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PRESENTACION

Las mutaciones de p53 representan la lesion molecular mas comun en neoplasias humanas.
Ademas, su presencia es indicativa de escasa respuesta terapéutica y mala evolucion.
Planteamos esta tesis como un intento de analizar la contribucién de las mutaciones de p53
a la patogenia de diferentes neoplasias hematologicas: estudiar la importancia de dichas
mutaciones en los fendmenos de evolucion clonal, recaidas y refractareidad al tratamiento
tanto en procesos linfoides como mieloides. Otro aspecto que se aborda es el de la
asociacion de las mutaciones de p53 con otras lesiones moleculares que desempefian un
papel primordial en el origen de diferentes tipos de leucemias y linfomas (reordenamientos
MLL, TEL/AML1, c-myc, bcl2/Jh).
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l. INTRODUCCION

I.1. Definicidbn y concepto de neoplasia hematolégica

El término neoplasia hematoldgica engloba los diversos tipos de proliferaciones tumorales de las
células sanguineas o de sus precursores localizados en la médula 6sea y en los 6rganos linfoides.
Se han definido dos grandes categorias de neoplasias hematoldgicas: las leucemias y los
linfomas. Las primeras afectan a la médula 6sea y se extienden a la sangre periférica, mientras
gue los linfomas se originan en los diferentes tejidos linfoides (ganglios linfaticos, tejido linfoide

asociado a mucosas, bazo).

[.1.1. Aspectos historicos.

Virchow , uno de los pioneros en el estudio de la leucemia, la definié a mitades del siglo XIX como
“ un proceso sui generis debido a una alteracién en la diferenciacion normal de las células
productoras de sangre. Conocemos las secuelas de la enfermedad pero no su causa". En 1845
Virchow describio un paciente que presentaba un material blanquecino en los vasos sanguineos.
En el examen microscopico observé que la mayoria de los corpusculos eran descoloridos y
consider6 que, probablemente, no se trataba de un proceso piémico, empleando el término
“weisses blut” (sangre blanca) para definir la enfermedad. Sin embargo no habia sido éste el
primer caso publicado: en 1827 Velpeau describié unos hallazgos necrépsicos muy sugestivos de
lo que hoy conocemos como leucemia mieloide crénica. Otros casos similares fueron publicados
por Barth en 1839 y Bennnett en 1845. Estos autores los consideraron como procesos infecciosos
y en Virchow recae el mérito de valorar su distinta naturaleza. El primer caso descrito en vida del
paciente fue reportado por Vogel en 1851.

En 1847 Virchow acuié el término de leucemia (leukos, blanco y haima, sangre). En 1856 publico
un trabajo en el que se describieron las caracteristicas patoldgicas de esta entidad, reafirmandose
en que se trataba de una proliferacion de los corplsculos descoloridos. Virchow acept6 la teoria
vigente en aquella época que asumia que los corpusculos descoloridos (leucocitos) eran los
precursores de los corpusculos coloreados (eritrocitos) y sugirié que la leucemia se producia por
un retraso en la transformacion de las formas descoloridas en las coloreadas. Al mismo tiempo
describié un tipo de leucemia esplénica y otra linfatica.

En 1878, Neumann afiadid6 un nuevo tipo: la mielégena. Este mismo autor habia descrito
previamente que la médula 6sea era un lugar importante en la fabricacion de corpusculos
hematicos.

Gowers, en 1879, clasifico las leucemias agudas en leucocitemia esplénica y linfadenosis,

haciendo equivalente este término a la enfermedad descrita por Thomas Hodgkin en 1832. Este
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hecho inicié un periodo de confusion que se arrastro durante mas de un siglo. A finales del siglo
XIX y principios del XX los términos leucemia, pseudoleucemia, leucosarcoma, cloroma,
linfosarcoma, reticulosis, mielosis, mieloma, y aun otros fueron empleados por distintos autores
s6los 0 en combinacion y con diferentes criterios.

En 1863, Virchow propuso el término linfosarcoma para definir la afectacion localizada de los
ganglios linfaticos.

Treinta afilos mas tarde, Kundrat resucit6 el término linfosarcoma para definir la afectacion primaria
de los ganglios linfaticos con diseminacion por contigliidad. En un intento de superar la dicotomia
leucemia/linfoma Turk, en 1903, propuso el concepto de linfomatosis que englobaba las leucemias
linfoides y los linfosarcomas, anticipAndose al concepto de enfermedades linfoproliferativas
propuesto por Dameshek en 1964.

En 1889, Ebstein describio los primeros casos de leucemia aguda y en 1896 Ehrlich aplico las
tinciones panopticas para reconocer los diferentes tipos de leucemias. Naegeli en 1900 y Schilling
en 1913 describieron las leucemias mieloblasticas y monociticas, respectivamente (Revisado por
Soler, 1989).

1.1.2 Clasificacion OMS
En la clasificacion de la OMS de las neoplasias hematoldgicas, de 1997 se agrupan aquellas
entidades con trascendencia clinica bien establecida, atendiendo a los siguientes criterios:

1. Cuadro clinico.

2. Caracteristicas morfologicas utilizando microscopia convencional.

3. Inmunofenotipo.

4. Lesiones genéticas.
Esta clasificacion incorpora, con algunas matizaciones, los logros normalizadores que
representaron las clasificaciones del grupo FAB para las leucemias agudas y sindromes
mieloproliferativos y mielodisplasicos y por otra parte la clasificacion REAL de los linfomas.
Las cuatro categorias mas importantes son:

I. Neoplasias mieloides.

Il. Neoplasias linfoides.

lll. Enfermedades de las células cebadas.

IV. Neoplasias histiociticas.

I. Neoplasias mieloides
En la clasificacién FAB se reconocian tres grandes grupos de neoplasias mieloides: las leucemias
agudas mieloides, los sindromes mielodisplasicos y los sindromes mieloproliferativos cronicos. El

recuento de elementos blasticos, la diferenciacion en una linea concreta y el grado de maduracion

10
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servian como criterios diagnosticos y se definian mediante morfologia, histoquimica e

inmunofenotipo. El reconocimiento de las diferentes lesiones citogenéticas y moleculares, asi

como la presencia de mielodisplasia asociada como factores que modifican el prondstico de este
grupo de enfermedades ha sido recogido en la nueva clasificacion que incluye:

a. Sindromes mieloproliferativos (LMC bcr/abl+, leucemia neutrofilica cronica, leucemia
eosinofilica crénica, mielofibrosis idiopatica, policitemia vera, trombocitemia esencial).

b. Sindromes mieloproliferativos/mielodisplasicos (leucemia mielomonocitica crénica, leucemia
mieloide crénica atipica, leucemia mielomonocitica juvenil).

c. Sindromes mielodisplasicos (anemia refractaria con o sin sideroblastos en anillo, citopenia
refractaria con displasia multilinea, anemia refractaria con exceso de blastos, sindrome 5g- y
sindrome mielodisplasico no clasificable).

d. Leucemias agudas mieloides (leucemias agudas mieloides con translocaciones
cromosomicas recurrentes (AML1/ETO, CBFB-MYH11, PML/RARA y MLL), leucemias agudas
mieloides con displasia multilineal con o sin sindrome mielodisplasico previo, leucemias
agudas mieloides o sindromes mielodisplasicos relacionados con algun tratamiento- agentes
alquilantes, epipodofilotoxinas u otros-, y leucemias agudas mieloides no categorizadas -
minimamente diferenciadas, sin maduracion, leucemia aguda mielomonocitica, monaocitica,
eritroide, megacariocitica, basofilica, panmielosis aguda con mielofibrosis y leucemia aguda
bifenotipica.

Como principales cambios respecto a clasificaciones previas conviene destacar por su

importancia: i) el descenso a un 20% de blastos para sentar el diagnéstico de LAM, ii) la

identificacion de lesiones moleculares en LAM, iii) la separacion de la LMMC del grupo de SMD y

iv) el reconocimiento de la citopenia refractaria con displasia como SMD. Ademas en las LAM se

valora la presencia de displasia multilineal.

II. Neoplasias linfoides
En la clasificacion de las neoplasias linfoides se han adoptado los criterios y categorias adoptados
por el grupo REAL en 1994 (Harris,1994)
Las diferentes entidades se agrupan atendiendo al fenotipo de la célula transformada en:
a. Neoplasias B
1. De precursores: leucemia aguda linfoblastica de linea B
2. Maduras: leucemia linfatica crénica, leucemia prolinfocitica B, linfoma
linfoplasmocitico, linfoma esplénico de la zona marginal con o sin linfocitos vellosos,
tricoleucemia, mieloma, linfoma de la zona marginal extranodal de tipo MALT,
linfoma nodal de la zona marginal con o sin células B monocitoides, linfoma

folicular, linfoma del manto, linfoma B difuso de célula grande en el que se incluyen

1
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las formas mediastinicas y los de cavidades.
b. Neoplasias Ty NK
1. De precursores: leucemia aguda linfoblastica T.
2. Maduras: leucemia prolinfocitica T, leucemia de linfocitos granulares, leucemia
agresiva NK, leucemia/linfoma T del adulto asociada a infeccion por HTLV-I, linfoma
NK extranodal del tipo nasal, linfoma T tipo enteropatia, linfoma hepatoesplénico
gamma-delta, linfoma T del tipo paniculitis subcutanea, micosis fungoide/sindrome
de Sézary, linfoma anaplasico de células grandes sistémico y cutaneo, linfoma T
periférico y linfoma T angioinmunoblastico.
c. Linfoma de Hodgkin: esclerosis nodular (grados 1y 2), predominio linfocitico, celularidad mixta y

deplecioén linfocitaria.

.2. LOS GENES IMPLICADOS EN LA GENESIS DEL CANCER
El cancer es una enfermedad genética que resulta de la acumulacion de lesiones moleculares
heredadas o adquiridas en genes que participan en el control del crecimiento, diferenciacion celular
y en el mantenimiento de la integridad del genoma.
Los genes implicados en el desarrollo del cancer pueden clasificarse en:

1. Oncogenes o genes cuya activacion anémala conduce a lesiones neoplasicas.

2. Genes supresores (GS), son aquellos cuya inactivacion funcional se asocia al cancer.

3. Genes que intervienen en la reparacion del genoma.

[.2.1 Oncogenes

Los oncogenes se identificaron como los genes transformantes virales y son formas alteradas de
genes celulares normales llamados proto-oncogenes. En el genoma humano, la mayoria de proto-
oncogenes se localizan en la zona adyacente a las distintas roturas cromosémicas identificadas
en el cancer. Los proto-oncogenes, altamente conservados a lo largo de la evolucion, regulan la
cascada de eventos que mantiene la progresion ordenada del ciclo, la division y la diferenciacion
celular. En una célula cancerosa esta progresion ordenada se pierde cuando uno o mas
componentes de esta cascada se altera. El proceso de control de crecimiento o diferenciacion
celular se inicia por la interaccién de factores de crecimiento y citoquinas extracelulares con sus
correspondientes receptores de membrana. Esta activacién desencadena una serie de sefales
intracelulares que finalmente dan lugar a una activacion y/o inhibicion de la expresion de genes
celulares. Los proto-oncogenes funcionan como puntos criticos en estas vias, asi tenemos proto-
oncogenes que codifican citoquinas, receptores, proteinas citoplasmaticas que transmiten sefiales
a otras proteinas o al nacleo y finalmente proteinas nucleares (factores de transcripcion) (Figura 1).

La activacion oncogénica y la consiguiente proliferacion continua se asocia a cambios
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morfologicos celulares. EI mecanismo oncogénico inmortalizador de descubrimiento mas reciente
es la abolicion de la muerte celular programada (apoptosis) que se activa en todos los tejidos con
alta remodelacion tisular (médula 6sea, intestino, etc).

El método clasico de identificacién de oncogenes es el de la transfeccion de ADN que consiste en
la introduccion mediante métodos fisicos o quimicos de un fragmento de ADN en el interior de un
grupo de células. En este sistema, una linea celular no tumoral (fibroblastos, NIH3T3) se somete a
transfeccion de un ADN obtenido de un tumor. La transferencia de un ADN que contiene un
oncogén activado origina unos focos con diferente morfologia y se pierde la inhibicion del
crecimiento celular por contacto. La utilizacion de este sistema de transfeccion permitié identificar
genes tan relevantes como los de la familia ras asi como otros genes (neu, met, trk, mas, ret, hsty
erb-2).
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Figura 1. Representacion esquematica de los compartimentos celulares y extracelulares donde

se localizan oncogenes y proto-oncogenes. Se muestran factores de crecimiento, receptores

transmembrana de factores de crecimiento, proteinas asociadas a la membrana celular que

intervienen en la transduccion de sefiales, proteinas intermedias de estas vias de sefializacion de

localizacion citoplasmética y proteinas nucleares que intervienen en la regulacion de la expresion

génica (factores de transcripcion).
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[.2.2. Genes supresores

Los genes supresores (GS) codifican proteinas que intervienen en la regulacién del crecimiento o
diferenciacion celular mediante un proceso de control negativo y la pérdida de su funcién
contribuye directamente a la aparicion de un fenotipo tumoral. Los estudios epidemiolégicos de
Knudson (Knudson,1971) en casos de retinoblastoma condujeron a la hipotesis de los “dos
eventos” (two-hits): se necesitan dos mutaciones inactivantes para que aparezca el
retinoblastoma. La primera en el locus de susceptibilidad al retinoblastoma (13q) puede estar en la
linea germinal o somatica mientras que la segunda mutacion siempre se adquiere en las células
somaticas. Esta hipotesis no so6lo explica como pueden colaborar las mutaciones germinales y
somaticas en el proceso de tumorigénesis sino que también explica el patron de herencia recesivo

observado en algun tipo de neoplasia (Figura 2).
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=g ' ' RB Los individuos normales poseen dos alelos normales
(RB").

RE' RE
La pérdida de un alelo en las células somaticas (RE') no tiene
ninguna consecuancia, la pérdida de un alelo en las células
germinales determina &l estado de portador aungue &l fenctipo sea

normal.

RB RB
La pérdida del segundo alelo en las células somaticas induce la
formacion del tumor,

Figura 2. Mecanismos cromosomicos implicados en la génesis del retinoblastoma. Este tumor
aparece cuando se encuentran |os dos alelos de RE inactivados en la retina, El sagundo evento
inactivador puede producirse por una no separacion y reduplicacion del primer alelo anormal, por
recombinacion mitdtica o por mutaciones punfuales en el sagundo alelo afadidas a las ya
presentes en el primer alelo.
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La aproximacion metodologica mas utilizada para identificar GS son los estudios de pérdida de
heterocigosidad (LOH). Estos estudios se basan en la comparaciéon de ADN obtenido de la
muestra tumoral con el ADN de un tejido sano. Utilizando técnicas de PCR especificas para
determinadas regiones del genoma se pueden detectar zonas en el tumor que no amplifican
(pérdidas alélicas). Estas regiones cromosomicas no amplificables en el tumor pueden contener
un GS. Estos datos se completan con los hallazgos citogenéticos correspondientes (deleciones) y
con estudios mutacionales del alelo conservado en muestras tumorales.

La autentificacion de un GS se obtiene cuando concurren dos circunstancias:

a. ldentificacion de mutaciones inactivantes en la linea germinal que cosegregan, es decir que se
heredan de forma conjunta a la predisposicion al cancer en las familias afectadas y

b. Presencia de mutaciones somaticas en el alelo conservado en muestras tumorales.

Los genes que cumplen estas condiciones son: p53, RB1, APC, WT-1, NF-1, NF-2, VHL, pl6,
BRCA1, BRCA2y TSC2.

Las mutaciones en un determinado gen que aparecen Unicamente en células tumorales y que se
asocian a una baja expresion de la correspondiente proteina se consideran como evidencia
indirecta del caracter supresor del gen en cuestion. En esta situacion se encuentran genes como

a-catenina, E-cadherina, DPC4 y DCC.

1.2.3. Genes de reparacion del ADN.

Al principio de la década de los 80 se sugirid que las células cancerosas presentaban un fenotipo
de hipermutabilidad que explicaria el gran nimero de mutaciones presente en los tumores. En
1993, el grupo de Perucho describié un nuevo tipo de anomalias en el genoma: inserciones o
deleciones en zonas repetitivas del genoma (inestabilidad de microsatélites o también fenotipo
RER por errores replicativos)(lonov,1993; Rampino,1997). Este tipo de mutaciones se asocio a
tumores de colon. EIl espectro mutacional en las secuencias repetidas era similar al observado en
hongos y bacterias que carecian de maquinaria enzimatica para corregir los alineamientos
incorrectos del ADN (mismatch repair). Este sistema es un complejo multienzimatico que corrige
los errores en la replicacion del ADN que ocurren durante la fase S del ciclo celular y algunos de
los genes humanos implicados son hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMS2. La mutacién de un alelo de
estos genes en la linea germinal predispondria a la adquisicion del fenotipo mutador que una vez
activo (mutacioén del segundo alelo) podria actuar sobre multitud de genes.

Los genes que codifican proteinas que intervienen en la reparacion del ADN ante diferentes tipos
de agresiones celulares (radiaciones ionizantes, luz UV, mutdgenos quimicos) o bien en el proceso
de replicaciéon celular fisiol6gica, se han encontrado inactivados en un conjunto de sindromes
familiares de predisposicion a tumores. Estas enfermedades son: los sindromes NER (nucleotide

excision repair), ataxia telangiectasia, sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, cancer colorrectal
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hereditario no polipésico (genes hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2) y el sindrome de Werner. Todas
estas entidades comparten las siguientes caracteristicas: baja frecuencia, diferentes grados de
alteraciones somaticas en los individuos afectados (malformaciones, adenomas, hipogonadismo,
transtornos tréficos, baja estatura,etc) y desarrollo de tumores en zonas expuestas a mutagenos
exogenos (piel y mucosas) o con alta tasa de replicacion celular (médula 6sea y mucosa colonica).
Vogelstein y Kinzler (Kinzler, 1996 y 1997) idearon una nueva nomenclatura para definir las
distintas funciones de los genes implicados en el desarrollo del cancer. Establecieron dos tipos de
funciones atribuibles a estos genes: i) regulacion de la progresion del ciclo celular y/o del proceso
de apoptosis (genes “Gatekeepers”) y ii) salvaguarda de la integridad del genoma (genes

“Caretakers”).

r>Z0V0Z

MUTACION EN  MUTACION EN EL MUTACION EN UN MUTACION EN EL

> > ovomZzZ

UN ALELO DE SEGUNDO ALELO ALELO DE UN SEGUNDO ALELO
UN GEN DEL GEN GEN DEL GEN
“‘CARETAKER” “CARETAKER”  “GATEKEEPER” “GATEKEEPER”
INESTABILIDAD INICIO DEL TUMOR
GENETICA

Figura 3. Las vias de transformacion neoplasica. La herencia de una mutacion en un gen
"gatekeeper" o "caretaker" predispone al individuo que la posee al cancer. Sin embargo, se
requieren cambios genéticos adicionales. En la via de los "caretaker" se necesitan al menos tres
mutaciones adicionales, aunque la inactivacion del segundo alelo "caretaker" acelera mucho este
proceso debido a la marcada inestabilidad genética que produce. En la via del "gatekeeper" sélo se

necesita una mutaciéon adicional para iniciar la neoplasia.
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En cada tipo celular, uno o muy pocos genes tienen una funcion de "gatekeeper”. Los individuos
con una predisposicién genética debido a la herencia de un alelo mutado de dicho gen sélo
necesitan una mutacion adicional (somatica) para desarrollar la neoplasia. Los tumores
esporadicos aparecen en los individuos sin mutaciones en la linea germinal sélo cuando en la linea
somatica coinciden dos mutaciones. Debido a la baja probabilidad de esta coincidencia, los
individuos con una mutacion hereditaria en un gen "gatekeeper" tienen una probabilidad mil veces
superior que la poblacion general desarrollar un tumor (Hip6tesis de Knudson).

La inactivacion de un gen con funcion "caretaker" no promueve el desarrollo del tumor
directamente sino como consecuencia de la inestabilidad genética originada por la pérdida de su
funcién. La neoplasia aparece por el aumento de mutaciones de todos los genes incluyendo los
"gatekeepers". Una vez formado el tumor , éste puede progresar de forma especialmente rapida
debido a la facilidad de mutacién de muchos otros genes que controlan el crecimiento y la muerte
celular. En las familias con una mutacion de un gen "caretaker" se necesitan 3 mutaciones
adicionales para la aparicion del cancer: en la linea germinal viene mutado un alelo del "caretaker" y
en la somatica el otro alelo y los dos alelos del "gatekeeper'. Es por la necesidad de tres
mutaciones por lo que estas familias solo tienen 5-50 veces mas riesgo de tumor que la poblacion
general. La aparicion de tumores esporadicos (inactivacion de dos alelos "caretaker"+ dos alelos

"gatekeeper") seria consecuentemente muy poco frecuente.

1.3. LOS MECANISMOS MOLECULARES DE TRANSFORMACION NEOPLASICA.

[.3.1. Mutaciones puntuales.

Las mutaciones se definen como cambios en la secuencia de ADN que determinan la aparicion de
un rasgo patoldgico.

Las mutaciones puntuales, o substitucion de un solo nucleétido, se originan por errores en
diferentes procesos:

i) por un error en el proceso de replicacion del ADN. Las ADN polimerasas intervienen en la
replicacion, la recombinacién y el proceso de reparacion. Su fidelidad a la hora de incorporar una
nueva base es un factor critico en la tasa de mutacion celular. La mutacion apareceria por errores
de la polimerasa.

i) En un modelo alternativo, (slipped mispairing), los nucleotidos se incorporarian de forma
incorrecta durante la replicacién del ADN debido a un pequefio desplazamiento de la hebra de
ADN que sirve de molde en la replicacion. Al producirse el realineamiento y reparacion se fija una
base incorrecta. Este mecanismo se veria favorecido en zonas repetitivas del ADN.

iii) Los dinucleotidos CpG son zonas particularmente susceptibles a las mutaciones debido
a la metilacion de la citosina (5-metilcitosina) que por una deaminacion y un simple cambio

tautomérico origina un cambio a timina. Esta timina no es reconocida por los mecanismos de
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reparacion del ADN. Las zonas ricas en CpG (islotes CpG) se localizan, habitualmente, en los

extremos 5' de los genes eucariotas.
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Figura 4. La deaminacion espontanea de la 5-metilcitosina conduce a un cambio a timina (C->T).
Si ocurre en un triplete CGA (Arg) de la hebra codificante, la transicion origina la aparicion de un
TGA (stop). Si el cambio se produce en la hebra no codificante, es decir en el triplete
complementario a CGA, se genera en la hebra codificante una transiciéon G->A, y la formacién en

este caso de un triplete CAA (GIn).

La importancia de este fendbmeno en el origen de mutaciones puntuales vino refrendada por el
exceso de transiciones C->T en las variantes mutadas del gen del Factor VIII. También se da un
exceso de transiciones G->A como consecuencia de los cambios C->T en la hebra del ADN
antisentido. La hipermutabilidad de los dinucleotidos CpG en algunas enfermedades hereditarias
sugiere que estas zonas estan metiladas en la linea germinal y por lo tanto son susceptibles a la
deaminacion. Sin embargo, el patrén de metilacién es diferente en las células germinales: el
esperma esta altamente metilado mientras que el oocito est4 poco metilado. Cabe sefialar que el

gen p53 contiene zonas de CpG metiladas en la linea germinal.
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iv) Existen tri-o tetra-nucleotidos que se encuentran con mas frecuencia de la esperada en
zonas proximas (10 bp) a mutaciones. Algunos como el CTT, corresponden a la diana de

reconocimiento de la topoisomerasa I; la secuencia TGGA es muy similar al sitio de stop de la
ADN polimerasa a. Asi, podria ser que la pausa de la polimerasa predispusiera a una incorporacion

de bases incorrecta.

Un fendbmeno a tener en cuenta es el de la mutabilidad desigual de las dos hebras de ADN debido
al diferente grado de metilacion y de reparacion. Asi las transversiones de purina a pirimidina son
mas frecuentes que las de pirimidina a purina. Sin embargo, las transiciones se presentan con

una frecuencia muy similar.

Categorias de mutaciones:

- Sustituciones de bases en la secuencia codificante de una proteina: mutaciones por
cambio de sentido (missense), mutaciones sin sentido (non-sense), mutaciones de
terminacion (stop). Son las mas frecuentes en p53. A menudo afectan a los dinucleotidos
CpG que representan zonas de hipermutabilidad.

- Mutaciones que afectan a la formacion del ARNm: "splicing" (religacion) y de
procesamiento: i) mutaciones en las zonas 5y 3'de "splicing" que originan un "exon
skipping" o la utilizacion de un sitio criptico de "splicing" ii) mutaciones intrénicas o de un
exon que activan un sitio criptico de "splicing" y finalmente, iii) mutaciones en el "branch
point”, que es una secuencia conservada en el intron que hace posible que el "splicing” se
lleve a cabo.

- Mutaciones en las secuencias reguladoras: afectan al proceso de transcripcion.

1.3.2. Deleciones

El andlisis citogenético de las células tumorales permitié identificar la existencia de frecuentes
pérdidas de material genético asociadas al desarrollo del cancer. El estudio de secuencias
polimérficas del tipo microsatélite ha facilitado la identificacion de las regiones cromosomicas en
gue se producen deleciones con mayor frecuencia. Los zonas del genoma en las que se
demuestran deleciones indican la existencia de genes cuya inactivacion puede favorecer el
desarrollo del cancer. Otro tipo de lesiones similares son las microdeleciones en las que sélo se
pierden unos pocos nucle6tidos o bien microinserciones cuando se trata de la incorporaciéon de
unas pocas bases. En ambos casos se produce una proteina no funcional o truncada como

resultado de la alteracién de la pauta de lectura.
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1.3.3. Amplificaciones

La amplificacién génica es uno de los mecanismos que pueden conducir a un aumento de la
concentracion de una determinada proteina en la célula. Este fendmeno se ha asociado
exclusivamente a células neoplasicas. La amplificacion génica consiste en un aumento del nimero
de copias de uno o0 mas genes. En ciertas ocasiones son tantas las copias amplificadas que
pueden evidenciarse en el estudio citogenético en forma de los “diminutos dobles”, que son
pequefios pseudocromosomas que carecen de centromero, o de regiones cromosomicas con
tincion homogénea (HSR, homogeneously stained regions). En la mayoria de casos de
amplificaciébn de oncogenes, su estructura molecular es normal, por lo que parece que las
mutaciones no acompafan a la amplificacion y que el mecanismo por el cual ésta contribuye a la
neoplasia depende sélo de la dosis de proteina traducida. En ocasiones, la amplificacién génica
representa un hallazgo esporadico en un tumor, pero en otros casos se trata de una alteracion
reproducible en tumores de diferentes pacientes. El caso mejor estudiado es la amplificacién de N-

myc asociado al neuroblastoma, el retinoblastoma y el carcinoma de células pequefias de pulmoén.

[.3.4. Reordenamientos

Los reordenamientos génicos implican la uniéon de dos fragmentos de ADN del mismo o de distinto
cromosoma que en condiciones normales no son adyacentes. Se distinguen dos tipos principales
de translocaciones:

1) las que ponen en contacto un oncogén con las secuencias reguladoras (promotores y
enhancers) de los genes de las inmunoglobulinas y el receptor de célula T. Estas lesiones son
caracteristicas de los linfomas.

2) las que producen un nuevo gen quimérico por la fusion de dos genes distintos, situados
habitualmente en dos cromosomas diferentes. Estas lesiones son tipicas de las leucemias
agudas. En ambos casos el estudio citogenético puede mostrar las alteraciones estructurales
correspondientes (ej. intercambio de los brazos largos de los cromosomas 9y 22 en la t(9;22). En
otras situaciones solo el estudio molecular (RT-PCR) puede evidenciar el ARNm quimérico (ej.
TEL/AML-1 en LAL).

l.4 LA PROTEINA P53

1.4.1 Historiay descubrimiento de p53.

El descubrimiento de la proteina p53 fue el resultado de dos tipos de estudios. En uno de ellos se
utilizé el virus oncogénico SV-40 y en el otro se utilizé una aproximacion de tipo serologico.

En los estudios virologicos, cuando se transformaron cultivos celulares con el virus oncogénico

SV-40 y se efectuaron estudios de inmunoprecipitacibn con anticuerpos dirigidos contra el
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antigeno T, se identificO una proteina de 53 kDA . Esta proteina se expresaba en muchas lineas
celulares murinas transformadas pero también en células que no habian sido infectadas por el
virus, por lo que se supuso que estaba codificada por el genoma del ratén.

Simultdneamente a estos hallazgos y empleando andlisis de tipo seroldgico se descubrié que, al
estudiar la respuesta inmune anti-tumoral en algunos ratones a los que se habia inducido tumores
con carcinégenos (metilcolantreno) se podian identificar anticuerpos dirigidos contra la proteina de
53 kDa (Deleo,1979). Estos anticuerpos también aparecian en suero de pacientes con neoplasias
de mama (Crawford,1982) y linfomas de Burkitt (Caron de Fromentel, 1987)

En trabajos posteriores, se evidencié que cuando se privaba del estimulo trofico (suero) a
determinadas lineas celulares en cultivo, dismunuian los niveles de ARNm de p53. Al inducir
crecimiento con suero los niveles de ARNm y proteina de p53 aumentaban, alcanzando el pico en
la transicion de las fases del ciclo celular G1/S, justo antes de la replicacion del ADN, lo que
sugeria que p53 era un regulador positivo del crecimiento celular. Se demostré ademas que la
proteina p53 tiene una vida media corta y se localiza en el nacleo. En un trabajo posterior se
comprobd que la inyeccion intranuclear de un anticuerpo frente a p53 en fibroblastos de ratén
inhibia la entrada de las células en fase S tras exposicion a suero. Ademas, la inhibicion de la
expresion de p53 prevenia la proliferacion celular tanto en células transformadas como no
transformadas.

Al final de la década de los 80 se observé que no todos los cADN de p53 presentaban la misma
actividad en el ensayo de cooperacion con Ha-ras en el establecimiento de un fenotipo tumoral. La
determinacion de la secuencia de dicho cADN revel6 diferencias en zonas de p53 altamente
conservadas entre las especies. Este hecho sugiri6 que aquellas diferencias funcionales de p53

podrian ser debidas a mutaciones puntuales patogénicas en el gen que codificaba dicha proteina.
1.4.2. Estructuray funcion.

El gen que codifica la proteina p53 se localiza en el cromosoma 17p13.1, se extiende a lo largo de

20kb de ADN gendmico y contiene 11 exones (Figura 5).
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.Secuencias codificantes

Figura 5. Esquema de la organizacion gendmica de p53 en el que se indican el tamafio de los

exones y los intrones.

El gen p53 posee dos promotores: p53pl en la region 5°del primer exdn que origina la proteina
completa y un promotor localizado en el primer intron, 1 Kb distal al primer exdn y que origina un
trAnscrito de menor tamafio (Hp53int) cuya funcién es, en la actualidad, desconocida. Existen

también secuencias reguladoras en la porcion 3 del gen (Fu, 1996).
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de la proteina p53. Se ilustran los dominios

funcionales méas importantes.

La proteina p53 esta formada por 393 aminoacidos que se pueden agrupar en tres dominios
(Figura 7). Las funciones de algunos fragmentos de la proteina no son bien conocidos en la
actualidad (May,1999).

1. Dominio aminoterminal.

Comprende hasta el aminoacido 102, de los que los primeros 50 residuos poseen una actividad
transactivadora. Este dominio interacciona con la ARN polimerasa y aumenta la transcripcion. Los
residuos criticos son los aminoacidos 19, 22 y 23. Las proteinas que se unen a p53 en este
dominio son: la proteina E1b de adenovirus, MDM2 y la proteina X del virus de la hepatitis B. En la
region aminoterminal también se encuentra una region rica en prolina (aminoacidos 63-97) con
elevada similaridad con las proteinas que unen SH3 (Walker, 1996), que es necesaria para la
apoptosis y que interacciona con proteinas celulares como c-abl y virales (E6 de papiloma). En
esta region rica en prolina reside un polimorfismo (Arg72) (Storey,1998) que determina una mayor
susceptibilidad a la degradacion de p53 en tejidos infectados por el virus del papiloma (HPV), lo que

explicaria la mayor predisposicion al desarrollo de cénceres de cuello uterino.

2. Dominio de union al ADN ( entre los aminoacidos 102-293).

La region central es resistente a la accion de enzimas proteoliticas y ademas interacciona con el
antigeno mayor del virus SV40. En este dominio se localizan cuatro regiones altamente
conservadas entre diferentes especies y sirve de reconocimiento y de union al ADN. Los aa 248 y
273 (ambos Arg) son los que se unen directamente al ADN y ademas son los que sufren mayor
namero de mutaciones en muestras tumorales. Los dominios 1 y 2 bastan para que p53 actle

como factor de transcripcion.
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3. Dominio carboxiterminal (aminoacidos 293-393).

La region C-terminal incluye: i) una region de enlace vy ii) un dominio de tetramerizacion, de los
aminoacidos 323-356. En esta zona se localizan tres tipos de funciones: la sefial de localizacién
nuclear (NLS), oligomeracion (p53 es un tetramero) y una diana de fosforilacién para la CDK
(kinasa dependiente de ciclina). Los mutantes en la region NLS 316-325 muestran una proteina p53
de localizacion exclusivamente citoplasmatica con lo que no puede efectuar sus funciones como
factor de transcripcion.También este dominio interviene en la promocion de la apoptosis (Lassus,
1999), en la regulacién de la transcripcion, aunque de forma no tan importante como el extremo

amino-terminal, y en el reconocimiento del dafio de la doble cadena de ADN.

La proteina p53 posee una estructura basica beta con dos hojas antiparalelas ("sheets")
compuestas cada una de ellas por 4 y 5 cintas o "strands". Esta estructura soporta tres bucles o
loops externos con las siguientes funciones:

1 bucle se une a la curvatura mayor del ADN

1 bucle se une a la curvatura menor del ADN

1 bucle se empaqueta y comprime al bucle 2

Figura 7. Estructura tridimensional de la proteina p53 y su interaccién con el ADN.

La proteina p53 se encuentra conservada entre diferentes especies, de modo que las secuencias
de p53 humana y de ratén presentan una identidad del 80%. En Drosophila se ha identificado un
gen homologo a p53 conocido como Dmp53 que se une a secuencias especificas de ADN
reconocidas también por p53 humano. Cuando se expresa esta proteina se induce apoptosis y la

inhibicion conduce a la resistencia a la apoptosis post-radiacion.
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La proteina p53 forma tetrameros y se une a secuencias especificas del ADN (dos copias de la
secuencia 5 -PuPuPu-C(A/T)(T/A)GPyPyPy-3" separadas por 0-13 nucleotidos) para realizar su
funcion propia como factor de transcripcion en colaboracion con otras proteinas activadoras como
CBP (Gu, 1997).

El estimulo fisiolégico para la activacion de p53 seria el dafio del ADN causado por la radiaciéon
ionizante, agentes genotdxicos y oncogenes, como por ejemplo la forma oncogénica de ras
(Serrano, 1997; Palmero, 1998). Esta activacion de p53 se produce por fosforilaciones,
defosforilaciones y acetilaciones(Lakin, 1999;Jianyuan, 2000) mediadas por la proteina codificada
por el gen de la ataxia-telangiectasia, ATM (Banin,1998;Waterman,1998), por la ADN protein
quinasa (W00,1998) y por quinasas inducidas por el stress (Fuchs, 1998). (Figura 8).
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Lesion ADN

PROTEINA SENSORA DOMINIO SENSOR p53

(Ej: ATM) (COOH-TERMINAL)
FORMA ACTIVA
ACTIVACION DIRECTA / \ ACTIVACION
APOPTOSIS TRANSCRIPCION
CASPASAS PROTEINAS CICLO CELULAR  REPARACION ADN ~ APOPTOSIS
p21 GADD45 BAX
MDM-2 IGF-BP

Figura 8. Mecanismos de activacion de p53. Las lesiones del ADN son reconocidas por una o0 mas
proteinas “sensoras” que identifican el tipo especifico de lesion. p53 también es capaz de funcionar
como proteina sensora a través de su dominio carboxi terminal. La proteina sensora modifica a
p53 por fosforilacion y esta forma es mas estable, con lo que puede unirse a las secuencias
reguladoras de diferentes genes (p21, MDM2, GADD45, Bax, IGF-BP, ciclina G). La apoptosis
mediada por p53 se desencadena por mecanismos de activacion transcripcional y por estimulo

directo de la proteina p53 activa sobre otras proteinas.

La activacion quimica de p53 produce un incremento de las formas activas de la proteina con
capacidad de unién al ADN y con capacidad de funcionar como factor de transcripcion. Gran parte
de los efectos observados se deben a la liberacion del inhibidor fisiol6gico de p53, la proteina
MDM2 que, en condiciones normales, desplaza rapidamente a p53 del nucleo celular hacia el

citoplasma vy la introduce en las vias de degradacion proteica dependiente de ubicuitina
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(Chen,1994; Wu,1993; Sigalas,1996; Tao,1999). La proteina responsable de la liberacién del efecto
inhibitorio de MDM2 es p14“"F que se origina por un "splicing" alternativo del locus de p16
(Tao,1999; Pomerantz 1998; Kamijo 1997; Radfar 1998;Sherr,2000) (Figura 9).

Exén 103 Exoén la Exén 2 Exon 3

053 CDK4 (6)
Rb

Figura 9. Estructura de la region de p16 localizada en los brazos cortos del cromosoma 9. En una
misma region y por "splicing" alternativos se forman dos proteinas que intervienen en el control y
regulacién del ciclo celular : p14**F (p19°7F en ratones) y p16. La via de p14”"" participa en la
inhibicion del crecimiento tumoral principalmente, aunque no exclusivamente, a través de p53. Las
alteraciones de p16 tienen unas consecuencias funcionales equivalentes a las de CDK4, ciclina D

y retinoblastoma.

La proteina p53, una vez activada, se une a las secuencias especificas que estan presentes en las

zonas promotoras de muchos genes, algunos todavia ni siquiera conocidos (Kern, 1992;
Ginsberg,1991;Yu, 1999). Las consecuencias de estos procesos celulares comportan:

1. Elfreno en la progresion del ciclo celular en G1, mediado por p21(WAF) y GADD45. p21 es

un potente inhibidor de varias CDK entre las que estan ciclina D-CDK4/6, ciclina E-CDK2 y

ciclina A-CDK. p21 también evitaria la fosforilacibn de Rb y por lo tanto se impide la

progresion del ciclo celular. Esta funcion de parada de p53 o “checkpoint” (Huang, 1996;
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Kuerbitz,1992; Shii0,1992) permite que los enzimas de reparacion de ADN corrijan los
defectos inducidos (Taylor,1999) y en el caso de que éstos sean irreparables la célula es
desviada hacia

2. La induccién de apoptosis, mediada por Bax, Apaf-1 y caspasa- 9 entre otras proteinas
(Soengas, 1999; Simms 1998). En células tumorales sin p53 normal, la introduccién del
p53 conduce a un envejecimiento acelerado ligado a cambios morfolégicos y activacion del
programa de apoptosis (Sugrue, 1997).

Es, en base a estas funciones, que se ha denominado a p53 como el guardian del genoma
puesto que interviene, una vez activada, en el mantenimiento de su integridad. p53 contribuiria,
también, a la estabilidad del genoma sin necesidad de sufrir procesos de activacion gracias a
su funcién exonucleasa (Albrechtsen,1999; Mummenbrauer,1996; Lee, 1995).

La carencia de p53 funcional determina amplificaciones génicas (Livingstone, 1992) que son
corregidas con p53 normal (Yin,1992), un incremento de la recombinacion homodloga
(Mekeel,1997; Bertrand,1997), un incremento de la afinidad por la topoisomerasa | (Gobert,
1999), una duplicacion centrosémica con la consiguiente alteracion de la segregacion
cromosomica (Fukasawa,1996) y microdeleciones (Gebow, 2000). Sin embargo, las células
deficientes de p53 no presentan una predisposicion a la adquisicién de mutaciones puntuales
(Sands, 1995). No obstante, conviene mencionar que p48, la proteina deficiente en el

xeroderma pigmentosum, presenta una expresion dependiente de p53 (Hwang, 1999).

[.4.3 Mutaciones puntuales.

Se ha identificado un gran nimero de mutaciones de p53 que se recogen en una base de datos
especifica (www.iarc.fr/p53). Habitualmente, uno de los alelos sufre una mutacion puntual del tipo
cambio de sentido que origina una proteina alterada mientras que el segundo alelo se pierde. Este
es el patron caracteristico de los genes supresores de tumores en los que las alteraciones de
ambos alelos determinan un fenotipo recesivo.

La mayor parte de las mutaciones descritas, aproximadamente el 95%, se localizan en el dominio
de unién al ADN. El porcentaje restante se reparte entre los residuos 1-119 y 291 al 393. Las
mutaciones que se localizan en el dominio de union afectan, de forma preferente, a las zonas de
la proteina conservadas entre las diferentes especies (Hussain,1998; Harris,1996). La importancia
de la capacidad de unién al ADN como factor determinante de la funcionalidad normal de p53 se
ilustra por el hecho de que mutantes que pierden su afinidad por el ADN por cambios estructurales
de la proteina (Wong,1999) pueden ser corregidos no sélo por la presencia de una secuencia

normal sino por la introduccibn de aminoacidos bésicos capaces de unir p53 al DNA
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(Wieczorek,1996). En estudios que utilizan experimentos de mutagénesis dirigida, se han
identificado mutaciones capaces de corregir los efectos deletéreos de aquellas que conllevan
pérdida de unién al ADN (G245S es compensada por N239Y y T123P, V143A por N268D)
(Brachmann,1998).

El tipo de mutaciones puntuales identificadas en p53 muestra una cierta especificidad segun el
dominio en el que se localiza. En los dominios carboxi-terminal y amino-terminal predominan las
mutaciones sin sentido y por desplazamiento del molde de lectura. En la zona de union al ADN se
ubican las mutaciones por cambio de sentido.

En esta region, existen determinados codones que presentan muy frecuentemente mutaciones
sea cual sea el tejido analizado. Son los codones 175, 245, 248, 273 y 282. Se han identificado dos
codones cuyas mutaciones son tejido-especificas: las mutaciones en el codon 249 aparecen en
los tumores de higado, mientras que las mutaciones que afectan al codon 157 han sido descritas
en cancer de pulmon.

Se ha postulado que las diferencias en la distribucién del patrén mutacional y del tipo de tumor
pueden deberse a la naturaleza del agente mutagénico o a la seleccién prefencial de la clona
mutada en determinados tejidos.

Considerando la naturaleza del mutageno, cabe indicar que las transiciones (C->T y G->A) se
encuentran en la mayoria de tipos tumorales, aunque predominan mucho las C->T en tumores de
piel. Esta asociacion podria explicarse por el hecho de que la luz UV favorece la formacion de
dimeros de citosina y resulta en cambios de C->T. Las transversiones (G->T), en cambio, son
muy frecuentes en tumores hepéticos y de pulmén. En el caso de los tumores hepaticos que se
asocian a cambios G>T en el codon 249, se ha demostrado que la combinacion de la aflatoxina B1
(presente en los cacahuetes contaminados con el hongo Aspergillus flavus) con los residuos de
guanina (G) en las zonas ricas en GC favorece la conversion de G >T (Harris,1996).

Estudios cristalograficos han demostrado que los residuos en los que con mas frecuencia se
encuentran mutaciones son aquellos que se unen directamente al ADN. Se denominan
mutaciones de contacto y afectan a los codones 248, 273 y 282. Se afectan, también de forma
frecuente aquellos residuos (codon 175) que son criticos para la integridad estructural del dominio
de union al ADN (Rolley,1995).

Las consecuencias funcionales de las mutaciones de p53 son variadas y dependen no sélo de la
region o dominio afectado sino también del tipo de mutaciéon. Se han identificado, por ejemplo,
mutaciones que pierden la actividad de transcripcibn para unos genes y no para otros
(Flaman,1998) y mutaciones patogénicas sin alteraciones de la funcion como factor de
transcripcion y de inductor de apoptosis (Crook,1998), en las que se supone que se inactiva una

nueva funciéon de p53 como proteina transportadora nicleo/citoplasma.
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Otra consecuencia de determinado tipo de mutaciones de p53 es la que comporta una ganancia
de funcién (Dittmer,1993;Hann,1993). En cultivos de células desprovistas de ambos alelos de p53,
la introduccion de algunos mutantes de p53 determina un aumento de la capacidad tumorigénica
cuando se implantan las células a ratones inmunodeprimidos. En el mismo sentido, los mutantes
son capaces de sobrexpresar los genes localizados bajo la influencia del promotor de la "multi-
drug resistance" (MDR), esta funciéon de transactivacion de MDR no la posee la proteina p53
normal (Chin,1992). Este tipo de mutantes serian particularmente eficaces en la generacién de
inestabilidad cromosomica (Gualberto,1998) probablemente debido a su interaccion con
topoisomerasa | o proteinas estructurales que intervienen en la recombinacion homologa (Albor,
1998; Muller,1996). Las mutaciones que se asocian a una ganancia de funcién se han identificado
en muestras de pacientes y suelen afectar a las zonas de unién al ADN, confiriendo, ademas,
resistencia a los tratamientos quimioterapicos (Brachmann, 1996; Epstein,1998; Blandino,1999).

En cuanto a la importancia de la seleccion preferencial de la clona mutada en determinados
tejidos, se demuestra porque existen 24 codones en los que las mutaciones no producen pérdida
de funcion de la proteina. No se ha reportado la existencia de estas mutaciones (mutaciones

prohibidas) en muestras tumorales (Tabla I).

Tabla I. Mutaciones “prohibidas” en el gen p53

Num Codon Aa Num Codon Aa
122 GTG Val 212 TTT Phe
123 ACT Thr 221 GAG Glu
124 TGC Cys 222 CCG Pro
150 ACA Thr 225 GTT Val
180 GAG Glu 226 GGC Gly
185 AGC Ser 228 GAC Asp
188 CTG Leu 231 ACC Thr
189 GCC Ala 243 ATG Met
200 AAT Asn 264 CTA Leu
202 CGT Arg 268 AAC Asn
206 TG Leu 269 AGC Ser
210 AAC Asn 288 AAT Asn

32



INTRODUCCION

La seleccion de la clona con mutaciones de p53 en muestras tumorales se debe a la mayor
resistencia de estas células a la carencia de oxigeno en las area poco irrigadas de los tumores
(Kinzler ,1996).

Ademas de las mutaciones inactivantes y de las que comportan una ganancia de funcion, la simple
delecion de p53 (haploinsuficiencia) puede determinar la formacion del tumor
(Venkatachalam,1998). Estos estudios explican porque en algunos tumores se encuentran
deleciones de p53 sin presencia de mutaciones.

Los mecanismos moleculares implicados en la génesis de las mutaciones de p53 son:

1. Para las deleciones y micro-inserciones se invocan errores en los mecanismos generales

de reparacion del ADN, siguiendo el modelo de "slippage/misalignment” (Greenblatt, 1996).

2. Deaminacion enddgena de la citosina metilada (CpG). Ademas de la predisposicion
intrinseca de las secuencias CpG a las mutaciones, se ha demostrado que los
carcinbgenos se unen a estos tractos de la secuencia de p53 (Denissenko, 1997;
Chen,1998). La mayoria de las mutaciones de p53 en secuencias CpG se producen en

células quiescentes (Rodin,1998).

Las secuencias que se encuentran altamente metiladas se asocian con zonas de la cromatina de
expresion reprimida. Asi, un mecanismo habitual de la inhibicién de la expresion de los genes
supresores tumorales es la metilacion de los promotores (Hollyday,1998). Este mecanismo no
parece ser operativo en p53.

Los mecanismos de inactivacion de p53 que se ilustran en la Figura 10, pueden ser mutacionales
0 no mutacionales y en ambos casos se produce una reduccion efectiva de los tetrameros

funcionantes de p53 en las secuencias reguladoras de multiples genes.
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Figura 10. Esquema de los mecanismos de inactivacién de p53. La funcion normal de p53 esta

ligada a la conservacion de tetrdmeros con capacidad de union a secuencias reguladoras del ADN.

Las mutaciones de p53 eliminan los tetrameros de forma total o parcial o, mas comunmente,

originan proteinas con incapacidad de uniéon al ADN. Los mecanismos no mutacionales de

inactivacion de p53 son debidos al secuestro de tetrameros por proteinas virales o celulares.



