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

(...) Recomano als bidlegs que, sense oblidar mai el nivell molecular,
vagin de tant en tant a donar-se cops de cap al tronc d’un arbre

i li demanin que els inspiri per tal de poder entendre millor el que passa al mon. (Ramén Margalef)
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Les neoplasies limfoides agrupen un conjunt de malalties que, tot i compartir certes
caracteristiques comunes, presenten una gran heterogeneitat en la seva biologia i
manifestacions cliniques. Aquest fet és degut a la gran complexitat cel-lular i funcional
existent en les poblacions limfocitaries d origen, aixi com a la varietat de mecanismes
patogénics que poden participar en el seu desenvolupament i progressié 2. Un tumor
s’origina quan una ceél-lula adquireix una alteracié genetica que li confereix certs
avantatges evolutius pel que fa al seu creixement i supervivéncia dins del teixit. A partir
d'aquest punt es poden anar acumulant altres aberracions que contribueixin al
desenvolupament del tumor, provocant-se una situacié d’inestabilitat genética que

desencadena el desajust dels processos reguladors de ['homeodstasi cel-lular.

Aquesta homeostasi implica un equilibri basic entre les vies que controlen la
proliferacié cellular i I"apoptosi. La proliferacié cel-lular consisteix en ['augment de
continguts de la cél-lula per donar lloc a dues cél-lules filles idéntiques. La taxa de
divisié depeén del tipus cel-lular i les necessitats fisiologiques de |'organisme, i es tracta
d'un procés altament regulat, ja que alteracions que produeixin ['augment de la
proliferacié poden desencadenar un cancer '. El limfoma de cél-lules del mantell (MCL)
és el paradigma del tipus de limfoma no-Hodgkin (NHL) amb alteracions en els
mecanismes implicats en la proliferacié ***°. Es caracteritza per adquirir |"alteracio
cromosomica primaria t(11;14)(q13;32), que provoca la sobreexpressié de la ciclina D1
(CCND1) i la consequient desregulacié del cicle cel-lular. També es poden trobar
alteracions genetiques secundaries que afectin altres factors implicats en la

maquinaria del cicle, com és el cas de les delecions dels gens p16™<*

o Rb, aixi com
amplificacions genomiques del locus de CDK4 ***% | "alteracid del cicle cel-lular
provoca |'augment de la proliferacié dels limfocits B tumorals, esdevenint un factor
predictor de la supervivéncia en MCL #"1%2% Aixi mateix s’ha descobert recentment el
gue es coneix com a signatura de proliferacié cel-lular, és a dir, un conjunt de gens
amb canvis coordinats de la seva expressid génica que estan implicats en la
proliferacié. Aquesta signatura sembla integrar diversos esdeveniments oncogénics

que defineixen subgrups pronostic ben diferenciats en MCL *®.

El comportament clinic dels MCL pot esdevenir bastant heterogeni, tot i que les
terapies que s’apliquen actualment son relativament homogénies. Depenent de la
desicio del pacient, aquest tipus de limfoma pot tractar-se amb immunoterapia
Unicament o bé combinada amb un transplantament de cél-lules mare ?®. De totes
maneres, donat que la supervivéncia dels pacients amb MCL varia entre uns quants

mesos i més de deu anys, es podrien desenvolupar aproximacions terapéutiques
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adaptades al malalt en un futur proper. Aquestes estrategies requeriran que es
desenvolupin tests d aplicacié clinica que siguin precisos en el moment del diagnostic,
i que puguin predir el curs clinic de la malaltia de manera acurada. En la cerca de
predictors clinics, histologics i moleculars del pronostic de MCL, s han identificat certs
factors que semblen correlacionar-se amb pitjor pronostic i un comportament més
agressiu de la malaltia *°. Concretament la variant blastoide de MCL %, les delecions
del locus INK4a/ARF %2%% |3 inactivacié de p53 %%, I'alteracid de I’expressio de
MDM2 %% j les mutacions puntuals i delecions gendmiques del locus de CCND1 2”7
s’associen amb una menor supervivéncia. Pel que fa al nivell d expressié del mRNA,
['augment de I'expressid de c-MYC s’ha descrit en pacients de MCL amb mal

pronostic 2%,

El millor predictor de la supervivéncia dels pacients de MCL que s ha trobat fins a ara
sembla ser la signatura de proliferacié cel-lular comentada anteriorment *. Els tests
clinics basats en la tecnologia dels microarrays només es poden aplicar en teixit
tumoral fresc i congelat, dificultant el seu Us en procediments de diagnostic de rutina.
Per aix6 la immunohistoquimica de Ki67, que es duu a terme en teixits en FFPE, s’ha
fet servir des de fa molts anys com a bon marcador de |'activitat proliferativa de les
cel-lules tumorals en la rutina diagnostica. De fet I'index Ki67 és capag de definir grups
de risc dins dels pacients de MCL, com ja s’ha descrit en diversos estudis ®"'%2% |
principal inconvenient de la técnica és que la majoria dels projectes publicats al
respecte provenen de diferents laboratoris. En un estudi multicéntric molt recent de
marcadors immunohistoquimics s’ha vist que el marcatge i quantificacié de I'index
Ki67 variava molt en els diferents centres que participaven a I'estudi '®. A més
existeixen evidéncies de qué una mesura quantitativa dels nivells d’expressi6é de gens
associats a la proliferacié pot esdevenir un predictor de la supervivéncia en MCL millor
que les técniques immunohistoquimiques, les quals sb6n, majoritariament,

semiquantitatives “.

En aquest treball presentem un test molecular quantitatiu per predir el curs
clinic dels pacients de MCL en el moment del diagnostic. Aquest predictor es basa en
la mesura de I'expressié génica de només cinc gens, i és aplicable en la majoria de
casos de MCL en qué hi hagi teixit en FFPE disponible. EI model de cinc gens inclou
RAN, MYC, TNFRSF10B, POLE2 i SLC29A2, i prediu la supervivéncia de manera més
precisa que qualsevol altra combinacié de menys gens (entre 1 i 4) o que I'index Ki67.
L adici6 de fins a 2 gens més al model tampoc en millora la capacitat predictiva. L alta

expressié de RAN, MYC, POLEZ2 i SLC29A2 es relaciona amb pitjor pronostic, mentre
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que I"'augment de I'expressié de TNFRSF10B correlaciona amb un curs clinic millor.
Sembla ser que la validesa del model no es veu afectada pel tipus de tractament que
han rebut els pacients, ja que tots els parametres biologics i clinics (excepte I'edat)
presenten la mateixa distribucié entre els diferents grups de tractament. De totes

maneres, el model manté la seva capacitat pronodstica si es té en compte aquest fet.

RAN és una petita proteina d'uni6 a GTP que pertany a la superfamilia de RAS,
essent necessaria per la translocacié del RNA i les proteines a través del complex del
porus nuclear, aixi com pel control de la sintesi del DNA i la progressio del cicle
cel-lular °?'°. Es un membre de la signatura de proliferacié basada en I’expressid
génica, i una expressio alta es relacionava amb pitjor pronostic *8. MYC és un factor de
transcripcié que juga un paper clau en la progressié del cicle cel-lular i els processos
apoptotics 8 La desregulacié de MYC per mutacid, sobreexpressio o reordenaments
cromosomics és freqiient en les neoplasies hematoldgiques 2. MYC s’ha trobat
altament expressat en MCL 2'??"* i l'augment d’expressid s'associa amb pitjor
pronostic 2. TNFRSF10B és un membre de la superfamilia de receptors TNF que
media el senyal apoptdtic a través de la seva activacié per la citoquina TRAIL.
Mutacions inactivants de TNFRSF10B s’ han trobat en diferents tipus de tumors solids i
alguns tipus de NHL ', POLE2 és la subunitat epsilon B de la DNA polimerasa i, per
aquest rad, esta implicada en la replicacié del DNA, la reparacié, recombinacié i les
funcions de control del cicle cel-lular ?'*?'*. Com RAN, POLE2 també estava inclés en
la signatura de proliferacié basada en I’expressié génica “®. SLC29A2 és un membre
de la familia dels transportadors de nucledsids SLC29, els quals transporten una gran
diversitat de nucledsids de purina i pirimidina %'®. Curiosament els canvis d’expressio
d’aquest gen poden afectar les taxes d importacié cel-lular d analegs de nucleosids en
les cellules de MCL i afectar la resposta terapéutica de determinats agents

anticancerigens 2'"%'®,

Una caracteristica important del model proposat és la seva aplicabilitat a mostres
tumorals en FFPE. Els acids nucleics del material en FFPE estan normalment molt
degradats a causa del procés de fixaci6 amb formol 2. A més, la fixacié quimica
modifica I'estructura del RNA, impedint la seva posterior aplicacié en técniques
moleculars com la qPCR ?%°. Tot i aixd diversos estudis han demostrat que el mRNA
de teixits en FFPE es pot extreure **'*? j analitzar per qPCR ?®****, En la nostra série
de pacients, I'éxit de I"amplificacié per qPCR del mRNA derivat de teixit en FFPE va
dependre de la mida curta dels amplicons (0ptimament fins a 80 pb). Fent servir els

assaigs optimitzats de gPCR vam ser capacgos d ‘amplificar RNA de gairebé el 75% de
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les mostres examinades. Es més, la taxa d’éxit entre els casos més recents va
augmentar fins el 86%, situant-se el model en el rang d’eficiencia de la técnica de
Ki67, com s’ha vist en un estudi molt recent ', Tot i que el model de cinc gens derivat
d’aquesta analisi d'una série llarga de mostres congelades de MCL es va validar
clarament en la série de teixits en FFPE, s’ha de tenir en compte que els assaigs de
gPCR dissenyats pels gens RAN i MYC en teixit en FFPE necessiten millorar-se abans
d’aplicar-se a la rutina diagnostica o en la presa de desicions terapéutiques en futurs
assaigs clinics. Per aquesta rad en un futur proper s’analitzaran seéries llargues de
pacients de MCL inclosos en assaigs clinics duts a terme pel Consorci Europeu del
Limfoma de Cél-lules del Mantell, per validar el valor pronostic de la signatura de

proliferacié en el context de les aproximacions terapeutiques actuals.

En conclusié, hem desenvolupat un test molecular capa¢ de predir la supervivéncia
dels pacients de MCL en el moment del diagnostic. Aquest test es basa en la mesura
quantitativa dels nivells d’expressié de cinc gens, i es pot aplicar a MCL en qué hi hagi
teixit en FFPE disponible. EI model sembla ser més objectiu i tenir una capacitat
predictiva superior que les mesures immunohistoquimiques de |'index Ki67, i es podria
aplicar mitjancant plataformes técniques automatitzades. Amb aquest predictor seria
possible analitzar séries llargues de pacients de MCL amb teixit inclés en FFPE des de
fa molt temps. D aquesta manera es podria validar el valor pronostic de la signatura de
proliferacié en el context dels tractaments actuals i, possiblement, donar peu a una

terapia més individualitzada dels pacients d ‘aquest tipus de limfoma.

Aixi com les alteracions del cicle cellular son clau pel desenvolupament del MCL, les
vies de resposta al dany del DNA també es troben freqiientment alterades en aquest
tipus de limfoma, com és el cas dels gens p53 i ATM *. L alteracié d’ambdues vies
contribueix a I"'augment de la proliferacié dels limfocits B tumorals. Mentre que se sap
que I activacio de p53 juga un paper fonamental en la resposta davant |’estres cel-lular
que pot provocar dany al DNA, i desencadena |'aturada del cicle cel-lular o actua sobre
["apoptosi; no s’han estudiat tan bé altres membres implicats en aquesta via i
especialment en MCL. Aquest és el cas de MDM2, gen que codifica per una
fosfoproteina que actua com a reguladora negativa de p53. P53 i MDM2 s autoregulen
entre ells, ja que l'activacié de p53 indueix la transcripci6 de MDM2, que al seu torn
media la degradacié de p53 al proteasoma "°. Per aquesta ra6 MDM2 s’ha considerat
un oncogen, trobant-se’n augment d’expressié en tot un conjunt de tumors humans,
com ara els osteosarcomes ?*°. La sobreexpressié de MDM2 també s’ha associat amb

els nivells de progressié tumoral, i esdevé predictor de la supervivéncia en tumors
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6 88-91

solids, com ara en cancer de mama %%; i en certes neoplasies hematologiques
Concretament, I'expressié proteica de MDM2 es va trobar relacionada amb mal
prondstic en limfoma fol-licular (FL), limfoma de la zona marginal (MZL) i MCL %% En

48,88,91
2

MCL, certs casos presenten augment de |'expressi6 de MDM , perd només en

alguns d’ells s’observen els corresponents guanys o amplificacions del seu locus
genomic %', Aixi doncs es desconeixen altres causes que podrien desencadenar
["augment de I'expressio de MDM2 en tumors humans. Recentment s’ha descobert un
polimorfisme al segon promotor del gen MDM2 (un canvi d"una timina per una guanina
al nucleotid 309). Aquest polimorfisme SNP309 sembla augmentar | afinitat del factor
de transcripcié Sp1 pel promotor de MDM2, desencadenant |'expressié del gen i la
regulacié negativa de la via de p53 "’ Diferents treballs han trobat que la preséncia de
['SNP309 sembla associar-se amb un augment del risc i/o acceleracié de la formacié

de diversos tipus de tumors malignes *%’.

En el present treball demostrem que I'augment d’expressié del gen MDM2 s’associa
amb una disminucié de la supervivéncia en el limfoma de cél-lules del mantell, com ja

s’havia observat préviament en altres tipus de tumors humans %

. Aquest fet,
conjuntament amb la preséncia d’alteracions de p53, sembla indicar que les
alteracions de la via de resposta al dany al DNA juguen un paper important en la
patogénesi del MCL. Tot seguit es va passar a analitzar si aquest augment d expressio
estava relacionat amb canvis en el nombre de copies del gen. Tres casos tenien
guanys d’un al-lel de MDM2, relacionats amb un augment de la seva expressio; pero
tot i aixd, diversos pacients amb alta expressi® del gen no presentaven les
corresponents alteracions del seu locus gendmic. Per aquesta rad es va decidir
estudiar la influéncia del SNP309 sobre I'expressié genica de MDM2 en base a les
observacions descrites préviament ’. La preséncia del SNP309 no s’associava amb
I'expressio de MDM2; ni tampoc amb altres criteris bioldgics i clinics dels casos, com
ara el diagnostic, el tipus histologic, els indexs de proliferacié cellular o la
supervivéncia dels pacients. Tot i aix0, es va veure que I'al-lel G del polimorfisme era
present en 9 de les 10 dones incloses a I’estudi. Diversos treballs han suggerit que
I’'SNP309 podria accelerar la formacié de tumors en dones, associant-se als nivells
hormonals %*. En els casos inclosos en aquest estudi no es va observar aquesta
tendencia, fet que es podria explicar perquée el MCL afecta sobretot homes (relacio
home:dona, >2:1) amb una mitjana d’edat de >60 anys. També es va analitzar I'estat
de p53 en un conjunt dels casos. La mutacié del gen s’associava amb mal pronostic,
com ja s’ha descrit préviament ®°; perd no es va trobar correlacié entre la preséncia del
SNP309 o I'expressioé génica de MDM2 amb I’'estat de p53.
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En conclusio, hem observat que a part de les alteracions de p53, alts nivells
d’expressio de MDM2 s"associen directament amb una menor supervivencia en MCL.
Aquest fet destaca la importancia de la via de resposta al dany al DNA en la
patogénesi del MCL. Els guanys genomics del locus de MDM2 poden explicar la
sobreexpressié del gen en alguns casos, mentre que la preséncia del SNP309 no és
rellevant. EIl SNP309 s observa en proporcions similars en poblacié normal i MCL, pero
la preséncia de com a minim un al-lel G sembla trobar-se més freqlientment en dones
que en homes afectats de MCL. Tampoc es correlaciona la preséncia del SNP309 amb

altres parametres bioldgics o clinics que caracteritzen la malaltia.

La desregulaci6 dels mecanismes implicats en la mort cel-lular programada o apoptosi
també juga un paper clau en els processos de tumorogenesi. Entre els diversos factors
que participen en |'apoptosi trobem la via extrinseca o de receptors de mort, que
esdevé especialment rellevant en els primers punts de control del desenvolupament i
maduraci6 dels limfocits B. TNFRSF10A/TRAIL-R1/DR4 i TNFRSF10B/TRAIL-R2/DR5
son dos receptors de mort als quals s’uneix la citoquina TRAIL. El locus gendmic de
TNFRSF10A i TNFRSF10B es troba a 8p21-22 ?*?* una regié cromosomica que es
troba freqientment delecionada en diferents tumors humans, suggerint la preséncia
d’'un gen supressor de tumors en aquesta zona. Les mutacions inactivants de
TNFRSF10A i TNFRSF10B s’han associat, a més, amb pérdua d’heterozigositat en
alguns tumors, indicant que aquests gens poden ser dianes potencials de les delecions
de 8p '¥**'. De fet s’han trobat mutacions de dits gens en carcinomes de cap i coll,
carcinomes de pulmd de cél-lula petita, mama, cancer gastric i NHL. La majoria
d"aquestes mutacions es van detectar als dominis de mort i en seqliéncies introniques
d'aquests gens; consistint sobretot en alteracions nucleotidiques de canvi de sentit, i
menys freqiientment, mutacions silencioses, sense sentit o microdelecions '2¢'3"%31233
En el present estudi es van detectar tres canvis de nucledtid en el domini extracel-lular
de TNFRSF10A, en dos MCL i una CLL. En els dos MCL, aquests canvis es trobaven
a la posicié +1 de la sequéencia consens del lloc donador d’splicing de I'intr6 3 en un
cas, i a la posici6 +6 del mateix intr6 en Ialtre. Pel que fa al pacient amb CLL, es
tractava d’'una mutacié silenciosa al codd 155. Tots tres canvis estaven presents en
heterozigosi i també a la linia germinal dels pacients, i no es van detectar en cap de
les mostres que pertanyien a la poblacié normal. Aquests canvis en les zones
d’splicing no es van associar amb la preséncia de transcrits anomals, suggerint que

potser s6n polimorfismes rars sense significat funcional aparent. Sis tumors, 3 CLL i 3
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MCL, van adquirir delecions del cromosoma 8p, perd cap d’aquests casos tenia
mutacions en el domini extracel-lular de TNFRSF10A. L'abséncia de mutacions en
aquest estudi contrasta amb treballs previs en NHL coreans en qué el 7% dels tumors
presentaven mutacions, potencialment inactivants, al domini de mort de TNFRSF10A i
TNFRSF10B '®. Aquestes diferéncies podrien explicar-se, en part, pels tipus de
tumors estudiats, ja que |'estudi corea incloia 3 MCL, 7 CLL i 4 FL, mentre que les
mutacions es van detectar en 5 dels 46 (11%) DLBCL, 2 dels 23 (9%) limfomes MALT i
1 dels 14 (7%) limfomes de cél-lula T periférica. Aquesta diferéncia en la incidéncia de
mutacions dels receptors de TRAIL entre les poblacions occidentals i coreanes també
s’ha observat en tumors solids. Les mutacions de TNFRSF10A o TNFRSF10B es van
trobar en 1"11% de cancers de pulm6 que no sén de cel-lula petita i en el 30% dels
carcinomes de mama metastasics de la poblacié coreana. Pel que fa a la poblacié
occidental, només es van trobar en el 3% de carcinomes de cap i coll, i en cap de les
séries llargues de cancers de pulm6 que no son de cél-lula petita ni els de mama,
suggerint que els patrons mutacionals de TNFRSF10A i TNFRSF10B varien segons la

pObIaCié d’estudi 127,130,131,231,234

Tot i que no es van trobar mutacions inactivants de TNFRSF10A i TNFRSF10B en la
present série de tumors, es van detectar dos canvis polimorfics en els dominis de mort
i d'uni6 a ligand de TNFRSF10A. Aquests polimorfismes eren més freqiients en les
neoplasies limfoides incloses a I'estudi que en la poblacié normal. El polimorfisme
A1322G, localitzat al domini de mort de TNFRSF10A, es va trobar en el 37.5% i el
34.8% dels pacients amb CLL i MCL, respectivament; en comparacié amb al 17.6%
present en poblacié normal. Aquestes diferéncies eren estadisticament significatives
un cop ajustades les variables d’edat i sexe respecte la poblacié normal, suggerint
["associacié d aquest polimorfisme amb un augment del risc a desenvolupar aquests
tumors. Els FL i DLBCL estudiats presentaven una freqiiéncia al-lélica del polimorfisme
similar a la dels casos control. Experiments de transfecci6 en linies cel-lulars de cancer
d’ovari i de bufeta van demostrar que aquest canvi de nucleotid podia actuar com a
dominant negatiu en els processos de mort cel-lular mediats per TNFRSF10A, ja que
fa que les cél-lules siguin més resistens a |'efecte de TRAIL ", Tot i que la preséncia
del polimorfisme, per si sola, no pot justificar una resisténcia completa als efectes de
TRAIL; aquest efecte de dominant negatiu observat in vitro podria explicar la seva
predominancia en heterozigosi, i suggerir una contribucié a la resisténcia apoptotica

que pugui facilitar el desenvolupament tumoral de CLL i MCL """,
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Per altra banda s’ha associat la presencia en homozigosi dels polimorfismes G422A i
C626G, localitzats al domini d’unié a lligand de TNFRSF10A, amb un major risc de
patir diferents tipus de tumors solids. El polimorfisme G422A s’ha associat amb cancer
gastric, de pulmé i de cap i coll; mentre que C626G s’associa amb els cancers de
pulmé i de cap i coll '*. Curiosament C626G semblava tenir un efecte protector en els
pacients de cancer de bufeta. El domini extracellular de TNFRSF10A no s’havia
examinat en estudis anteriors de NHL i, per tant, no es disposava d’informacié prévia
sobre la distribucié d’aquests polimorfismes en les neoplasies limfoides '®. En el
present estudi la freqiiéncia al-lélica de G422A era similar en tots els tipus de limfomes
analitzats i la poblaci6 normal. Tot i aixd0 la variant C626G s’associava
significativament amb un efecte protector en MCL. En carcinomes de bufeta, aquest
efecte protector s’associava amb pacients joves i fumadors, suggerint una associacié
entre el desenvolupament del tumor, el polimorfisme de TNFRSF10A i I'exposicio
ambiental ", Els factors de risc epidemioldgics en MCL no s’han estudiat del tot bé i
per tant no es coneix la possible relacié d’aquesta associaci®6 amb una exposicio
ambiental dels pacients. Les variants homozigotes GG i AA dels polimorfismes 626 i
422 cosegreguen en el 44-48% dels pacients amb carcinoma de cap i coll, pulmd i
gastric "2, La freqiiéncia de ser heterozigot per ambdds al-lels també es va trobar
significativament augmentada en pacients de MCL respecte els controls, suggerint que
aquesta associacid es pot donar en diferents tipus de tumors. No es coneix I'efecte
funcional dels polimorfismes G422A i C626G, pero la seva localitzacié en les regions
flanquejants del domini d’unié a lligand suggereix que aquests canvis de la seqliéncia
poden alterar la capacitat d"unio6 del lligand al receptor i, en consequéncia, alterar-ne la

capacitat de senyalitzacié apoptotica.

S’ha vist que la citoquina TRAIL indueix |'apoptosi de forma selectiva en ceél-lules
tumorals perd no en céllules normals, podent tenir una important aplicacio
terapéutica 2*>%*. De totes maneres la sensibilitat dels diferents tumors a | apoptosi
induida per TRAIL és variable. Les cél-lules primaries de CLL i altres tipus de
neoplasies limfoides poden ser resistents a I'efecte de TRAIL *"?* Les causes
d’aquests resisténcia poden ser molt complexes i implicar diferents factors, com ara la
variabilitat dels nivells d’expressio del receptor i d’altres elements senyalitzadors de la
via dels receptors de mort ?’. La poca freqiiéncia de mutacions inactivants dels gens
TNFRSF10A i TNFRSF10B en neoplasies limfoides, incloent 6 casos amb delecions
de 8p, indica que aquestes alteracions no son rellevants per explicar la resisténcia a
["apoptosi mediada per TRAIL observada en certs tipus de limfomes. Tot i aixo la

relativa alta freqliéncia de diversos polimorfismes de TNFRSF10A amb un possible
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efecte funcional en MCL i CLL suggereix que poden jugar un paper en la resisténcia a
TRAIL en aquests tipus de neoplasies. A més, la diferéncia significativa de Ia
frequéncia de dits polimorfismes en tumors comparada amb la de la poblacié normal
suggereix que també podrien actuar com a moduladors genétics del desenvolupament

de determinats desordres limfoproliferatius.

A més de les alteracions dels mecanismes implicats en la proliferacié cel-lular i
["apoptosi, altres vies cel-lulars poden contribuir al desenvolupament d’un cancer. Aixi
doncs, la tumorogénesi esdevé un procés dinamic i molt complex en qué participen
diferents factors que s’interrelacionen entre ells. Per aquesta ra6 es va decidir estudiar
un tipus de neoplasia limfoide, la CLL, des d’un punt de vista més global, per intentar
determinar la integracié dels diversos factors que podrien estar implicats tant en Ila
seva patogenesi com en els fenomens de progressié clinica primerenca. Vam
seleccionar 16 pacients d’aquesta malaltia en qué hi haguessin mostres sequencials
de sang periféerica, obtingudes en un estadi primerenc de la malaltia en qué el pacient
no necessitava tractament, i en I'estadi de progressié clinica perd just abans de qué
s’iniciés el tractament. Tots els pacients tenien un estadi inicial Binet A, mentre que les
mostres pogressades es trobaven a I'estadi B (10 pacients) o C (6 pacients). També
vam seleccionar 3 pacients de CLL amb evolucié estable de la malaltia, és a dir, que
no presentaven progressio, per poder-ne fer la comparacioé. Tot i que les mostres
seqlencials dels pacients tenien un gran nombre de cél-lules tumorals, vam purificar la
poblacié limfocitaria per obtenir-ne una proporcié de més del 98% i evitar el possible
efecte esbiaixador de la preséncia de cél-lules normals a la mostra, especialment

determinant per I’analisi de |'expressié génica per microarrays .

Totes les mostres sequiencials estaven relacionades clonalment i 15 dels 16 pacients
no presentaven mutacions en el gen de la cadena pesada de les immunoglobulines
(IgVw); mentre que 12 dels casos expressaven alts nivells de la proteina ZAP-70. Dos
dels 3 casos sense mutacions en les IgVy i baixa expressio de ZAP-70 tenien una
delecié de 17p i una pérdua de 11q, respectivament, fet que sembla ser comu en
pacients de CLL que presenten discordancia entre I'estat mutacional de les IgVy i
I'expressié de ZAP-70 %, Per altra banda, els 3 pacients amb malaltia estable tampoc

presentaven mutacions a IgVy i tenien alts nivells d expressié de ZAP-70.

També es va examinar la possible evolucié cariotipica dels casos mitjangant CGH; aixi

INK4
6,

com la inactivacié de p53 i p1 dos gens supressors de tumors implicats

freqlientment en la progressié de les neoplasies limfoides ***°; i les modificacions dels
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patrons d’expressié globals a partir de microarrays d’oligonucledtids. Es van detectar
alteracions cromosomiques en 9 de les 16 mostres inicials (56%). L alteracié genética
més freqlient d"aquest grup de pacients era la trisomia 12 (27%), mentre que la péerdua
de 13q només es va trobar en 1 cas (6%). La diferent distribucié de les alteracions
genetiques en aquest grup de pacients comparada amb altres séries de CLL es podria
explicar pel propi estat mutacional de les IgVy dels casos, ja que la trisomia del
cromosoma 12 i les pérdues de 13q s’han associat predominantment amb CLL no
mutades i CLL mutades, respectivament %%?*°, Les alteracions cromosdmiques de les
mostres inicials també es van trobar en les mostres progressades del mateix pacient
en tots els casos excepte 2 (13%), en qué CLL sense alteracions genetiques inicials
van adquirir noves aberracions cariotipiques durant la progressié. Un pacient va
desenvolupar guanys de les regions 5921-23 i 11pter-p14, mentre que l'altre va
adquirir trisomia 12. Els guanys de 5q i 11p son poc freqients en CLL perd s’han

trobat en casos amb cariotips complexes "%

, i els guanys d"11p també s’han
identificat com a alteracions genétiques Uniques en alguns casos ***?** De totes
maneres, |'associacid6 d’aquestes alteracions amb la progressiéo de la malaltia no
s’havia observat abans. La trisomia 12 és una aberracié genética molt freqlient que
s"arriba a detectar en el 15% de CLL en diferents estadis clinics, i no sembla associar-
se amb pitjor prondstic "*'. En alguns estudis s'ha vist que els clons de CLL que duen

34,245,246
S ala

aquesta alteracié s'associen amb una tendéncia a la progressio clinica
transformacié a sindrome de Richter **?**2Y"  Precisament el pacient que va adquirir
una trisomia del cromosoma 12 com a unica alteracié durant la progressio de la
malaltia va transformar-se en un limfoma de ceél-lules grans (sindrome de Richter) al
cap de 35 mesos. S’ha observat I'evolucié clonal de les aberracions genetiques en
CLL en certs estudis, normalment associada amb una progressié avancada de la
malaltia i una disminucié de la supervivéncia **'*"*® Les observacions del present
estudi indiquen que un increment moderat del nombre d’alteracions cromosdmiques

pot ocorrer en fases primerenques de la progressio clinica de les CLL.

En aquesta série de pacients se’'n van trobar dos amb una inactivaci6é dels dos gens

supressors de tumors p53 i p16™<*

en el moment de la progressié tumoral. Delecions
del cromosoma 17p ocorren en el 10-15% de CLL amb poca resposta al tractament i
disminucié de la supervivéncia 2*?*°. Aquestes delecions s’associen amb mutacions de
p53 de Ialtre al-lel no delecionat, conduint a la inactivacié del gen. Les alteracions de
p53 sén més freqlients en els estadis avancats de la malaltia i en casos resistents al
tractament, perd també es poden detectar en una petita proporcié de pacients amb

CLL en els estadis primerencs *'. En aquest estudi es va trobar que una delecio de
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17p no s’associava amb mutacié de I'altre al-lel de p53 en la mostra inicial del pacient;
perd el mateix cas va adquirir una mutacié a I'ex6 6 de dit gen durant la progressié de
la malaltia. Aquest fet és consistent amb la nocié que la inactivacié de p53 en CLL pot
donar-se durant les fases primerenques de la progressié. Un altre pacient tenia una

6INK4a

deleci6 homozigota de p1 en ambdues mostres sequiencials. Aquesta alteracié

geneética s’associava amb una pérdua de 9p detectada per CGH, mentre que un altre

6™“* normal; confirmant observacions

cas també amb pérdua de 9p tenia el gen p1
previes que indicaven que les pérdues de 9p en CLL no sempre s’associen amb
alteracions de p16™“? 3 Les delecions de 9p i del gen diana p16™?, tot i que s6n

92,983,250

relativament freqiients en NHL agressius , semblaven no participar en la

patogénesi de la CLL ™' Tot i aixd el nostre grup va detectar pérdues de 9p i

6N en la transformacié de la CLL a sindrome de

delecions homozigotes de p1
Richter *. La deteccié d‘aquestes alteracions en el diagnostic de la CLL en fases
primerenques de la malaltia en dos pacients amb progressio clinica relativament rapida
suggereix que la pérdua de 9p pot estar implicada en I'evolucié dels pacients de CLL.
6INK4a

El fet que només un dels dos pacients tingués una delecié6 homozigota de p1 és

semblant al que ja s’havia observat en la sindrome de Richter %*'

i suggereix que les
perdues de 9p poden afectar altres gens diana determinants per a la progressio de les

CLL.

Estudis previs d’expressiéo génica en CLL van ser capagos de distingir entre dos
subgrups de la malaltia, basats en I'estadi mutacional de les IgVu. Les diferéncies
d’expressioé genica entre casos de CLL mutats i no mutats es va restringir només a
["1% dels gens transcrits, donant peu a la idea de qué la CLL és una malaltia Gnica
amb dos subtipus que tenen diferent comportament bioldgic i clinic '°%1%6162252 p
estudi previ d’expressié génica que comparava mostres tumorals de pacients de CLL
estables i amb progressié no va trobar gens individuals relacionats amb la clinica '*°.
En el present estudi, |"'analisi no supervisada de les dades tampoc va ser capa¢ de
diferenciar entre les mostres inicials i progressades de cada pacient, indicant que les
variacions individuals dels perfils d’expressi6 genica eren més grans que les
diferéncies relacionades amb el comportament de la malaltia. Tot i aixd, la comparacio
supervisada entre mostres inicials i progressades d’aquests mateixos pacients va
permetre identificar un grup de 58 gens diferencialment expressats. La seva analisi
funcional suggeria la participacié de diferents vies en la progressi6é de la malatia, com
ara les que controlen el cicle i creixement cel-lulars, la regulacié del flux dels ions i del
calci, i I'adhesi6 i motilitat cel-lulars. De fet 6 dels 17 (35%) gens amb funcié coneguda

en queé disminueix |’expressié son reguladors negatius de diverses vies implicades en
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['adhesié i motilitat cel-lulars. Aquestes troballes sén concordants amb estudis
experimentals molt recents que suggereixen que la progressié de les CLL s associa
amb un augment de la capacitat de resposta als senyals migratoris, i que els tumors

ZAP-70 positius s6n més sensibles que els negatius respecte aquests senyals 2>,

En resum, aquests resultats indiquen que la progressio clinica de les CLL en les fases
primerenques de la malaltia s’associa amb evolucié cariotipica, la inactivacidé de gens
supressors de tumors i la modulacié de I'expressié d’'un petit grup de gens que
participen en diferents vies cel-lulars. Dins dels gens diferencialment expressats
s’inclou un conjunt amb disminucié de I'expressié que té funcions inhibidores de
['adhesio i motilitat cel-lulars, podent facilitar-se la disseminacié de les cél-lules

tumorals i la progressié de la malaltia.
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