LA MUTACION DE P53 EN LOS TUMORES VESICALES. SU
VALORACION MEDIANTE IHQ Y PCR
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El carcinoma transicional de vejiga representa el 80% de los tumores vesicales. La expresion alterada de p53 en los tumores vesicales esta correlacionada con la progresion y peor pronéstico de la enfermedad. EI gen TP53 es

un supresor localizado en el brazo corto del cromosoma 17 y se encuentra alterado en muchos tumores de mama, cerebro y leucemias, entre otros. En estas neoplasias, la mutacion de TP53 esta relacionada con la
agresividad. Hemos estudiado alteracion de este gen, mediante IHQ y PCR, en los tumores vesicales, y su correlacion con los estadios y grados del tumor.

El carcinoma transicional TCC (Transitional Cell Carcinoma) es el tipo histolégico mas comtn entre los tumores de vejiga, y representa aproximadamente un 80% de los tumores vesicales diagnosticados. Una de las
principales caracteristicas de los TCC es la elevada incidencia de tumores multifocales y recurrentes. En general, los tumores vesicales son de buen prondstico, con una tasa de supervivencia a los 5 afios del 60%, pero un
10-15% de ellos puede evolucionar a tumor vesical profundo o cursar con enfermedad metastasica. Si bien los mecanismos que intervienen en la carcinogénesis no han sido totalmente identificados, numerosas alteraciones
cromosdémicas y genéticas parecen estar implicadas en el desarrollo y progresion de estos tumores. Entre estas se han descrito deleciones o monosomia del cromosoma 9, trisomia del cromosoma 7, mutaciones puntuales y
pérdidas alélicas en el gen TP53 y mutaciones en el gen H-RAS. La proteina P53, implicada en el control del ciclo celular y la preservacion de la integridad gendmica, juega un papel clave en la carcinogenesis. La inactivacion
de la proteina p53, mayoritariamente mediante mutaciones puntuales en los dominios evolutivamente conservados del gen, se ha descrito en aproximadamente el 50% de las neoplasias, incluidos los tumores de vejiga. En
este tipo de tumores, numerosos estudios han sugerido la posibilidad de que la proteina p53 juegue un papel importante en la evolucion de los pacientes. En general, las alteraciones de p53 han sido claramente asociadas a
progresién y mal pronéstico, si bien algunos estudios no le confieren ningtin valor pronéstico adicional al grado o al estadiage. Estas discrepancias podrian ser debidas a diferencias metodoldgicas entre los diferentes estudios.
La mayoria de ellos analizan la sobreexpresién nuclear de la proteina mediante immunohistoquimica (IHQ), mientras que otros identifican la presencia de mutaciones en el gen mediante secuenciacion.
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Pacientes y tejidos: Se realizé un estudio prospectivo de 72 pacientes (7 mujeres y
65 varones), con edad media de 68 afios ( 9,9) que fueron operados y tratados en
nuestro centro (ICUN, Barcelona) entre mayo de 1999 y mayo 2002. El seguimiento
medio ha sido de 4 afios. El estudio histopatégico se realizd en un Unico
laboratorio  (HISTOPAT), segun los criterios de los sistemas WHO y TNM. La
distribucién por grados fue la siguiente: 6 pacientes con grado | (pTa:5, pT1:1), 39
pacientes grado |l (pTa:20, pT1:17, pT2:2) y 27 con grado Ill (pTa:2, pT1:12, pT2-
4:13). En pacientes en los que se trataron mas de un tumor recurrente, se considerd
el grado y tipo histolégicos mas elevados. En todos los casos,
muestras correspondientes a tejido normal y tumoral del paciente fueron procesadas
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rutinariamente en un mismo laboratorio mediante fijacién en formol tamponado e Tabla 2: DI y mutacion.
inclusion en parafina.
Anticuerpos e immunohistoguimica: El andlisis por IHQ se llevé a cabo con el
anticuerpo monoclonal murino DO-7, a una dilucién de 1:2000 (200 ng/mL), mediante
la técnica de la avidina-biotina immunoperoxidasa. La recuperacion antigénica se
realizé con tamp6n citrato 0.1M pH 6 en secciones de 4-um de tejido parafinado.Se Cambio
utilzé anticuerpo secundario biotinilado de caballo (dilucion 1:100). El complejo AACaAGC
avidina-biotina (Vectastain ABC PK 4000 ST) se aplicé a una dilucién 1:100 y se
revel6 con 3,3"-diaminobencidina. MG aGAG
CGCa TGCIAGA a ACA
Microdiseccién y_extraccién del DNA: De cada muestra (tanto normal como GAGa MG
tumoral) se utilizaron diez secciones de 5-pum de grosor a partir de las que se
microdiseccion6 la zona de interés. La extraccién de DNA se realizé mediante el (6GaTe6
método de fenol-cloroformo tras digestion con proteinasa K. Todas las reacciones de GAAaAAA
amplificacién se realizaron a partir de 200 ng de DNA en termocicladores GAAaGTA
GeneAmp PCR System 2400 (PE Biosystems, Foster City, CA) y se testaron en
geles de agarosa al 2%. El control de calidad del DNA extraido se realizé GGTa G
mediante amplificacion de un fragmento de 268pb del gen de la B-globina humana. GGTaGTT
PCR-SSCP_y secuenciacién: Se amplificaron los exones 4 al 8 del gen TP53 en GAGaAG
cinco reacciones independientes. El andlisis mutacional se realiz6 mediante SSCP CGTaCAT
en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida (GeneGel Excel 12.5/24, GTTaCIT
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), en dos condiciones diferentes, y GTTaGAT
el revelado final se realizé con nitrato de plata. Las muestras que mostraron una
movilidad anémala fueron retestadas para verificar los resultados y, una vez GGG aAGG
confirmados, las bandas eluidas del gel se reamplificaron y secuenciaron (ABI PRISM GAGaMG
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, PE Applied Biosystems, MGaMC
Warrington, UK).
Del 131t
|n$ T[TACaTGC Tabla 3: Descripcion de mutaciones
encontradas.

Intron 4 , Correlacién con IHQ, grado y estadio.
» M: Missense: cambio de sentido;

F: Frameshift: alteracion de la pauta y

S: Silent: silente

Nuestros resultados indican que la presencia de positividad nuclear es
altamente sugestiva de mutacion, la presencia de algunos casos discordantes
sugiere que deben realizarse ambas técnicas. El seguimiento clinico de los
pacientes permitird en el futuro definir la utilidad de estos marcadores en
predecir el pronéstico de la enfermedad especialmente de los tumores
superficiales con posibilidad de progresion. Los pacientes a los que se les
analizaron distintas recidivas, siempre presentan la misma mutacién y un
patron similar de IHQ.

IHQ: Deteccién IHQ con el anticuerpo monoclonal DO-7 de la acumulacién de
la proteina p53 en tumores vesicales. Carcinoma transicional pT1Glll con un
30% de los nucleos intensamente positivos.

PCR: Caracterizacion molecular de mutaciones en el genTp53 en tumores
vesicales. En esta figura se ilustra la deteccién de dos mutaciones diferentes
mediante secuenciacion directa. I1zqda.: Ejemplo de mutacion de alteracion de
la pauta de lectura causada por la insercién de una timidina. Derecha:
Mutacién sin sentido que da lugar a una proteina truncada. Ambas mutaciones
se localizaron en el exén 5
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