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Resumen.—E| dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) es
un tumor poco frecuente, de malignidad intermedia, con po-
ca tendencia a desarrollar metastasis, pero con una alta fre-
cuencia de recidiva local. Citogenéticamente, el DFSP se ca-
racteriza por presentar la translocacion reciproca t(17;22)
(g22;913) que condiciona en la fusion del gen del colageno
tipo la (COL1A1), en el cromosoma 17q, con el gen de la ca-
dena B del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGFB), en el cromosoma 22q. La fusién de estos genes
es variable, implicando a alguno de los 51 exones del gen
COL1A1 con el exén 2 del gen PDGFB. Presentamos el caso
de una mujer de 37 afos con una tumoracion en el brazo
cuya histologia muestra una infiltracion neoplasica del tejido
celular subcuténeo constituido por células fusiformes de nu-
cleo elongado con un patrén estoriforme y otras células mas
pleomarficas con un patréon en espina de pescado siendo
compatible con DFSP con componente de fibrosarcoma. El es-
tudio de biologia molecular con material incluido en parafina
mediante transcripcion inversa y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) y posterior secuenciacion muestra una
nueva fusién del exén 19 del gen COL1A1 con el exén 2 de
PDGFB, apoyando un diagnoéstico de DFSP El estudio de los
productos de fusion COL1A1-PDGFB es Gtil en casos donde
la histologia y la inmunohistoquimica son insuficientes para el
diagnostico diferencial del DFSP con otros sarcomas y ade-
mas, justifica la aplicacién de nuevas vias de tratamiento far-
macologico con los inhibidores de la tirosincinasa.

Palabras clave: dermatofibrosarcoma protuberans, fibrosar-
coma, COL1A1, PDGFB, RT-PCR, imatinib.
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INTRODUCCION

El dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) es un
tumor poco frecuente, de malignidad intermedia, con
una baja incidencia de metdstasis, pero con alta fre-
cuencia de recurrencia local. El diagnéstico histologi-
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ANALYSIS OF THE COL1A1-PDGFB FUSION
GENE IN A CASE OF DERMATOFIBROSARCOMA
PROTUBERANS WITH A FIBROSARCOMA
COMPONENT

Abstract.—Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) is an in-
frequent tumor of intermediate malignancy, with little tendency
to develop metastases but with a high rate of local recurrence.
Cytogenetically, DFSP is characterized by a reciprocal translo-
cation, t(17;22)(q22;913), which is a conditioning factor in the
fusion of the collagen type | alpha | gene (COL1A1) in chromo-
some 17q with the platelet-derived growth factor beta chain
gene (PDGFB) in chromosome 22q. The fusion of these genes
is variable, involving one of the 51 exons of the COL1A1 gene
and exon 2 of the PDGFB gene. \We present the case of a
37-year-old woman with a tumor on the arm whose histology
showed a neoplastic infiltration of the subcutaneous cellular tis-
sue made up of fusiform cells with an elongated nucleus in a
storiform pattern and other more pleomorphic cells in a her-
ringbone pattern, compatible with DFSP with a fibrosarcoma
component. The molecular biology study with RT-PCR analysis of
paraffinrembedded material and later sequencing showed a new
fusion of exon 19 of the COL1A1 gene and exon 2 of PDGFB,
supporting a diagnosis of DFSP. A study of the COL1A1-PDGFB
fusion products is useful in cases where histology and immuno-
histochemistry are insufficient for the differential diagnosis of
DFSP versus other sarcomas. It also justifies the use of new
avenues of treatment with tyrosine kinase inhibitors.

Key words: dermatofibrosarcoma protuberans, fibrosarco-
ma, COL1A1, PDGFB, RT-PCR, imatinib.
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co de este tumor en ocasiones puede resultar dificil, y
es necesario en estos casos realizar un estudio inmu-
nohistoquimico para diferenciarlo de dermatofibro-
mas atipicos y de otros sarcomas'? Sin embargo, estas
técnicas no siempre son suficientes para establecer un
diagnostico adecuado. Recientemente, se han descri-
to en el DFSP rasgos citogenéticos especificos como
la translocacién reciproca t(17;22) (q22; q13) o, mas
a menudo, cromosomas supernumerarios en anillo
derivados de la t(17;22)3. Como consecuencia de esta
translocacion, se produce una fusiéon génica entre el
gen del coldgeno tipo I (COL1A1L), en el cromosoma
17q, con el gen de la cadena B del factor de creci-
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miento derivado de las plaquetas (PDGFB), en el cro-
mosoma 22q, y cuya expresion puede detectarse me-
diante técnicas de biologia molecular, como amplifi-
cacion mediante transcripcion inversa y reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando inicia-
dores especificos*. Esta translocacion es exclusiva del
DFSP y del fibroblastoma de células gigantes (varie-
dad infantil del DFSP).

En este estudio, presentamos el caso de un DFSP
con componente de fibrosarcoma, donde el estudio
de biologia molecular realizado sobre material inclui-
do en parafina mediante RT-PCR muestra la presencia
de un transcrito de fusién que implica al ex6n 19 del
COLIALl y al ex6n 2 del PDGFB, lo que apoya el diag-
néstico de DFSP.

DESCRIPCION DEL CASO

Una mujer de 37 anos de edad, sin antecedentes
personales de interés, fue remitida al Servicio de Der-
matologia de la Fundacién Instituto Valenciano de
Oncologia para tratamiento quirirgico de una tumo-
racion localizada en la parte proximal del brazo iz-
quierdo, en la region deltoidea. La paciente referia
hacia 9 anos la apariciéon de una lesiéon nodular de
pequeno tamano, de crecimiento lento y progresivo,
extirpada en el servicio de cirugia con diagnoéstico his-
tolégico de dermatofibroma. A los 6 anos de la inter-
vencion aparecio en la zona de la cicatriz, un nédulo
subcutaneo que fue interpretado como queloide, tan-
to clinica como histolégicamente. La paciente habia
sido tratada posteriormente con infiltraciones de cor-
ticoides intralesionales e imiquimod, con escasa res-
puesta. En los tltimos 4 meses se habria producido un
rapido crecimiento de la lesién, motivo por el que
consult6 al dermatélogo.

Ala exploracion fisica se apreciaba una tumoracién
sobreelevada, intradérmica de 8 x 4 cm de tamano,
muy indurada e infiltrada a la palpacion (fig. 1A). La
zona superficial presentaba capilares ramificados y di-

Fig. 1.—A) Tumoracién localiza-
da en la parte proximal del brazo
de 8 x 4 cm. B) Resonancia mag-
nética nuclear: infiltracidn por la
tumoracion del musculo deltoi-
des.

latados con zonas blanquecinas, nacaradas y brillantes
de aspecto cicatrizal. La resonancia magnética de la
zona afectada efectuada para valorar la extension del
tumor, revel6 un desplazamiento del musculo deltoi-
des y la existencia de infiltraciéon muscular por la le-
sion en dicho musculo (fig. 1B). La biopsia cutdnea
mostro la presencia de una tumoracién en la dermis
con infiltracién del tejido celular subcutaneo, consti-
tuida por células fusiformes de nicleo elongado con
un patrén estoriforme y otras células mas pleomorfi-
cas con un mayor indice mitético, con una disposicién
en largos fasciculos, adoptando un patrén en espina
de pescado (fig. 2A). El estudio inmunohistoquimico
mostré una tincién intensa citoplasmatica con CD34
en mds del 90 % de las células fusiformes con patrén
estoriforme, con minima inmunotinciéon en las células
pleomorficas de la zona de patrén en espina de pes-
cado (fig. 2B). El factor XIIla fue negativo en la po-
blacién tumoral.

La paciente fue intervenida mediante cirugia mi-
crogrifica de Mohs con bloque en parafina, con exé-
resis en bloque del tumor, incluyendo fasciculos su-
perficiales del musculo deltoides, necesitando un
estadio de 1 cm para obtener margenes negativos. El
defecto resultante, de 9 x b cm, se cerré6 mediante su-
tura directa. Tras un ano de seguimiento, la paciente
no presenta evidencia clinica ni radiolégica de enfer-
medad.

Para el estudio de biologia molecular se parti6 de
5 cortes de b pm que se sometieron a un pretrata-
miento de desparafinaciéon con sucesivos lavados en
xilol y etanol, seguido de una digestion enzimatica
con proteinasa K a 55 °C durante 3 h. A continuacion,
se llevo a acabo la extraccion de ARN siguiendo un
procedimiento modificado del desarrollado por Cho-
mzynski y Sacchi®, que emplea el TRIZOL® Reagent
(GIBCO BRL). Tras la obtencién del ARN se compro-
b6 la integridad del mismo en una electroforesis en
gel de agarosa al 1 % en condiciones no desnaturali-
zantes en los que se correran 1 pl de ARN. La presen-
cia de 2 bandas, correspondientes al ARN ribosémico
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Fig. 2.—A) Células pleomorficas,
con disposicion en largos fas-
ciculos tipicos de fibrosarcoma.
(Hematoxilina-eosina, x200.) B)
Tincidn intensa citoplasmatica g .
con CD34 en la zona tipica de & * »
DFSP, siendo minima la inmu- Ll w s
notincion en las células pleo- .
morficas de la zona de fibrosar-
coma. s

28S y 18S tras tincién del gel en bromuro de etidio y
visualizacion con luz ultravioleta, confirmaria la inte-
gridad del ARN obtenido.

Para la transcripcion inversa (RT) se emple6 un kit
comercial y se siguieron las recomendaciones del fa-
bricante (GeneAmp RNA PCR Core Kit, Applied
Biosytems). En nuestro caso se prepar6 un volumen
de ADNc suficiente (60 pl) como para poder realizar
un cribado completo de los exones del COL1AL. En
primer lugar realizamos una primera aproximaciéon
mediante 4 PCR multiples que incluyen ademas de un
iniciador localizado en el exén 2 del gen PDGFB
(b'-atcaaaggagcggatcgagtggte-3') (comun en todas las
PCR muiltiples) y otros localizados a lo largo del gen
COLIAL (tabla 1)* También se amplificé una region
del gen CDK4 como control de la presencia de ARN
en la muestra analizada. El estudio mostré positividad
del gen control ademds de en la PCR multiple II.
A continuacién se volvié a amplificar el producto de
ADNCc con los iniciadores del Set II pero esta vez por
separado confirmandose la presencia del gen de fu-
sion COLIAI-PDGFB con un iniciador localizado en
el ex6n 17 del gen COLIA1 y otro en el ex6n 2 del
gen PDGFB (fig. 3A). Por dltimo, el producto obteni-
do se estudi6é mediante secuenciacion empleando el
kit de secuenciacion BigDyev3.1. La reaccion de se-
cuenciacion se determiné mediante electroforesis ca-
pilar en un secuenciador automatico ABI3130 confir-
mandose la fusion del exén 19 del COL1ALI con el
exo6n 2 del PDGFB (fig. 3B).

Fig. 3.—A) Deteccién por RT-PCR
de la translocacion COL1A1-
PDGFB. B) Analisis de la secuen-
ciacién de nucleétidos mostran-
do la fusién del exén 19 COL1A1
con el exén 2 PDGFB.

Exé6n 19 COLIAL

TABLA 1. CEBADORES UTILIZADOS DEL GEN COL1A1

Mezclas
de cebadores | Exon
del COL1A1

Secuencia

| Exénb5 5'-gccgagatggcatccctgg-3’
Exén 8 5’-ccctggtgagcctggecga-3’
Exon 11 5’-tcagggtgctcgaggattge-3’
Exén 15 5’-ggtgctcgtggaaatgatgg-3’

1] Exén 17 5'-aaggtccccagggtgtgcg-3’
Exon 20 5’-aacctggtgctcctggcage-3’
Exoén 23 5’-aagctggtcgtcccggtgaage-3’
Exén 26 5'-aaggctggagagcgaggtgttc-3’

1 Exoén 27 5’-tgctggcaaagatggagagg-3’
Exén 32 5’-tagaacgtggtgcagctggtcttc-3’
Exén 35 5’-tcccactggagctcgtgg-3’
Exén 38 5’-tgctcctggagccaaaggtge-3’

\Y) Exoén 40 5’-tgctggcgagaaaggatcccctg-3’
Exén 43 5’-tggcaagagtggtgatcgtgg-3’
Exén 46 5'-tggcttctctggectccaggg-3’
Exon 49 b5’-acctcaagagaaggctcacgatgg-3’

DISCUSION

El DFSP es el tumor fibrohistiocitario de maligni-
dad intermedia mds frecuente, que constituye aproxi-
madamente el 1,8 % de todos los sarcomas de partes

A C A" G C G G G G A\ C C C C

50 44

Exén 2 PDGFB
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blandas y el 0,1 % de todos los canceres. Su inciden-
cia se ha estimado entre 0,8 y 5 casos por millén de ha-
bitantes y ano!*®. Se caracteriza por un crecimiento
infiltrativo lento, con poca tendencia a las metastasis a
distancia, pero con una elevada capacidad de destruc-
cién local y alta frecuencia de recidiva tras el trata-
miento quirurgico.

Histologicamente, el DFSP es un tumor intradér-
mico de gran tamano, constituido por células fusifor-
mes monomorfas de nucleo elongado con depésito
de coldgeno intercelular y presencia de pequenos ca-
pilares. La epidermis suele estar respetada, presen-
tando la dermis papilar una zona libre de lesion
o zona «Grenz». Las células por lo general se entre-
cruzan y adquieren un patrén estoriforme, con infil-
tracion del tejido celular subcutaneo, creando una
imagen en panal caracteristico’. Existen variedades
histolégicas de DFSP como la presencia de melanina
en las células dendriticas (tumor de Bednar), cam-
bios mixoides, mioides, células multinucleadas gigan-
tes con pseudoespacios vasculares (fibroblastoma de
células gigantes), y formas mas pleomorficas (fibro-
sarcoma). En series largas descritas en la literatura
médica entre el 10y el 15 % de los casos presentan
areas de fibrosarcoma, considerandose estas lesiones
de mayor agresividad biolégica y de mayor riesgo me-
tastasico®.

Las técnicas inmunohistoquimicas son de gran uti-
lidad en el diagnéstico diferencial con los dermatofi-
bromas atipicos y otros sarcomas, pues hasta el 90 %
de los DFSP son CD34 positivos, y tinicamente el 10 %
son factor XIIIa positivos®!’. Sin embargo, en ocasio-
nes, estas técnicas no son suficientes para establecer
un diagnéstico adecuado.

La primera evidencia del gen de fusién entre los ge-
nes COLIA1 y PDGFB como consecuencia de la trans-
locacion t(17;22) con técnicas de RT-PCR en DFSP se
publicé en 1995 por Minoletti et al'!. En estudios mas
recientes se ha demostrado que alrededor del 90 % de
los casos de DFSP presentan la translocacién t(17;22) .
Sin embargo, se han tratado siempre de series cortas
de pacientes, por lo que la frecuencia real de la trans-
locacion estd todavia por demostrar. La regién de ro-
tura en la t(17;22) afecta en todos los casos descritos
hasta la fecha al ex6n 2 del gen PDGFB, localizado en
el cromosoma 22, que se fusiona con alguno de los
exones del gen COL1A1 localizado en el cromosoma
17. Los puntos de fusién en COL1A1 son muy varia-
bles y pueden afectar a cualquiera de sus 51 exones. En
nuestro caso, el punto de fusion se produce entre el
exo6n 19 del COL1Al y exén 2 del PDGFB y no ha sido
descrito previamente. Hasta la fecha, no se ha encon-
trado relacion entre los diferentes puntos de fusién
descritos en la literatura médica con el subtipo histo-
l6gico, localizacion anatémica, u otro factor estudiado,
incluidos los parametros de recurrencia y progresion.

La presencia del gen de fusion COL1A1-PDGFB en
el DFSP puede demostrarse aislando ARN del tumor,

bien de muestras fijadas e incluidas en parafina o a
partir del tejido criopreservado, y utilizando procedi-
mientos de biologia molecular como el de la RT-PCR.
Estas técnicas son altamente sensibles y especificas
pero presentan una serie de dificultades inherentes,
especialmente cuando sélo se dispone de material in-
cluido en parafina, pues el ARN extraido en muchas
ocasiones es escaso y de mala calidad lo que disminu-
ye considerablemente la sensibilidad del procedi-
miento. Otra dificultad anadida en el caso de los
DFSP consiste en la gran variabilidad del punto de fu-
si6n en el COL1A1, que como hemos indicado ante-
riormente, puede encontrarse en cualquiera de sus
51 exones. Esta heterogeneidad obliga a la optimiza-
cion del proceso de deteccion del gen de fusion me-
diante PCR multiples que abarquen la totalidad de los
exones del gen COLIAL. Pero a pesar de ello, no deja
de ser una técnica muy laboriosa y de resultados no
siempre satisfactorios.

La proteina de fusién generada por el gen de fu-
sion COL1AI-PDGFB, es procesada a nivel extracelu-
lar hasta transformarse en PDGFB completamente
maduro y funcional, capaz de inducir un potente es-
timulo mitégeno mediante la activacion de su recep-
tor!'2. Por tanto, la consecuencia fundamental de la
translocacion t(17;22) es inducir una activacion del
receptor del PDGFB, mediante la produccién auto-
crina y paracrina de su ligando funcional.

El conocimiento de este mecanismo de accion del
producto de fusion COL1A1-PDGFB en DFSP ha su-
gerido que el empleo de inhibidores de la familia de
las tirosincinasa, como el mesilato de imatinib puede
ser util en casos de DFSP no susceptibles de trata-
miento quirdrgico radical, ofreciendo asi una alter-
nativa terapéutica. De hecho, en casos aislados en los
que se ha empleado imatinib en DFSP, se han obteni-
do elevadas tasas de respuesta, lo que sostiene la hi-
potesis de que las células del DFSP dependen de la ex-
presion aberrante del PDGFRB para la proliferacion y
supervivencia celular’®. En cultivo de tejidos de DFSP
se ha demostrado que el imatinib interfiere con el
PDGFB12141% y algunos autores sugieren que este far-
maco induce a la apoptosis de las células tumorales
pudiendo destruir totalmente el tumor!®, mientras
otros piensan que produce una alteracién del fenoti-
po del DFSP disminuyendo su indice de proliferacion
y en consecuencia su tamano tumoral, pero no erradi-
candolo!”.

En conclusion, presentamos un caso de DFSP con
componente de fibrosarcoma con una nueva trans-
locacion, no descrita previamente en la literatura
médica (exén 19 COIAI-ex6n 2 PDGFB). El gen de
fusion COLIA1-PDGFB es especifico del DFSP, por
lo que su detecciéon mediante técnicas de biologia
molecular puede tener un importante valor diagnos-
tico en los casos de diagnéstico diferencial dificil con
otros sarcomas, y también puede constituir un in-
dicador de tratamiento con inhibidores de la fami-
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