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ARTICULO ORIGINAL

Estudio de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 en
una muestra de gliomas de poblacién colombiana

Orlando Ricaurte', Karina Neita2, Danyela Valero?, Jenny Ortega-Rojas?, Carlos E. Arboleda-Bustos?,
Camilo Zubieta®, José Penagos?®, Gonzalo Arboleda'?

' Grupo de Patologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

2 Grupo de Neurociencias y Muerte Celular, Instituto de Genética, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de
Colombia, Bogota, D.C., Colombia

3 Grupo de Neurocirugia, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. Los gliomas son los tumores primarios mas comunes del sistema nervioso central y
se clasifican de | a IV segun su grado de malignidad. En recientes investigaciones se ha encontrado
que su aparicion esta relacionada con mutaciones en el exén 4 de los genes que codifican las
deshidrogenasas de isocitrato 1y 2 (/DH1: codon 132; IDH2: codén 172).

Objetivo. Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 en una muestra de
gliomas de pacientes colombianos.

Materiales y métodos. La extraccién de ADN se hizo a partir de tejido tumoral. El exén 4 de los
genes IDH1 e IDH2 se amplificé mediante PCR utilizando iniciadores especificos y, posteriormente,
se secuenciaron. Para la determinacién de las mutaciones, se emplearon los programas 4Peaks
y MAFFT.

Resultados. Se determind la presencia de mutaciones en el gen IDH1 en el 34 % de las muestras, con
predominio de la mutacién no sinénima R132H. En el 7,5 % de los casos se detectaron mutaciones en
el gen IDH2, principalmente las mutaciones no sinénimas R172K y R172W.

Conclusiones. La frecuencia de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 en |la muestra fue similar a
la reportada en otros estudios. El analisis de estas mutaciones puede ser importante como factor
prondstico y para su uso como potenciales blancos terapéuticos en gliomas.

Palabras clave: sistema nervioso central; glioma; ADN de neoplasias; Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3708

Study of mutations in IDH1 and IDH2 genes in a sample of gliomas from Colombian population

Introduction: Gliomas are the most common primary tumors of the central nervous system and,
according to their malignancy, they are graded from | to IV. Recent studies have found that there is an
association between gliomas and mutations in exon 4 of genes that codify for isocitrate dehydrogenases
1 and 2 (IDH1: codon 132; IDH2: codon 172).

Objective: To establish the frequency of mutations in IDH7 and IDH2 in a sample of gliomas from
Colombian population.

Materials and methods: DNA was extracted from tumor tissue. The exon 4 of IDH1 and IDHZ2 was
amplified by PCR using specific primers and subsequently sequenced. Mutations were determined
using the 4Peaks MAFFT programs.

Results: We found mutations in the IDH1 gene in 34% of the glioma samples, with a predominance of
the nonsynonymous mutation R132H. Mutations in the IDH2 gene were found in 7.5% of cases, with a
predominance of the nonsynonymous R172K and R172W mutations.

Conclusions: The frequency of mutations in the IDH1 and IDH2 genes in the sample was similar to
that reported in other studies. The analysis of these mutations may be important to establish prognostic
factors and for the development of future therapeutic targets in gliomas.

Key words: Central nervous system; glioma; DNA, neoplasm; Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3708
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Los gliomas son los tumores primarios mas fre-
cuentes del sistema nervioso central. La Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) los clasifica de
I a IV segun su agresividad. Sin embargo, su com-
portamiento biolégico, el pronédstico y la respuesta
al tratamiento varian, incluso, dentro de una misma
categoria histolégica (1).

Los recientes avances en el conocimiento de la
biologia molecular de los gliomas han contribuido
a precisar mejor su diagndstico y su prondstico, a
predecir la respuesta al tratamiento y a desarrollar
nuevas estrategias especificas de tratamiento (2-
4). En el glioblastoma mudltiple, por ejemplo, el
pronostico, la respuesta al tratamiento y la super-
vivencia, varian segun si se trata de tumores
primarios (de novo) o secundarios (progresion a
partir de un glioma de menor grado), diferencias
que se han correlacionado con la frecuencia de
las diferentes alteraciones moleculares que estén
presentes. Por ejemplo, las mutaciones en el gen
supresor tumoral p53 se observan principalmente
en glioblastomas mdltiples secundarios, en tanto
que la sobreexpresién del factor de crecimiento epi-
dérmico predomina en los primarios (5). También,
se han empleado otros marcadores para mejorar
la clasificacion histologica y la graduacion de los
gliomas, pero su utilidad es limitada (5).

Recientemente, se han identificado mutaciones
que determinan la pérdida de funcion de la
enzima deshidrogenasa de isocitrato (IDH), una
enzima involucrada en el proceso de metabolismo
celular y en la respuesta al estrés oxidativo. Estas
mutaciones ocurren tanto en la IDH de tipo 1 (IDH1)
(citoplasmica y del peroxisoma) como en la IDH
de tipo 2 (IDH2) (mitocondrial), y se han descrito
principalmente en gliomas de bajo grado (50 a
80 % de los casos) y en glioblastomas mudltiples
secundarios (75 %), lo cual sugiere su importancia
como marcadores en este tipo de tumores (6). En
general, las mutaciones en los genes IDH1 e IDH2
se han asociado con un mejor pronostico, una
mayor supervivencia global libre de progresion y
una mejor respuesta a la quimioterapia (7-9).
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Las IDH son homodimeros que catalizan la des-
carboxilacién oxidativa del isocitrato (IC) a a-ceto-
glutarato (a-CG) y a diéxido de carbono con la
reduccion de la deshidrogenasa de alcohol (NADP+)
a fosfato de dinucleétido nicotinamida adenina
(NADPH), el cual se utiliza para la generacién de
glutatién reducido, el principal antioxidante celular
que favorece la supervivencia celular y la antiapop-
tosis. Las mutaciones del IDH1 (395G—A: residuo
Arg 132) y el IDH2 (515G—A: residuos Arg 172)
inhiben su funcién, dando lugar a la generacion de
2 hidroxiglutarato (2-HG), considerado un onco-
metabolito, y causando una disminuciéon en los
niveles de a-CG y un incremento en los niveles de
radicales libres.

Ademas de estabilizar al factor inductor de hipoxia-
1a (HIF-1a), el 2-HG actia como inhibidor com-
petitivo de a-CG, interfiriendo con su unién a
demetilasas de histonas y, por ende, cambia el
perfil de metilacion a un fenotipo metilador de islas
CpG (G-CIMP), lo cual favorece la inhibicién de
genes supresores tumorales. Asimismo, altera otra
serie de vias, incluido el incremento del ndmero
de células madre, el compromiso en la diferencia-
cién celular y la promocién de la transformacion,
las cuales favorecen el proceso de formacion de
tumores (10,11). En general, los mecanismos
por los cuales el 2-HG promueve la formacion de
tumores son variados y contradictorios, y es mucho
lo que todavia se desconoce de ellos (11).

Con la incorporacién de esta informacion molecu-
lar, la ultima revisién de la clasificacion de tumores
del sistema nervioso central de la OMS (2016)
incluy6 gliomas u oligodendrogliomas difusos con
base en parametros moleculares, entre los cuales
la presencia o la ausencia de mutaciones en la IDH
aparecen como un factor importante de ayuda en
el diagnéstico (12).

El objetivo del presente trabajo fue definir la fre-
cuencia de mutaciones en los genes IDH1 e IDH2
en una serie de casos de glioma en Colombia y
comparar los resultados con los obtenidos en
otros estudios.

Materiales y métodos
Pacientes y controles

Se analizaron 26 muestras de ADN obtenido de
tejido tumoral de pacientes con diagnéstico de
glioma (cuadro 1). Las muestras se obtuvieron del
Grupo de Neurooncologia del Instituto Nacional de
Cancerologia y se almacenaron en el Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia.
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Se analizaron, ademas, 100 muestras de ADN de
individuos sanos sin historia familiar de gliomas,
obtenidas del banco de ADN del Instituto de Gené-
tica de la Universidad Nacional de Colombia, con
el objetivo de determinar la frecuencia poblacional
de las mutaciones de interés.

Extraccion y amplificacion de ADN

Para la extraccion de ADN a partir de las muestras,
se utiliz6 el estuche GenedJET Genomic DNA
Purification Kit™ (Thermo Scientific, USA), siguiendo
las especificaciones del fabricante. En la ampli-
ficacion mediante PCR del ex6n 4 de los genes
IDH1 e IDH2, se emplearon los iniciadores (5'AAT
GAGCTCTATATGCCATCACTG 3') sentido y (5'
TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT 3') antisentido;
(5 AATTTTAGGACCCCCGTCTG 3) sentido y
(5 TGTGGCCTTGTACTGCAGAGS') antisentido,
respectivamente, bajo las siguientes condiciones:
95 °C durante 4 minutos, 30 ciclos a 95 °C durante
30 segundos, a 59 °C durante 30 segundos y a
72 °C durante 25 segundos, y un ciclo final a 72 °C
durante 5 minutos.

Los fragmentos amplificados se comprobaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al
1,5 % de tampon salino (SB 1X), usando como
revelador la SYBR Safe DNA Gel Stain™ (Thermo
Fisher Scientific, USA). Los fragmentos obtenidos
se purificaron con etanol y, posteriormente, se
corrieron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1,5 % para evaluar su calidad.

Secuenciacion de ADN

Los fragmentos de PCR purificados se secuen-
ciaron con los mismos iniciadores sentido y antisen-
tido usados para la amplificacion. Las reacciones
de secuencia se hicieron en un volumen total de
5 pl (4,5 pl del fragmento amplificado y 0,5 pl del
iniciador) empleando el estuche de secuenciacion
BigDye Terminator™, 3.1 v. (Applied Biosystems,
USA) y se corrieron en el secuenciador automatico
ABI PRISM 3500™ (Applied Biosystems, USA) del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional
de Colombia.

Analisis de las secuencias

Las secuencias de nucleétidos obtenidas de las 26
muestras de tejido tumoral y de las 100 muestras
de la poblacién general, se visualizaron con el
programa 4Peaks (http://nucleobytes.com/index.
php/4peaks) y se alinearon empleando el programa
MAFFT (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/).
Las secuencias reportadas en el GenBank del
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exén 4 de cada gen, se emplearon como referencia
(nimeros de acceso: Exén 4 IDH1: NM005896;
Ex6n 4 IDH2: NM002168.2).

Consideraciones éticas

El presente proyecto fue evaluado y avalado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia.

Resultados

Se estudiaron muestras de 26 pacientes con dife-
rentes tipos de gliomas, 17 hombres y 9 mujeres,
con un rango de edad entre los 10 y los 58 afos
(cuadro 1). El analisis de las secuencias del exén 4
de los genes IDH1 e IDH2 revelé mutaciones en 11
casos (42,3 %): 9 en IDH1y 2 en IDH2 (cuadro 2),
comparadas con las secuencias de referencia de
IDH1 (figura 1A) e IDHZ2 (figura 2A).

En el codén 132 (CGT) del gen IDH1, se pre-
sentaron siete casos con mutaciéon no sindénima
heterocigota (G/A) en la segunda posicion del

Cuadro 1. Distribucion de los gliomas segun su tipo y grado
histolégico y presencia de mutaciones en el exén 4 de los genes
IDH1 e IDH2

Tipo de glioma y grado histolégico n IDH1 IDH2

Astrocitoma pilocitico (1) 1
Astrocitoma subependimario de 1
células gigantes (l1)
Ganglioglioma (I1)

Astrocitoma difuso (Il)
Astrocitoma anaplasico (l11)
Glioblastoma multiforme (IV)
Oligodendroglioma (I1)
Oligodendroglioma anaplasico (l11)
Oligoastrocitoma (11)
Oligoastrocitoma anaplésico (l11)
Ependimoma (I1)

Ependimoma anapléasico (Il1)

QUGN | I GGG 7o N\ Gy
-
-

Cuadro 2. Distribucion de la frecuencia y el tipo de mutaciones
en IDH1 e IDHZ2 segun el grado histolégico

IDH1 (9 casos)

Alto grado (%) Bajo grado (%)
R132H 5 (55,6) 2(22,2)
R132G 1(11,1) 0
R132S 1(11,1) 0

IDH2 (2 casos)

Alto grado (%) Bajo grado (%)
R172K 1 (50) 0
R172W 0 1 (50)
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Figura 1. Electroferogramas de secuenciacion del exén 4 del gen IDH en gliomas. A. Se muestra la secuencia de referencia en la
que el codon 132 (CGT) codifica para el aminoéacido arginina (R). B. En este codon se determinaron nueve mutaciones: siete casos
con mutacién no sinénima heterocigota (G/A) en la segunda posicién del codon, en la que se cambia la arginina (R) por histidina (H)
(R132H); y, C. dos mutaciones en la primera posicion del codén 132: una no sinénima heterocigota (C/A) que genera un cambio de
arginina (R) por serina (S) (R132S), y, D. una no sinénima heterocigota (C/G) en la primera posicion del codén 132, que produce el

cambio de arginina (R) por glicina (G) (R132G).

codon, la cual cambia arginina (R) por histidina (H)
(R132H) (figura 1B). Dicha mutacion se detect6 en
cinco tumores de alto grado (tres glioblastomas
multiples, un astrocitoma anaplasico de grado Ill y
un oligoastrocitoma de grado Ill) y en dos tumores
de bajo grado (un oligoastrocitoma de grado Il y un
ganglioglioma de grado Il). Ademas, se detectaron
dos mutaciones en la primera posicion del codon
132: una no sinénima heterocigota (C/G) en la
primera posicién del codén 132, la cual produce el
cambio de arginina (R) por glicina (G) (R132G), en

96

un astrocitoma anapléasico (grado Ill) (figura 1C), y
una no sindnima heterocigota (C/A) que genera un
cambio de arginina (R) por serina (S) (R132S) en un
oligoastrocitoma anaplasico (grado Ill) (figura 1D).

Por otro lado, en el analisis de secuencias del
exon 4 del gen IDH2, se identific6 un paciente
con oligoastrocitoma anaplasico (grado lll) con
una mutacién no sindénima heterocigota (G/A) en
la segunda posicién del codén 172 (AGG), la cual
produce el cambio de arginina (R) por lisina (K)
(R172K) (figura 2B), y una mutacién no sinébnima
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Figura 2. Electroferogramas de secuenciacion del exdn 4 del gen IDH2 en gliomas. A. Se muestra la secuencia de referencia en
la que aparece el codén 172 (AGG) que codifica para una arginina (R), en la cual se determinaron dos mutaciones: B. una no
sinénima heterocigota (G/A) en la segunda posicién, la cual produce el cambio de arginina (R) por lisina (K) (R172K) y, C. una
mutacién no sindnima heterocigota (A/T) en la primera posicion del codén 172, la cual produce un cambio de arginina (R) por

triptofano (W) (R172W).

heterocigota (A/T) en la primera posicién del codon
172, la cual produce un cambio de arginina (R) por
triptéfano (W) (R172W) en un oligodendroglioma
de grado | (figura 2C).

En ninguna de las 100 muestras de controles
secuenciadas (80 mujeres y 20 hombres, con un
rango de edad entre 38 y 89 afos), se detectaron
mutaciones en el exén 4 de los genes IDH1 e IDH2.

Discusion

En el presente estudio se determiné la presencia
de mutaciones no sinénimas en el exon 4 del gen
IDH1 (codén 132) y del gen IDH2 (codbn 172).
Estas mutaciones se detectaron en 11 de los 26

casos con algun tipo de glioma (42,3 %; IDH1:
34,6 % e IDH2: 7,7 %), y no asi en los 100 indivi-
duos de la poblacion general, lo cual sugiere que su
frecuencia es muy baja en individuos sin gliomas y
sin antecedentes familiares de este tipo de cancer.
Debe tenerse en cuenta que en el presente estudio
se utilizé la clasificacion del 2007, la cual difiere
de la reciente clasificacion del 2016 que, ademas
de la histologia y de la inmunohistoquimica (GFPA,
S$100, Oligo, Ki- 67, NF, sinaptofisina, etc.), incor-
pora pruebas moleculares (codelecion 1p19q, p53,
ATRX, estado de metilacion de MGMT) y la eva-
luacién de las mutaciones de IDH, con lo cual
es posible detectar tumores con IDH silvestre o
mutada. De esta manera, se facilita su prondstico y
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su posible empleo predictivo en un futuro. Cuando
no se evalla la presencia de mutaciones en IDH1
e IDH2, se recomienda usar el término NOS (Non
Otherwise Specified).

De las 11 mutaciones encontradas, ocho se presen-
taron en tumores de alto grado con diferenciacion
astrocitaria (astrocitoma anapléasico, oligoastroci-
toma anaplésico y glioblastoma multiple) y tres
en tumores de bajo grado (ganglioglioma, oligo-
dendroglioma y oligoastrocitoma). Con respecto a
los oligoastrocitomas, es importante sefalar que
esta categoria fue suprimida en la clasificacion
de la OMS del 2016, pues el uso de las pruebas
moleculares ha permitido diferenciar astrocitomas
de oligodendrogliomas en casos que presen-
tan aspecto histolégico mixto, y solo dejan una
minima proporcién de casos con caracteristicas de
diferenciacion dual.

Teniendo en cuenta los resultados de este y otros
estudios, se ha sugerido que las mutaciones en
IDH1 e IDH2 se presentan desde fases tempranas
del proceso carcinogénico, y podrian contribuir a la
progresién tumoral, por lo cual se consideran como
marcadores de glioblastoma multiple secundario
(6,10,13,14). Estos resultados también destacan
la importancia de estas mutaciones en los gliomas
en Colombia. No obstante, se requieren estudios
a mayor escala y un tamafno mayor de la muestra,
para determinar con precision la real contribuciéon
de estos cambios genéticos en la carcinogénesis
de los gliomas.

En estudios previos en otras poblaciones, se ha
reportado una frecuencia de mutaciones en el
IDH1 de 71 % en los gliomas de grado Il, de 64 %
en gliomas de grado lll, de 76 % en glioblastomas
multiples secundarios y solo de 6 % en gliomas
primarios. La frecuencia de mutaciones en el IDH2
es de 2,4 % en promedio en gliomas de grado Il, de
4 % en gliomas de grado lll, y no se ha informado
en glioblastomas mudltiples (13).

Hay pocos estudios en poblaciénlatinoamericana. En
Brasil se demostr6 una frecuencia global de 11,8 %
(19 de 161 casos) en glioblastomas multiples:
66,7 % en los secundarios y 9,7 % en los primarios,
la cual se asocié con una mayor supervivencia (15).
Recientemente, en un estudio en poblacion colom-
biana con gliomas de bajo grado (astrocitomas, oli-
godendrogliomas y oligoastrocitomas), se reporto
una frecuencia de 57,1 % de mutaciones en los
genes IDH1 e IDH2 (16). En el presente estudio,
la mutacién mas frecuentemente observada en el
gen IDH1 fue la R132H, que ha sido reportada con
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frecuencia hasta en el 90 % en otras series de casos
(13,14,17), en tanto que en el gen IDH2 se encon-
traron las mutaciones R172K y R172W, informadas
previamente (13,17).

De las 11 mutaciones encontradas, ocho se presen-
taron en tumores de alto grado con diferenciacion
astrocitaria y de oligodendroglia (astrocitomas y oli-
goastrocitomas de grado Il y glioblastoma maultiple
de grado V), y tres de ellas en tumores de bajo
grado con esta misma diferenciacion (oligodendro-
glioma, oligoastrocitoma y un ganglioglioma). No se
detectaron mutaciones en un astrocitoma pilocitico
(grado 1), un astrocitoma subependimario de células
gigantes y dos ependimomas (grados Il y IlI).

Debido a que el estudio de Cardona, et al., se cir-
cunscribié a gliomas de bajo grado en los que se
encontré una frecuencia de dichas mutaciones mas
alta de la reportada aqui (16), nuestros hallazgos
refuerzan la importancia del estudio de mutaciones
en IDH1 e IDH2 en casos de glioblastoma multi-
ple. Precisamente, en este estudio la presencia
de mutaciones en gliomas de alto grado sugiere
su progresion a partir de gliomas de bajo grado,
lo cual se correlaciona también con la edad de los
pacientes analizados.

Ademas de los gliomas, se han identificado muta-
ciones en el exon 4 de los genes IDH1 e IDH2
en otros tumores, como los cartilaginosos (54 %
en condrosarcomas esporadicos centrales, 71 %
en condrosarcomas parostales y 57 % en condro-
sarcomas no diferenciados, en leucemia mieloide
aguda (15 a 30 %) (9,13), en colangiocarcinomas
intrahepaticos (10-23 %) y en adenocarcinomas
prostaticos (2 %) (9). Estas mutaciones se asocian
a alteraciones metabdlicas y epigenéticas de peor
pronostico en estos tumores (18).

Sin embargo, el valor predictivo de las mutaciones
en los genes IDH no es claro aun, lo cual es parti-
cularmente importante cuando se ha empezado a
evaluar el uso de inhibidores para revertir su efecto
transformador, promover la diferenciacion celular
(9) y aumentar la sensibilidad a la quimioterapia y
a la radioterapia (10).

Debido a que las mutaciones del IDH1 en el
laboratorio de patologia se exploran mediante
el estudio de la expresion de la proteina mutada
mediante inmunohistoquimica utilizando el anti-
cuerpo (mIDH1R324) en cortes de tejido incluidos
en parafina (19), y teniendo en cuenta que su
valor es limitado, ya que no identifica la expresion
de productos de otras mutaciones de IDH 1 e
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IDH2, se requieren analisis mas precisos que
identifiquen mutaciones alternativas y relevantes
mediante el andlisis del ADN (20). Esto es impor-
tante porque, ademas de su valor como factor
pronostico, se estdn empezando a evaluar inhi-
bidores de las IDH mutadas y silvestres como
alternativas terapéuticas que reversan sus efectos
transformadores, promueven la diferenciacion celu-
lar (9) y aumentan su sensibilidad a la quimio-
terapia y la radioterapia (10).

En conclusién, en el presente trabajo se reporta
una frecuencia de mutaciones en IDH1 e IDHZ2 de
42,3 % en una serie de 26 gliomas de pacientes
colombianos, frecuencia similar a la encontrada
en estudios previos. Teniendo en cuenta la ausen-
cia de estas mutaciones en la poblacion general
analizada, su estudio puede ser importante para
determinar su valor como factor pronéstico y como
potenciales blancos terapéuticos en gliomas.
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