
DEPARTAMENT DE BIOLOGIA CEL·LULAR I ANATOMIA PATOLÒGICA

FACULTAT DE MEDICINA
UNIVERSITAT DE BARCELONA

PROGRAMA DE DOCTORAT

BIOLOGIA I PATOLOGIA CEL·LULARS
Bienni 2002-2004

ANÀLISI DELS MECANISMES MOLECULARS IMPLICATS EN

EL DESENVOLUPAMENT I PROGRESSIÓ
DELS LIMFOMES DE CÈL·LULA B PETITA

Tesi presentada per Verònica Fernàndez Pascual
per optar al grau de Doctora en Biologia

Director de tesi: Dr. Elías Campo Güerri
Tutor: Dr. Carles Enrich Bastús

Barcelona 2008



2



3

Als meus pares i l´Alberto,

que m´han acompanyat durant aquest intens i bonic viatge

i sense els quals res de tot això hagués estat possible
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Ítaca

Quan surts per fer el viatge cap a Ítaca,
has de pregar que el camí sigui llarg,
ple d'aventures, ple de coneixences.

Els Lestrígons i els Cíclops,
l'aïrat Posidó, no te n'esfereeixis:

són coses que en el teu camí no trobaràs,
no, mai, si el pensament se't manté alt, si una

emoció escollida
et toca l'esperit i el cos alhora.

Els Lestrígons i els Cíclops,
el feroç Posidó, mai no serà que els topis
si no els portes amb tu dins la teva ànima,

si no és la teva ànima que els dreça davant teu.

Has de pregar que el camí sigui llarg.
Que siguin moltes les matinades d'estiu

que, amb quina delectança, amb quina joia!
entraràs en un port que els teus ulls ignoraven;

que et puguis aturar en mercats fenicis
i comprar-hi les bones coses que s'hi exhibeixen,

corals i nacres, mabres i banussos
i delicats perfums de tota mena:

tanta abundor com puguis de perfums delicats;
que vagis a ciutats d'Egipte, a moltes,

per aprendre i aprendre dels que saben.

Sempre tingues al cor la idea d'Ítaca.
Has d'arribar-hi, és el teu destí.
Però no forcis gens la travessia.
És preferible que duri molts anys

i que ja siguis vell quan fondegis a l'illa,
ric de tot el que hauràs guanyat fent el camí,

sense esperar que t'hagi de dar riqueses Ítaca.

Ítaca t'ha donat el bell viatge.
Sense ella no hauries pas sortit cap a fer-lo.

Res més no té que et pugui ja donar.

I si la trobes pobra, no és que Ítaca t'hagi enganyat.
Savi com bé t'has fet, amb tanta experiència,

ja hauràs pogut comprendre què volen dir les Ítaques.

Konstantinos Kavafis
(traduït per Carles Riba)
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BREU RESUM DE LA TESI

Introducció

Les neoplàsies limfoides agrupen un conjunt de malalties que, tot i compartir certes

característiques comunes, presenten una gran heterogeneïtat en la seva biologia i

manifestacions clíniques. Aquest fet és degut bàsicament a la gran complexitat

cel·lular i funcional existent en les poblacions limfocitàries d´origen. En la present tesi

s´han estudiat els mecanismes moleculars implicats en el desenvolupament i

progressió de diferents entitats que s ínclouen dins del grup dels Limfomes No-

Hodgkin de cèl·lula B (NHL, de l´anglès Non-Hodgkin Lymphoma), especialment el

limfoma de cèl·lules del mantell (MCL, de l´anglès Mantle Cell Lymphoma) i la

leucèmia limfàtica crònica (CLL, de l´anglès Chronic Lymphocytic Leukemia), els quals

són limfomes de cèl·lula B petita.

Objectius

L´objectiu principal d´aquesta tesi ha estat analitzar les alteracions genètiques que

poden afectar l´homeòstasi cel·lular i conduir al desenvolupament dels NHL. En el

primer treball s´han estudiat gens implicats en la proliferació cel·lular del MCL, els

quals poden tenir un possible paper en la predicció de la supervivència dels pacients i

esdevenir d´utilitat en la rutina diagnòstica. El segon treball s´ha centrat en les vies

d´apoptosi i, concretament, en la presència d´alteracions genètiques en els receptors

de mort TNFRSF10A i TNFRSF10B; per tal d´analitzar la seva participació en la

patogènesi del MCL i CLL, així com en el limfoma fol·licular (FL, de l´anglès Follicular

Lymphoma) i el limfoma difús de cèl·lules grans (DLBCL, de l´anglès Diffuse Large B-

Cell Lymphoma). El tercer i últim treball presentat estudia el conjunt de canvis a nivell

global que poden conduir a la progressió clínica d´una neoplàsia limfoide, com és el

cas de la CLL.

Material i mètodes

En aquest treball s´han emprat una gran diversitat de tècniques experimentals, de les

que destaquen la hibridació genòmica comparada (CGH, de l´anglès Comparative
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Genomic Hybridization) per estudiar les alteracions cromosòmiques dels tumors, la

reacció en cadena de la polimerasa (PCR, de l´anglès Polymerase Chain Reaction) i la

cromatografia líquida desnaturalitzant (DHPLC, de l´anglès Denaturing High

Perfomance Liquid Chromatography) per determinar l´adquisició d´alteracions en el

material genètic a nivell de DNA; així com la PCR quantitativa a temps real (qPCR) i la

realització de microarrays d´oligonucleòtids d´alta densitat per analitzar l´expressió

gènica a nivell de mRNA.

Resultats i conclusions

L´estudi de gens implicats en la proliferació de MCL ha permès la construcció d´un

model predictor de la supervivència dels pacients basat en l´expressió dels cinc gens

RAN, MYC, TNFRSF10B, POLE2 i SLC29A2. Aquest model es pot aplicar tant en

material congelat com en teixits biològics fixats amb formol i inclosos en parafina

(FFPE, de l´anglès Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded tissue), podent ésser útil en

la presa de decisions terapèutiques. A més, aquest predictor és més acurat i objectiu

que les mesures immunohistoquímiques de l´índex proliferatiu Ki67. Per altra banda

s´ha estudiat el gen MDM2, implicat en les vies de resposta al dany del DNA, les quals

es troben freqüentment alterades en MCL. S´ha observat que, a part de les alteracions

del gen p53, l´augment de l´expressió gènica de MDM2 es correlaciona directament

amb una disminució de la supervivència en MCL. En alguns casos aquest augment de

l´expressió pot donar-se per guany del locus genòmic del gen, mentre que la presència

del SNP309 al seu promotor no es relaciona amb els canvis d´expressió.

La desregulació dels mecanismes implicats en la mort cel·lular programada o apoptosi

també juga un paper clau en els processos de tumorogènesi. S´ha observat que els

receptors de mort TNFRSF10A i TNFRSF10B es troben poc mutats en neoplàsies

limfoides, indicant que la seva alteració no és rellevant per explicar la resistència a

l´apoptosi observada en aquests tipus de limfomes. Tot i això, la presència del

polimorfisme A1322G al domini de mort de TNFRSF10A s´associa amb un augment de

risc a patir MCL i CLL; mentre que la presència del polimorfisme C626G al domini

d´unió a lligand de TNFRSF10A sembla jugar un paper protector en MCL; suggerint un

possible paper de dits polimorfismes en la resistència a la mort mediada per TRAIL.

Finalment, l´estudi global de les alteracions que participen en els fenòmens de

progressió clínica primerenca de la CLL ha permès determinar la modulació de
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l´expressió d´un petit grup de gens (58) que participen en diferents vies cel·lulars.

Destaca un subconjunt de gens que actuen en la inhibició de l´adhesió i motilitat

cel·lulars, els quals presenten una disminució coordinada de la seva expressió. També

s´ha observat que la progressió clínica de les CLL s´associa, en alguns casos, amb la

inactivació de certs gens supressors de tumors i l´adquisició d´alteracions

cromosòmiques.

En conclusió, el desenvolupament dels NHL és un procés dinàmic i molt complex en

què participen diferents factors que s´interrelacionen entre ells; i el conjunt de totes

aquestes circumstàncies determinarà les característiques de la neoplàsia i el seu

comportament biològic, així com la resposta al tractament.
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ABREVIATURES
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Les abreviatures del present treball s´han basat en la traducció anglesa del terme, per

evitar confusions en la lectura de literatura relacionada amb el tema.

ABC De l´anglès Activated B-Cell like

B2M β2-microglobulina

CLL Leucèmia limfàtica crònica (de l´anglès Chronic Lymphocytic Leukemia)

BCR Receptor de cèl·lules B (de l´anglès B-Cell Receptor)

CCND1 Ciclina D1

CDK Cinasa depenent de ciclines (de l´anglès Cyclin Dependent Kinase)

cDNA Àcid desoxiribonucleic complementari (de l´anglès Complementary DeoxyriboNucleic Acid)

CGH Hibridació Genòmica Comparada (de l´anglès Comparative Genomic Hybridization)

CKI Proteïnes inhibidores de complexos ciclina-CDK (de l´anglès CDK inhibitor)

cRNA Àcid ribonucleic complementari (de l´anglès Complementary Ribonucleic Acid)

CT Cicle llindar (de l´anglès Threshold Cycle)

DHPLC Cromatografia de líquids desnaturalitzant d´alt rendiment
(de l´anglès Denaturing High Perfomance Liquid Chromatography)

DLBCL Limfoma difús de cèl·lules grans B (de l´anglès Diffuse Large B-Cell Lymphoma)

DNA Àcid desoxiribonucleic (de l´anglès DeoxyriboNucleic Acid)

ΔRn Valors d´intensitat de fluorescència dels cicles de qPCR

EST De l´anglès Expressed Sequence Tag

FasL Lligand de Fas (de l´anglès Fas ligand)

FFPE Teixit biològic fixat amb formol i inclós en parafina
(de l´anglès Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded tissue)

FISH Hibridació in situ fluorescent (de l´anglès Fluorescense In Situ Hybridization)

FL Limfoma fol·licular (de l´anglès Follicular Lymphoma)

GCB De l´anglès Germinal Center B-cell like

IgH Immunoglobulina

IgVH Regió variable del gen de la cadena pesada de les immunoglobulines

MCL Limfoma de cèl·lules del mantell (de l´anglès Mantle Cell Lymphoma)

mRNA Àcid ribonucleic missatger (de l´anglès Messenger Ribonucleic Acid)

NHL Limfoma no Hodgkin (de l´anglès Non-Hodgkin´s Lymphoma)
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PCR Reacció en cadena de la polimerasa (de l´anglès Polymerase Chain Reaction)

pb Parell de bases

Rb Gen/proteïna Retinoblastoma

qPCR PCR quantitativa a temps real

REAL Classificació revisada de neoplàsies limfoides europeoamericana
(de l´anglès Revised European American classification of Lymphoid neoplasms)

RNA Àcid ribonucleic (de l´anglès Ribonucleic Acid)

rpm Revolucions per minut

RS Síndrome de Richter (de l´anglès Richter Syndrome)

RT-PCR PCR de transcripció reversa (de l´anglès reverse transcription PCR)

SNP Polimorfisme d'un únic nucleòtid (de l´anglès Single Nucleotide Polymorphism)

SSCP Polimorfismes conformacionals de cadena única
(de l´anglès Single-Strand Conformational Polymorphism)

TA Temperatura ambient

TNF Factor de Necrosi Tumoral (de l´anglès Tumor Necrosis Factor)

TRAIL Lligand inductor d´apoptosi relacionat amb TNF
(de l´anglès TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)

TNFRSF10A
TRAIL-R1/DR4 Receptor pel factor TRAIL 1, receptor de mort 4 (de l´anglès Death Receptor 4)

TNFRSF10B
TRAIL-R2/DR5 Receptor pel factor TRAIL 2, receptor de mort 5 (de l´anglès Death Receptor 5)

TNFRSF10C
TRAIL-R3/DcR1 Receptor pel factor TRAIL 3, receptor defectiu 1 (de l´anglès DeCoy Receptor 1)

TNFRSF10D
TRAIL-R4/DcR2 Receptor pel factor TRAIL 4, receptor defectiu 2 (de l´anglès DeCoy Receptor 2)

WHO Organització mundial de la salut (de l´anglèsWorld Health Organization)


