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Desenvolupament i progressio en limfomes de cél-lula B petita Introduccid

Every journey begins with one step. Every cancer begins with a single cell. (Terry J Hamblin)

Consider, by the time you reach 40... your 30 trillion or so cells
have each divided themselves a few thousand times.

How could it possibly not be that a few of those cells would not
have banded together in that state of cytological anarchy

which leads to cancer and death? (John Diamond)

INTRODUCCIO
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1. LES NEOPLASIES LIMFOIDES:
ORIGEN, DESENVOLUPAMENT | CLASSIFICACIO

El terme cancer (del grec karkinoma i del llati cancer o cancri, que significa cranc)
agrupa un conjunt de malalties diferents que presenten, com a caracteristica comuna,
una proliferacié cel-lular descontrolada provocada per alteracions en el material
genétic de determinades céllules de [I'organisme. ElI primer estadi de
desenvolupament d'un cancer consisteix en |'augment descontrolat del numero de
celllules que formen un teixit concret, apareixent el que s’anomena tumor o
neoplasia. Posteriorment, aquestes cél-lules poden adquirir caracteristiques noves
que permetin la seva independéncia del teixit d origen i posterior disseminacié a nous
teixits i organs, produint-se el fenomen conegut com a metastasi. Ambdoés estadis so6n
necessaris per definir el cancer. Si només es déna el primer llavors es parla d’un
tumor benigne, en que el pacient assoleix una curacié completa. Per altra banda,
quan es desenvolupa una metastasi, es considera un tumor maligne o cancer, amb
pitjor pronostic i dificil tractament. Cada tipus de cancer té unes caracteristiques
especifiques, que depenen principalment de la cél-lula d'origen i les causes que el

desencadenen (Figura 1) .
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Figura 1: Estadis de desenvolupament d’un cancer
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Les neoplasies limfoides o sindromes limfoproliferatives constitueixen un grup de
desordres proliferatius que s‘originen a partir del creixement descontrolat de les
diferents cél-lules que formen el sistema immunitari, particularment els limfocits i els
seus precursors. Tot i que, a nivell global, aquest tipus de malalties tenen
caracteristiques comunes, la seva biologia i manifestacions cliniques s6n molt diverses
degut a I'existéncia d'una gran complexitat cel-lular i funcional en les poblacions
d’origen, aixi com a la heterogeneitat dels mecanismes patogénics que contribueixen

al seu desenvolupament i progressié a variants més agressives de la malaltia %°.

La classificacio de les neoplasies limfoides

La classificacié de les sindromes limfoproliferatives és molt complexa degut a la gran
varietat de cél-lules a partir de les quals es poden originar. Durant els anys 70 existien
diferents classificacions de limfomes, com ara els sistemes de Rappaport, Kiel, Lukes
& Collins, Dorfman, d’Investigacié del Grup Nacional Britanic de Limfomes i els de la
WHO (Organitzacié mundial de la salut, de I'anglés World Health Organization), aixi
com el sistema de classificacio de la Working Formulation. Cada tipus de classificacio
presentava les seves mancances especifiques i no feia servir la mateixa terminologia
per cada tipus de limfoma ni els mateixos criteris de diagnostic, dificultant el procés
cientific i I'intercanvi de coneixement *. Per aquesta rad6 I'any 1993 el Grup
Internacional d 'Estudi dels Limfomes va publicar la primera classificacié de neoplasies
limfoides consensuada i revisada a través de la REAL (Classificacié revisada de
neoplasies limfoides europeoamericana, de l'anglés Revised European American
classification of Lymphoid neoplasms), que va identificar els diferents tipus de
limfomes com a entitats concretes a partir de la seva morfologia, immunofenotip i
genetica; tot definint entitats clinicopatologiques determinades. Més endavant aquesta
classificacié es va actualitzar sota la supervisié de la WHO, a través de la Society for
Haematopathology i la European Association of Haematopathology, essent aquesta la
que encara s’utilitza actualment 2% Tot i aix0, els criteris del sistema de classificacio
de les neoplasies limfoides han anat canviant i actualitzant-se en els ultims anys;
passant de basar-se principalment en la morfologia i I'immunofenotip cel-lulars a
incloure parametres bioldgics i clinics, com ara la supervivéncia del pacient o la

resposta al tractament.
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Els processos limfoproliferatius es poden presentar en forma de limfoma (massa

solida de cél-lules tumorals), de leucémia (cel-lules tumorals en circulacié sanguinia) o

d’ambdues a la vegada. La classificacié de la WHO distingeix basicament entre dos

tipus de limfomes: el limfoma o malaltia de Hodgkin i els limfomes No Hodgkin

(NHL, de I'angles Non-Hodgkin's lymphoma), que al seu torn inclouen els limfomes

derivats de la cél-lula B i els limfomes derivats de la cél-lula T/Natural Killer.

1.

Limfoma o malaltia de Hodgkin: deriva majoritariament de la proliferacié de
limfocits B, els quals han perdut I'expressié dels antigens caracteristics de les
célllules B i T; i especialment I'antigen CD45, que és comu a la linia
leucocitaria. Les cél-lules tipiques del limfoma de Hodgkin tenen una morfologia
molt peculiar i s’anomenen cél-lules de Reed-Sternberg, les quals normalment
s6n multinucleades i no s‘assemblen a cap altra céllula ja existent a
I'organisme ®’. El seu desenvolupament es déna per mecanismes que no es
coneixen del tot bé, encara que s’ha vist que la infeccio6 pel virus d Epstein-Barr
pot augmentar el risc a patir aquesta malaltia, que és meés freqient en

persones joves °°.

Limfoma No Hodgkin (NHL): existeix una gran varietat dentitats dins del grup
dels NHL, que es poden dividir basicament en NHL derivats de cél-lula B (70%)
i NHL derivats de cellula T/Natural Killer (30%). També es poden classificar en
funci6 del grau de desenvolupament de la cellula d’origen: limfomes
limfoblastics, quan les cellules d’origen sén immadures i provenen d’organs
limfoides primaris o centrals (medulla ossia, tim); o en limfomes de cél-lules
perifériques, quan el limfoma prové de cel-lules madures efectores circulants,
que es troben a compartiments periférics (sang, melsa, ganglis). Un tercer
criteri de divisié entre diferents tipus de NHL és el que distingeix entre NHL de
baix grau, que son limfomes de curs indolent, amb baixa proliferacié, curs poc
agressiu, supervivencia relativament llarga i dificil curacié en estat avancat; i
NHL dalt grau, amb alt index proliferatiu, agressius i bona capacitat de

resposta al tractament en molts casos 3,

Les causes biologiques de I'aparicié dels NHL son diverses, perd generalment i

com s’esdevé en la gran majoria de tipus de cancers, aquests es desencadenen a

partir de lesions genétiques que adquireixen les cél-lules d’origen. Aquestes

alteracions provoquen l|’activacié de determinats oncogens i/o la inactivacié de
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gens supressors de tumors. Els oncogens son formes mutades de gens normals,
anomenats proto-oncogens, que un cop activats estimulen el creixement i
proliferacié de les cel-lules tumorals. Per altra banda els gens supressors de
tumors regulen processos cel-lulars clau, com ara el cicle cel-lular, evitant la
transformacié tumoral de les cél-lules. Un dels principals mecanismes d’activacio
d’oncogens és la preséncia de translocacions cromosomiques, que impliquen un
reordenament del material cromosomic. Aquestes alteracions poden ser recurrents
en determinats tipus de limfomes, i generalment impliquen la juxtaposicié de proto-
oncogens que regulen el creixement, la supervivéncia i la diferenciacié cel-lulars a
sequéncies reguladores de la transcripcio de gens que s’expressen en abundancia
durant el desenvolupament fisiologic dels limfocits. En molts casos aquestes
translocacions son suficients per iniciar els processos de tumorogénesi, i es
produeixen durant els primers estadis de desenvolupament de la neoplasia. A
partir d’aquest punt poden aparéixer alteracions genétiques secundaries que
s’acumulin i contribueixin a |'evolucié i progressido del tumor a formes més
agressives de la malaltia. Dins d’aquestes alteracions es troben els guanys i
perdues de material cromosomic, les mutacions puntuals en proto-oncogens o les
microdelecions de gens supressors de tumors, entre d altres. També s ha vist que,
comparat amb altres tipus de tumors, els NHL tenen un genoma relativament

estable, essent poc freqiients els fenomens dinestabilitat de microsatél-lits """

Els NHL son el cinquée grup de tumors que apareix amb més freqliencia en ambdés
sexes, especialment en els paisos més desenvolupats. Sembla ser que existeixen
certs factors que poden predisposar a patir aquest tipus de limfomes, com ara les
alteracions del sistema immunitari (immunodeficiéncies i malalties autoimmunes),
la infeccié per alguns virus (virus de la immunodeficiéncia humana, Epstein-Barr,
herpesvirus-8, hepatitis C) o bacteris (Helicobacter pylori); aixi com |'exposicio a
radiacions ultraviolades i a determinades substancies toxiques. Per altra banda,
s’han descrit fenomens d’agregacié familiar en diferents NHL; i tot i que els
mecanismes implicats no es coneixen bé, s’ha suggerit que la combinacié de

factors genétics i ambientals contribueix al seu desenvolupament %'#™,
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Els Limfomes No Hodgkin de cél-lules B

Els NHL de cellules B tenen un immunofenotip molt ben definit, ja que tots
expressen CD19, CD20, CD22 i CD79, antigens tipics de cellula B; i altres
marcadors caracteristics de cada subtipus de limfoma. Aquests desordres
limfoproliferatius deriven de limfocits B que es troben en diferents estadis de
maduraci6 i diferenciacio, aixi que és molt important conéixer els processos de
desenvolupament normal d’aquestes cél-lules per entendre |'origen de la gran

varietat de NHL existents 2.

Els teixits que formen el sistema immunitari es divideixen basicament en dos grans
grups: els organs limfoides centrals (medul-la 0ssia i tim), i els organs limfoides
periférics (sang, melsa, ganglis limfatics i associats a mucoses). Els limfocits
s’originen als organs limfoides centrals a partir de cél-lules mare precursores. En
aquest compartiment pateixen un primer procés de diferenciacio i reordenen els
gens de les immunoglobulines, un tipus de proteines unides a membrana que
son altament especifiques per determinats antigens, esdevenint limfocits madurs.
Aquests limfocits es troben en estat de repds i no proliferen, ja que necessiten
reaccionar amb un antigen determinat per activar-se. Tot seguit migren als organs
limfoides periférics i recirculen per tot el cos, entrant dins dels fol-licles limfoides
primaris i secundaris, que sén uns compartiments on s’acumulen les cel-lules B.
Es als fol-licles limfoides secundaris on els limfocits tenen |'oportunitat d entrar en
contacte amb diferents antigens a través de les anomenades céllules
presentadores d’antigen. Aquesta interaccié pot desencadenar canvis genétics a
les cél-lules B, com ara la hipermutacié somatica de les regions variables del gen
de les immunoglobulines. Aquest procés desencadena |"augment de I"afinitat de la
cellula B per I"antigen, provocant la seva posterior evolucié a cél-lules B efectores
o célllules B de memoria. A més, els limfocits ja activats poden abandonar el
fol-licle per arribar a la medulla oOssia, on es transformaran en cellules

plasmatiques productores d’anticossos °.

Els follicles limfoides secundaris consten de tres parts ben diferenciades, les quals
tenen continguts cel-lulars amb propietats caracteristiques: el centre germinal, on
les cél-lules proliferen després d’haver-se trobat amb I'antigen; el mantell, zona
formada per limfocits madurs, i una regié marginal. La majoria de NHL derivats de

célllula B, que es troben desglossats a la Taula 1, s’originen durant els diferents
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estadis de desenvolupament i progressié de la cél-lula B dins dels fol'licles

limfoides secundaris (Figura 2).

Taula 1. Classificacio dels NHL de cél-lula B basada en el sistema REAL/WHO

Limfomes dels precursors de les cél-lules B

1.

Leucémia/limfoma limfoblastic B (LBL, de I'angles LymphoBlastic
Lymphoma)

Limfomes de cél-lules B perifériques

2.

Leucémia limfatica cronica B/Limfoma limfocitic de céllules
petites/leucemia prolimfocitica (CLL, de I'anglées B-cell Chronic
Lymphocytic LeukemialSLL, de I'anglés Small Lymphocytic Lymphoma)
Limfoma limfoplasmocitic (LPL, de I'angles LymphoPlasmacytic
Lymphoma)

Limfoma de célllules del mantell (MCL, de I‘angles Mantle Cell
Lymphoma)

Limfoma fol-licular (FL, de I"anglés Follicular Lymphoma)

Limfoma difds de cel-lules grans B (DLBCL, de |I'anglés Diffuse Large B-
Cell Lymphoma)

Limfoma de la zona marginal extranodal de teixit limfoide associat a
mucosa (MALT, de I'anglés Mucosa Associated Lymphoid Tissue Type)
Limfoma de la zona marginal nodal (NMZL, de I'anglés Nodal Marginal
Zone Lymphoma)

Limfoma de la zona marginal esplénic (SMZL, de I'anglés Splenic

Marginal Zone Lymphoma)

10. Tricoleucemia (HCL, de I’angles Hairy Cell Leukemia)

11. Plasmocitoma/Mieloma mudltiple (MM, de I'angles Multiple Myeloma)

12. Limfoma de Burkitt (BL, de I'angleés Burkitt Lymphoma)
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Figura 2: Desenvolupament de les cél-lules B i els diferents NHL

Els NHL de céllula B que s’han estudiat principalment en aquest treball sén la
leucémia limfatica cronica (CLL) i el limfoma de cél-lules del mantell (MCL).
Aquestes dues entitats tenen en comu el fet que expressen I'antigen de diferenciacio
CD?5, tipic de cel-lules T i també caracteristic de cél-lules B madures verges, és a dir,
que encara no han tingut contacte amb I'antigen. Aquests dos tipus de limfomes també
s’anomenen limfomes de cél-lula B petita, ja que les céllules sén de mida
relativament petita, similars o lleugerament més grans que els limfocits normals. En el
present estudi també s’han analitzat, en menor grau, el limfoma fol-licular (FL) i el
limfoma difiis de cél-lules grans B (DLBCL). A continuacié es descriuran breument

les caracteristiques basiques de cada entitat esmentada.

La leucémia limfatica cronica de cél-lules B (CLL)

Definicio

La leucemia limfatica cronica de cél-lules B (CLL) és el tipus de leucémia més freqlent
als paisos occidentals, constituint el 7% dels NHL existents. La gran majoria de
pacients sén majors de 50 anys, afectant el doble d’homes que de dones. Es pot
presentar tant en forma de leucémia com de limfoma, essent una neoplasia limfoide de
baix grau en qué s’acumulen limfocits petits i arrodonits que es distribueixen a

medul-la ossia, sang periférica i ganglis limfatics. Es creu que I'acumulacié de cel-lules
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B és deguda principalment a alteracions en els mecanismes de mort cellular o
apoptosi del limfocit, perd també a la sobreexpressié de certs gens, com ara BCL2.
Recentment s’ha vist que les cél-lules tumorals de CLL en sang periferica es troben
predominantment en fase Gp; mentre que existeix una poblacid proliferant en
estructures especialitzades que es localitzen a la medul-la 0ssia i els ganglis limfatics
dels pacients, anomenades pseudofol-licles '. Aquest compartiment de proliferacié és
més important del que inicialment es pensava, ja que s’ha observat que els limfocits
tumorals poden tenir taxes de duplicaci6 més elevades que les de les cél-lules B
normals. Aquesta taxa de duplicacié incrementada sembla correlacionar-se amb la
capacitat de progressié de la malaltia; i indica que la CLL no és una malaltia estatica
donada per I'acumulacié de limfocits tumorals que no es moren, sind que sorgeix a
consequéncia d’una dinamica alterada de les funcions de proliferacié cel-lular i

apoptosi '°.

Les causes d aparici6é de les CLL no es coneixen del tot bé. Existeixen evidencies que
semblen indicar una tendéncia hereditaria en la predisposicié a patir CLL. S"han trobat
families amb diferents membres de primer i segon grau afectats per la mateixa
malaltia, i en les quals hi ha fendomens d’anticipacio, és a dir, la malaltia apareix més
aviat en les segones generacions de familiars '*'®. Aquesta predisposicio podria ésser
deguda no tant a la preséncia de mutacions en gens encara no identificats sin6 a un
model poligénic en qué combinacions de diferents al-lels augmentessin el risc a patir la

malaltia *°.

r#

&

Figura 3: Imatge de céel-lules tumorals de CLL

Immunofenotip i cél-lula postulada d’origen

Les ceél-lules de CLL expressen CD5, CD19, CD20, CD22 (poc), CD79, CD23, CD43 i
CD11c, mentre que sén negatives per CD10 i ciclina D1 (CCND1). El fet que la gran
majoria de casos expressin CD23 perd no CCND1 ajuda a distingir-los dels limfomes
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de cel-lules del mantell (MCL), que també expressen CD5 i s6n limfomes de cél-lula B

petita 2%,

Inicialment es creia que la cél-lula d’origen de les CLL eren limfocits B madurs que
encara no havien tingut contacte amb cap antigen, pero els estudis d’expressid génica
han assenyalat que les cellules tumorals s’assemblen més als limfocits B no
proliferatius en estat de repds que circulen en sang o bé a les cellules B de
memoria %, Els fendmens d’hipermutacié somatica i la preséncia de mutacions en el
gen de la regi6 variable de la cadena pesada de les immunoglobulines (IgVy) s’ha fet
servir com a criteri per determinar el possible pas de les célllules B tumorals pel
fol'licle limfoide secundari i la trobada amb I'antigen. D"aquesta manera és possible
identificar les cel-lules B com a ceél-lules pre-germinals, de centre germinal o post-
germinals % S’ha observat que en un conjunt de casos de CLL els limfocits tumorals
presenten mutacions en les IgVy, és a dir, han patit procesos d’hipermutacié somatica
per augmentar |"afinitat del limfocit per ['antigen amb queé han interactuat. Les ceél-lules
B que donen lloc a aquestes CLL correspondrien a limfocits que ja han passat pel
centre germinal, i aquest criteri ha permeés distingir |’existéncia de dos subtipus de CLL
que tenen clinica i pronostic diferent 2. Curiosament, les cél-lules B madures verges i
les que ja han passat pel centre germinal son indistingibles morfologicament. Per altra
banda, s’ha vist que la tria de la familia dels gens de les IgVy durant els processos de
recombinacié no es fa a l'atzar, de manera que hi ha determinades families que
apareixen més freqiientment representades en els clons de cél-lules B dels pacients
de CLL que d'altres, cosa que també es relaciona amb I'estat mutacional de dits

25-28
gens .

Genética

En les CLL no s’ha trobat cap translocacié recurrent clau que expliqui I'inici dels
processos neoplasics, pero si que s’ha observat que prop del 80% dels casos tenen
alteracions en el seu cariotip. La delecié de la regi6 de 13q14 és l'alteracié genética
més freqilient, trobant-se aproximadament en el 50% dels casos. El 20% presenten
trisomia del cromosoma 12, i també sén freqlients les delecions de la regié de 6q21,

29-31

11922-23 i 17p13; aixi com els guanys de les regions de 8qi 3q
Clinica, pronostic i progressio

La CLL acostuma a tenir un curs indolent, perd no és curable amb els tractaments

existents i el pacient té una supervivéncia mitjana d’uns 8-10 anys. Els casos en qué
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les cél-lules tumorals no tenen mutacions de les IgVy i que expressen alts nivells de la

proteina ZAP-70 semblen tenir pitjor prondstic i un comportament més agressiu *.

S’ha vist que alguns casos de CLL poden donar lloc a leucémia prolimfocitica de
cél-lules B, que és una malatia molt poc freqiient que també pot aparéixer de novo *,
Per altra banda, aproximadament el 13% de CLL es transformen en un tipus de
limfoma de céllules grans d’alt grau, esdevenint el que es coneix com a sindrome de
Richter (RS, de |'anglés Richter Syndrome). Tant la leuceémia prolimfocitica com el RS
tenen un comportament altament agressiu i amb poca resposta al tractament,
disminuint el temps de supervivéncia dels pacients. A més s’ha observat que les

variants de RS presenten un augment del nombre d"alteracions citogenétiques **.

El limfoma de cél-lules del mantell (MCL)

Definicio

El limfoma de cél-lules del mantell (MCL) constitueix el 3-10% dels NHL i es d6na en
individus adults al voltant dels 60 anys, especialment en homes. Aquest tipus de
limfoma es produeix per |'acumulacié de limfocits B madurs verges de mida petita o
intermitja que tenen un nucli irregular, els quals creixen a partir de les zones del
mantell dels fol‘licles limfoides secundaris. Les cél-lules tumorals es caracteritzen per
tenir un alt index proliferatiu, esdevenint el MCL una malaltia molt agressiva en queé la

majoria de casos no poden curar-se amb les terapies que existeixen actualment ¥

Figura 4: Imatge de cel-lules tumorals de MCL
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Immunofenotip i cél-lula postulada d’origen

Les ceéllules de MCL expressen CD5, com les CLL, CD19, CD20, CD22 i CD79. No
acostumen a expressar CD23, a diferéncia de les CLL, CD10 ni CD11c. Virtualment
tots els casos expressen CCND1.

Es creu que les célllules del MCL provenen de limfocits verges que encara no han
passat pel centre germinal del fol'licle limfoide secundari, tot i que recentment s’ha
comprovat que en el 25% dels casos es troben mutacions en les IgVy “**. Aquests
casos tenen taxes de mutacié més baixes que els limfomes que deriven clarament de
céllules B del centre germinal, com ara el FL. Per aquesta raé s’ha hipotetitzat que
almenys un subgrup de MCL podria originar-se a partir de la zona marginal del fol-licle
limfoide secundari o bé a través de celllules B de memoria presents a la sang
periféerica que hagin patit estimulacié antigénica independent de la que es déna al
centre germinal “°. Per altra banda, els MCL que no tenen les IgVy mutades semblen
tenir un comportament clinic similar als casos mutats, contrariament al que passa en la
CLL.

Genética

S’ha vist en diversos estudis citogenétics que el MCL és una de les neoplasies
limfoides amb major nombre dalteracions cromosdmiques numeériques i
estructurals “**. Virtualment tots els casos presenten la translocacié t(11;14)(q13;932)
entre el gen de la cadena pesada de les immunoglobulines i el de la CCND1,
provocant-se'n la sobreexpressié (Figura 9). Aquesta fet sembla ser clau perqué
s’inicii el tumor, ja que la CCND1 és un gen regulador del cicle cellular i la seva
alteracié provoca un augment de la proliferacié de les cél-lules tumorals *’. Hi ha casos
molt particulars de MCL que no expressen la CCND1 i que mantenen les mateixes
caracteristiques morfologiques i immunofenotipiques dels MCL classics “**.
Curiosament, alguns d’aquests limfomes expressen la ciclina D2 i la ciclina D3,

suggerint que aquestes ciclines poden substituir parcialment la funcié de la CCND1 2.

Tot i aixd sembla que és necessaria I'acumulacié d altres alteracions oncogéniques
per a qué s'acabi de desenvolupar el tumor, ja que s’ha vist que la sobreexpressié de
CCND1 en ratolins, per si sola, no indueix la transformacié tumoral dels limfocits *°.
S’han identificat tot un seguit d alteracions genétiques secundaries que contribueixen
a la patogénesi de la malaltia. Una de les més freqients és la delecid de la regi6d

cromosomica 11q22-23. Dins d'aquesta zona s’inclou el gen ATM, que juga un paper
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clau en la via de resposta al dany del DNA ', Aquesta és, conjuntament amb la
proliferacié cel-lular, una de les vies més freqiientment descontrolades en aquest tipus
de limfoma, podent-se trobar alterades al seu torn proteines activades per ATM, com
ara CHK1 i CHK2 **®°. Una incorrecta actuacié dels factors implicats en aquesta
resposta al dany del DNA pot contribuir a I'augment de la inestabilitat genética del
tumor i a la seva progressio *. En MCL també és freqient trobar la pérdua de la regié
cromosomica 17p, alteracié que en la majoria de cops implica la pérdua del gen p53.
Aquest gen supressor de tumors és clau per la regulacié de diverses vies cel-lulars,
incloent el cicle cel-lular, la reparacié del dany del DNA i I'activacié dels processos
apoptotics. Moltes d"aquestes alteracions cromosomiques s associen especificament a

variants més agressives de la malaltia i pitjor curs clinic **.

Clinica, prondstic i tractament

El MCL és un limfoma agressiu amb poca resposta al tractament, i en qué els pacients
presenten freqlients recaigudes. La supervivéncia acostuma a ser d'uns 3 a 4 anys, tot
i que el comportament clinic pot esdevenir bastant variable, passant de formes
practicament indolents amb una supervivéncia superior als 10 anys, a variants molt
agressives amb una supervivéncia menor d'un any després del diagnostic **°7,
L aplicaci6 d’estudis d’expressié genica ha permeés identificar conjunts de gens
implicats en la patogénesi d ‘aquest tipus de limfoma, especialment els lligats a les vies

de proliferacio celular, que permeten predir la supervivéncia dels pacients *.

Citologicament existeixen dues formes de MCL: I'anomenada tipica es defineix per
tenir cél-lules de mida petita a intermitja amb poc citoplasma i nucli irregular; mentre
que la que es coneix com blastoide (MCL-B) es caracteritza per tenir cél-lules més
grans, amb un curs molt més agressiu de la malaltia. El terme blastoide inclou dues
variants, la blastica i la pleomorfica, totes dues amb un alt index proliferatiu i una
supervivéncia promig de 2 anys *. Aquestes formes blastoides poden aparéixer de
novo o bé derivades d'un MCL tipic. Tal i com ja s’observava en el cas de les CLL i el
RS, les variants blastoides de MCL presenten un major nombre d’alteracions

citogenétiques comparat amb els casos tipics *

. També s’han identificat gens
diferencialment expressats caracteristics d’aquesta forma més agressiva de la
malaltia, com certs factors implicats en el control del cicle cel-lular i la inhibicid de

|’apoptosi 2.
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Pel que fa al tractament del MCL, normalment s’aplica quimioterapia . Dins

d’aquesta practica terapéutica, el més frequent és utilitzar la combinaci6 CHOP (que
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inclou ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina i prednisona), amb la qual s’obté un
nombre elevat de remissions parcials i completes de la malaltia (20-80%); tot i que la
majoria de pacients acaben recaient a la llarga. L'adicié de rituximab, un anticos
monoclonal dirigit contra CD20 (antigen que presenten tant els limfocits B normals com
la majoria de limfocits B tumorals) ha permés millorar la supervivencia i la resposta al
tractament dels malalts. També es fa servir I’hiperCVAD (combinacié de CHOP i dosis
altes de metotrexat i citarabina) combinat amb rituximab o bé el transplantament de

cél-lules mare.

El limfoma fol-licular (FL)

El limfoma folllicular (FL) representa aproximadament el 22% del total de NHL
existents. S’origina a partir de cél-lules B del centre germinal del fol-licle limfoide
secundari, i esta format per dos tipus de cél-lules: els centrocits, que predominen dins
del limfoma i sén cél-lules petites amb citoplasma escas i nuclis irregulars; i els
centroblasts, que son dos o tres cops més grans que els limfocits normals i que
presenten un nucli vesicular. Aquests dos tipus cel-lulars proliferen als fol'licles dins
d’una xarxa de cél-lules dendritiques fol-liculars que no sén malignes, i cél-lules T >,
La malaltia afecta principalment els ganglis limfatics, la melsa i la medul-la ossia, i el
seu curs clinic sol ser indolent, tot i que es considera una neoplasia incurable. El 30%
de FL poden progressar a formes més agressives de limfoma difis de cel-lules grans B

(DLBCL), amb pitjor pronéstic i dificil tractament ***".

A més d’expressar els antigens CD19, CD20, CD22 i CD79a, tipics del limfocit B, les
cel-lules de FL també expressen CD10 i BCL6. Gairebé tots els casos tenen anomalies
citogenetiques, i es calcula que el 90% presenta la translocacio t(14;18), que juxtaposa
el gen BCL2 al gen de la cadena lleugera de les immunoglobulines, desencadenant-
se’n la seva sobreexpressi6é. BCL2 és una proteina mitocondrial que inhibeix |"apoptosi
en certs tipus cel-lulars, com ara els limfocits, i la seva desregulacié contribueix a la
supervivéncia de les cél-lules tumorals. Per altra banda, estudis recents d’expressio
geénica han identificat dos grups de FL en funci6 de I'expressié de certs gens per part
de les cellules normals del sistema immunitari que infiltren el tumor. Aquestes
diferéncies semblen ser un reflex de la interacci6 entre el tumor i el seu microambient i

impliquen comportaments clinics diferents %%,
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El limfoma difus de cél-lules grans B (DLBCL)

El limfoma difus de cel-lules grans B (DLBCL) constitueix el 40% dels NHL i agrupa un
conjunt de desordres limfoproliferatius de cel-lules grans B molt heterogeni tant pel que
fa a la seva clinica, morfologia i genetica % La majoria d aquests tumors deriven de
cellules del centre germinal del fol'licle limfoide secundari, tot i que estudis recents
d’expressio génica han aconseguit distingir entre tres variants d’aquesta malaltia
depenent de si les céllules expressen gens tipics de cél-lula B del centre germinal
(tipus GCB, de I'anglés Germinal Center B-cell like), de cél-lula B activada (tipus ABC,
de I'angles Activated B-Cell like) o de cap dels dos subtipus (tipus Ill). També s’ha vist
que aquests grups tenen mecanismes oncogénics i patrons d‘alteracions
cromosomiques diferents **. Els DLBCL poden aparéixer de nou o bé derivar d‘un
limfoma follicular previ, i es caracteritzen per la proliferacié difusa de cel-lules grans
amb un nucli que és, com a minim, el doble de gran que el dels limfocits madurs
normals. Aquest tipus de limfoma és molt agressiu, tot i que es pot curar amb els

tractaments existents en | actualitat 44°°.

Els DLBCL normalment expressen CD19, CD20, CD22 i CD79. Alguns casos poden
expressar altres antigens com CD5, CD10 i CD30. El 30% dels pacients presenten
alteracions cromosomiques de la regidé de 3927 que afecten I’expressié del gen BCLS6,
especialment en els casos que deriven d'una etapa anterior de FL. BCL6 codifica per
un factor de transcripcié essencial per la formacié del centre germinal i la repressi6 de
diversos gens, participant en els processos de limfomagenesi. També s’ha comprovat
que el 20-30% dels DLBCL presenten la translocacié arquetipica dels FL, la t(14;18),
que implica la sobreexpressio de BCL2.
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2. MECANISMES ONCOGENICS QUE PARTICIPEN EN
LA PATOGENESI DELS LIMFOMES NO HODGKIN

Un tumor es comenga a formar quan una Unica ceél-lula adquireix una aberracié
genética que la predisposa a acumular més alteracions consecutives en el seu
genoma, les quals li confereixen un avantatge evolutiu respecte a les cél-lules normals
pel que fa al seu creixement i supervivéncia dins del teixit. Aixi doncs les cél-lules
alterades que formen el tumor provenen de la mateixa cél-lula originaria, és a dir, el
tumor és una entitat monoclonal: totes les seves cél-lules presenten les mateixes
caracteristiques genétiques basiques. Dins de la mateixa massa tumoral les cél-lules
filles poden anar patint diferents processos de diversificaci6 que provoquin certa

heterogeneitat cel-lular de la poblacié tumoral d‘origen *.

Aixi doncs és necessaria una situacid6 d’inestabilitat genética per a qué es
desenvolupi una neoplasia. Aquesta inestabilitat estda causada per la preséncia de
determinades alteracions en les cél-lules tumorals, com ara reordenaments
cromosomics, la pérdua o guany de material genetic i/o la preséncia de mutacions en
determinats gens. L alteracio primaria que dona peu a la transformacié d’una cél-lula
normal en céllula tumoral és, molt freqientment, la preséncia d’una translocacié
cromosomica, com s’observa en la gran majoria dels limfomes de cél-lules B % Aquest
fet succeeix durant la maduracio i el desenvolupament fisiologic dels limfocits, ja que el
reordenament dels gens que codifiquen pel receptor de I'antigen introdueix talls a la
doble cadena del DNA que predisposen a patir translocacions. A més, al centre
germinal del fol'licle limfoide secundari tenen lloc els fenomens dhipermutacio
somatica i canvi d’isotip dels gens de les immunoglobulines, que també poden
provocar |'augment de la incidéncia d’alteracions cromosdmiques. A partir d’aquesta
aberracié inicial es van acumulant tot un seguit d'alteracions secundaries que van
conduint al desajust dels diversos mecanismes encarregats de mantenir 'homeostasi

cel-lular ®.

La ceéllula tumoral, gracies a I'acumulacié de diverses alteracions en el seu genoma,
adquireix tot un seguit de caracteristiques que li permeten obtenir un avantatge de
supervivéncia dins del teixit d’origen. Aquestes caracteristiques impliquen la
independéncia de la cél-lula tumoral respecte els senyals de creixement i la
insensibilitat als senyals inhibidors del creixement, un potencial de proliferacié il-limitat,

I'evasié dels mecanismes de mort cel-lular programada o apoptosi, la capacitat
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d’angiogenesi (formacié de nous vasos sanguinis que aportin nutrients a les cél-lules
tumorals), i el poder d’envair teixits nous de I'organisme, tot desenvolupant una

metastasi ¢

(Figura 5). Aixi doncs, la tumorogenesi és un procés dinamic i molt
complex en queé participen diferents factors que s’interrelacionen entre ells. A més s’ha
de considerar la cél-lula en el seu context tissular, ja que el microambient que envolta
la poblacié tumoral també actua en la formacié del tumor. El conjunt de totes aquestes
circumstancies determinara les caracteristiques de la neoplasia i el seu comportament

bioldgic, aixi com la resposta al tractament.

Independéncia Augment de la

senyals creixement proliferacio _

@ —’%*%&t

R . .. Cél-lules
Cél-lula normal Cél-lula alterada Poblacié tumoral metastasiques
Insensibilitat Evasio _
senyals inhibidores apoptosi

Figura 5: L 'homeostasi cel-lular i les seves alteracions

En el present treball s’han estudiat les alteracions de ['homeodstasi cel-lular de
determinats NHL, basicament les que condueixen a canvis en la proliferacié cellular i
els mecanismes apoptotics. També s’ha analitzat el conjunt de canvis globals que
poden conduir a la progressio clinica d’'una malaltia, com es passara a descriure a

continuacio.
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Proliferacio en NHL: Analisi de |'expressio génica en el Limfoma de
Cél-lules del Mantell

Proliferacio i cicle cel-lular

La proliferacié cel-lular consisteix en I"'augment dels continguts de la cél-lula, que per
una banda creix en massa o mida i per |'altra duplica i segrega els seus cromosomes;
per donar lloc, en una posterior divisid, a dues cellules filles genéticament iguals.
Aquest fenomen és necessari pel desenvolupament embrionari, aixi com pel recanvi
cellular durant la vida dels organismes. La taxa de divisié depén del tipus cel-lulari les
necessitats fisioldgiques, essent un procés altament regulat, ja que alteracions que
produeixin un augment de la proliferacié poden donar lloc a cancer '. El conjunt de
processos que condueixen a la divisié d'una cél-lula mare en dues cél-lules filles rep el
nom de cicle cel-lular. El cicle cel-lular consta de dues etapes: la interfase i la mitosi.
La interfase és I'estadi durant el qual la cel-lula genera tots els components necessaris
per donar lloc a les dues cél-lules filles, i es divideix en tres fases anomenades Gy, S i
Gz. La mitosi o fase M compren la condensacié del DNA en forma de cromosomes, el
repartiment dels components cel-lulars entre les dues futures cél-lules filles i la seva
segregacio. El pas d’una fase a la seglient esta molt ben regulat i implica | actuacié del
que es coneix com a punts de control o checkpoints, que permeten que els diferents

passos del procés es duguin a terme de forma correcta i seqiencial (Figura 6).

Punt de Punt de
control control M
G,-M
M
b
G, G,
Interfase GO
S %
Punt de
restricciéo R

Figura 6: El cicle cel-lular: fases i punts de control
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El cicle cellular s’inicia amb la fase G4, en qué la cél-lula dobla la seva mida perque se
sintetitzen diversos components cel-lulars, especialment les proteines necessaries per
la posterior replicacié del DNA. Pot passar que la cél-lula aturi el procés en aquest punt
i es trobi en un estat de repds que pot durar de dies a anys i que es coneix com fase
Go. Si la cel-lula decideix continuar amb el seu cicle, llavors ha de passar pel punt de
control de restriccié R, en qué es comprova que s’ha produit la massa cel-lular
necessaria i que els factors ambientals son els adequats. Aquest punt de control és
molt estricte, i a partir d"aqui la resta de punts de control del cicle sén independents
dels estimuls externs a la cél-lula. Tot seguit comenca la fase S, en que es duplica el
material genétic i s’expressen gens necessaris pel procés de replicacié. Es continua
amb al fase Gz, on les cél-lules es preparen per a la mitosi imminent, actuant el punt
de control G,-M. Aixi es torna a controlar que la mida cel-lular és |'adequada i que el
DNA s’ha sintetitzat de manera correcta i només un Unic cop. Un cop finalitzada la
interfase comenga la mitosi o fase M, a través de la qual els cromosomes es
condensen i es reparteixen a les dues ceéllules filles conjuntament amb la resta de
components cel-lulars. Dins d’aquest estadi hi ha el punt de control M, que entre
altres coses controla que els cromosomes estiguin ben alineats al fus mitotic constituit

a la céllula mare abans del seu repartiment entre les dues cél-lules filles ®.

El cicle cellular es produeix i regula gracies a I'existéncia d'uns enzims molt
particulars anomenats cinases depenents de ciclines (CDK, de l|'anglés cyclin
dependent kinases). Les CDK participen en el desenvolupament del cicle fosforilant
certs factors i complexos moleculars que en permeten |‘avang. S’associen
reversiblement a les ciclines, proteines que al seu torn controlen I'activitat de les
CDK, tot i que les CDK també poden regular-se mitjangant la fosforilacié per part
daltres tipus de cinases. Existeixen diferents complexos de CDK i ciclines, i els seus
nivells oscil-len al llarg del cicle cel-lular. Durant I'etapa G, se sintetitzen les ciclines D
(D1, D2 i D3) a partir de I’estimulacio per factors de creixement. Les ciclines D estan
implicades en el punt de control de restricci6 R. S’associen a CDK4/CDK®6, formant
complexos que actuen durant el transcurs de la fase G4 principalment a través de la
fosforilaci6 de la proteina retinoblastoma (Rb), produint-se |'expressié de gens
necessaris per |'entrada a la fase S. Quan les cél-lules s’acosten al punt de control de
restricci6 R, el complex ciclina D-CDK4/CDKG6 fosforila Rb, que es dissocia dels
complexos als quals estava unit. Aquests complexos llavors s’activen i provoquen la
transcripcié de gens necessaris per la progressio del cicle cel-lular. Entre ells es troba

la ciclina E, que s’associa al seu torn a CDK2, fosforilant també Rb. Aquesta
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hiperfosforilaci6 de Rb propicia lalliberament del factor de transcripci6 E2F,
transcribint-se llavors gens necessaris per la finalitzacié de I'estadi G1 i el pas a la fase
S. Entre aquests gens hi ha els que provoquen la sintesi de la ciclina A, que s’uneix a
CDK2 i juga un paper en el control de la sintesi del DNA. Més endavant es comenca a
transcriure la ciclina B (B1 i B2), que s’associa a CDC2 (també anomenada CDK1).
Aquest complex s‘acumula al citoplasma durant la interfase i té una funcid
especialment rellevant en la transicié entre les fases G, i M. A la vegada s ha vist que
CDC2 també pot unir-se a la ciclina A, contribuint conjuntament amb el complex ciclina
B/CDC2 a la hiperfosforilacié de Rb fins al final de la interfase i la mitosi "% (
7).

Figura
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Figura 7: Els complexos ciclina-CDK en el cicle cellular i els seus requladors

Regulacié del cicle cel-lular

Els complexos ciclina-CDK estan estrictament regulats per controlar que s’activin
només en moments molt concrets del cicle cel-lular. Aquesta regulacié la duen a terme

determinades families de proteines que actuen a diferents nivells, com ara a través de
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la sintesi i degradaci6 de les ciclines, la fosforilacié/defosforilacié activadora o
inhibidora de les CDKs, o bé la inhibicié de I'ensamblatge o I activitat dels complexos

(Figura 7).

Dins del grup de proteines que regulen els complexos ciclina-CDK per fosforilaci6 es
troben les CAK (de I'anglés CDK-activating kinase), que s6n uns complexos ciclina
H/CDK7 que fosforilen CDK4 i I'activen " També existeixen les fosfatases CDC25A,
CDC25B i CDC25C, que al seu torn actuen en diferents moments del cicle cel-lular

defosforilant i activant els diversos complexos ciclina-CDK "2,

Per altra banda, la familia de les proteines inhibidores o CKI (de |'anglés CDK
inhibitor) juga un paper essencial en el control del cicle cel-lular. Dins de les CKI es
troben dos grans grups: per una banda, les CKI que inhibeixen només les CDK (familia
INK4), i per Ialtra les CKI que inhibeixen el complex ciclina-CDK un cop aquest ja s’ha
format (familia Cip/Kip). La familia INK4 inclou les proteines p15™* p16™“ p1gMNKe
i p19"** que actuen inhibint CDK4 i CDK6 durant la fase Gi, evitant que aquestes
cinases s’uneixin a la ciclina D i s’activin els complexos corresponents. En canvi la
familia Cip/Kip comprén p21°"’ p27"%" i p57%"% que s’uneixen a diferents complexos
ciclina-CDK. S’ha vist que p21°"" i p27""" a determinades concentracions sén
necessaris per la correcta formacié de certs complexos ciclina-CDK, de manera que
una mateixa proteina Cip/Kip pot tenir efectes diferents depenent del complex sobre el
qual actui. En resum, els CKI poden bloquejar el cicle cel-lular i actuar com a gens
supressors de tumors, com és el cas ben conegut de p16™“* i p21°*'_ Les alteracions
d’un o diversos membres d’aquesta familia juguen un paper molt important en la
progressié dels diferents cancers humans, ja que impliquen un augment de la

proliferacio cel-lular i un avantatge en el creixement tumoral " (Figura 7).

A part d’aquestes regulacions directes dels complexos ciclina-CDK, també s’ha de
tenir en compte la participacié d’altres proteines que poden controlar la progressio del
cicle cellular a nivell transcripcional. Aquest és el cas de p53, que és un factor de
transcripcié que juga un paper molt important en el control del cicle cellular en
resposta a diversos estimuls, com ara el dany al DNA. P53 participa en aquesta

cipt
1

regulacid a diferents nivells, com ara a través de la induccié de p2 , heutralitzant

7475 per altra banda el locus

["activitat del complex ciclina E-CDK2 a la fase G
genomic de la proteina p16™** (locus INK4a/ARF) també codifica per un segon
transcrit, p14**F, |a funcié principal del qual és estabilitzar p53 tot evitant que aquest

s’uneixi a MDM2. MDM2 codifica per una fosfoproteina que actua com a reguladora
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negativa de p53, ja que en media la degradaci6 a través del proteosoma . Al seu
torn, I"activaci6é de p53 indueix la transcripcié de MDM2, de manera que ambdds gens
es regulen mutuament. S’ha descrit que la preséncia de cert polimorfisme al promotor
del gen MDM2 (T309G), el qual provoca |'augment de I'afinitat del factor de
transcripci6 Sp1 per dita regid i pot desencadenar un increment de |'expressié de
MDM2 per altres mecanismes . Aixi doncs, la inactivacio6 directa de p53 i/o p14”*F ilo
la sobreexpressié de MDM2 pot inactivar al seu torn la via de p53 a través de diferents

nivells, contribuint a I’alteracié de la proliferacié cellular " (Figura 8).
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Figura 8: El locus INK4a/ARF: gens que codifica i vies cel-lulars implicades

ARF
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També és important la participacié del gen c-Myc, que és un factor de transcripcid
implicat en diverses vies, com ara la regulacié del cicle cel-lular, |'apoptosi, i els
processos d’adhesio i diferenciacié cellulars. Sembla ser que c-Myc augmenta la
proliferacié a través de la induccidé de gens implicats directament en el cicle, com ara
les ciclines D1, D2, E i A, CDK4 i les fosfatases CDC25A. A més és capag d’inhibir els
CKI p15lNK4b’ p21CIP1 i p27KIP1 79,80.

Les alteracions del cicle cel-lular en els NHL de cél-lules B

En el camp de les neoplasies limfoides s’han identificat una gran varietat d alteracions

de gens implicats en el cicle cellular que poden conduir a una proliferacid
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descontrolada "®. De fet la quantificacio dels nivells de proliferacié cellular de diferents
tipus de NHL és un criteri que s’utilitza des de fa temps com a indicador del pronostic
de la malaltia ®'. Com s’ha comentat en la primera part d aquesta introduccié, els NHL
es poden classificar de diferents maneres. Un dels metodes de classificaci6 més
utilitzat i que es basa en criteris bioldgics i de comportament del tumor distingeix entre
limfomes de baix i d"alt grau. Els limfomes de baix grau sén generalment indolents i es
caracteritzen per tenir un index proliferatiu baix, en els quals el desenvolupament
tumoral es doéna principalment per I'acumulacié d’alteracions que provoquen la
inhibicié dels processos apoptotics, com és el cas de CLL i FL. Per altra banda, els
limfomes d’alt grau tenen un index proliferatiu més elevat i un comportament clinic
agressiu, com a consequiéncia principal de la desregulacié dels mecanismes de control

del cicle cel-lular, trobant dins d"aquest grup el MCL i el DLBCL.

Les CLL constitueixen el cas tipic de limfoma de baix grau, en qué les cellules
s"acumulen principalment per defectes en els mecanismes apoptotics sense un gran
augment de les taxes de proliferacié cel-lular, com es comentara més endavant 2.

Els FL, aixi com les CLL, també tenen principalment afectades les vies de mort
cel-lular programada. Tot i aixd s’ha vist que alguns casos poden adquirir alteracions
del cicle cel-lular damunt de la base de lesions apoptodtiques primaries, provocant la
progressio del FL a variants més agressives de la malaltia amb pitjor pronostic.
Aquestes alteracions lligades a la transformacié dels FL s6n, majoritariament, les que

afecten els gens p53, p15™**, p16'™**? j c-Myc *.

En DLBCL sobn rellevants les translocacions cromosomiques que impliquen el
reordenament de la regi®é 3927 i la conseqlent sobreexpressi6 del gen BCLSG,
augmentant al seu torn la taxa de proliferacié cel-lular. També s’han trobat molts casos
que presenten alteracions de dit gen per mutaci6 perd sense preséncia de
translocacié °*®. BCL6 reprimeix tot un conjunt de gens implicats en |"activacio de les
cellules B i la seva diferenciacio, aixi com d’altres implicats en cicle cel‘lular (ciclina
D2, p27"*"), i s’ha hipotetitzat que pot induir indirectament I’expressié de c-Myc. Per
altra banda, I'augment d’expressié de BCL6 també podria provocar la repressié de
gens implicats en apoptosi. A part d ‘aquesta desregulacié, en DLBCL també es poden
trobar alteracions de certs CKI, com és el cas de la pérdua de p16™**. A més s’ha vist
que I'expressio de p27*"" en DLBCL es correlaciona amb mal prondstic, i generalment
I'expressi6é d’aquesta proteina en limfomes és inversament proporcional a la taxa de

proliferacio. També és frequient I"alteracio de Rb i dels factors p53 i c-Myc "°.

50



Desenvolupament i progressio en limfomes de cél-lula B petita Introduccid

Desregulacié del cicle cel-lular en MCL

Els MCL so6n el paradigma dels tipus de NHL amb alteracions en els mecanismes

implicats en la proliferacid cel-lular

. Es caracteritzen per la preséncia de la
translocacio t(11;14)(q13;932), que es detecta a practicament tots els casos i que
condueix a la sobreexpressio constitutiva de la proteina ciclina D1 (CCND1). Aquesta
alteracié cromosomica provoca la juxtaposicié d’una regi6 del locus que codifica per la
cadena pesada de les immunoglobulines (14q32) a una regié que codifica pel gen de
la CCND1 (11913). Aquest fet provoca que dit gen quedi sota la influencia d’un
enhancer de les immunoglobulines, produint-se’n |'expressié constitutiva

(Figura 9) 8384,

La CCND1 juga un paper clau en la progressié del cicle cellular durant la fase G i la
transicio a la fase S, tot associant-se amb CDK4 i CDK6. Un augment de la seva
expressié pot conduir a una acceleracidé del cicle i a un increment en les taxes de
proliferacié cel-lular a través de dos mecanismes basics: per una banda, aquest
augment de concentracié dels complexos cyclina D1-CDK4/6 porta a la fosforilacio de
Rb, el qual allibera determinats factors necessaris per la transcripcié de gens implicats
en la progressio del cicle. Per altra banda, aquest major nombre de complexos ciclina

7P" i p21°"" dels complexos

D1-CDK4/6 pot implicar el desplagament dels CKI p2
ciclina E/CDK2 (en els quals exerceixen una funci6é estabilitzadora). Aixo fa que els
complexos ciclina E/CDK2 augmentin la seva activitat cinasa i hiperfosforilin, al seu
torn, Rb. D'aquesta manera, la desregulacié de I'expressié de CCND1 juga un paper

molt important en la patogenesi dels MCL evitant els efectes inhibidors de Rb.
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Figura 9: La translocacio t(11;,14)(q13;932).

A. Locus normal de la cadena pesada de les immunoglobulines (IgH) a 14q32, format per la

Translocacio t(11;14)(q13;32)

regio constant (C), d’unié6 (J), de diversitat (D) i variable (V). B. Locus normal del gen de la
ciclina D1 a 11q13. Les fletxes indiquen les zones de trencament més freqiients quan es dona
la translocacio. C. Translocacio t(11;14)(q13;32), per la qual el gen de la ciclina D1 passa a

regular-se a través de |'enhancer de les IgH, provocan-se’'n la sobreexpressio.

A part de la desregulaci6 de CCND1 s han trobat altres alteracions que poden afectar
al cicle cel-lular en MCL i que contribueixen al desenvolupament del tumor (Figura 10).
Aquest és el cas de la inactivacio de p53, molt freqlient en els casos blastics de MCL

que tenen un alt index proliferatiu i que s’associa a mal pronostic ®%.

Pel que fa al gen MDM2 i com ja s’ha comentat, la seva sobreexpressié pot conduir a
un augment de la proliferacié celular i desencadenar la progressié tumoral &',
Concretament s’ha observat que I'expressié de la proteina MDM2 es relaciona amb
una disminucioé de la supervivéncia en MCL ®. A més s’han trobat casos de MCL amb
alts nivells d’expressio de mRNA del gen, que no necessariament es relacionen amb

guanys del seu locus genomic %',

També s’observen delecions del CKI p16™“* fet que provoca que no s’inhibeixi la

funci6 de CDK4 i CDK6. D’aquesta manera, la sobreexpressié de la CCND1 i la

delecié de p16™** cooperen en I'avang del cicle cel-lular de les cél-lules tumorals,
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detectant-se delecions homozigotes d aquest gen en una gran proporcié de pacients
amb MCL agressiu %*%. Per altra banda, i com ja s’ha comentat anteriorment, el locus
que codifica per p16™*** (locus INK4a/ARF) també ho fa per un altre transcrit, p14*~°
(Figura 8). Les delecions del locus INK4a/ARF es troben en molts MCL, contribuint a
un comportament més agressiu de la malaltia quan es combinen amb la inactivacié de
la via de p53 **%. A més s’ha vist que certs casos presenten amplificacié de BMI-1.
Aquest gen actua com a repressor transcripcional del locus INK4a/ARF, i pot participar
en la patogénesi dels MCL independentment de la preséncia de la deleci6 de
INK4a/ARF, tot i que la seva amplificacié i sobreexpressié es detecta en un petit grup

de casos %.

Recentment s’ha observat que pacients amb MCL sense alteracions en el locus
INK4a/ARF poden presentar amplificacio i sobreexpressio de CDK4, especialment en
un subgrup de casos molt agressius. Sembla ser que aquestes alteracions de CDK4
conjuntament amb les de les vies de p53 i MDM2 contribueixen a un pitjor pronodstic de
la malaltia ®8. També s’han identificat delecions del gen Rb en casos de MCL altament
proliferatius i sense alteracions del locus INK4a/ARF ¥. Aquest fet suggereix que les
cél-lules tumorals poden obtenir un avantatge selectiu mitjancant la inactivacié de les
dues vies ARF-MDM2-p53 i INK4a-CDK4-Rb *'.

Per altra banda, I'estudi de I'expressié génica d'una gran quantitat de gens mitjangant
les técniques de microarrays ha permés identificar altres factors implicats en el cicle
celllular i que estan alterats especificament en les variants més agressives de la
malaltia, com és el cas de la sobreexpressié de la cinasa CKS1, que bloqueja la

KIP1,
7 )

inhibicié del complex ciclina D1/CDK4 a través de la seva accié sobre p2 o la de

CDC25B, que podria accelerar la transicio del punt de control de la fase Go/M *.
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Figura 10: Desregulacio6 del cicle cel-lular en MCL

La proliferacié en MCL i els marcadors de supervivéncia

El MCL es va definir inicialment per ser un tipus de limfoma de comportament molt
agressiu, amb una supervivéncia mitjana situada al voltant dels 3-4 anys i en qué les
terapies actualment existents sén poc eficients, ja que la gran majoria de pacients
acaben recaient. S’han identificat dues variants citologiques de la malaltia amb
diferents manifestacions cliniques i també prondstiques: la tipica i la blastoide,
agrupant-se aquesta ultima al seu torn en els subtipus blastic i pleomorfic, i amb una
supervivéncia menor de 2 anys *%. A I'altra banda de |'espectre s’han identificat
recentment el que semblen ser unes noves variants leucemitzades de la malaltia amb
un curs més indolent i una supervivéncia més llarga, al voltant dels 6-10 anys, i que en
principi no necessiten terapia. Aixi doncs el MCL té un pronostic més variable del que
inicialment es pensava quan es va definir com a entitat independent dins dels NHL.
Per aquesta rad s’han intentat descobrir diversos factors que permetin predir el curs

clinic de la malaltia i estratificar-ne el risc, utils per investigar els mecanismes implicats
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en la seva patologia i que permetin una millora en el diagnostic i tractament dels

pacients.

Com que els alts indexs proliferatius han estat una de les caracteristiques principals
dels MCL, des de fa anys es fa servir |’expressié del marcador Ki67 per detectar les
taxes de proliferacié cel-lular mitjangant immunohistoquimica. Ki67 és un antigen
nuclear que nomeés s’expressa en cel-lules que proliferen (fase Gi, S, G, i M) perd no
en cél-lules en estat de repos o quiescents (Go). Recentment s’ha vist que es poden
estratificar els pacients respecte el seu index de Ki67 de manera quantitativa, podent-
se aplicar aquest indicador en la presa de desicions terapéutiques, ja que alts valors
de Ki67 s'associen amb mal pronostic 8. Un altre gen amb possible aplicabilitat en
la rutina diagnostica podria ser MCM6, el qual participa en la replicacié del DNA i que
sembla tenir un poder de prediccié de la supervivéncia superior a Ki67 '*'. Per altra
banda s’ha observat que la duracié de la fase G4 é€s molt variable i que cél-lules amb
aquesta fase molt llarga poden tenir indexs Ki67, aixi com MCM6, més elevats, ja que
ambdues proteines s’expressen durant Gi. Basats en aquest principi s’han cercat
marcadors més especifics de la proliferacié cel-lular, trobant que Repp86, que també
€s una proteina nuclear i que s’expressa durant les fases S, G, i M; pot esdevenir un
factor pronostic important de la malaltia ' Tot i aixo, les técniques
immunohistoquimiques s6n semiquantitatives i, en un estudi multicéntric molt recent,
s’ha vist que la concordanga de les mesures pels diferents marcadors no era gaire
bona degut a I'existéncia de variacions en el marcatge i la valoracié de la mostra, fet

especialment rellevant en el cas de I'index Ki67 '®.

El predictor de la supervivéncia dels pacients de MCL més important que s’ha trobat
fins ara és el que es coneix com a signatura de proliferacio, és a dir, un conjunt de
gens que s’expressen coordinadament en associacié amb un procés bioldgic concret;
en aquest cas 20 gens relacionats amb I'augment de la proliferacié i implicats en els
processos de replicaci6 del DNA, la progressio del cicle cellular i les demandes
metaboliques que impliquen els mecanismes proliferatius: CDC2, ASPM, tubulina-a,
CENP-F, RAN, CIP2, MCM2, la DNA polimerasa E2, CDC20, TFIIB, topoisomerasa II-
o, PCNA, CEBPB i I'helicasa de DNA PIF1, entre d’altres “®. Aquesta signatura,
identificada mitjangant 1'estudi dels perfils d’expressié d'una llarga serie de MCL, ha
permeés definir subgrups amb valor pronostic en qué la supervivéncia difereix en més
de 5 anys. El model també ha millorat la capacitat de prediccié dels models estadistics
que interrelacionen alteracions oncogéniques individuals, com ara I'expressi6 de

CCND1 i les delecions del locus INK4a/ARF; esdevenint un important integrador
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quantitatiu de les diferents alteracions que es donen en les cél-lules d"aquest tipus de
limfoma. Tot i aixd el gran nombre de gens implicats en aquesta signatura dificulta la

seva posterior aplicacié en técniques de rutina diagnostica.

Apoptosi en NHL: Estudi dels receptors de mort de TRAIL en el Limfoma

de Cél-lules del Mantell, la Leucémia Limfatica Cronica i altres NHL

L apoptosi o mort cel-lular programada

Les cél-lules tenen un periode de vida limitat, amb una duracié que depén del tipus
cellular. La seva mort pot produir-se de forma traumatica, per exemple, per |'accié
d’agents citotoxics o infecciosos, procés que es denomina necrosi; o bé pot succeir
per mecanismes programats i especifics de la propia cél-lula, fenomen anomenat
apoptosi. L apoptosi o mort cel-lular programada juga un paper fisiologic clau durant
el desenvolupament embrionari i manteniment de la gran majoria dels teixits, a més de
regular |'eliminacié de cél-lules potencialment perilloses per |'organisme, com ara les
que han adquirit mutacions géniques perjudicials o bé cél-lules infectades per virus.
Les alteracions de I'apoptosi poden donar lloc a diverses malalties, com ara certs
desordres neurologics (Alzheimer, Parkinson i la malaltia de Hungtinton, entre d altres)

o cancer 1%,

L apoptosi es pot iniciar principalment a través de dues vies: la via intrinseca, que
implica la participacié del mitocondri, i la via extrinseca, a partir dels receptors de mort
i senyals extracel-lulars. Ambdues vies interactuen i desencadenen |'activacio de les
caspases iniciadores, que sén un tipus de proteases que tallen determinats substrats
cellulars. Les caspases es troben en forma de proenzim en el context cel-lular, i
necessiten ser tallades al seu torn per altres factors per poder dur a terme la seva
funcié. Les caspases iniciadores activades per la vida intrinseca i extrinseca activen, al
seu torn, les caspases executores, que sén les que provoquen els canvis bioquimics i

105,106
(

morfologics determinants i caracteristics del procés apoptotic Figura 11).

La via intrinseca es pot desencadenar per diferents estimuls que provoquin estrés
cellular, com ara la preséncia de radiacions ultraviolades o substancies toxiques que

produeixin dany al DNA. Aquests estimuls provoquen | alliberament del citocrom C i

56



Desenvolupament i progressio en limfomes de cél-lula B petita Introduccid

d'altres factors apoptotics de I’espai intermembranés del mitocondri. Al citosol el
citocrom C forma un complex anomenat apoptosoma, amb el factor APAF1, ATP i la
procaspasa 9, mitjangant el qual s’activa una de les caspases iniciadores de
["apoptosi, la caspasa 9. Els gens pro- i anti-apoptotics de la familia BCL2 en regulen

el procés.

La via extrinseca s’inicia a través de les citoquines, un grup de molécules
senyalitzadores que pertanyen a la familia del TNF (de l'angles Tumor Necrosis
Factor). Les citoquines s’uneixen als seus receptors especifics, que es caracteritzen
per tenir un domini extracel-lular d’unié al lligand ric en cisteines i un domini de mort
al seu extrem citoplasmatic, a través del qual medien la seva funcié apoptotica.
L activacié dels receptors de mort els provoca un canvi conformacional i la uni6é de
complexos de senyalitzacié al seu domini intracel-lular a través de la proteina
adaptadora FADD. FADD atreu les formes inactives de dues caspases iniciadores, les
caspases 8 i 10, que s associen al seu torn dins del complex senyalitzador inductor de
mort o DISC (de |'angles Death-Inducing Signalling Complex). Al DISC s’activen

ambdues caspases i es desencadena el procés apoptotic.

Paper de I'apoptosi en la imfomagénesi de les cél-lules B

Com s’ha comentat a la primera part d’aquesta introduccio, dins del centre germinal
del follicle limfoide secundari es dona la transicié de les cél-lules B madures verges a
célllules B madures efectores en trobar-se amb un antigen determinat. Aquesta
maduracioé limfocitaria implica que succeeixin tot un seguit d ’esdeveniments genétics,
com ara la hipermutacio del gen de les immunoglobulines i el seu canvi de classe, per
tal d"obtenir limfocits altament afins i especifics per I"antigen. Aquests processos estan
regulats de forma molt estricta per assegurar la supervivéncia Unicament de les
cél-lules correctament desenvolupades, eliminant-se del sistema les que tenen
aberracions genétiques i les que esdevenen autoreactives. Aixi doncs, els punts de

control de |"'apoptosi juguen un paper clau en el cicle vital dels limfocits '
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Figura 11: L "apoptosi: integracio de la via intrinseca i extrinseca

El primer punt de control implica la participacié de la via extrinseca i dels seus
receptors de mort, ja que les cél-lules del centre germinal sén sensibles a |I"apoptosi
mediada per FasL sota determinades condicions (activacié de I'antigen CD40 de la
superficie dels limfocits B i interacci6 amb I'antigen CD154 de la superficie dels
limfocits T circulants), que és rellevant en I'eliminacié de cél-lules B autoreactives. El

segon punt de control apoptdotic es dbna a través de la via intrinseca. La seleccié
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positiva i supervivencia de les cél-lules B especifiques per un antigen determinat
necessita |'activacié del receptor de cel-lules B (BCR, de I'anglés B-Cell Receptor),
I'estimulacié a través de citoquines inflamatories i la co-estimulacié dels complexos
CD19/CD21 i CD40/CD154. La integraci6 d'aquest conjunt d’estimuls provoca
["activacié de les proteines anti-apoptotiques de la familia BCL2, estabilitzant-se Ila
membrana mitocondrial i evitant la mort cel-lular programada perqué no s’allibera el
citocrom C. D’aquesta manera alteracions en els mecanismes i punts de control
apoptotics del centre germinal, tant pel que fa a la via extrinseca com a la intrinseca,

poden contribuir al desenvolupament de diversos tipus de limfomes.

Les alteracions de I'apoptosi en els NHL de cél-lules B

Aixi com s’esdevé en altres tipus de cancers humans, un desequilibri entre les vies
d"apoptosi i supervivencia cel-lulars pot ser critic pel desenvolupament d’un limfoma.
L existencia de defectes en la maquinaria apoptotica és especialment rellevant per la

patogénesi de certs tipus de NHL, com és el cas de les CLL i els FL 7310819,

En el cas de la CLL I'apoptosi sembla ser la causa principal d’acumulacié de cel-lules
tumorals. Les alteracions genetiques i/o del microambient cel-lular que afectin aquest
mecanisme poden promoure I’expansié dels limfocits sense necessitat d’accelerar les
taxes de proliferacié. Aquest fet implica I'acumulacio6 lenta i gradual de les cél-lules B
alterades, circumstancia que probablement explica perqué aquest desordre
limfoproliferatiu és de natura cronica enlloc d’aguda. Damunt d“aquesta base de mort
cellular programada descontrolada poden afegir-se alteracions que afectin el cicle
cellular, contribuint a I'evoluci6 d’'aquest tipus de leucémia a una variant més
agressiva de la malaltia, com ara el RS. Els defectes de les vies d apoptosi en CLL es
poden produir per una gran varietat de mecanismes. Dins de la via intrinseca es pot
donar la sobreexpressi6 de proteines antiapoptotiques reguladores de la familia BCL2
i/o i de la familia de les IAPs, que inhibeixen | activitat de les caspases (Figura 11). Els
receptors de mort implicats en la via intrinseca també poden patir alteracions, com
s’ha observat en els receptors de FasL i TRAIL; ja sigui per delecié génica del gen,
["adquisicié de mutacions inactivadores o canvis de la seva expressi6. Per ultim, també
s’ha vist que diversos tipus de citoquines, interferons i factors angiogenics juguen un

paper clau en la desregulaci6é de I'apoptosi en aquest tipus de NHL, aportant senyals
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de supervivéncia o bé contrarrestant els processos de mort cel-lular de la poblacio de

cél-lules tumorals "%,

Els FL, de forma similar a les CLL, es desenvolupen principalment per |'acumulacié
passiva de cél-lules que no moren de manera apropiada. Excepte algun subtipus molt
especific, aquesta entitat clinica presenta tipicament la translocacio t(14;18)(q32;921),
que provoca |'expressid constitutiva de la proteina BCL2. Aquesta proteina és
plenament funcional i suficient per evitar la mort de les cél-lules tumorals. També s'ha
observat que en certs casos |'apoptosi pot inhibir-se per altres mecanismes alternatius,
com ara per la sobreexpressié de les proteines antiapoptotiques Bax i Bcl-X(L); i per

un possible augment de |"activacio de la via Akt/BAD """,

Els MCL es caracteritzen per ser un tipus de limfoma molt agressiu en qué destaca
una proliferacié cel-lular altament descontrolada. Tot i aix0 també s’han trobat
alteracions en les vies apoptotiques que podrien contribuir a la seva patogénesi.
Aquest és el cas de la proteina BCL2 i altres membres de la seva familia
antiapoptotica, que es troben sobreexpressats. A més s’ha vist que I'expressio
alterada de certes molécules reguladores de les caspases i altres factors mediadors
del senyal transmés pels receptors de mort, com ara FADD, poden afectar |’apoptosi
d"aquest tipus de limfoma "', En un estudi recent d’expressio génica s’han identificat
tot un grup de gens implicats en apoptosi especialment desregulats en MCL, destacant
la sobreexpressié de BCL2 i TOSO (implicat en I'apoptosi mediada per Fas), aixi com
la de gens relacionats amb el factor TNF i les vies de NFkp ''®. Aixi mateix s'ha vist
que la via de supervivéncia de Akt, que és una cinasa encarregada de traduir senyals
extracel-lulars que regulen diversos processos cel-lulars com el cicle cellular i
|’apoptosi; esta activada en MCL . El conjunt d’aquestes observacions sembla
indicar que I"alteracié de les vies apoptotiques pot tenir un paper més important del
que inicialment es pensava en el desenvolupament dels MCL, fet que pot explicar en
part la poca resposta d’aquests tumors a les estratégies terapéutiques que s apliquen

en |'actualitat.

El DLBCL és una malaltia en qué es troben alterades diverses vies de senyalitzacio
cellular. Pel que fa a I'apoptosi, la sobreexpressi6 de BCL2 s’ha associat a pitjor
pronostic, presentant-se la 1(14;18)(q32;921) en el 20-30% dels casos. A més
determinats subtipus de DLBCL tenen activacié constitutiva de la via de NF-xf,
provocant-se |'augment de I'expressié de diversos factors antiapoptotics. Aquest és el

cas de les proteines c-FLIP (que inhibeix FLICE, proteina que participa en la via de
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senyalitzacié dels receptors de mort); i la survivina, que pertany a la familia de les

proteines IAPs ',

Els receptors de mort i I'apoptosi lligada a TRAIL

Els receptors de mort implicats en la via extrinseca del procés apoptotic sén proteines
que pertanyen a la familia del TNF, dins de la qual es troben els receptors de les
citoquines TNF, limfotoxina o, lligand de Fas (FasL), Apo3L i el lligand inductor
d"apoptosi relacionat amb TNF (TRAIL, de I'angles TNF-Related Apoptosis Inducing

Ligand), entre d’altres.

El gen de la citoquina TRAIL es localitza a la regi6 cromosomica de 3q26 i codifica per
una proteina transmembrana de tipus Il altament homologa a FasL que forma trimers,
tot i que una petita part també pot produir-se en forma soluble '"°. TRAIL és una
molécula particularment interessant perqué s’ha observat que indueix |"apoptosi
selectivament en ceél-lules tumorals o transformades perd no en ceéllules normals,
podent tenir una important aplicaci6 terapéutica. A més s’expressa constitutivament en
una gran varietat de teixits, a diferéncia d’altres citoquines de la mateixa familia.
Aquest fet implicaria una regulacié de I'apoptosi mediada per TRAIL basicament a
partir de la distribucié i disponibilitat del seus receptors. Tot i aixd, sembla ser que
aquest procés és molt més complex del que inicialment es pensava, amb el
descobriment i caracteritzacio de cinc receptors diferents:
TNFRSF10A/TRAIL-R1/DR4,  TNFRSF10B/TRAIL-R2/DR5, = TNFRSF10C/TRAIL-
R3/DcR1, TNFRSF10D/TRAIL-R4/DcR2 i OPG (Figura 12) ""®'"®_ Els quatre primers
es localitzen a la regi®é cromosdmica 8p21, molt proxims entre ells, suggerint una
possible evolucié a partir d'un precursor comu i a través de diversos procesos de
duplicacié posteriors. Per altra banda, el receptor OPG també es localitza al
cromosoma 8, perd a la regié q23-24. Dels cinc receptors de TRAIL que s’han
identificat fins a I"actualitat, només TNFRSF10A i TNFRSF10B s6n capagos de mediar
els processos de mort cellular programada, mentre que TNFRSF10C i TNFRSF10D
['antagonitzen perqué manquen del domini de mort o bé el tenen truncat,
respectivament. OPG, en canvi, és un receptor secretat que participa en la reabsorci6

ossia i sembla actuar en altres tipus de processos cel-lulars.
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Citoplasma Regi6 extracel-lular
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Figura 12: L estructura dels receptors de TRAIL.

Les linies verticals dins dels dominis extracel-lulars representen les zones riques en cisteines.

TNFRSF10A i TNFRSF10B presenten una estructura molt similar, ja que tots dos sén
proteines transmembrana de tipus | amb un domini extracel-lular ric en cisteines i
homoleg al que poseeixen altres membres de la familia de receptors de TNF. La part
intracel-lular presenta el domini de mort caracteristic a partir del qual es media
["apoptosi, i que també és altament homoleg als dominis de mort de Fas i TNFR-1.
TNFRSF10A va ser el primer receptor de TRAIL que es va identificar, i presenta una
homologia del 58% amb TNFRSF10B, especialment en el domini de mort. Pel que fa a
TNFRSF10B, aquest presenta dos transcrits alternatius: DR5A/TRICK2A (curt) i
DR5B/TRICK2B (llarg), que difereixen en el nombre d‘aminoacids del segment
comprés entre el domini extracel-lular ric en cisteines i la regié transmembrana (Figura
12). Ambdues formes semblen tenir la mateixa funcio, assemblant-se més
DR5A/TRICK2A a TNFRSF10A. Tant TNFRSF10A com TNFRSF10B tenen un patrd
d’expressio ampli i parcialment coincident, podent-se produir |'apoptosi igualment en

cas de qué un dels receptors fallés.
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La uni6 de TRAIL a aquests receptors provoca la seva activacié i |'associacié de
molécules adaptadores al seu extrem citoplasmatic, com ara FADD, TRADD i RIP. Aixi
es desencadena una via de senyalitzaci6 molt similar a la de Fas, que conduira a
I"activacié de les caspases iniciadores del procés apoptotic (Figura 13) ''°. Per altra
banda s’activa la via de NF-xf i c-Jun a partir de la interacci6 amb TRADD, regulant-

se la transcripcié de diferents gens que participen en diversos processos cel-lulars e,

TNFRSF10C TNFRSF10D
/ \
% TRAIL

TNFRSF10A
TNFRSF10B

4||7

TRADD

-

FADD

=R= HTT I LI

MEKK1

Procaspasaso RIP = KK
o] A N

e T @
DISC % Transcripcié de =~
{I]) :> gens implicats \\gs

en apoptosi |
&

c-Jun

Caspases executores

Figura 13: La senyalitzaci6 apoptotica mediada per TRAIL

La senyalitzaci6 mediada per TNFRSF10A i TNFRSF10B esta altament regulada a
diferents nivells. Sembla ser que la preséncia dels receptors TNFRSF10C i
TNFRSF10D és capag¢ d’antagonitzar I'apoptosi induida per TRAIL. L expressi6é de
TNFRSF10C esta restringida, trobant-se especialment en els limfocits de sang

periferica; mentre que TNFRSF10D s’expressa més ampliament. Alguns estudis han
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observat que ambdés receptors defectius s’expressen només a cellules normals,
explicant-se d aquesta manera perqué TRAIL pot induir 'apoptosi en cél-lules tumorals
o transformades perd0 no en cellules normals. La inhibici6 de |'apoptosi a partir
d'aquests receptors es podria dur a terme a través de quatre hipotétics mecanismes
basics: per la competici6 de TNFRSF10C i TNFRSF10D amb TNFRSF10A i
TNFRSF10B per la unié al lligand, la formacié d heterocomplexos inactius dels dos
receptors de mort i dels dos receptors defectius, per la senyalitzacié antiapoptotica
produida a través de TNFRSF10D; o bé per la formacié d'heterocomplexos a partir del

domini extracellular que impedeixin la unié a TRAIL .

Existeixen altres factors implicats en la regulacié del senyal apoptotic produit pels
receptors de mort de TRAIL, com ara I'activacié de p53 provocada per la preséncia de
dany al DNA, que indueix un augment de |'expressi6 de TNFRSF10B '*°. A més
determinades proteines de la familia de les c-FLIPs i les IAPs bloquegen |'apoptosi
mediada per TRAIL en resposta a estimuls molt determinats. També s ha observat que
TNFRSF10A i TNFRSF10B poden interactuar entre ells i formar heterocomplexos amb
diferents afinitats per TRAIL, acomplint funcions cel-lulars també diferents i demostrant

I"existéncia d un balang dinamic entre ambdés receptors '"1"8,

Les alteracions dels receptors de TRAIL i cancer

Tal com s’esdevé amb el FasL, els receptors de TRAIL també participen en la
regulaci6 del creixement de les poblacions de limfocits B, jugant un paper essencial en
el manteniment del sistema immunitari. La disminucioé de la funcié o bé la inactivacio
d’aquests receptors podria interferir amb els mecanismes de supervivencia cel-lular i
facilitar I'acumulacié de cél-lules B tumorals, permetent el desenvolupament d’una
neoplasia limfoide. Aquesta alteracié funcional es pot produir principalment per la
perdua al-lelica del gen i/o canvis de la seva expressié génica, aixi com per | ’adquisicié
de certes mutacions somatiques. En el cas d'alguns NHL com MCL i CLL, s'ha vist
que és molt freqlent la pérdua de la regi6 cromosomica 8p21-22, suggerint la
localitzacié de possibles gens supressors de tumors la pérdua dels quals contribueix al
desenvolupament de la malaltia. Aquesta és precisament la zona on se situen els
receptors de TNFRSF10A i TNFRSF10B, podent-se associar la seva caréncia amb la
progressio clinica i la transformacié cel-lular en CLL, i també amb el desenvolupament
de variants més leucemitzades de MCL 3*40461071211123 "g'h5 ghservat en experiments

in vitro que les cél-lules de CLL no so6n sensibles a la mort mediada per TRAIL, podent
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estar-hi implicades en aquesta resisténcia alteracions en ambdéds receptors de mort o
en les vies de senyalitzacié que medien '**. Per altra banda, un estudi molt recent de
diverses linies cellulars de MCL ha demostrat que la seva sensibilitat a TRAIL no
depén de |'expressid dels seus receptors ni de la pérdua de la regié cromosdmica de
8p21-22. D’aquesta manera els defectes de senyalitzacid6 apoptotica a través
d’aquesta via podrien ésser deguts a alteracions de les molécules que actuen després

de la interaccié del lligand amb el receptor, com ara c-FLIP '%.

Pel que fa a I'existéncia de mutacions somatiques que puguin afectar TNFRSF10A i
TNFRSF10B, se n’han trobat en una gran varietat de cancers, com ara carcinomes
gastrics, de cap i coll, i mama entre d’altres, tot i que semblen ser rares en NHL. La
majoria d aquestes mutacions es detecten en el domini de mort del receptor i en zones
introniques; essent les més freqients les que impliquen un canvi de nucleotid. Les
mutacions en ambdés gens tenen una funcionalitat practicament desconeguda, tot i
que s’hipotetitza que poden afectar |'eficiencia de transmissié de senyals apoptotics a

través dels receptors '3,

A més de la possibilitat d’adquirir mutacions, certs polimorfismes en regions
reguladores o funcionals dels receptors de TRAIL s’han associat amb diferents tipus
de tumors humans "*''%. Aquest és el cas del polimorfisme A1322G al domini de mort
de TNFRSF10A, que sembla fer el receptor menys sensible a I'activacié per TRAIL
mitiangant un efecte de dominant negatiu *"'**. Al domini d‘unié a lligand d‘aquest
mateix receptor es troben els polimorfismes G422A i C626G, els quals s’associen en
homozigosi amb un major risc d aparicié de determinats tumors solids, com ara els de
pulmé, gastrics i de cap i coll, tot i que la seva funcionalitat encara no ha estat

132

comprovada . Per altra banda, a través d’estudis epidemioldgics s’ha vist que

C626G sembla tenir un efecte protector en pacients amb cancer de bufeta '°.
Recentment s’ha detectat I'existencia del polimorfisme A683C, el qual se situa també
en una regio proxima d’uni6 a lligand i que sembla associar-se a cancer de prostata,

bufeta, cap i coll i certs tipus de NHL, com ara CLL i MCL .

A més dels mecanismes esmentats que poden alterar la funcionalitat dels receptors i el
seu paper en la regulacié de I"'apoptosi mediada per TRAIL, també s’ha descobert que
la senyalitzacié a través de TNFRSF10A i TNFRSF10B pot variar depenent del tipus
de cancer estudiat. Aquest és el cas de determinats NHL, com ara la CLL, en que
sembla que I'acci6 de TRAIL es media essencialment a través de TNFRSF10A 37138

Aix0 podria explicar la diferent sensibilitat a TRAIL de certs tumors humans, afegint
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complexitat al sistema i al seu paper en el desenvolupament de les neoplasies

limfoides.

Analisi global dels mecanismes implicats en la patogénesi dels NHL:

Estudi de la progressié de la Leucémia Limfatica Cronica

Alguns tipus de limfomes sén capagos de progressar de formes més indolents a
variants més agressives durant el transcurs de la malaltia **'°. El terme progressié
es fa servir per designar el conjunt de canvis clinics, morfologics i biologics que
experimenta el tumor d'un pacient. Aquests canvis poden conduir a I'augment de la
massa tumoral i a ['agreujament de simptomes de la malaltia; i en molts casos
impliquen la transicié d’una variant histoldgica, normalment de baix grau, a una altra
d’alt grau, com ja s’ha vist en I'apartat anterior en referéncia a la descripcié dels

diferents tipus de NHL estudiats en el present treball.

El curs clinic de la CLL i els seus sistemes de classificacio

Es considera que la CLL és el tipus de leucémia més freqlient dels paisos occidentals.
En la gran majoria de casos, la malaltia segueix un curs bastant indolent i
asimptomatic que no requereix tractament. La supervivéncia es mesura per mesos i
anys, i normalment els pacients moren per causes secundaries que no tenen relacio
amb la leucémia. De totes maneres, uUltimament s’ha observat que la clinica de les
CLL podria ser més heterogénia del que inicialment s’havia pensat, ja que alguns
pacients desenvolupen de cop i volta signes i simptomes de progressié tumoral de
pitjor pronostic, encara que aquests casos no es diferenciin histologicament de les CLL
amb un comportament més tipic. Els tractaments existents a |'actualitat sbn capacos
d’induir remissions, pero virtualment tots els casos acaben recaient a la llarga. Avui dia
s’esta fent un gran esforg per descobrir les causes bioldogiques que condueixen a
aquest canvi del comportament clinic dels pacients, per tal de millorar-ne el diagnostic i

el tractament 41142,

Precisament aquesta variabilitat existent en el curs clinic de les CLL va fer que
inicialment es desenvolupessin dos sistemes de classificacié i estratificacié de la
malaltia que permetessin preveure’'n el risc i pendre desicions terapéutiques, coneguts

com els sistemes de Rai i Binet. El sistema de Rai inclou parametres com la
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limfoadenopatia (engrandiment dels ganglis limfatics), I'esplenomegalia (engrandiment
de la melsa), i la preséncia d'anemia (disminucid6 del nombre d’eritrocits, de Ia
quantitat d’hemoglobina o del valor de I'hematocrit) i trombocitopenia (disminucié del
nombre de plaquetes), establint un seguit d estadis del 0 al 4. La classificacié de Binet
esta més simplificada i sobretot es refereix a la limfoadenopatia i la preséncia

d‘anémia o trombocitopénia, determinant els estadis d’A a C (Taula 2) "',

Taula 2: Estadiatge al diagnostic de CLL pels sistemes de classificacié de Rai i Binet

I. Sistema de Rai'®

0. Augment del nombre de limfocits en sang (limfocitosi)
Engrandiment dels ganglis limfatics (limfoadenopatia)
Engrandiment de la melsa (esplenomegalia)
Hemoglobina < 11 g/dI
Plaquetes < 100.000/pl

P o bd =

Il. Sistema de Binet '*
A. Augment del nombre de limfocits en sang (limfocitosi)
B. Engrandiment dels ganglis limfatics (limfoadenopatia) en > 3 arees

C. Citopénia: hemoglobina < 10g/dl o plaquetes < 100.000/pl

Combinant els dos sistemes de classificacioé els pacients que es troben a |'estadi més
avancat de la malaltia tenen una supervivéncia mitjana d’entre 1 i 2 anys, mentre que
els pacients en els primers estadis poden viure més de 10 anys. Tot i aixd molts cops
no es pot predir el curs clinic dels casos amb presicid, i els mecanismes cel-lulars que
condueixen a la progressié d aquesta sindrome limfoproliferativa continuen essent poc

clars.

Factors pronostics en la progressio de la CLL

L'aplicaci6 de les técniques de biologia molecular al camp de la patologia i la
biomedicina en general ha permés entendre millor els fenomens implicats en I'evolucié
de la CLL. Aixi s’han pogut identificar diversos marcadors que semblen associar-se

amb les formes agressives de la malaltia i que soén independents de les
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caracteristiques cliniques del pacient '*2'*®'¥"_ Entre aquests factors prondstics trobem

els segients (Taula 3):

1. Alteracions citogenétiques: es considera que la preséncia dalteracions
genétiques a les regions de 17p, 11q i la trisomia del cromosoma 12 s’associa
amb mal pronodstic en CLL. Especificament la deleci6 de 17p i 11922-q23
podria implicar la pérdua dels corresponents gens supressors de tumors p53 i
ATM, fet que s’ha associat a la progressioé de la malaltia i a la disminuci6 de la
supervivéncia dels pacients 22" A més, tot i que la majoria dels casos
semblen tenir un cariotip estable durant el curs de la leucémia, algunes
alteracions cromosodmiques es poden adquirir durant el seu desenvolupament i
tenir un paper en el pronodstic, com ara la delecié de 13914 i la trisomia del

cromosoma 12 2934148151

2. Temps de duplicacié dels limfocits: els pacients amb el temps de duplicacié
del recompte limfocitari absolut en sang periferica de menys de 12 mesos

tenen pitjor pronostic i menor supervivéncia "%,

3. Nivells de marcadors en sérum: 2-microglobulina (B2M), timidinat cinasa
(TK) i CD23 soluble (sCD23): la B2M és una proteina de baix pes molecular
associada amb el complex immunitari HLA, mentre que la TK és un enzim
cel-lular implicat en certes vies de sintesi del DNA. El CD23 soluble és un
receptor de baixa afinitat de les immunoglobulines de classe E, que funciona
com un factor de creixement clau per I'activacié de les cél-lules B. Elevats
nivells d’aquestes proteines en seérum semblen ser factors de risc a patir una
variant agressiva de la malaltia. S’ha vist que la B2M és un marcador molt
potent de I’estadi clinic de les CLL. L activitat de la TK sembla correlacionar-se
amb Iactivitat proliferativa de les cél-lules de CLL i prediu la tendéncia a la
progressié de la malaltia. Per altra banda, nivells elevats de sCD23 també
s’han lligat a mal pronostic i un temps de duplicacié dels limfocits rapid. El
principal desavantatge de fer servir aquests marcadors és que els seus limits

de deteccié poden variar depenent del laboratori en qué s"estudien '**">*.

4. Expressio de BCL2: BCL2 és una proteina mitocondrial implicada en la
regulacié dels processos de mort cellular programada, tenint una funcié
antiapoptotica. Els reordenaments d'aquest gen i les alteracions a la regio

cromosomica on es localitza, 18921, s6n molt poc freqients en CLL. Tot i aixo
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s’ha observat que alguns casos presenten nivells elevats d’aquesta proteina i

que aquest fet s’associa a un pitjor pronostic '®.

5. Expressié de CD38: CD38 és un dels marcadors cellulars utilitzat per
identificar i diferenciar els subtipus de limfocits B durant els diversos estadis de
desenvolupament i maduracié. L'expressié de CD38 en > 30% de limfocits es
considera un factor de mal pronodstic, que sembla relacionar-se amb ["abséncia
de mutacions en la regi6 del gen de la cadena pesada de les

immunoglobulines %,

6. Estat mutacional dels gens de la regié variable de la cadena pesada de les
immunoglobulines (IgVy) i expressio de ZAP-70: en els Ultims anys els
pacients de CLL s’han dividit en dos grups en funci6 de la preséncia de
mutacions en els IgVu. Aquest fet reflexa el pas del limfocit pel centre germinal,
la trobada amb [‘antigen i la realitzaci6 dels processos d'hipermutacio
somatica. Els casos sense mutacions en aquests gens tenen un curs clinic
pitior 2>"®" L analisi i comparacio posteriors dels perfils d’expressié génica

entre casos de CLL mutats i no mutats va permetre el descobriment i

identificaci6 de ZAP-70, una cinasa especifica pel receptor de cél-lules T, com

el gen més diferencialment expressat entre els dos subgrups %%

Posteriorment s’ha vist que existeix una correlacié entre alts nivells de la

proteina (= 20% dels limfocits), I'abséncia de mutacions en els IgVy i

agressivitat, esdevenint un factor pronostic molt important de la progressio

d‘aquest tipus de leucémia %%

7. Analisi dels perfils d’expressié dels microRNAs: els microRNAs soén petits
RNAs no codificants de ~19-25 nucledtids, que participen regulant la
transcripcié de determinats gens en una gran diversitat d organismes. S ha vist
que gairebé el 50% dels microRNAs coneguts es localitzen en zones del
genoma associades a cancer, suggerint un rol en la patogénesi de diferents
tumors humans. Concretament un estudi dels perfils d’expressié de diferents
microRNAs n’ha identificat 13 associats al pronostic i progressié en CLL,
diferenciant entre casos amb abséncia o presencia de mutacions de IgVy, i alta
0 baixa expressié de ZAP-70. D"aquesta manera els microRNAs podrien jugar
un paper molt més important del que inicialment es pensava en la patogénesi

d"aquest tipus de leucémia %,
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Diversos estudis han identificat altres factors que podrien ser succeptibles d utilitzar-se
com a marcadors de pronostic en CLL, perd que requereixen una validacié dels
resultats en grups més grans de pacients. Aquest és el cas de la deteccio dels nivells
de determinats marcadors en serum (VEGF, CD20, CD49d, trombopoietina), la mesura
de la llargada dels telomers i I’activitat telomerasa a les célllules tumorals; o
I'expressié6 genica de certs gens (MCL-1, AID, LPL, ADAM29, CLLU1), entre

daltres .

Probablement la integracié de diferents factors de mal pronostic, com per exemple
['expressié de CD38, I'estat mutacional dels IgVyifo I'expressié de ZAP-70, impliquen
canvis a nivell de I'estimulacié antigénica del BCR, alterant la interacci6 de les cél-lules
amb el microambient i contribuint a la supervivéncia dels limfocits neoplasics '*%. De
fet un estudi molt recent aporta evidéncies que indiquen que la capacitat de respondre
a l'estimulacié del BCR juga un paper important en la supervivéncia, activacio i
progressié del cicle cellular en els pacients de CLL, associant-se a casos que

presenten progressio i pitjor prondstic '*°.

Per altra banda I"aparicio de la técnica dels microarrays, mitjancant els quals s analitza
I'expressio génica de milers de gens al mateix temps en una mostra determinada, ha
permeés identificar nous factors que poden estar implicats en la patologia de la CLL i
aportar coneixements sobre la seva cel-lula postulada d origen, determinant els perfils
d’expressio geénica tipics d'aquest tipus de leucémia, com ja s’ha comentat

anteriorment 22160-163,

Taula 3: Resum dels principals factors de bon i mal prondstic en CLL

Factors Bon pronostic Mal pronostic
Alteracions citogenétiques del13q14 del17p, del11q, trisomia 12
Temps de duplicaci6 limfocits >12 mesos <12 mesos
Marcadors en sérum baixa alta

BCL2 baixa alta

CD38 baixa alta (230%)
Mutacions 1gVy mutat no mutat
ZAP-70 baixa alta (>20%)
microRNAs normal alteracié miR-15a, 16-1
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