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[11.4.4. Mutacion de p53 en un caso de linfoma del manto.

Un paciente de 62 afios acudié a urgencias por presentar una hemorragia digestiva alta. La
fibrogastroscopia evidenci6 la presencia de una tumoracion en el estdmago. Coincidiendo con este
cuadro se descubrié una linfocitosis de 7000 cels/mm formada en su mayor parte por elementos
de cromatina finamente reticulada, nucleos hendidos con algin nucleolo ocasional y citoplasma
moderadamente amplio. El patrén inmunofenotipico efctuado en sangre periférica fue el siguiente:
CD5,FMC7,CD22,CD79b,CD38,CD10,CD19 y CD20 positivos; CD23, CD11c y CD25 negativos.
Las células linfomatosas mostraban expresion fuerte de cadena ligera L.Una PCR efectuada con
ADN gendmico demostré el reordenamiento bcll/Jh. Con el diagnostico de linfoma del manto en
fase blastica se efectu6 andlisis mutacional de p53 en el codon 280.El comportamiento clinico
altamente agresivo inicial de este linffoma (la primera manifestacién fue la hemorragia) se

acompafaba de una lesion molecular de p53.
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[11.5. SINDROME DE LI-FRAUMENI.

El estudio de dos hermanos pertenecientes a una familia con sindrome de Li-Fraumeni demostré
la presencia en heterocigosis de una mutacion de p53 en el codon 238. El estudio de una secion

del leiomiosarcoma que acabd con la vida del padre de estos dos hermanos evidencié la misma
mutacion.

B O

Carcinoma de
colon (33)

O O

Carcinoma de Leiomiosarcoma
colon (33) (45)

g a O O

Glioblastoma Glioblastoma Rabdomiosarcoma I : l(
(132) ®

(7

vy

T ——
e e

238TGT->AGT C238S

7



RESULTADOS

[11.6. Espectro mutacional.

Mutaciones en neoplasias mieloides

V173 R248
H179 R248W
R196 S260
R199 R273
Y234 R273
C238 C277
S240 R280
S241 S303

ominos v === = -

Figura 11. En los casos de neoplasias mieloides analizados en este trabajo se ha detectado la
presencia de un total de 16 mutaciones por cambio de sentido. Todas ellas afectan al dominio de
union al ADN y se esquematizan en la figura siguiente. Aquellas sefialadas en negro corresponden
a las que se han identificado en un Unico caso.

En rojo se indica la Unica mutacion identificada en dos pacientes. En verde se sefialan aquellas

mutaciones que afectan al mismo codon aunque con diferente cambio de aminoécido.
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Mutaciones en neoplasias linfoides

M133 R213 R248 R273
Q144 Y234 R248 R273
R158 C238 R248W R280
Y163 C242 L257 R282W
R175 G245 R267/W R282W
R175 G245 R267/W R282W
P191 G245 R273C R306

A

r N\

Figura 12. En el esquema se indican las mutaciones encontradas en todos los procesos de
estirpe linfoide analizados en la presente tesis. Un total de 28 mutaciones por cambio de sentido y
una mutacion en el sitio de "splicing". En negro las mutaciones presentes en un solo caso, en rojo
las mutacioes encontradas en mas de una ocasion en esta categoria diagnéstica y en verde

aguellas diferentes mutaciones pero localizadas en el mismo codon.
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ESPECTRO MUTACIONAL DE p53

248 273

238*

245 282

175 234 270 | 280
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133 153 173 193 213 233 253 273 293

Figura 13. En la siguiente figura se muestra el espectro mutacional de p53 en el que se puede
apreciar una distribucién similar a la ya conocida por los grandes registros mutacionales:
predominio de mutaciones en aquellos aminoacidos con union especifica al ADN (mutacioes de
contacto) como son los codificados por los codones 245,248 y 273. Con un asterisco se indica la
localizacién de la mutacion en dos hermanos pertenecientes a una familia con el sindrome de Li-

Fraumeni.
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CAMBIOS DE NUCLEOTIDOS EN
MUTACIONES DE p53

mC->T
mG->A
OA->G
OG->C
mT->A
HC->A
mT->G
OT->C
mA->T
OG->T

Figura 14. El tipo de cambio de base observado en el estudio se muestra en la siguiente figura.
Se puede observar que la mayoria de cambios son C->T y G->A , indicativos de de una posible
metilacion espontanea de la citosina en zonas de dinucledtidos CpG y un posterior cambio a

timina, ya sea en la hebra sentido (C->T) como en la hebra antisentido (G->A).
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IV. DISCUSION

IV.1. p53 en neoplasias mieloides

IV.1.1 Sindromes mieloproliferativos cronicos

Los sindromes mieloproliferativos cronicos son procesos neoplasicos que afectan a la stem cell
hematopoyética con un curso tipicamente bifadsico. A una fase cronica de duracion variable
(meses-anos) le sigue un periodo final indistinguible de una leucemia aguda, en que se constata un
empeoramiento de los sintomas clinicos y una refractareidad al tratamiento. Los mecanismos
moleculares implicados en esta transformacion (fase blastica), empiezan a ser conocidos.

Uno de los mecanismos mas estudiados es la inactivacion de p53. En la serie de 49 pacientes con
PV o TE incluidos en este trabajo, se analizé la presencia de mutaciones de p53 (Apartado I11.2).
Quince muestras se estudiaron en fase blastica. En 5 casos se pudo estudiar una muestra en fase
cronica y otra en fase blastica. Las mutaciones de p53 se identificaron exclusivamente en
muestras obtenidas cuando el paciente se encontraba en fase blastica (3/5 casos de PV y 4/10
TE). No se detectaron mutaciones en las muestras obtenidas en fase crénica, pero hay que tener
en cuenta que se analizaron los exones 5-9 sin estudios de las zonas intrénicas. De los 15 casos
estudiados en fase blastica solo 1 tenia antecedente de un tratamiento con fésforo radiactivo, al
gue se le atribuye un importante papel leucemogeno. Este paciente mostraba una mutacién en el
codon 277 TGT->TAT. El resto de pacientes habian recibido como tratamiento hidroxiurea,
pipobroman, busulfan o interferon. Sterkers et al (Sterkers, 1998) investigaron el riesgo
leucemogeno de diferentes formas de tratamiento en pacientes que sufrian una TE. Estudiaron 326
pacientes con un seguimiento medio de 98 meses, de los cuales 6 desarrollaron una leucemia
aguda y 11 un sindrome mielodisplasico. De estos 17 pacientes, 11 habian recibido hidroxiurea y
solo 3 fosforo radiactivo y busulfan. En dicha serie se demostré la asociacion con deleciones de
17p y mutaciones de p53. Si bien la tasa de transformacion fue baja (4.5%), estos trabajos
sugieren que el uso de hidroxiurea en pacientes con un SMPc de curso relativemente benigno
como la PV o TE comporta el peligro de favorecer el desarrollo de fase blastica asociada a
inactivacion de p53. Por ello deben investigarse nuevas estrategias no leucemogenas.Las
mutaciones de p53 son responsables de casi la mitad de fases blasticas de PV y TE; este
porcentaje es mucho mayor al observado en casos de LMC-Ph+ y se asemeja mas al descrito en

casos de sindromes mieloproliferativos crénicos bcr/abl- (Gaidano,1993).

IV.1.2 Leucemias agudas y sindromes mielodisplasicos
La importancia de las mutaciones de p53 en LAM y SMD se ha considerado en esta tesis desde

dos puntos de vista:
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Presencia de mutaciones de p53 en LAM/SMD con translocaciones que afectan al cromosoma

17.
Se ha detectado una mutacion (199 GGA->GTA) en el exon 6 del gen de p53 en un paciente con
una AREB-t y la mutacion 179 CAT->CGT en el exon 5 de p53 en un caso de LAM. Ambos
pacientes presentaban una lesion citogenética idéntica: der(17;18)(q10;q10) (Apartado 111.2.2). Los
dos casos, ademas de esta translocacion, mostraban una delecién del cromosoma 5. Se ha
propuesto (Castro, 2000; Andersen, 2001) que las lesiones del cromosoma 5 predispondrian,
dentro de la evolucién clonal de la leucemia, a la adquisicion de mutaciones de p53 como las
reportadas en nuestros dos casos por lo que el mecanismo béasico podria estar relacionado con un
fenotipo RER™ (errores de replicacion) (Horiike,1999). En modelos experimentales en ratones que
carecen de proteina MSH2, el desarrollo de tumores inducido por el virus de Abelson se asocia a
inactivaciones de p53 (Jenab-Wolcott ,2000).
Estos datos avalan el interés de la busqueda de mutaciones de p53 en casos que muestran
alteraciones estructurales de 17p.

b) Presencia de mutaciones de p53 en LAM/SMD con lesiones citogenéticas de mala

evolucién: reordenamientos de 3q y del gen MLL.
Aunque la lesion citogenética del brazo largo del cromosoma 3 no es frecuente, se asocia de
forma constante a un curso fatal. Estos pacientes presentan una LAM o un SMD con cifras
normales o elevadas del ndmero de plaquetas y distintos transtornos madurativos de la
megacariopoyesis (Fonatsch,1994). Para determinar si la mala evolucion de estos procesos se
debe al poder transformante intrinseco de la lesién citogenética o se debe a la inactivacion de p53
asociada, se analizaron 15 pacientes con lesiones de 3q (5 SMD y 10 LAM) (Apartado I111.2.1). En
ningun caso se pudo evidenciar una mutacion de p53 o0 una lesion citogenética de 17p. Sin
embargo, en 8 pacientes se encontré una monosomia 7, lo que sugiere que en este cromosoma
podria localizarse algun gen involucrado en el origen y/o evolucidon clonal de este subgrupo de
neoplasias mieloides.
Las translocaciones y reordenamientos del gen MLL, situado en 11923, se asocian a mal
prondstico en pacientes con LAM, excepto cuando determinan una t(9;11) (Mrozek, 1997).
Se analizaron 29 casos con LAM y reordenamientos de MLL con presencia de mutaciones en 7
casos (Apartados 111.2.1 y 111.2.3). Tres casos con mutaciones correspondian a nifios menores de
un afo. Para este tipo de asociacion se ha propuesto un modelo de adquisicién de la primera
lesion (MLL) in utero (Gale,1997) debida a agentes infecciosos o a la influencia de la dieta rica en
flavinoides de la madre, con rapida adquisicion de nuevas lesiones moleculares entre las que se

encuentra la mutacion de p53.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo contrastan con los reportados por Megonigal et al
(Megonigal, 1998) que sélo encuentran 1 paciente con mutacién en un nifio de menos de un afio
gue sufria una LAL en recaida. En dicho trabajo se analizaron 25 nifios con reordenamientos de
MLL, de los cuales 21 tenian menos de un afio (“infant leukemias"). La baja incidencia de
mutaciones de p53 reportada por Megonigal et al. puede ser debida a la utilizacion de una
metodologia poco sensible para el analisis mutacional. Deberia considerarse ademas la posibilidad
de la existencia de diferencias en la poblacién analizada (americana frente a europea) asi como el
hecho de que la inactivacion de p53 asociada a los reordenamientos de MLL puede no ser siempre
mutacional sino que también se ha demostrado que puede deberse a una inhibicién de la
transcripcion (Maki,1999).

La asociacion de mutaciéon de p53 en la linea germinal y amplificacion de MLL en un caso de LAM,
sugiere que la inestabilidad genémica asociada al sindrome de LI-Fraumeni puede afectar a las
zonas mas vulnerables del genoma, entre las que se encuentra la zona intrénica de MLL
(Felix,1998).

En un caso de LAM del adulto con reordenamiento MLL (Apartado 111.2.3), la mutacién de p53 se
asocié a un cariotipo complejo con mdltiples lesiones citogenéticas que reflejan la inestabilidad
genomica subyacente.

La inactivacién concurrente de p53 y MLL puede tener diferente significado biol6gico en leucemias
de nifios y de adultos, no siempre se produciria por mecanismos mutacionales y podria ser
indicativa de diferentes vias de leucemizacion (inestabilidad gendmica constitucional, lesiones del

ADN asociadas al mecanismo general de apoptosis) (Bigoni,1999; Stanulla,1997; Andersen, 2001).
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IV.2. p53 en neoplasias linfoides:LAL ,linfomas y SLPC

IV.2.1.- Leucemias agudas linfoblasticas T (LAL-T).

Son proliferaciones neoplasicas de los precursores linfoides T. Las lesiones moleculares que las
originan afectan al receptor de célula T y a diferentes factores de transcripcion. Se ha planteado el
analisis de p53 como un posible mecanismo molecular adicional que podria tener alguna
importancia en la estratificacion prondstica. En una serie consecutiva de 32 muestras con el
diagnostico de LAL-T correspondiente a 27 pacientes diferentes (Apartado 111.3.1), s6lo en un
paciente en recaida se pudo constatar mutacion de p53. El paciente fallecié al cabo de poco
tiempo con enfermedad refractaria a todos los tratamientos. Estos datos concuerdan con los
obtenidos por otros grupos (Wada,1993; Felix,1994; Kawamura,1999) con la Unica excepcion de
los resultados obtenidos por Dicciani (Dicciani,1994) que describian mutaciones de p53 hasta en la
cuarta parte de pacientes con LAL-T en recaida. En el trabajo mas reciente (Kawamura,1999) se
analizaron 57 casos en el momento del diagnéstico con 3 mutaciones y 14 en recaida con una soéla
mutacion. Estas mutaciones se localizaban en los codones 248 y 175. En la serie de Dicciani es
de destacar también la particular localizacién de las mutaciones: 3/12 se localizaban en el exén e
intron 4, 8 mutaciones estaban en el exon 5 (con 3 mutaciones en el codon 135) y s6lo 1 mutacion
se localizaba en el exon 8 en el codon 282. La Unica mutacion identificada en nuestra serie de
pacientes se localiza en el codon 273, localizacion descrita en lineas celulares de LAL-T
(Zhou,1995).

Si bien las mutaciones de p53 no son comunes en este tipo de leucemias, su identificacion tiene
dos aplicaciones clinicas claras: por una parte, delinear el pequefio subgrupo de pacientes en los
gue la presencia de una mutacion de p53 indica una mala evolucion y por otra, identificar las
familias en las que la LAL-T forma parte del sindrome de Li-Fraumeni. Los casos de sindrome de
Li-Fraumeni ilustran la importancia de investigar la historia familiar completa en cualquier tipo de
neoplasia (Felix,1992).

El estudio de la inactivacion por mecanismos no mutacionales, como ha sido demostrado para la
leucemia/linfoma T del adulto asociado a la infeccion por HTLV-l, ha evidenciado que la
inactivacion de p53 seria debida a una estabillizacion o secuestro de la proteina p53 por productos
virales, de forma analoga a lo observado para el HBV (Takemoto,2000). Estos datos junto con la
investigacion de mutaciones en la zona intronica de p53, aportardn nuevas perspectivas a la

vision actual de p53 en LAL-T.

IV.2.2.- Leucemia aguda linfoblastica B del nifio (LAL-B del nifio).
La LAL de linea B (habitualmente también conocida como comun o calla+) es el tumor mas
frecuente en la infancia. Representa la cuarta parte de todos los tumores y las tres cuartas partes

de las leucemias del nifio. Las lesiones moleculares descritas incluyen: cariotipos hiper e
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hipodiploides, las t(9;22) y hasta en un 25% de los casos se ha identificado el reordenamiento
TEL/AML-1 originado por una translocacién criptica entre los cromosomas 12 y 21 (Golub,1995;
Romana,1995).

Se analizaron 52 muestras de pacientes con el diagnéstico de LAL-B (15 en el momento del
diagnostico y 37 en recaida). Este elevado numero de muestras en recaida se debe a que
proceden de un Hospital de referencia para el trasplante de médula 6sea (Apartado 111.3.1). En 13
casos se evidencié un reordenamiento del gen TEL mediante Sothern blot y/o RT-PCR. Se
identificaron mutaciones de p53 en 4 casos en recaida (11% de las muestras en recaida). En tres
casos se disponia de estudio citogenético y presentaban un cariotipo complejo con lesion de 17p
en uno de los casos. Todos los pacientes con mutaciones de p53 fallecieron. Dos pacientes
presentaban la misma mutacién en el codon 245 (GGC->AGC).

Esta elevada frecuencia de las mutaciones de p53 en pacientes en recaida plantea la necesidad de
investigar la inactivacion de p53 por mecanismos mutacionales o no mutacionales (Zhou,2000) y
cual es la influencia en la evolucibn del tratamiento post-recaida. La participacion de las
mutaciones de p53 en las leucemias con reordenamientos TEL/AML-1 es actualmente
desconocida y nuestros datos sugieren que las mutaciones no son frecuentes (0/13). En este
sentido, conviene remarcar que este subgrupo de LAL-B del nifio tienen muy buen prondstico con
los tratamientos habituales. Blau et al (Blau,1997) estudiaron 25 nifios con LAL de linea B y en tres
casos en recaida encontraron mutaciones de p53. Esta frecuencia (12%) coincide con nuestros
hallazgos. La frecuencia de las mutaciones de p53 en LAL-B en recaida en pacientes adultos
parece ser todavia mayor. Tang et al (Tang,1998) investigaron la presencia de mutaciones de p53
en 24 casos y encontraron mutaciones en 6 (25%). En 5 de estos casos se demostré ademas
pérdida del segundo alelo y un cariotipo complejo lo que sugiere, como se ha comentado al
referirnos a la asociacion con los reordenamientos MLL, que en estos casos las mutaciones de

p53 asentarian en un substrato de inestabilidad genomica.

IV.2.3 Linfoma de Burkitt

Los linfomas de Burkitt y sus equivalentes leucémicos (LAL-L3) son neoplasias de linfocitos B
post-germinales en cuya génesis participan, con cierta frecuencia, virus oncogénicos como EBV y
HIV.

Se analizaron de forma retrospectiva 16 casos con Burkitt o LAL-B que presentaban una
morfologia de L3 aunque no se pudiera evidenciar la lesion molecular tipica (reordenamientos de c-
myc). Posteriormente se estudié un caso de Burkitt en un paciente infectado por HIV (Apartados
[1.3.1 y 111.3.2). En estos 17 casos se han identificado 9 mutaciones. So6lo un paciente con

mutacion de p53 (245 GGC->AGC) sobrevivid. Esta mutacion es la misma que se identifico en 2
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pacientes en recaida con LAL-B pediatrica lo que evidencia la dificultad de establecer, de una
forma simplista, la relaciéon genotipo-fenotipo.

En tres pacientes de este grupo se identific6 una mutacién recurrente en el codon 282 (CGG-
>TGG) que se asocid a la presencia de una neoplasia solida. Bhatia et al (Bhatia,1992) analizaron
27 casos de Burkitt y encontraron un 37% de mutaciones, con la mayoria de mutaciones
localizadas en el segmento que comprende los codones 213 a 248. En este trabajo no se identificd
ninguna mutacién en el codon 273, si bien se reporté una mutacion por desplazamiento del molde
de lectura en el codon 282.

En la serie de Gaidano (Gaidano, 1991) la mutacion CGG-TGG, del codon 282, se identificé en un
caso de LAL-L3, en un sindrome de Richter y en la linea celular BL60. Por lo que podemos afirmar
gue la mutacion en el codon 282, si bien fue identificada en primer lugar en tumores sdlidos
(Hernandez-Boussard,1999), es muy comun en linfomas de Burkitt.

Preudhomme et al (Preudhomme ,1995) analizaron 48 casos de BL/LAL-L3 y sélo detectaron
mutaciones en 9 pacientes (19%). Esta baja frecuencia puede explicarse por empleo de una
técnica subdptima o diferencias geograficas. Estos autores hallaron 2 casos con la misma
mutacion en el codon 136 (CAA->TAA).

En el presente trabajo, los datos obtenidos en el grupo de pacientes con BL y equivalente muestran
una elevada incidencia de inactivacion de p53 y coinciden con los publicados por otros autores
(Gaidano,1991).

Se ha estudiado, ademas, la asociacion de mutaciones de p53 con diferentes lesiones
moleculares caracteristicas de leucemias agudas y Burkitt (Apartado 111.3.1). Constatamos que se
asociaban a reordenamientos de c-myc (5/11casos) y a reordenamientos de MLL (3/16).

A pesar de la elevada frecuencia de las mutaciones de p53 en Burkitt, el significado pronéstico sé6lo
ha sido valorado por Preudhomme et al (Preudhomme, 1995). Estos autores concluyen que la
presencia de mutaciones de p53 no conlleva un prondéstico adverso. Todos estos datos indican
gue sera necesario efectuar estudios adicionales que confirmen tanto la carencia de impacto
pronostico de las mutaciones de p53 en Burkitt como el significado de los diferentes tipos de

mutantes.

IV.2.4 . En sindromes linfoproliferativos

Las mutaciones de p53 participan en la transformacion agresiva de diferentes procesos
linfoproliferativos B (Imamura,1994). Las mutaciones de p53 se han descrito en casos de LLC
transformadas a linfomas de alto grado, en la transicion a fase blastica de linfomas del manto y de
linfomas foliculares. El estudio de un paciente con una mutacién de p53 con linfoma folicular y
doble reordenamiento de bcl2 (Apartado 111.4.1) sugiere que las mutaciones de p53 son un evento

tardio dentro de la evolucion clonal de los linfomas.
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En un caso de linfoma del manto con una presentacion clinica agresiva (hemorragia digestiva alta)
y una citologia en sangre periférica sugestiva de fase blastica, pudimos evidenciar la presencia de
una mutacion de p53. En el linfoma del manto en fase blastica, como ha sido ampliamente
reportado, (Louie 1995; Hernandez 1996; Greiner 1996; Zoldan 1996) se detectan muy
frecuentemente mutaciones de p53 . (Apartado 111.4.4).

Durante un periodo de 18 meses, en todos los casos con reordenamientos bcl2/Jh que acudieron
a nuestro centro, se analizaron las mutaciones de p53 (Apartado 111.4.3). Se trataba de 26
pacientes de los cuales 25 correspondian a linfomas foliculares y 1 a una transformacion agresiva
de un linfoma folicular con reordenamiento de c-myc. En cinco casos se encontraron mutaciones:
4 casos correspondian a fases avanzadas de la enfermedad (estadios 1V) y en 1 caso se trataba
de un cambio histolégico de un linfoma folicular (célula pequefia->célula grande). En 4 pacientes el
reordenamiento de bcl-2 era del tipo MBR y en 1 paciente mcr. Todos los pacientes con mutaciéon
fallecieron en poco tiempo (<6meses). Estos hallazgos demuestran que las mutaciones de p53
son comunes en linfomas foliculares y que estan presentes en casos en los que no se puede
documentar transformacion histologica. Estos hallazgos coinciden con los reportados por Sander
et al (Sander, 1993) que encuentran 3 mutaciones de p53 en 25 casos de linfomas foliculares no
transformados.

En la actualidad, se plantea que las mutaciones de p53 informarian de cuan evolucionada est4 una
clona derivada del linfoma folicular inicial: los casos con mutaciones de p53 corresponderian tanto
a linfomas foliculares “viejos” como a linfomas que se han visto sometidos a un stress mutagénico
importante y los linfomas foliculares que carecen de mutaciones de p53 podrian considerarse
como de aparicion "reciente” y por lo tanto con una historia natural mas larga. Si las mutaciones de
p53 pueden ser utilizadas como criterios de estratificacion terapéutica, solas o en combinacién con
criterios clinicos derivados del IPlI (Shipp,1993) su estudio en linfomas foliculares deberia
generalizarse, considerando la indicacion de transplante alogénico de médula 6sea en estos
casos.

La discordancia que se observa entre una sobrexpresion de p53 y la ausencia mutaciones en
dicho gen es bien conocida en otros tipos de linfoma y ha sido estudiada en los linfomas con
reordenamientos NPM/ALK que se asocian a los linfomas anaplésicos de célula grande (Apartado
[11.IV.1). Se estudiaron 5 casos, 2 de ellos con sobreexpresion de p53 en mas del 70% de las
células tumorales, y en ningln caso se pudieron encontrar mutaciones de p53. Tres casos eran
heterocigotos para un polimorfismo comudn en el exén 6 (Serra,1994).

Al analizar de forma secuencial y en paralelo la expresion de p53 y la presencia de mutaciones,
ocurre que en los primeros estadios hay una expresion aumentada de p53 junto con un estudio
mutacional normal. En etapas sucesivas, aumenta la expresion de p53 sin que se detecten

mutaciones, hasta que, en una fase final, con expresion de p53 en un porcentaje elevado de
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células tumorales (>70%), se identifican mutaciones en el gen de p53 (Villuendas,1993). Este
patron es valido para los tumores en los que predominan las mutaciones por cambio de sentido,
como en el caso de los linffomas. Las mutaciones que generan un codon de parada, las
microdeleciones, las inserciones o mutaciones que afectan al sitio de "splicing" conllevan una
ausencia de sintesis de p53. Esta situacion se refleja en unos estudios de expresion negativos en

presencia de una mutacion en el ADN genémico (Hashimoto,1999).

IV.2.5.- Neoplasias NK

Los procesos neoplasicos de los linfocitos NK son muy raros en los paises occidentales. Cursan
como procesos neoformativos y destructivos de la linea media (granulomas letales de la linea
media) o linfomas con leucemizacion posterior y curso altamente agresivo. El inmunofenotipo de
las células neoplasicas es CD2,CD56,CD16,CD94 positivos con negatividad de antigenos T y B.
Las lesiones citogenéticas asociadas son mal conocidas aunque se han implicado a las
deleciones de 6g como mecanismo inicial. En estos casos se constata de forma practicamente
constante la integracion de EBV (Kanavaros,1993).

En este trabajo, se han analizado 4 casos y en ninguno fue posible evidenciar mutaciones de p53
(Apartado 111.4.2). Li et al (Li,2000) detectaron mutaciones de p53 en 20/42 casos procedentes del
sudeste asiatico aunque conviene sefalar que algunas se localizaban en los intrones y no se
conoce su importancia patogénica. En este mismo trabajo se encontraron diferencias geogréficas.
Asi, en los casos procedentes de la region de Osaka, el 45% presentaban sobrexpresion de la
proteina p53 mientras que solo el 22% presentaban mutacion mientras que en Beijing el 43%
sobrexpresaban p53 y el 57% tenian mutaciones en el ADN genémico.

Se requieren estudios adicionales para valorar si los mecanismos de inactivacion no mutacionales

predominan en nuestro medio.

IV.2.6.- Espectro mutacional

La inmensa mayoria de las mutaciones de p53 se encuentran en la porcion codificante del gen
para la zona de union al ADN (94.5%). Solo el 2.6% de las mutaciones se localiza entre los
codones 1-119 y el 2.9% entre los residuos 291 a 393. Esta distribucion esta sesgada porque la
mayoria de estudios , como el efectuado en la presente tesis, analizan los exones 5-8 (codones
126 a 306). No obstante, en los estudios en los que se ha investigado la secuencia completa del
CADN, el 87% de las mutaciones se localizaba en los exones 5-8 , un 8% en el exén 4 y un 4% en
el exdn 10 (Hernadez-Broussard, 1999).

El tipo de mutacion también es variable dentro de la secuencia codificante de p53: en las regiones

terminales (amino y carboxiterminal predominan las mutaciones sin sentido y con desplazamiento
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del molde de lectura) mientras que en la zona central de unién al ADN predominan las mutaciones
por cambio de sentido. En las bases de datos constaban hasta fecha reciente (Septiembre 2000)
14050 eventos mutacionales de p53 correspondientes a 1729 mutaciones diferentes. La mayoria
de las mutaciones descritas en tumores humanos son puntuales (10204) y provocan un cambio en
un aminoécido en la zona de union al ADN (9812).

El 20% de las mutaciones se localizan en 5 codones :175, 245, 248, 249y 273.

Estos hallazgos coinciden con los aportados en la presente tesis ya que todas las mutaciones, con
excepcion de un cambio en el lugar de splicing, originaban un cambio de aminoacido. La
localizacién de las mutaciones en "puntos calientes" mutacionales ("hot spot”) también se
observaba en las muestras que hemos analizado con dos particularidades: la presencia de 3
mutaciones en el codon 282 en linfomas de Burkitt y la inactivacion del codon 238 en 2 neoplasias
hematoldgicas ( una mieloide y otra linfoide) y en 2 hermanos que formaban parte de una familia
con sindrome de Li Fraumeni. Las Figuras 13 y 14 ilustran estos datos. Cabe destacar que la
mutacion en el codon 282 es la sexta en frecuencia cuando se consideran todas las neoplasias
humanas.

Cuando se analiza la distribucion de mutaciones por codones se observan diferencias
correspondientes al tipo celular o de 6rgano: en el ovario predominan las mutaciones en los
codones 273,245 y 248; en el colon 175,248,273,245 y 282; en el higado predomina con mucho la
mutacion en el codon 249 seguida por el 273; en la vejiga urinaria el 280 (es este codon
presentamos 2 mutaciones en la presente tesis), en la mama 175;248,273 y 245; en pulmon
273,248 y 157; en la piel el 248.

En cuanto al tipo de mutacion, las bases de datos sefialan que predominan las transiciones (C->T
0 G->A). En nuestra serie mas de la mitad de las mutaciones corresponden a este tipo. Las
transversiones (G->T) son mas frecuentes en tumores de pulmoén y de higado.

Las mutaciones en el codon 175, 248 y 273 en leucemias son como en la mayoria de tumores del
tipo GC->AT. Este tipo de cambio corresponde, a menudo, a localizaciones de dinuclettidos CpG.
La informacion almacenada en las bases de datos indica que el 20% de los cambios GC->AT en
leucemias afectan a dinucledtidos CpG (Figura 14) .

Cuando se analiza el espectro mutacional de p53 en la linea germinal y en la somética, se observa
una gran similitud. Las mutaciones que afectan a las células germinales, que se encuentran
protegidas frente a los mutagenos exdgenos, se habrian originados por defectos en el proceso de
replicacion y reparacion del ADN. Este mismo mecanismo originaria las mutaciones de p53 en la
células somaticas. Asumiendo que la frecuencia de mutaciones de p53 en células germinales y en
células somaticas es similar es posible especular que p53 actuaria como sensor en el sistema

de vigilancia de la integridad del genoma y, a través de la carcinogénesis mediada por su
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inactivacion, causaria la muerte del individuo, preservando a la especie.



CONCLUSIONES

V. CONCLUSIONES

- El andlisis de los exones 5 a 9 de p53 mediante SSCP radiactivo y secuenciacion directa
permite identificar mutantes en neoplasias hematolégicas. Esta técnica puede aplicarse de
forma ordenada ante circustancias en las que se dispone de muy poca cantidad de ADN

(<1ng) , iniciando el estudio por aquellos exones con mayor probabilidad de encontrar

mutacién (exones 7'y 8).

- Las mutaciones de p53 son eventos moleculares comunes en las transformaciones
agresivas de sindromes mieloproliferativos crénicos bcr/abl -. Se debe investigar en estos
procesos la contribucién de las diferentes modalidades de tratamiento, especialmente los

empleados en cuadros relativamente indolentes en sujetos jévenes.

- Las neoplasias hematoldgicas con reordenamientos de 17p presentan a menudo

mutaciones del gen p53.

- Las neoplasias mieloides con lesiones estructurales del brazo largo del cromosoma 3, a

pesar de su mal pronéstico, no muestran mutaciones de p53.

- Las leucemias agudas mieloides del adulto con reordenamientos del gen MLL pueden
presentar mutaciones de p53. Esta asociacion es particularmente relevante en casos con
cariotipo complejo, deleciones del brazo largo del cromosoma 5 o en casos de LAM

secundaria.

- Las mutaciones de p53 son especialmente frecuentes en dos subgrupos moleculares de

leucemias agudas infantiles: las que presentan reordenamientos de c-myc y de MLL.

- Las mutaciones de p53 rara vez se asocian a LAL-T en el momento del diagnostico, sin
embargo, permiten identificar a un grupo de pacientes que presentan recaidas refractarias

al tratamiento.

- En el 11% de los casos de LAL de linea B del nifio en recaida se encuentran mutaciones
de p53. Estos casos corresponden a cariotipos complejos y muy mala evolucién. Los
nifilos con reordenamientos del gen TEL no presentan mutaciones de p53 y si deleciones
de p16.



CONCLUSIONES

Las LAL-B con morfologia L3 y los linfomas de Burkitt presentan con frecuencia
mutaciones de p53. La importancia prondstica de esta lesibn en este contexto es
desconocida.

Las mutaciones de p53 a menudo son responsables de la fase final agresiva de diferentes

sindromes linfoproliferativos crénicos B como el linfoma folicular y el linfoma del manto.

Los linfomas foliculares en estadios avanzados pueden presentar mutaciones de p53 en

ausencia de transformacion histologica evidente.

En los casos de linfomas foliculares transformados a linfomas difusos de célula grande, la
aparicion de mutacion de p53 va precedida de una fase con incremento progresivo de las

células con inmunotincion positiva para p53.

En linfomas con reordenamientos NPM/ALK no se detectaron mutaciones de p53 a pesar

de evidenciarse sobrexpresion proteica mediante técnicas inmunohistoquimicas.

No se han detectado mutaciones de p53 en linfomas/leucemias NK diagnosticadas en
nuestro medio siguiendo criterios clinicos, histolégicos, inmunofenotipicos y que

presentaban integracion monoclonal de EBV.

La distribucién de las mutaciones recogidas en el presente trabajo coincide con los
hallazgos acumulados en las bases de datos internacionales: predominio de las
mutaciones por cambio de sentido en la zona de unién al ADN, especialmente en los
aminoacidos de contacto. En un caso se ha encontrado un cambio de base en la

secuencia consenso de "splicing".

También en p53 se hace dificil establecer correlaciones genotipo-fenotipo: una misma
mutacion puede ser erradicada con tratamiento quimioterapico o determinar una recaida

refractaria a cualquier terapia.
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