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FuNDAMENTO: Para valorar la frecuencia de
mutaciones de p53 en la leucemia linfo-
blastica aguda T se analizan las muestras
obtenidas en nuestro hospital durante un
periodo de 9 afos.

PACIENTES Y METODO: Se estudiaron 32 mues-
tras correspondientes a 27 pacientes me-
diante SSCP radiactivo.

ResuLTADOS: Se identificé una mutacion en
heterozigosis en el codén 273 en un nifio
en tercera recaida. La mutacién se hizo do-
minante con desaparicion del alelo normal
en una muestra obtenida tras haber recibi-
do un protocolo de rescate.

ConNcLUSIONES: Las mutaciones de p53 son
poco frecuentes la leucemia linfoblastica
aguda T.
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Mutational analysis of p53 in T-acute
lymphoblastic leukemia

BACkGROUND: p53 mutations were analysed
in a consecutive series of patients with T-
ALL from one hospital over a period of
9 years.

PATIENTS AND METHOD: Thirty two samples
from 27 patients with T-ALL were included
in the study. Exons 5-9 were analysed
using SSCP.

ResuLts: A mutation at codon 273 was
identified in a child in third relapse. The
mutated clone became dominant in a sam-
ple obtained one month following a course
of salvage chemotherapy.

ConcLusioN: p53 mutations are not frequent
in T-ALL even in patients at relapse.
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Las leucemias y los linfomas linfoblasticos
T se originan por transformaciones neo-
plasicas de los precursores linfoides T.
Las células leucémicas presentan fenoti-
pos semejantes a los diferentes estadios
celulares de los linfocitos T. Las leuce-
mias linfoblasticas agudas T (LAL-T) apa-
recen sobre todo en jovenes, con un pre-
dominio en varones y cursan con afeccién
del SNC y ensanchamiento mediastinico.
Las lesiones moleculares que con mas
frecuencia se encuentran en este tipo de
leucemias corresponden a translocacio-
nes cromosomicas que afectan al recep-
tor de célula T (7935 B o 14q11 ad). Sin
embargo, no se ha caracterizado ninguna
lesiobn molecular con implicaciones pro-
nosticas.

La inactivacién de p53 es rara en LAL-B
y LAL-T pediétricas en el momento del
diagnéstico (< 3%)!. Sin embargo, en al-
guna serie se ha descrito una frecuencia
del 25% de mutaciones en pacientes con
LAL-T en recaida, lo que sugiere que la
adquisicion de mutaciones de p53 podria
contribuir al desarrollo de resistencia a la
quimioterapia y progresion de la enfer-
medad!. En el presente trabajo hemos
analizado de forma retrospectiva un gru-
po consecutivo de pacientes con LAL-T
para determinar la presencia de mutacio-
nes de pb3 tanto en el momento del
diagnostico como en las sucesivas re-
caidas.

Pacientes y método

Se incluyeron en el estudio todos aquellos pacientes
diagnosticados de leucemia o linfoma linfoblastico
(LL) T en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau du-
rante los afios 1991 a 1999. En los casos en que fue
posible se analizaron las muestras en el momento del
diagnostico y en la recaida. Los criterios diagnosticos
y el perfil inmunofenotipico se establecieron siguien-
do criterios convencionales. El porcentaje de células
tumorales siempre fue mayor al 30% determinado
por técnicas de citofluorometria.

Se analizaron 32 muestras correspondientes a 27 pa-
cientes. En 21 casos el diagndstico fue de LAL mien-
tras que en 6 se trataba de LL. Dieciséis muestras
se obtuvieron en el momento del diagnéstico y 16
muestras en recaida. En 4 pacientes se pudieron es-
tudiar muestras al diagnéstico y en la recaida.

Estudios moleculares

El ADN se obtuvo de la médula ésea o de otras
muestras infiltradas utilizando métodos convenciona-

les. EI SSCP se efectué siguiendo el método descrito
por Gaidano et al® con algunas modificaciones®. La
PCR se realizdé con 100 ng de ADN genémico,
30 pmol de cada cebador (exones 5, 6, 7, 8y 9),
2,5 uM dNTP, 1 uCi de #P-dCTP (Amersham Ltd.,
Amersham place, Buckinghamshire, Reino Unido)
actividad especifica, 3.000 Ci/mmol, 10 mMTris-HClI
(pH 8,8), 50 mM KCI, 1 mM MgCl,, 7% DMSO,
0,5 U AmpliTaq polimerasa (Perkin-Elmer, Norwalk,
CT, EE.UU.) en un volumen final de 50 ul. El progra-
ma de PCR empleado consistié en 30 ciclos de des-
naturalizacion (94 °C), hibridacién (las temperaturas
de hibridacion fueron optimizadas para cada exon) y
extension (72 °C) efectuados en un termociclador
(DNA Thermal Cycler; Perkin-Elmer). La reaccion fi-
nal se mezcl6é con formamida. Las muestras se ca-
lentaron a 95 °C durante 5 min, enfriadas en hielo e
inmediatamente cargadas (5 ul) en un gel de acrila-
mida al 6% y Tris-borato-EDTA (TBE) con un 10% de
glicerol. La electroforesis de los geles se realiz6 a du-
rante 12-15 h y a temperatura ambiente. Los geles se
analizaron por autorradiografia. Posteriormente, se
secuenciaron las muestras que presentaron un pa-
trén de migracién anormal en el SSCP utilizando el
secuenciador Abi-Prism 310 (Perkin-Elmer, Foster
City, EE.UU.).

Resultados

Se observdé un predominio de varones
respecto a las mujeres (21/6). Los pa-
cientes tenian edades entre 3 y 52 afios.
En 29 muestras no se detectaron bandas
anormales de migracién en el SSCP. En
una muestra, correspondiente al paciente
9, se observd un polimorfismo comun
(codén 213 [CGA — > CGGI, 10% de los
alelos en nuestro medio) en el exén 6.

Las dos muestras con SSCP anormal
correspondian al paciente 24 y fueron ob-
tenidas con el intervalo de un mes. La
banda anormal se encontraba en hetero-
Zigosis en la primera muestra siendo cla-
ramente dominante en la segunda (fig. 1).
La secuenciacion reveld una mutacién en
el codon 273 CGT — > TGT (Arg — > Cys).
Se trataba de un paciente en tercera re-
calda que fue remitido a nuestro centro
desde otro hospital para valorar la realiza-
cion de un trasplante alogénico. El inmu-
nofenotipo leucémico era: CD3(cito)+
TdT+ CD4+ CD10+ CD2+ CD7+ CD45+
CD5+ CD1+. El nifio recibié un protocolo
de rescate al que no respondié presen-
tando persistencia de infiltracion blastica
(muestras 1y 8 de la figura 1) con nota-
ble incremento de la forma mutada. En
los 4 pacientes estudiados en el diag-
nostico y en la recaida no se detecta-
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Fig. 1. Andlisis mutacional de p53 en la leucemia linfoblastica aguda T. Izquierda: SSCP radiactivo exdn 8. Los
carriles 1y 8 corresponden al paciente 24. La muestra 8 se obtuvo en primer lugar, y en la 1 se puede observar
predominio de la forma de migracion anormal correspondiente al alelo mutado. Carriles 2, 3 y 6: controles +. Ca-
rriles 4, 5 y 7: controles normales. Derecha: secuenciacion del exén 8 utilizando el cebador reverso G — > A (@).

ron cambios en el SSCP indicativos de mu-
tacion.

Estos hallazgos en muestras consecutivas
y no seleccionadas indican que la fre-
cuencia de mutaciones de pb3 en mues-
tras en recaida en nuestro medio es del
6,6% (1/15 pacientes) mientras que en
total es del 3,7% (un paciente de 27).

Discusion

El gen de pb3 que se localiza en el cro-
mosoma 17, banda pl3, se encuentra
mutado o delecionado en una amplia va-
riedad de tumores humanos incluyendo
el cancer de colon, de pulmén, de mama
y osteosarcomas. La presencia de muta-
ciones en pb3 se asocia a resistencia a la

quimioterapia en casi todos los tumores,
siendo una excepcion el linfoma de Bur-
kitt! =5 Aunque en lineas celulares del
LAL-T la presencia de mutaciones de p53
alcanza el 50%!, la presencia de muta-
ciones en pacientes diagnosticados de
novo es rara. Sin embargo, en un estudio
efectuado en pacientes en recaida, el
24% presentaban mutaciones de p53°.
En nuestro estudio, que incluia tanto ni-
flos como adultos, la frecuencia ha sido
mucho menor y se acerca mas a los da-
tos de Felix et al°, que en 11 casos de
LAL so6lo encontraron uno con mutacion.
Wada et al” analizaron 48 casos de LAL-T
y no encontraron tampoco ningln caso
mutado. En cuanto al procedimiento em-
pleado, el porcentaje de células tumora-

les necesario para que el método de
SSCP pueda detectar mutaciones se cifra
en un 5-10%. La infiltracién tumoral en
nuestras muestras, siempre superior a
este porcentaje, no significa una limita-
cién metodologica.

La localizacién mas frecuente de las mu-
taciones en pb3 in vivo afecta a los ami-
noacidos que intervienen en la unién con
el ADN. Esta union se puede alterar debi-
do a: a) mutaciones en los aminoacidos
gue se unen directamente al ADN (muta-
ciones de contacto), incluidas en este
grupo las mutaciones en los residuos Arg
en los codones 248 y 273, y b) mutacio-
nes estructurales o de soporte, localiza-
das en la zona de unidn pero no en resi-
duos de aminoacidos con unién directa.
La mutacion encontrada en nuestro pa-
ciente corresponde al primer tipo. Las
mutaciones en el codén 273 presentan
un efecto transdominante, es decir, que
la proteina pb3 mutada se puede unir
a la proteina p53 normal e inhibir su fun-
cion. La mayor parte de las mutaciones
de p53 corresponden a transiciones de
G:C a A:T en dinucledtidos CpG (20).
Esta secuencia es particularmente sus-
ceptible a sufrir mutaciones por deami-
naciones de 5-metilcitosina. Hasta el mo-
mento no se ha encontrado ninguna
correlacion entre la localizacion de la
mutacion y el fenotipo tumoral. Incluso
para mutaciones en el mismo codon los
efectos bioldgicos son diferentes, depen-
diendo del tipo de cambio, como lo de-

TABLA 1
Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
Edad R . . ”
Caso Sexo (afios) Diagnostico Inmunofenotipo Muestra Tratamiento Evolucion
1 \ 17 LAL-L1 CD2+ CD1+ CD5+ CD7+ CD3+ CD34+ TdT+ MO(D) QT + TAPH RC, 8 afios
2 Vv 19 LL CD7+ CD8+ CD4+ CD5+ CD9+ CD1+ CD34+ G(D) QT + TAPH Recafda, T 10 meses
3 \ 13 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD7+ CD34+ CD3+ CD9+ MO(D) QT + TAPH RC, 7 afios
4 M 29 LAL-L1 CD7+ CD5+ MO(R) QT + TAPH Recafda, T 3 meses
5 M 10 LAL-L1 CD4+ CD5+ CD7+ CD1+ CD3+ CD8+ CD9+ MO(R) QT + TAPH Recaida, T 2 meses
6 v 25 LAL-L1 CD2+ CD3+ CD4+ CD5+ CD7+ CD8+ CD3(cit)+ MO(D) QT + TAPH RC, 6 afios
7 " 28 LAL-L1 CD3(cit)+ TdT+ CD33+ CD7+ CD3+ CD5+ CD34+ CD13 MO(D) QT + TMO RC, 7 afios
9 M 12 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD10+ CD7+ CD4+ CD3(cit)+ TdT+ MO(D), MO(R) | QT + TAPH Recaida, T 1 mes
10 " 28 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD10+ CD7+ CD4+ CD3(cito)+ TdT+ MO(R) QT + TMO RC, 6 afios
11 M 18 LL CD2+ CD5+ CD7+ CD3+ CD1+ TdT+ MO(R) QT + TAPH Recalda, T 18 meses
12 ) 9 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD7+ CD4+ CD3(cito)+ TdT+ MO(D) QT RC, 5 afios
13 \ 6 LL CD5+ CD2+ CD10+ CD7+ CD3+ CD4+ CD8+ CD1+ CD3(cito)+ LP(D) MO (R) | QT + TAPH RC, 5 afios
TdT+
14 " 19 LL CD2+ CD5+ CD7+ MO(R) QT + TAPH Recaida, T 7 meses
15 v 22 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD10+ CD7+ CD4+ CD8+ CD1+ CD3(cito)+ TdT+ MO(D) QT T 4 meses. Toxicidad
16 \ 3 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD10+ CD7+ CD4+ CD8+ CD1+ CD3(cito)+ TdT+ MO(D) QT RC, 4 afios
17 v 15 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD7+ CD34+ CD4+ CD13+ CD1+ CD3(cito)+ TdT+ |MO(D) QT + TMO RC,EICH
18 ) 21 LAL-L1 CD2+ CD5+ CD7+ CD4+ CD3+ CD1+ CD3(cito)+ TdT+ MO(D), G(R) QT Recaida, T 2 meses
19 \ 16 LL CD2+ CD7+ CD45+ CD5+ CD4+ CD8+ CD1+ CD3+ CD10+ MO(R) QT + TMO RC, 2 afios
CD3(cito)+ TdT+
20 M 52 LAL-L2 CD3(cito)+ CD33+ CD7+ CD45+ TdT+ MO(D), MO(R) | QT Recaida, T 4 meses
21 Vv 3 LL CD3(cito)+ CD34+ CD10+ CD7+ CD45+ CD5+ CD13+ MO(R) QT + TAPH Recaida, T 3 meses
22 ) 9 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD34+ CD7+ CD45+ CD13+ CD5+ MO (D) QT + TAPH RC 1 afio
23 Vv 4 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD34+ CD2+ CD7+ CD3+ CD1+ CD5+ MO (R) QT + TMO RC, 1 afio
24 " 21 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD34+ CD33+ CD7+ CD45+ CD13+ CD56+ MO(R) QT + TAPH+ T 10 meses, EICH
TMO
25 " 7 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD4+ CD10+ CD2+ CD7+ CD45+ CD5+ CD1+ |MO(R), MO(R) | QT Recaida, T 8 meses
26 Vv 11 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD34+ CD2+ CD7+ CD45+ CD13+ CD5+ CD8+ [MO(D) QT + TAPH Recaida, 12 meses
27 ) 42 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD2+ CD10+ CD7+ CD45+ CD1+ CD5+ CD 8+ [MO(D) QT T 1 mes. Toxicidad
CD4+ CD3+
28 M 34 LAL-L1 CD3(cito)+ TdT+ CD8+ CD4+ CD3+ Tumor(R) QT + TMO T 2 meses, EICH

G: ganglio; MO: médula 6sea; D: diagnéstico; R: recaida; QT: quimioterapia; TAPH: trasplante autélogo precursores hematopoyéticos; TMO: trasplante alogénico de médula désea; EICH: enferme-
dad injerto contra huésped. LAL: leucemia linfoblastica aguda; V: varén; M: mujer. 1: fallecido.
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muestran estudios de mutagénesis expe-
rimental realizados con diferentes mutan-
tes en el codon 273. Diccianni et al®, en
12 casos de LAL-T en recaida, encontra-
ron que en 3 pacientes la mutacion de
pb3 se encontraba en el codén 135.
Ademas, en 4 de los 8 casos totales la
mutacion se encontraba en homozigosis
indicando un predominio clonal.

Los hallazgos presentados en este trabajo
sugieren que a pesar de que las mutacio-
nes de p53 no son frecuentes en LAL-T,
puede estar indicado su estudio en casos
de mala evolucién. La inactivacion de
pb3 por otros mecanismos (amplificacion
de mdm2, metilaciéon del promotor, etc.),
la presencia de mutaciones en zonas in-
tronicas y la investigacion de la inactiva-
cién de pl6 podria mejorar la estratifica-
cién molecular de las LAL-T'°,
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