
prondstico de estos enfermos es malo, incluso con trata-
mientos muy agresivos. S6lo la MNA confiere un valor
prondstico negativo a los tumores que la presentan?%.

En este estudio se plantea la utilidad de la técnica de
hibridaciéon genémica comparada (CGH) que permite
examinar el perfil genémico de un grupo de pacientes
con pronéstico desfavorable para identificar anomalias
cromosémicas adicionales que puedan ser utiles para la
estratificacion terapéutica.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

El material tumoral de los pacientes estudiados fue re-
mitido entre enero 2002 a febrero 2005 al Centro de Re-
ferencia Nacional de Estudios Anatomopatolégicos y Bio-
logicos (Departamento de Patologia, Universidad de
Valencia) con el correspondiente consentimiento infor-
mado. La edad de los pacientes oscilaba entre 14 meses
y 15 anos. El diagnostico de neuroblastoma y estadiaje
fue realizado segiin la INSS: estadio 2/3 (n=9), estadio 4
(n=51). Fueron estudiados 52 tumores primarios y ocho
metastasis: infiltraciones medulares (n = 2), ganglionares
(n=2), 6sea (n=1), intestinal (n=1), hepaticas (n=1D y
pancredtica (n = 1) sin terapia previa. Todos los pacien-
tes recibieron la terapia segin los protocolos de SIOP-Eu-
ropa para alto riesgo.

Histopatologia

El diagnostico histologico, basado en las recomenda-
ciones de la INPC fue revisado por el patélogo del Centro
de Referencia Nacional. Fueron analizados el porcentaje
de estroma schwanniana, el MKI (bajo, medio y alto sien-
do <100, 100 a 200 y > 200 mitosis o cariorrexis por
5.000 células tumorales, respectivamente), el grado de
diferenciacion y la presencia o ausencia de calcificacion.

Andlisis genéticos

El analisis genético de los tumores se realizé mediante
la técnica de citometria estatica (50 casos), de hibrida-
cién in situ fluorescente (FISH) (60 casos) y de CGH
(24 casos). Para ello se realizaron secciones de las piezas
incluidas en parafina, improntas celulares y se extrajo
ADN de la misma pieza tumoral utilizada para el estudio
histopatologico. Para interpretar los resultados de todas
estas técnicas genéticas fue imprescindible conocer el
porcentaje de células neuroblasticas en las secciones tu-
morales. El indice de ADN fue determinado por citome-
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TABLA 1. Datos clinicos, histopatoldgicos y genéticos

valorables en los 60 casos de NB-HR

agrupados segun el estatus de MYCN

MNA MNNA MNG
N? pacientes 31D 21 (7)) 8(6)
Clinica
Sexo
Varén 18 (7) 11 (2 3
Mujer 13 (4) 10 (5) 5@
Edad
> 1 ano 31 (1D 21 (D) 8(6)
Media (meses) 31,71 53,43 41,75
Estadio
2/3 8 (4 0 1
4 23 (7) 21 (D) 7 (©)
Localizacion
Abdominal 28 (1D 18 (7) 6 (5)
Pélvica 0 0 1
Mixta 1 1 1
RTI
St 22 (10) 16 () 4(3)
No 3 (D 3 (D 33
Supervivencia
V libre de enfermedad 17 (5) 11 (2) 42
V recaida 0 5(2) 22
M progresion/recaida 8(3) 4(2) 2(2)
M complicacion 5@3) 0 0
Histopatologia
Categoria/grado
NBi 6(3) 5@ 2
NBed 0 1 0
NBpd 17 (6) 54 43
NB NOS 1 5 (1) 0
GNBed 0 4 1
Metastasis 6(2) 1 1(D)
MKI
Alto 23 (8) 4(2) 4
Intermedio 1 2 (D 0
Bajo 0 3 (D 1
KI 67
Alto 24 (9) 5(2) 4 (4
Intermedio 0 0 0
Bajo 0 4(3) 1
INPC
Desfavorable 24 (9) 10 () 54
Favorable 0 5 1
Genética
Ploidia
Diploide/tetraploide 18 (8) 6 (5) 5@
Triploide 93 92 3@
FISH MYCN
Amplificado 31 (1D 0 0
No amplificado 0 21 (D) 0
Ganancia 0 0 8 (6)
FISH 1p36
Delecion 29 (10) 7 (5) 60
No delecion 2 (D 14 (2) 1
Desequilibrio 0 0 1D

MNA: amplificacion de MYCN; MNNA: no amplificacién de MYCN;

MNG: ganancia de MYCN; (n): casos analizados por CGH; RTI: respuesta al
tratamiento inicial; V: vivo; M: muerto; NBi: neuroblastoma indiferenciado;
NBed: neuroblastoma en diferenciacion; NBpd: neuroblastoma pobremente

diferenciado; NB NOS: neuroblastoma no identificable;
GNBed: ganglioneuroblastoma en diferenciacion.

tria estatica y los resultados se basaron en el Consenso
Europeo de Citometria3. Las improntas celulares con mis
de 200 células neuroblasticas fueron utilizadas para de-
tectar MNA y para conocer la del de la region 1p36 por
FISH. Las sondas utilizadas y las condiciones de hibrida-
cion, lavados, deteccion han sido previamente descri-
tas31:32. Se utiliz6 la técnica de CGH33 con algunas modi-
ficaciones. Se analizaron entre 10 y 20 metafases por caso
con un microscopio epifluorescente Zeiss axioplan2 con
video cdmara CCD S31. El anilisis de las imagenes se
hizo usando el software ISIS v.3.1. Se consideraron los
ratios verde/rojo > 1,2 y > 1,5 como nimero de copias
de ADN con ganancia y amplificacion, respectivamente, y
ratios < 0,8 como pérdidas del nimero de copias de ADN.

RESULTADOS

El andlisis por FISH del oncogén MYCN y de la integri-
dad de la region 1p36 en los 60 casos estudiados permi-
te dividir la serie tumoral en tres grupos. Grupo 1: MNA,
con del 1p36 (n=29) y no del 1p36 (n = 2); grupo 2: no
amplificacion de MYCN (MNNA) con del 1p36 (n=7) y
no del 1p36 (n = 14); grupo 3: ganancia del gen MYCN
(MNG) con del 1p36 (n=06), no del 1p36 (n=1) y dese-
quilibrio de 1p36 (n=1). Los datos clinicos, histopatol6-
gicos y de ploidia relacionados con dichos grupos estin
resumidos en la tabla 1. Todas las anomalias genéti-
cas diagnosticadas por FISH se confirman en los 24 ca-
sos analizados con la técnica de CGH. El 58 % de los casos
(14/24) presentan asociados MNA o MNG, del 1p36
y +17q o presencia de cromosoma 17 en disomia (fig. 1).
En la tabla 2 se presenta la asociacion de los grupos 1,
2y 3 con los resultados de ploidia, nimero de desequi-
librios cromosémicos y alteraciones cromosémicas pre-
sentes.

La MNA (fig. 2) presente en 11 casos (45,8%) se asocia
a del 1p36 en aproximadamente el 91% (10/11) y +17q
(63%; 7/11) o cromosoma 17 en disomia (36%, 4/11). La
MNA (region 2p24) estd asociada a ganancia de otras re-

No amplificacion MYCN

del 11q (2 casos)

Delecién 1p36

. Ganancia MYCN

Delecion 11q (n=3)

Ganancia 17q
Normal 17

Desequilibrio
1p36 + delecion 11q

Amplificacion MYCN

Figura 1. Relaciones entre MYCN, 1p306, cromosoma 17y
11q en los 24 casos analizados por CGH.
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TABLA 2. Datos de ploidia y desequilibrios
cromosomicos (s6lo aquellos descritos
en la literatura médica como marcadores
de posible valor pronéstico) de los 24 casos

estudiados por CGH
MNA MNNA MNG

N? pacientes 11 7 6
Ploidia

2n/4n 8 5 4

3n 3 2 3

Media desequilibrios numéricos 0,5 1,3 1,6

Media desequilibrios estructurales 39 6,3 8,6
Cromosoma 1

Pérdida 1p 10 5 5

Ganancia 1q 0 3 1
Cromosoma 2

Amplificacion 2p24 11 0 0

Ganancia 2p 4 0 6

Ganancia 2 2 1 0
Cromosoma 3

Pérdida 3p 2 3 0

Pérdida 3 0 0 0
Cromosoma 4

Pérdida 4p 0 0 1

Pérdida 4 0 0
Cromosoma 7

Ganancia 7q 0 2 2

Ganancia 7 0 2 0
Cromosoma 9

Pérdida 9p 1 2 1

Pérdida 9 1 0 1
Cromosoma 11

Pérdida 11q 0 4 4

Pérdida 11 0 0 0
Cromosoma 14

Pérdida 14q 1 2 0

Pérdida 14 0 0 0
Cromosoma 17

Ganancia 17q 7 5 5

Ganancia 17 0 0 1

Disomia 4 2 0
Cromosoma 18

Ganancia 18q 0 1 2

Ganancia 18 0 1 1

Se resalta la amplificacion 2p24 y la del 11q como alteraciones inversamente
relacionadas.

MNA: amplificaciéon de MYCN; MNNA: no amplificacién de MYCN;

MNG: ganancia de MYCN.

giones del brazo corto del cromosoma 2 (p21-23) o ga-
nancia completa del cromosoma 2. La del en 1p se limita
a la region 1p36 en un caso y es mayor en el resto de ca-
sos (en tres de ellos es completa). Unicamente en un caso
el cromosoma 1 esta sin del. Estos casos MNA presentan
pocas ganancias y pérdidas completas cromosémicas y
un nimero escaso de reestructuraciones parciales del res-
to de cromosomas (media de 3,9 reestructuraciones por
tumor). Un caso presenta del 3p22 y en otro caso se ob-
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serva una del 14q31 estando ausente en todos los casos la
del 11q. Ocho de estos casos son diploides y tres triploi-
des. Todos los casos segin la INPC presentan un pro-
nodstico histologico desfavorable y todos excepto uno pre-
sentan un alto MKI junto con una alta expresion de Ki67.
La edad media al diagnéstico es de 39,09 meses. A pesar
de que todos los enfermos excepto uno respondieron ini-
cialmente al tratamiento, fallecieron 5 enfermos por pro-
gresion y uno por complicaciones.

La MNNA (fig. 3) presente en 7 casos (29%) se asocia
a del 1p36 y a +17q en el 71% de los casos (5/7). La del
1p se limita en todos los casos a la regién 1p36 y se aso-
cia en 3 casos a ganancias parciales de regiones en 1q, un
caso presenta una del intersticial 1p33-35 y otro caso pre-
senta el brazo 1p integro. Las ganancias y pérdidas cro-
mosomicas parciales son frecuentes en estos casos MNNA
(media de 6,3 reestructuraciones por tumor), entre ellas la
del 11q14-23 esta presente en 4 casos, en dos de ellos
asociada a del 3p21 y en los otros 2 casos asociada a del
14g31. Un caso presenta del 3p21 sin del 11q. Cinco de
estos casos son diploides/tetraploides y dos triploides
(ambos casos presentan del 11q). El prondstico histolo-
gico en los 4 casos valorables es desfavorable aunque
Unicamente 2 casos presentan un alto MKI junto con una
alta expresion de Ki67. La edad media al diagndstico es
de 51,57 meses. Todos los enfermos excepto uno respon-
dieron inicialmente al tratamiento y 2 enfermos fallecie-
ron por progresion. Dos casos se encuentran en progre-
si6én de su enfermedad.

Por dltimo, la MNG (fig. 4) presente en 6 casos (25 %),
se asocia a del 1p36 y a +17q en 5 casos (83%); un caso
no presenta del 1p36 sino desequilibrio de 1p36, y en
otro caso se aprecia una ganancia completa del cromo-
soma 17. Cuatro casos presentan deleciones en 11q sin
estar asociada a del 3p ni del 14q. Las ganancias y pérdi-
das cromosémicas parciales son frecuentes en todos los
casos con MNG (media de 8,6 reestructuraciones por tu-
mor). Cuatro de estos casos son diploides/tetraploides
y dos triploides (uno de estos casos presenta del 11q).
El prondstico histologico en los cuatro casos valorables
es desfavorable con un alto MKI y una alta expresion
de Ki67. La edad media al diagnéstico se encuentra en
44.17 meses. Tres casos no responden al tratamiento, en-
contrandose en progresion de su enfermedad junto con
un cuarto enfermo que tras responder inicialmente al tra-
tamiento se encuentra en la misma situacion.

DiscusiON

La clasificacion de riesgo dentro del neuroblastoma se
basa actualmente en la determinacién de escasos facto-
res clinicos y biologicosh?. A pesar de permitir una mar-
cada mejora terapéutica, los datos sugieren un modelo hi-
potético donde el riesgo podria depender también del
momento en que la célula tumoral adquiere cambios ge-
néticos especificos. El objetivo principal de este estudio
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es la valoracion mas precisa del riesgo en el momento del
diagnéstico en el grupo de NB-HR, sobre la base de nue-
vos cambios genéticos especificos y por tanto con la de-
teccion de mayor nimero de anomalias genéticas.

Utilizando FISH y de citometria estitica se observa,
en consonancia con estudios previos, que los 60 NB-HR
recibidos en un periodo de 3 anos en el Centro de Refe-
rencia Nacional, son tumores en progresion con carac-
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teristicas genéticas heterogéneas. Por este motivo, se
plantea aplicar la CGH metafasica, a un pequeno 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
diagnostico esta técnica en el Centro de Referencia. Con
el uso del anilisis de CGH metafasico se detectan nue-
vas alteraciones genéticas, a pesar de que esta técnica
tiene un limite de resolucion de 10-20 Mb3435. Si se cla-
sifica los tumores Unicamente segin el estatus de MYCN,
se observa que +17q es la anomalia mas frecuente com-
partida por los tres subgrupos seguida por la del 1p36.
Recientemente Vandesompele et al® han detectado que
en los neuroblastomas favorables, la presencia del cro-
mosoma 17 en disomia representa un signo de alto ries-
go equiparable a +17q; por esta razén se engloba este
dato en nuestro estudio junto con +17q. Asi mismo, en
los grupos de MNNA y MNG se observa tumores que
presentan del 11q, hallazgo ausente en el grupo de tu-
mores MNA. Debido a que los estudios realizados me-
diante micromatrices de CGH con BAC, ADNc u oligo-
nucledtidos, que pueden detectar alteraciones genéticas
y de expresion con una mayor resolucion, estin permi-
tiendo la identificacion en neuroblastoma de patrones de
expresion génica correlacionadas con desequilibrios ge-
néticos especificos, en particular con del 11q3637, se
considera esta alteracién como identificativa de un sub-
grupo tumoral. Asi, en este estudio se puede diferenciar
dos grupos genéticos claros, tumores MNA y tumores
con del 11q.
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El grupo 1 se identifica y define por la presencia de
MNA sin detectar otros hallazgos genéticos especificos. Se
observa la integridad de 11q. Presentan muy pocas alte-
raciones gendémicas, indicando que MNA es suficiente
para determinar en estos tumores un fenotipo agresivo,
aunque ocurren otros cambios genéticos, incluidos del
1p36 y +17q. La del 1p asociada a MNA afecta a regiones
amplias y tiene como consecuencia la pérdida de malti-
ples genes. Dentro de los NB-HR los pacientes de este
grupo presenta una media de edad al diagnostico menor
(39,09 meses) y progresan rapidamente. El grupo 2 pre-
senta mayor nimero de anormalidades estructurales, y
estd presente entre éstas la del 11q. Estos casos estin in-
cluidos tanto en el grupo MNNA como en el grupo de
MNG. Por tanto se considera que los tumores con del 11q
forman un subgrupo diferenciado de tumores que a su
vez pueden o no presentar asociada MNG, del 1p, del 3p
o del 14q. Los tumores incluidos en este subgrupo crecen
mas despacio, la media de edad al diagnostico es mayor
(52 meses) y por tanto acumulan mayor nimero de anor-
malidades genéticas secundarias, presumiblemente por el
tiempo mads largo de evolucion. El grupo de tumores que
no presentan MNA ni del 11q sigue siendo un grupo ge-
néticamente heterogéneo, en donde no se puede detectar
con la técnica de CGH metafasica anomalias comunes
identificativas, aunque si estan presentes la +17q y/o el
cromosoma 17 en disomia.

Como conclusion, se identifica en este estudio utilizan-
do la CGH metafisica, dos grupos genéticos diferencia-
dos que pueden tener implicaciones diagnodsticas y tera-
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péuticas 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 re-
sultados ponen de manifiesto la necesidad de ampliar el
estudio a un mayor nimero de pacientes para definir y
establecer los factores de riesgo biologico mediante esta
técnica y asi garantizar su utilidad en la aplicacion clinica
junto con las pruebas diagnosticas actuales.
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