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RESUM

El Mieloma mdltiple és una patologia hematoldgica maligna que
cursa amb la presencia d’'una proteina monoclonal responsable del

deteriorament del pacient.

Existeixen multiples factors que afavoreixen la progressio de la
malaltia d’entre els quals destaca la interleukina 6 (IL-6), una
citoquina que actua com a factor de creixement de les ceél-lules

malignes i com a inhibidor de la seva apoptosi.

En aquest estudi ens hem plantejat si les variants genetiques
d’aquesta IL-6 també poden causar diferéncies en I'evolucio del
mieloma multiple. En concret hem estudiat la preséncia de guanina

o lisina en la posicié 174 de la regio promotora del gen de la IL-6.



INTRODUCCIO

El mieloma mudiltiple (MM) és una patologia hematologica maligna
causada per cél-lules plasmatiques. Representa el 10% de totes les
neoplasies hematologiques. Les cel-lules plasmatiques tenen la
capacitat de sintetitzar una proteina anomala anomenada
component monoclonal (proteina monoclonal) responsable del
deteriorament del pacient, l'aparici6 de lesions osteolitiques,

anemia, fracas renal i hipercalcemia.

Habitualment existeix un estadi premaligne assimptomatic
anomenat gammapatia monoclonal de significat incert (GMSI) on
nomes es detecta aguest component monoclonal i en un 1% dels

casos/any pot evolucionar a Mieloma Mdltiple.

El mieloma assimptomatic (MMA), el seglient estadi, implica un risc
superior d’evolucionar a mieloma multiple (10% dels casos/any). Es
caracteritza per la preséncia de proteina M sérica > 3 g/dL, poblacié
plasmatica clonal > 10% a moll d’'os i absencia de lesié organica;
entenent per lesio organica: hipercalcemia (calci > 11.5 mg/dL),
insuficiencia renal (creatinina serica > 2.0 mg/dL o aclariment de
creatinina < 40 mL/min), anemia normocitica normocromica
(hemoglobina < 10 g/dL o 2 g/dL per sota del limit inferior de la
normalitat) i lesions ossies (lesions litigues, osteopenia severa o

fractures patologiques).



Finalment, I'Gltim estadi, el de mieloma multiple, es caracteritza per
proteina M serica > 3 g/dL i/o poblacié plasmatica clonal > 10% a

moll d’os i/o presencia de lesio organica.

L’etiologia d’aquesta entitat no és del tot coneguda. Sembla ser que
la raca hi juga un paper important ja que la prevalenca és 2 o 3
vegades superior en africans-americans i negres africans en
comparaciéo amb els blancs. Altres factors de risc relacionats serien
I'edat avancada, el sexe masculi, 'exposicio a pesticides i la historia
familiar de GMSI o MM. Aixi doncs, tant factors genetics com

ambientals es consideren factors desencadenants.

L’estimulacié del les cél-lules B madures per part d'un antigen
provoca la proliferacié i diferenciacio cap a cél-lules B de memoria i
plasmablastes. Aquests ultims acaben evolucionant cap a cél-lules
plasmatiques que entren en apoptosi al cap de 3 dies; secreten una
immunoglobulina no sotmesa a hipermutacions somatiques i
habitualment del tipus IgM tot i que pot canviar a altres isotips (G, A,
D, E).

Les cél-lules B activades entren al centre germinal on soén
estimulades per tal de produir hipermutacions somatiques de les
cadenes pesades de les immunoglobulines pero estan subjectes a
una possible apoptosi si no son seleccionades antigenicament. Els
plasmablastes que canvien lisotip de la immunoglobulina migren

cap al moll d’'os on interaccionen amb les cél-lules de I'estroma i es



diferencien cap a cél-lules plasmatiques de llarga durada que

sobreviuen uns 30 dies.

Les cel-lules plasmatiques malignes presenten una vida mitja llarga.
Estan localitzades al moll d’'os en contacte intim amb I'estroma.
Presenten un index d’activitat mitotica molt baix (LI 5 1% - 2%).
Secreten menys immunoglobulines que les cel-lules plasmatiques
normals. Al moll d’os, les cél-lules mielomatoses (cMM) | les de
'estroma secreten citoquines | interaccionen amb molecules
d’adhesid; tota aquesta activacio permetra el creixement i la

supervivencia del procés neoplasic.

La proliferacio, diferenciacio i funcié de les cél-lules d’estirp limfoide
estan regulades per una xarxa complexa de factors de creixement i
molecules de la superficie cel-lular que contacten aquestes cél-lules

amb I'estroma del moll d’os.

Cada factor de creixement s’uneix a un receptor especific de la
superficie cel-lular que pertany a diferents families (tirosin-quinasa,

citoquines,...).

Les citoquines implicades en la patogenesi del MM son similars a
les que medien la proliferacid controlada dels plasmablasts i la
diferenciacio a cel-lules plasmatiques madures. La interleukina 6 és
especialment important. Es tracta d'una citoquina amb efectes

pleiotropics tant en ceél-lules hematologigues com no



hematologiques. Indueix la diferenciacio de les cel-lules B cap a cel.
Plasmatiques secretores d'immunoglobulines i actua com a factor
de creixement en MM. Aixi, intervé en l'expansié de cel-lules
plasmatiques i també de malignes tant estimulant la seva divisio
com inhibint I'apoptosi. La disminucio de I'expressio del receptor de

la IL-6 i els antagonistes d’agests receptors indueixen I'apoptosi.

Existeix certa controversia sobre l'origen d’aquesta interleukina.
Sembla ser que estaria sintetitzada per les cél-lules estromals del
moll d’os, osteoblasts i osteoclasts. La seva secrecio sembla que

esta regulada per altres citoquines com la IL-1b.

Nivells elevats d’lIL-6 en serum, s’ha demostrat que sén predictors
d’un pitjor pronostic o de malaltia més activa. Els nivells serics del
receptor de IL-6 no estan tan correlacionats amb l'activitat de la
malaltia. De totes maneres, el descens d’ambdds parametres

sembla que es correlacionen amb la resposta al tractament.

El projecte que ens hem plantejat es basa en la pregunta de si la
presencia de variants genétiqgues de la IL-6 podrien ser

responsables d’evolucions diferents de la malaltia.

El gen de la interleukina es troba al cromosoma 7 (pl5-p21); la
regié promotora, que el flanqueja, és molt polimorfica, susceptible
de canvis. En concret hem volgut estudiar la preséncia de lisina o

guanina en la posicié 174 d’aguesta regio promotora.



MATERIAL | METODES

Vam elaborar I'estudi a partir de 106 pacients diagnosticats de MM
entre els anys 1999 i 2011 amb una edat mitja de 70 anys (41-92).
La distribucio per sexes corresponia a un 50% de dones (n=53) i un
50% d’homes (n= 53).

Pel que fa al subtipus de mieloma, del total de casos, 38 (35%)
corresponien a un MM tipus IgGK, 20 (19%) IgGL, 17 (16%) IgAK,
17 (16%) IgAL, 8 (8%) BJK i 6 (6%) BJL.

Pel que fa al tractament, 24 casos (23%) van rebre Velcade,
melfalan i prednisona; 37 (35%) velcade i dexametasona; 6 (6%)
talidomida, melfalan i prednisona; 1 (1%) lenalidomida i
dexametasona; 10 (9%) melfalan i prednisona i 28 (26%) altres

esquemes de tractament.

Després de fer-los signar el consentiment informat, es va recollir un

tub d’EDTA de sang periférica a cadascun d’ells.

Primer es va procedir a I'extraccio d’ADN segons el protocol del kit

de la casa Qiagen i la mostra resultant es va conservar a -80°C.

Posteriorment es va realitzar una PCR amb els primers 5'-
ATGCCAAAGTGCTGAGTCACTA-3 (forward) i 5'-
TCGAGGGCAGAATGAGCCTC-3' (reverse) per tal de poder

seleccionar el fragment a estudiar i aconseguir la seva amplificacio.



Un cop finalitzada, van ser necessaries diverses electroforesis en

gel d’agarosa per tal de comprovar que la PCR havia estat efectiva.

Les mostres que s’havien amplificat van ser sotmeses a una
digestié6 mitjancant I'enzim de restriccio Nlalll per tal de separar
cadascun dels fragments.

De nou, es van realitzar diverses electroforesis per tal de valorar el
namero i pes molecular dels fragments obtinguts.

En cas d’'observar dues bandes amb pesos de 230 i 75 parells de
bases, es tractaria d'un genotip homozigot GG; si apareixien dos
fragments de 121 i 75 parells de bases, es consideraria un genotip
homozigot CC i la presencia dels 3 fragments (230, 120 i 75 parells

de bases) seria un genotip heterozigot G/C.



RESULTATS

La PCR

De les 106 mostres, vam obtenir 101 PCR efectives, amb
amplificacio del fragment. Els casos en qué la técnica no va ser
efectiva es van tornar a sotmetre a la PCR perd partint de la
mateixa mostra de DNA, és a dir, no es va procedir a fer una nova
extraccio de I'acid nucleic. Malgrat el 2on intent encara van quedar
5 mostres que no van amplificar. Per I'eficacia de la técnica, vam
deduir que el problema residia en I'extraccié del DNA tot i que
estem pendents de valorar la concentraci6 d’ADN mitjancant

I'espectofotometre en aquestes mostres negatives.

L'altim pouet correspon a la mostra “blanc” o mostra control.




El 2on pouet de la linia de sota correspon al “blanc” o mostra control.




La Digestio

La digesti6 es va realitzar amb I'enzim de restriccié Nlalll,
inicialment amb 0,1ul d’enzim per 3 ul de mostra amplificada més el
buffer i durant 2 hores a 37°C. Després d’intentar-ho amb diverses
mostres i obtenir electroforesis poc nitides es va decidir doblar la
guantitat d’enzim, digerir durant 3 hores i disminuir el voltatge de
I'electroforesi passant de 130 volts a 110. Malgrat aquests canvis,
en la majoria de les mostres no es van poder veure clarament els
diferents fragments d’ADN. Van poder-se llegir només 48 mostres
de les 106.




DISCUSSIO | CONCLUSIONS

Davant d’aquest problema s’ha decidit buscar una nova tecnica que

permeti estudiar aquest polimorfisme.

S’han escollit 3 primers amb els que només realitzant la primera
PCR s’obtenen els fragments per a determinar si el pacient és
homozigot o heterozigot.

Caldra tornar a agafar cadascuna de les 106 mostres i sotmetre-les
a aquesta nova PCR i valorar-ne els resultats. Es a dir, valorar,
segons el genotip obtingut, si els pacients han presentat evolucions

diferents.
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