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| INTRODUCCIO






Introduccié

1. LES NEOPLASIES LIMFOIDES DE CEL-LULA B

Els limfomes s6n neoplasies malignes degudes a la proliferacié clonal de
céllules B, T o NK (Natural Killer) en algun dels estadis del procés de
diferenciacié cel-lular (Swerdlow i col., 2008). Aproximadament un 95% dels
limfomes s6n d’origen B i el 5% restant d’origen T/NK. Tenint en compte que en
el cos huma existeix una proporcié similar de limfocits B i T, la diferéncia en la
frequéncia de llurs neoplasies només es pot explicar en funcié dels factors
especifics que influeixen en la patogénesi dels limfomes de cél-lula B (Klppers,
2005). La maijoria de les neoplasies de cél-lula B tendeixen a mimetitzar estadis
de la diferenciaci6 normal dels limfocits B (on factors crucials per al
desenvolupament normal sén també essencials per al creixement maligne), de
manera que poden ser classificades tenint en compte aquesta correspondéncia
(Swerdlow i col., 2008).

1.1 ORIGEN CEL-LULAR DELS LIMFOMES DE CEL-LULA B

El desenvolupament dels limfocits B esta estrictament associat a la seleccié
d’'un receptor de ceél-lula B especific (BCR, de I'anglés B cell receptor), de
manera que al final de llur maduraci6 seran ceél-lules programades
geneticament per a reconéixer de forma practicament exclusiva un unic antigen
mitjancant el seu BCR. Del reconeixement antigen-BCR se’n deriva la
produccio d’anticossos d’alta afinitat mitjancant els quals el sistema immunitari
du a terme llur activitat defensiva. Els anticossos de les cél-lules B reben el
nom d’immunoglobulines (Ig) i presenten una regio constant (C) constituida per
cadenes pesades i una regid variable (V) constituida per cadenes pesades i
lleugeres (Figura 1). La regié V s’encarrega del reconeixement de I'antigen,
mentre que la regié C s’encarrega d’iniciar les funcions efectores contra aquest
(Abbas i col., 1999).
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Figura 1. Esquema de les Ig, on es troben representades les regions constants
(C) i variables (V) aixi com els llocs d’'uni6 a I'antigen (adaptat d’Abbas i col.,
1999).

El BCR canvia la seva estructura al llarg dels processos de maduracio cel-lular
en els quals la cél-lula expressa marcadors de diferenciacio especifics. D’altra
banda, els receptors de superficie s’encarreguen de modular el BCR de
manera que segons les necessitats immunologiques les cel-lules proliferaran
amb especificitat per a un antigen en concret o bé continuaran llur
desenvolupament fins a limfocits B de memoria o cél-lules plasmatiques
efectores (Abbas i col., 1999, Kuppers, 2005, Swerdlow i col., 2008).

La gran majoria dels limfomes de cel-lula B s’originen per la disrupcio d’alguna
de les fases del desenvolupament normal d’aquests limfocits i ha estat
demostrat que factors crucials per al desenvolupament normal de les cél-lules B
son també necessaris per a la proliferacié maligna (Stevenson i col., 1998,
Klppers i col., 1999, Natkunam, 2007, Klein i col., 2008). D’altra banda, cal
esmentar que de la mateixa manera que a la resposta immune, als limfomes
existeix BCR-dependéncia per a la supervivéncia cel-lular: si el BCR s’inactiva,
les cél-lules B no sobreviuen i perden llur identitat B de manera que no pot

desenvolupar-se un tumor (Kippers, 2005).
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Els diferents estadis de desenvolupament dels limfocits B es donen en
estructures histologiques especifiques, de manera que analitzant conjuntament
el lloc de diferenciacio i I'estructura del BCR es pot determinar 'origen de les

cél-lules B i dels limfomes corresponents (Figura 2).
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Figura 2. Representacio dels diferents estadis de maduracioé de les cél-lules B i
la correspondéncia amb els diferents tipus de neoplasies (Swerdlow i col.,
2008).

1.1.1 LA MEDUL-LA OSSIA

El repertori d’antigens als quals s’han d’enfrontar els limfocits B és molt elevat,
de manera que per a generar tal quantitat de receptors diferents a partir d’'un
genoma comu i finit és necessari que es produeixin reordenaments de
determinats segments geénics de les Ig, tant de les de cadena pesada (H,
heavy) com de les de cadena lleugera (K, kappa o L, lambda). La figura 3

representa un esquema de I'organitzacié multigénica d’aquests gens.



Introduccié

Cr.14 IgH

RegioV Regio C
sl /Il—1 PHIIIIIIH/# & -3
L1 V1 Lh Vyn Cy
{n~200) (n>20) (003, vl 2, oty y2yd e1.02)
Cr.2 IgK
Regié V Regié C

ﬂ.ﬂ-—/mg

L1 V.1 Ln Vn
(n~100)

Cr.22 IgL
RegioV Regio C
sl _—/DD

L1 V41 Ln V;n
{n~100)

Figura 3. Esquema dels diferents segments génics que codifiquem per a les Ig
de cadena pesada (IgH) localitzats al cromosoma 14 i de les cadenes lleugeres

IgK i IgL localitzats als cromosomes 2 i 22 respectivament.

El procés de reordenament té lloc a la medullla ossia, on comenga la
diferenciacié de les cél-lules B a partir dels anomenats progenitors B (cél-lules
blastiques precussores de tota la linia cel-lular B). En aquestes cél-lules pro-B
té lloc la recombinacioé dels gens de la IgH de les futures Ig de membrana
(Figura 4A). Aquest reordenament déna lloc a un pre-BCR (cel-lula pre-B) que
estimula el reordenament de les cadenes lleugeres kappa i lambda de la
mateixa manera que a les cadenes pesades (Figura 4B).

El resultat d’aquest procés, necessari per tal d’originar un BCR funcional per a
la interaccio antigénica, és una ceél-lula B primaria naive (verge, perqué no ha
entrat en contacte amb un antigen) amb Ig de superficie madures (IgM+, IgD+)
(Abbas i col., 1999, Kuppers, 2005).
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Figura 4A. Esquema del reordenament VDJ dels gens de la regié V de les
cadenes pesades de les Ig. Existeix una gran diversitat de segments V, D i J i
el reordenament té lloc de forma ordenada: primer es seleccionen els segments
DJ i al segment reordenat se li afegeix una versié V (adaptat d’Abbas i col.,
1999).
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Figura 4B. Esquema del reordenament VJ dels gens de la regid V de les

cadenes lleugeres de les Ig (adaptat d’Abbas i col., 1999).
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1.1.2 ELS FOL-LICLES LIMFOIDES

Els fol-licles limfoides son estructures esferiques constituides inicialment per
'agrupacié de limfocits B arribats del moll de I'ds i per cél-lules dendritiques
fol'liculars. Es tracta d’estructures dinamiques, essencials per a la proliferacio,
diferenciacio i apoptosi de les cél-lules B (Kuppers, 2005). Els fol-licles limfoides
poden mostrar una regio central més clara anomenada centre germinal, i una
zona periferica denominada mantell. Els fol-licles limfoides que no presenten

centre germinal ni regié del mantell s’anomenen fol-licles primaris i, els que en

tenen, fol-licles secundaris (Figura 5).

Figura 5. Tall histologic de melsa tenyit amb hematoxilina-eosina (HE) en el
que es poden observar les polpes blanca i vermella aixi com els diferents tipus
de fol-licles limfoides. Fotografia realitzada pel Servei de Patologia de I’'Hospital

del Mar (Barcelona).

El centre germinal
El centre germinal és 'area de I'interior dels fol-licles limfoides secundaris en la

que té lloc el procés de maduracié de les cél-lules B.



Introduccié

Els centres germinals experimenten un procés d’evolucié-involucié al llarg de la
reposta immune, que conclou amb la formacié de limfocits B de memoria i de
céllules plasmatiques efectores. Amb aquesta finalitat, t¢ lloc als centres
germinals la hipermutacié somatica i canvi d’isotip (per augmentar la variabilitat
de la resposta immune) dels gens que codifiquen respectivament per a les
regions V i C de les Ig. La hipermutacié somatica és un procés de mutacio
programada que afecta principalment els exons de les regions V de les IgH, IgK
i IgL. Les mutacions puntuals generen canvis d’aminoacids que acaben
afectant els llocs d’uni6 a I'antigen, de manera que augmenta I'afinitat antigen-
anticos. Pel que fa al canvi d’isotip, és un procés en el que els segments VDJ
reordenats es recombinen amb un gen de la regi6 C. Com les cadenes
variables es mantenen igual, I'especificitat d’'unié a I'antigen no varia perd com
la regi6é constant és diferent un mateix anticos podra interactuar amb diferents

molécules efectores (Figura 6) (Abbas i col., 1999).

ADN cél-lula
productora d’IgiM

Transcripcid i Canvi d'isotipalgE:
processatde 'ARM - -7 delecid degensC

L vDJ Cu L vDJ Ce

cad a Transcripcidi .
adena pesada
processat de 'ARN 7

L vDJ Ce

ARNm Ce

Cadenapesadac

Figura 6. Mecanisme de canvi d’isotip de cadena pesada (adaptat d’Abbas i
col., 1999).
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Gracies a aquests processos durant la resposta immunoldgica es generen
anticossos d’alta afinitat (MacLennan i col., 1986, Berek i col., 1991, Jacob i
col., 1991, Abbas i col., 1999, Klein i col., 2008, Tracey i col., 2008).

Els limfocits B primaris verges procedents de la medulla ossia entren en
contacte amb els antigens per mitja de les cél-lules dendritiques fol-liculars (o
cél-lules presentadores d’antigen) i aleshores els seus BCR soén activats pels
limfocits T CD4+. Les ceél-lules B activades entren al centre germinal on es
diferencien a centroblastes que s’expandeixen de forma clonal (Figura 7).
Durant el procés de proliferacio té lloc la hipermutacié somatica de les cadenes
variables de les Ig (canvis de bases a la regié que codifica per al lloc d’'unié de
I'antigen) per tal de generar un repertori divers d’anticossos. A mesura que
avancen pel centre germinal, els centroblastes es diferencien a centrocits que
sén seleccionats en funcié de la seva capacitat immune enfront I'antigen
(Kippers, 2005, Klein i col.,, 2008). Per la seva banda, als centrocits es
reordena la regié C de la cadena H de les Ig (la regié V queda igual) de manera
que experimenten un canvi d’isotip. Mitjangant aquest procés, s’augmenta el
nombre de molécules efectores amb les que I'anticds pot interaccionar sense
quedar afectada la seva especificitat antigenica (Abbas i col., 1999).

De les céllules B seleccionades per la seva capacitat de resposta
immunologica, una part evolucionara a cél-lules B de memoria mentre que

I'altra es diferencia a cél-lules plasmatiques efectores (Klein i col., 2008).
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Antigen-activated
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Figura 7. Estadis de diferenciacié dels limfocits B al centre germinal (Klein i
col., 2008).

La resposta immune que té lloc al centre germinal es troba en un equilibri en el
que qualsevol factor que afecti ’'homedstasi en el desenvolupament de les
cél-lules B pot derivar en una lesié oncogénica (Shaffer i col., 2002, Kippers,
2005). L'origen cel-lular de les neoplasies limfoides B de cél-lula madura té a
veure doncs amb l'estadi en que els limfocits B han quedat “aturats” al centre

germinal (Figura 8).



Introduccié

Splenic marginal-

Ione hympnoma -,

.= | MALT mphama

Multipla My oama
"
'

\ asmablas Pliasma :
B O-™

|
! |
v

Lymphoplasmacytic lymphoma
Primary effusion lymphama

funmutated V genel - . i x N g il
il i K =

TR Mantia-cell ympnoma
u B-CLL (unmedated V-region genes] |

macal Hodgkin's

Post-rransplant
nphonmas

¥
Hodghin's iymnphoma

Figura 8. Principals neoplasies de cél-lula B en relaci6 amb els estadis de

diferenciacio de les cél-lules B dins del centre germinal (Kippers, 2005).

Les translocacions citogenétiques balancejades constitueixen el marcador
genetic de la gran majoria dels limfomes no Hodgkin (LNH) als que pertanyen
les neoplasies de cél-lula B. L'expressio dels gens translocats, generalment
protooncogens, queda disregulada com a consequéncia principalment de la
seva juxtaposicido amb els loci de les Ig (Kuppers i col., 2001, Kippers, 2005).
Al llarg del desenvolupament de les cél-lules B, existeixen diferents estadis que
poden afavorir 'aparicié de translocacions cromosomiques i genotips aberrants:

- Elreordenament de les Ig per formar el BCR.

- Hipermutacié somatica.

- Canvi d’isotip.
El resultats son multiples depenent de I'estadi on s’ha produit la lesio. Pot
existir bloqueig en la diferenciacio, bloqueig de I'apoptosi o bé proliferacié
cel-lular descontrolada (Kuppers i col., 2001, Shaffer i col., 2002, Kippers,
2005).
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Shen i col-laboradors (2004) van descriure un patré d’expressio génica per als
diferents compartiments dels organs limfoides el qual identifica els gens
relacionats amb la proliferacié, supervivéncia i maduracié de les cel-lules B i

que és de molta ajuda en l'estudi de les neoplasies limfoides.

1.1.3 LA ZONA MARGINAL ESPLENICA

La zona marginal dels fol-licles limfoides va ser descrita inicialment a la melsa,
com a una zona periférica dels fol-licles primaris i del mantell fol-licular als
secundaris, formada per cél-lules de tamany mig amb citoplasma clar. Es tracta
d’'una regié que conté sinus venosos petits orientats circularment al voltant de
la polpa blanca on va a parar la sang arterial (Wheater i col., 1987). La zona
marginal esplénica és doncs una area situada en la zona limit entre les polpes
blanca i vermella de la melsa constituida principalment per cél-lules B i en
menor quantitat limfocits T. Mitjancant I'analisi de les mutacions somatiques de
les Ig, es va poder determinar que les cel-lules B son majoritariament cel-lules
de memoria. A part d’aquests limfocits B i T, es troben en aquesta area les
cél-lules marginals propiament dites, aixi com una barreja de limfocits petits,
blastes grans, macrofags, granuldcits, cél-lules plasmatiques, i una subpoblacié
de cél-lules B monocitoides (Arcaini i col., 2003, Mollejo i col., 2005). Per llur
composicié cel-lular, la zona marginal esta especialment capacitada per a
actuar en la resposta immunolodgica rapida contra antigens circulants en sang i
d’altra banda ha estat demostrat que la resposta timica a antigens de tipus 2
també depén del funcionament normal de la zona marginal esplénica
(Stamatopoulos i col., 2004).

La zona marginal, defineix strictu sensu una area microanatomica de la melsa,
perd també ha estat descrita en noduls limfatics, especialment en aquells que
drenen les mucoses, amb fenotip i topografia similar a I'esplénica tot i que
normalment és tracta d'una zona poc desenvolupada (s’associa a

limfoadenopaties reactives) (Arcaini i col., 2003).
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Immunohistoquimicament les cél-lules de la zona marginal esplénica poden
caracteritzar-se per ser CD20+, CD79a+, IgM+, CD21+, fosfatasa alcalina+,
CD23-, BCLG6- i IgD- o débilment positiu i no expressar CD5, CD10, CD23 ni
CD43 (Mollejo i col., 2005). L'unic marcador que sembla ser especific per
aquest tipus cel-lular és Il'anticos monoclonal IRTA1, el qual reacciona
selectivament amb un subtipus de cél-lules B de la zona marginal, perd que no
existeix de forma comercial (Arcaini i col.,, 2003). Les cel-lules de la zona
marginal tenen a més a més, un paper important en el transport de complexes
immunologics circulants cap a linterior dels fol-licles limfoides, depositant-los a

la superficie de les cél-lules dendritiques fol-liculars. (Mollejo i col., 2005).

1.2 LES SINDROMES LIMFOPROLIFERATIVES B

Les sindromes limfoproliferatives (SLP) constitueixen una série de malalties
que tenen en comu I'existéncia d’'una proliferacio clonal de cél-lules limfoides B
o T. Antigament el seu diagnostic es basava fonamentalment en llurs
caracteristiques cliniques, morfoldgiques i immunofenotipiques. L’aparicio de
les técniques de citogenética i biologia molecular va esdevenir el detonant per a
que L’International Lymphoma Study Group (ILSG) creés una nova classificacio
de les sindromes limfoproliferatives que tingués en compte les aportacions
d’aquestes tecnologies. Posteriorment, el consens de la ILSG va resultar en
I'aparicié de la classificacié REAL (Revised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms, Harris i col.,, 1994), amb els seus avantatges i
inconvenients. Des del 1995, els membres de les societats europea i americana
d’hematopatologia han estat col-laborant en [l'elaboraci6 duna nova
classificacio, la classificacié de I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) (World
Health Organization Classification for Hematologic Malignancies). Aquesta
classificacio, recull de manera sistematica els avengos en la caracteritzacié de
les neoplasies limfoides.

Actualment, I'aparicié de noves tecniques d’analisi com els arrays d’hibridacio
genomica comparada (aHGC) o els microarrays d’expressido han permés un
estudi més acurat d’aquestes patologies, amb la consequent revisié de la versid
del 2001 (Jaffe i col., 2001) i l'aparicié d’'una altra més actual (Swerdlow i col.,
2008).
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Cal esmentar que aquesta classificaci6 no només és important a nivell de
patogénesi sind que també és rellevant a nivell terapéutic. La taula 1

representa esquematicament aquesta ultima actualitzacio.

Taula 1. Classificacid actual de les neoplasies limfoides de cél-lula B madura

segons la OMS.

Leucemia limfatica cronica
Leucémia promielocitica de cél-lula B
Limfoma de la zona marginal esplénica
Leucémia de cél-lules peludes
Limfoma/leucémia esplénic de cél-lula B no classificable
Limfoma esplénic de cél-lula B petita difus de polpa vermella
Leucémia de cél-lules peludes variant
Limfoma limfoplasmacitic
Macroglobulinémia de Waldenstrém
Malalties de cadena pesada
Malaltia de cadena pesada alfa
Malaltia de cadena pesada gamma
Malaltia de cadena pesada mu
Mieloma de cél-lules plasmatiques
Plasmacitoma solitari de I'ds
Plasmacitoma extraossi
Limfoma de la zona marginal extranodal de teixit limfoide associat a mucosa (Limfoma MALT)
Limfoma de la zona marginal nodal
Limfoma de la zona marginal nodal pediatric
Limfoma folicul-lar
Limfoma fol-licular pediatric
Limfoma de centre fol-licular primari cutani
Limfoma de cél-lules del mantell
Limfoma difus de cél-lula gran
Limfoma de cél-lula gran ric en cél-lules T/histiocits
Limfoma difus de cél-lula gran primari del sistema nervids central
Limfoma difus de cél-lula primari cutani tipus cames
Limfoma difus de cél-lula Epstein-Barr positiu de la gent gran
Limfoma difus de cél-lula gran associat a inflamacions croniques
Granulomatosi limfomatoide
Limfoma de cél-lula gran primari mediastinic (timic)
Limfoma de cél-lula gran intravascular
Limfoma de cel-lula gran ALK positiu
Limfoma plasmablastic
Limfoma de cél-lula gran que apareix en la malaltia de Castleman multicéntrica associada a
HHV8
Limfoma primari de vessament
Limfoma de Burkitt
Limfoma de cel-lula B no classificable, amb caracteristiques intermitges entre limfoma difus de
cél-lula gran i limfoma de Burkitt
Limfoma de cel-lula B no classificable, amb caracteristiques intermitges entre limfoma difus de
cel-lula gran i limfoma de Hodgkin classic
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Actualment, els examens morfologic de sang periférica i histoldgic de medul-la
Ossia 0 gangli, combinats amb técniques seroldgiques, immunofenotipiques,
ultraestructurals, citogenetiques i de biologia molecular, permeten caracteritzar
la majoria de les SLP-B.

Cadascuna d’elles presenta caracteristiques clinico-patoldgiques diferenciades
i gracies a l'aparicid constant de noves técniques d’analisi s’identifiquen i
descriuen progressivament alteracions genétiques especifiques implicades en

la seva etiologia.

2. TECNIQUES CITOGENETIQUES PER A L’ESTUDI DE LES SINDROMES
LIMFOPROLIFERATIVES B

2.1 LA CITOGENETICA CONVENCIONAL EN L’ESTUDI DE LES
SINDROMES LIMFOPROLIFERATIVES B

L’any 1914, Boveri va ser el primer en suggerir que les anomalies
cromosomiques podien ser les responsables del cancer (Boveri, 1914), perd no
va ser fins que es va aconseguir visualitzar els cromosomes (Tjio i Levan,
1956) que la hipotesi va ser acceptada. La primera alteraci6 cromosdmica
associada directament a un cancer (concretament a la leucémia mieloide
cronica, LMC) va ser descrita 'any 1960 per Nowell i Hungerford en forma d’un
petit cromosoma al que van anomenar “Cromosoma Filadélfia” (Ph’). Gracies a
ells es va poder afirmar que les cél-lules tumorals sén portadores d’alteracions
cromosomiques i amb la posterior aparicié de les técniques de bandeig
cromosomic (Caspersson i col.,, 1970) es van anar detectant anomalies
associades a diferents neoplasies. L’analisi per citogenética convencional va
esdevenir clau en la detecci6 d’alteracions recurrents i va contribuir
considerablement a la comprensié dels mecanismes de patogenesi resultants
d’aquestes (Rabbitts, 1994).
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Les anomalies cromosomiques poden ser de diferents tipus. Els errors en la
segregacio mitodtica o meiotica de la divisié cel-lular originen alteracions de tipus
numeéric (aneuploidies) les consequéncies genétiques de les quals son
basicament (a nivell de neoplasies hematoldgiques) un augment del numero de
copies d’oncogens o bé la disminucid del numero de copies de gens supressors
de tumors. D’altra banda, les anomalies citogenétiques que afecten la integritat
dels cromosomes reben el nom d’alteracions estructurals i son el resultat de
trencaments i reordenaments anomals entre cromosomes no homolegs. Les
alteracions estructurals més freqlents en les neoplasies hematologiques sén
les translocacions, les quals poden ser de tipus balancejat (no hi ha pérdua de
material genétic) o no balancejat (amb pérdua d’informacié genética)
(O’Connor, 2008).

Actualment es coneixen més de 50.000 alteracions cromosomiques clonals que
han estat publicades en diferents articles i recollides en una base de dades:

http://cgap.nci.nhi.gov/chromosomes/mitelman.

Tot i que gairebé la meitat dels tumors solids també presenten alteracions
citogenetiques, només una tercera part d’aquestes han estat caracteritzades,
degut als problemes técnics que presenten els seus cultius cel-lulars (Mufeton i
Ramirez, 2002).

Pel que fa a les neoplasies hematologiques, en la majoria dels casos les
alteracions cromosomiques recurrents son considerades |'esdeveniment
genetic primari de I'oncogénesi, és a dir el mecanisme biologic responsable
d’aquesta, aixi com també sén indicadores del fenotip tumoral de i I'evolucié
clinica (Taki i Taniwaki, 2006). Les alteracions estructurals en forma de
translocacions balancejades i els efectes patogenics derivats dels
reordenaments son deguts a la produccid de proteines de fusi6 o a la
disregulacié génica deguda a la juxtaposicio de determinats gens (Taki i
Taniwaki, 2006). Aixi per exemple, el cromosoma Ph’ origina una proteina
quimerica BCR-ABL1 amb activitat tirosin-quinasa incrementada que
transforma les cél-lules hematopoietiques a la LMC (Shteper i Ben-Yehuda,
2001). En el cas de les leucémies, moltes vegades les terapies Optimes sén
aquelles que comporten la erradicaci6 total o parcial del gen de fusi6é (Goldman,
2009).
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Tot i aix0, el cancer és una malaltia multigénica rarament deguda a un unic
canvi genétic, en la que poden donar-se factors de predisposicié heretables
(Croce, 2008) i els tumors son un compendi de diferents clones que s’han anat
desenvolupant, procés que es coneix amb el nom devolucié clonal. Les
alteracions presents en una neoplasia poden ser doncs moltes i variades,
entenent-se que els reordenaments cromosomics balancejats no constitueixen
les uniques anomalies de la patologia (Nowell, 1976, Heim i col., 1988, Nowell,
2002, Croce, 2008).

En referéncia als canvis cromosomics, es coneix com a canvi primari al
responsable de la transformacié maligna (en aquesta categoria trobem les
translocacions balancejades recurrents) mentre que els canvis cromosomics
secundaris son els que confereixen agressivitat a la malaltia (Mitelman, 2007).
D’altra banda, la preséncia de molts canvis de tipus secundari (major karyotypic
abnormalities, MAKA) confereix pitjor prondstic que la preséncia de pocs (minor
karyotypic abnormalities, MIKA). Les sindromes mielodisplasiques (SMD) sén
les hematopaties on aquest fenomen ha estat més estudiat (Greenberg i col.,
1997, Haase, 2008).

Abans de realitzar qualsevol analisi cromosomic cal tenir en compte el tipus de
material necessari ja que aquest s’ha de correspondre amb les cél-lules
implicades en la patologia. En el cas de la majoria de leucémies i SMD per
exemple, s’estudiara la medul-la 0ssia i en aquells pacients en els que sigui
necessari descartar si una alteracié observada a la medul-la 6ssia és o no
constitucional es procedira a sembrar també un cultiu de sang periférica
estimulat amb fitohemaglutinina (PHA) per tal d’estudiar-ne els limfocits T, que
no pertanyen a la clona afectada. Pel que fa als limfomes s’analitzaran mostres
de gangli limfatic o bé de sang periferica. Degut al baix grau de proliferacié
cellular és necessari estimular els cultius amb un mitdgen. Depenent de la
naturalesa B o T de la patologia aquest sera 'acetat de miristat de tetraforbol
(TPA) o la fitohemaglutinina respectivament. Un cop obtingut el cariotip, els
cromosomes i les seves alteracions s’identifiquen dacord amb les
recomanacions de I'International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN) (Shafferi col., 2013).
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Degut a la relativa facilitat per a obtenir metafases de les ceél-lules cultivades,
existeix gran quantitat d’informacié referent no només a les alteracions
associades als diferents tipus de neoplasies hematologiques siné també al seu
valor pronostic. La llista completa de les alteracions cromosomiques i els gens

implicats en aquestes pot ser consultada al web http://www.ncbi.nlm.gov/CCAP.

A les hemopaties malignes, la citogenética constitueix un marcador de clonalitat
i forma part del diagnostic clinic integrat, aportant també informacié de la
malaltia a nivell de pronostic. Per tots aquests motius, els estudis citogenétics
han esdevingut una eina de gran valor en oncohematologia. Cal esmentar, que
la interpretacié dels cariotips s’ha de realitzar sempre tenint en compte la
historia clinica del pacient aixi com els resultats de laboratori (morfologia i
immunofenotip). Es necessaria una estreta col-laboracié entre clinics, patolegs,
citdlegs i citogenetistes per tal d'interpretar el valor que una determinada
alteraciéo cromosomica confereix a un pacient en concret.

En el cas de les SLP-B tenint en compte llur heterogeneitat bioldgica i clinica
aixi com el relativament facil accés a les mostres bioldgiques, no sorprén la
gran quantitat d’alteracions cromosomiques descrites. L'any 1976 es va
identificar la primera translocacid cromosdomica associada a un limfoma
maligne, la 1(8;14)(q24;932) en un limfoma de Burkitt (Zech i col., 1976) i des
d’aleshores no ha fet més que augmentar el nombre d’alteracions descrites i

caracteritzades a nivell molecular (Heim i Mitelman, 2009).

2.1.1 ALTERACIONS CROMOSOMIQUES ESTRUCTURALS

La classificacio actual de la OMS posa de manifest la importancia dels estudis
citogenetics en el coneixement bioldogic de les SLP-B. Tenint en compte les
diferents fases del desenvolupament dels limfocits B podem dir que aquestes
es caracteritzen frequentment per presentar translocacions cromosomiques
(Heim i Mitelman, 2009).
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La inestabilitat genomica que confereix el procés de formacié de receptors
antigénics especifics mitjangant els reordenaments V(D)J, hipermutacié
somatica i canvi d’isotip dels gens de les Ig contribueix a que la gran majoria de
les translocacions de les SLP-B impliquin els loci de les Ig. La frequéncia en la
implicacié d’aquests loci és un reflex de la importancia dels reordenaments que
pateixen aquests gens al llarg del desenvolupament dels limfocits B (KlUppers,
2005). Podriem dir que es tracta de patologies on les translocacions dels gens
de les Ig amb diferents parelles constiueixen I'esdeveniment primari en
'oncogeénesi conferint la resta d’alteracions un paper més destacat en la

transformacié maligna i la progressio (Heim i Mitelman, 2009).

2.1.1.1 TRANSLOCACIONS CROMOSOMIQUES

Translocacions dels gens de les immunoglobulines

Els loci de les Ig, que inclou el locus de la cadena pesada IGH (14932) i els loci
de les cadenes lleugeres kappa (IGK a 2p12) i lambda (IGL a 22911) es troben
implicats de forma recurrent en les translocacions de les SLP-B i el resultat dels
reordenaments acostuma a provocar una disregulacié d’oncogens, per trobar-
se aquests sota el control de llurs promotors. La seva freqiiéncia és variable, ja
que en alguns casos es tracta de translocacions patognomoniques per la
malaltia (per exemple la translocaci6 CCND1/IGH al limfoma de cél-lules del
mantell (LCM) i la translocacié BCL2/IGH al limfoma fol-licular (LF) i per tant
detectables en un 95% dels casos aproximadament mentre que en d’altres
nomeés es detecten en un determinat nombre de pacients i poden tenir
nombroses parelles diferents (Heim i Mitelman, 2009). La taula 2 representa les
principals translocacions cromosomiques caracteristiques de les diferents SLP-
B.
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TRANSLOCACIO SLP-B GENS IMPLICATS
t(1;14)(p22;932) ® Limfoma MALT BCL10/IGH
t(2;7)(p12;921)° LZME IGK/CDK6
t(2;14)(p13;932) LLC, immunocitoma BCL11A/IGH
t(3;14)(p14;932) MALT, LDCG FOXP1/IGH
t(3;14)(927;932) LDCG BCL6/IGH
t(6;14)(p21;932) ® LDCG, altres SLP-B CCND3/IGH
t(8;14)(q24;932)° LB, LDCG, LPL, MM MYC/IGH
1(9;14)(p13;932) LLP, altres SLP-B PAX-5/IGH
t(11;14)(913;932)® LCM, LLC, LELV, LDCG CCND1/IGH
t(12;14)(913;932) ® LCM CCND2/IGH
t(14;18)(932;921) ® LF,.LDCG IGH/BCL2
t(14;18)(q32;921) Limfoma MALT IGH/MALT1
t(14;19)(932;913)? LLC, LZM, LDCG IGH/BCL3

Taula 2. Principals translocacions cromosomiques de les SLP-B que afecten
els loci de les Ig. ®Descrites les variants on aquests gens es reordenen amb les
|g de cadena lleugera IGK o IGL. "Descrita la variant CDK6/IGH. Per als noms

de les SLP-B: veure glossari d’abreviatures.

Translocacions que no impliquen els gens de les immunoglobulines
Existeixen excepcions al fet que les translocacions cromosomiques de les SLP-
B impliquen el loci de les Ig. L'exemple més clar és la translocacio
t(11;18)(921;921) API2/MALT1 que es ddéna predominantment en limfomes
MALT i és fins hi tot més frequent que la t(14;18)(932;921) IGH/MALT1 (Heim i
Mitelman, 2009).

Cal destacar pero, que els reordenaments més comuns de les SLP-B que no
afecten els loci de les Ig son els que es produeixen al gen BCL6 (3g27). Han
estat descrites translocacions de BCL6 amb diferents gens i la caracteristica
comu és una disregulacié de BCL6 per la substitucié de llur promotor (Heim i
Mitelman, 2009).
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2.1.1.2 ALTRES ALTERACIONS ESTRUCTURALS

A part de translocacions cromosdomiques podem trobar altres alteracions
estructurals a les SLP-B, com ara la delecié de 6q (de les que més es repeteix i
per tant bastant inespecifica), la delecié de 7q als limfomes de la zona marginal
esplénica (LZME) i les delecions 11q i 13q a la leucémia limfatica cronica (LLC)
(Heim i Mitelman, 2009).

Les alteracions que afecten la regidé 17p13 on es troba el gen supressor de
tumors TP53 també sén bastant frequents en la majoria de les SLP-B i en la
majoria dels casos es donen en forma de delecions o isocromosomes, generant
en qualsevol cas una pérdua d’heterozigositat d’aquest gen (Heim i Mitelman,
2009).

La taula 3 mostra un resum de les alteracions cromosomiques no

translocacions més frequients i importants a nivell de diagnostic de les SLP-B.

SLP-B ALTERACIO CITOGENETICA
LLC del(6q), del(11q), del(13q), del(17p)
del(1p), der(3q), del(6q), del(9p),
LCM
del(11q), del(13q), del(17p)
del(1p), dup(1q), der(3g27), del(6q),
LF
del(10q), del(17p)
LDCG der(3927), del(6q), del(9p)
LB dup(1q), del(13q)
dup(1q), del(6q), del(11q), del(13q),
MM

del(17p)

Taula 3. Alteracions cromosOmiques més frequents i rellevants a nivell
diagnostic a les SLP-B. Per als noms de les SLP-B: veure glossari

d’abreviatures.
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2.1.2 ALTERACIONS CROMOSOMIQUES NUMERIQUES

Les alteracions numériques més comunment detectatdes a les SLP-B sén les

trisomies, tant totals (guany d’un cromosoma sencer) com parcials (guany de

només un fragment cromosomic). Tot i que es tracta d’alteracions molt ubiquies

i poc especifiques n’hi ha algunes que es troben més freqientment en una

determinada patologia que altres. La trisomia 12 per exemple, €s una alteracié

citogenetica molt comu a la LLC aixi com la trisomia total o parcial del

cromosoma 3/3q és troba tot sovint en els limfomes de la zona marginal (LZM).

La taula 4 representa un resum de les principals trisomies descrites en les SLP-

B (Heim i Mitelman, 2009).

SLP-B ALTERACIO CITOGENETICA
LLC +12, +18q
LCM +3q, +12

Limfoma MALT, LZME

+3/3q, +18/18q

LF +7, +12/12q, +18/18q
+1q, +2p, +3/3q, +7, +9/9p, +11q,
LDCG
+12/12q, +18/18q, +19q
LB +1q, +7, +12

Taula 4. Alteracions cromosomiques numeériques més frequents i rellevants per

al diagnostic a les SLP-B. Per als noms de les SLP-B: veure glossari

d’abreviatures.
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2.2 TECNIQUES DE CITOGENETICA MOLECULAR

Els avengos recents en el camp de la genética molecular han aportat nous
punts de vista sobre els mecanismes patogénics de les neoplasies
hematoldgiques. Aquestes noves tecnologies, aporten informacié a I'estudi dels
cariotips i s6n un complement enriquidor per als citogenetistes (Kearney i
Horsley, 2005, Kolialexi i col., 2005). Poc a poc han estat o son introduides a la
rutina diagnostica i juntament amb la citogenética convencional contribueixen al
coneixement a nivell molecular de la patogenesi de la malaltia. A més a més, la
caracteritzacié i mapeig dels gens localitzats en els punts de trencament de les
alteracions cromosomiques permet identificar-ne i caracteritzar-ne els
protooncogens resultants, la qual cosa comporta amb el temps millores en
I'eleccio terapéutica.

En el cas de les SLP-B, la incidéncia d’anomalies citogenétiques és molt
dependent de les técniques utilitzades per a la seva deteccio (Roulston, 1997).
L’'us de mitogens especifics (TPA, TNF, IL2, entre d’altres) permet analitzar
millor els cariotips andmals, tot i que I'estudi per citogenética convencional de
les SLP-B presenta més dificultat que en el cas de les leuceémies ja que els
cariotips s6n meés complexes, existeixen numerosos tipus histopatologics i
I'accés al teixit implicat és més limitat (Calasanz, 2001). Per aquest motiu es
tracta de patologies on les diferents técniques de citogenética molecular sén

ampliament emprades.

2.2.1 HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

Pardue i Gall, van descriure I'any 1969 una técnica per al reconeixement de
sequéncies especifiques d’ADN presents en una mostra citoldgica. Mitjangcant
fragments d’ADN marcats radioactivament i complementaris a la sequéncia a
estudiar éren capacos de detectar les regions gendmiques d’interés presents a
la mostra. A partir d’'aquest moment, la metodologia es va anar perfeccionant
amb I'is de marcatge fluorescent enlloc de radioactiu i la hibridacié sobre
preparacions cromosomiques humanes (Jones, 1970, Gherard i col., 1981,
Harper i col., 1981).
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La hibridacié in situ fluorescent (FISH, de l'anglés fluorescence in situ
hybridization) tal i com la coneixem avui dia ens permet detectar i localitzar
sequéncies especifigues (tant dARN com d’ADN) sobre preparacions
cromosomiques, cel-lulars o talls de teixit parafinat.

En oncohematologia, la técnica de FISH constitueix un complement important
en l'analisi de les alteracions cromosomiques, sobretot en aquells casos en que
aquestes son criptiques per citogenética convencional (Wolff i col., 2007). Cal
esmentar també, que els resultats obtinguts per FISH doénen informacié
diagnostica independent en casos en els que no hi ha divisié cel-lular in vitro, a
part de ser utils en el monitoratge per a determinar I'estatus de remissié d’'una

patologia en tractament (Wolff i col., 2007).
2.2.2 CARIOTIPAT ESPECTRAL (Spectral Karyotyping, SKY)

La tecnica del cariotipat espectral o SKY (de I'anglés spectral karyotyping) és el
resultat de I'aplicacié a I'analisi dels cariotips de la tecnica d’obtencio d’imatges
espectrals. EI SKY combina I'espectrescopia de Fourier (Bell, 1972) amb la
microscopia optica per tal de poder mesurar simultaniament tots els punts d’un
espectre fluorescent i d’aquesta manera utilitzant un programa informatic
especific identificar cada parell cromosomic per un color diferent (Schrock i col.,
1996). La figura 9 representa un esquema del procés d’obtencié d’'imatges
espectrals. En aquest exemple han estat hibridades simultaniament tres sondes
de pintat cromosomic. La llum emesa és visualitzada a través d’un filtre i
enviada a un interferometre, el qual crea una imatge gracies a una camera
charge-coupled device (CCD). L'interferometre analitza cadascun dels pixels de
'espectre i mitjangant la transformacié de Fourier es defineix un espectre
d’emissié. Els espectres poden ser classificats per colors, de manera que els
cromosomes que presentin el mateix espectre presentaran una imatge
espectral idéntica, la qual cosa permet realitzar un cariotipat per colors (Figura
10) (Schrock i col., 1996). L’equip per al SKY consta d'un microscopi
d’epifluorescéncia adaptat a un SD 200 SpectraCube™ (conté l'interferometre)

connectat a una camera CCD i aquesta a un ordinador (Rothmann i col., 1998).
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Figura 9. Processat dels espectres fluorescents per a l'obtencié d’imatges

espectrals (Schrock i col., 1996).

Figura 10. Cariotip en colors de cromosomes humans.

L’SKY és una eina molt util tant en el diagndstic com en la investigacio, ja que
permet definir translocacions identificant el material cromosomic que les
constitueixen a més a més d’identificar el cromosoma de procedéncia dels
cromosomes marcadors (molt freqlents en els processos tumorals) (Schrock i
col., 2000).
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Com a qualsevol técnica pero, presenta certes limitacions. D’una banda, sén
indetectables els reordenaments de menys d’'una megabase (Mb) aixi com les
delecions amb material afegit. D’altra banda, els reordenaments que impliquen
regions pericéntriques poden donar resultats confusos ja que presenten a
sovint barreja de colors i en cas d’analisi de cromosomes supernumeraris, pot
semblar que hi ha translocacié enlloc d’'un sol cromosoma (degut a les
amplificacions). Si els cromosomes no es troben prou separats, no es poden
tenir en compte els valors d’aquells que es troben en contacte ni els de
cromosomes superposats, ja que en aquests casos hi ha barreja de
fluorocroms (Lee i col., 2001). Tenint-los en compte pero, es tracta de
problemes solventables i la informacié que aporta aquesta técnica és de molta
utilitat. Si bé també és cert que el SKY és una técnica relativament cara i per
aixo en la majoria dels casos s’utilitza en investigacio, el seu us en casos amb
cariotip complex i/o dificil d’'interpretar és molt resolutiu de manera que és una
eina cada cop més utilitzada en l'estudi de les neoplasies hematologiques
(Martinez-Ramirez i col., 2004; Tchinda i col., 2004; Adam i col., 2006).

3. EL LIMFOMA DE LA ZONA MARGINAL ESPLENICA

L’any 1979, Neiman i col-laboradors van descriure un grup de pacients afectes
d’'un limfoma esplénic associat a la preséncia en sang periférica de cél-lules
amb una morfologia similar, perd no idéntica, a la dels tricoleucocits de la
tricoleucémia (o leucémia de cél-lules peludes, LCP)(Neiman i col., 1979).
Histologicament es tractava d’'un limfoma amb infiltrat nodular centrat a la polpa
blanca de la melsa. Posteriorment, van ser publicats casos semblants
caracteritzats per un immunocitoma esplénic primari amb cél-lules velloses
circulants (Spriano i col., 1986). Aquesta entitat que fins aleshores havia rebut
infinitat de noms, era considerada una neoplasia de cél-lula B madura amb trets
similars a la LCP, la leucémia prolimfocitica (LPL) i la LLC, pero de la que no
existien caracteristiques especifiques. Finalment, el grup de Catovsky i
col-laboradors va dur a terme un estudi sobre una série de 22 pacients per tal
d’establir les caracteristiques cliniques, citologiques, immunocitoquimiques i
genetiques d’aquesta neoplasia a la que anomenaren limfoma esplénic amb

limfocits vellosos circulants (LELV) (Melo i col., 1987).
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L’any 1992, Schmid i col-laboradors van publicar un treball de quatre casos que
presentaven un limfoma de cél-lules B de baix grau amb un patré micronodular
caracteristic d’infiltracio de la melsa, ocupant la zona marginal. Sense fer
referéncia a la vessant hematolodgica, les caracteristiques
immunohistoquimiques i genétiques eren idéntiques a les dels LELV. De la
mateixa manera, les cél-lules neoplasiques éren similars a les de la zona
marginal dels fol-licles limfoides de la melsa i per aixd va pendre el nom de
limfoma de la zona marginal esplénica (LZME). Quan es van estudiar la
histologia i la immunohistoquimica de la medul-la 0ssia dels casos que havien
estat classificats com a LELV es va concloure que eren idéntiques a les dels
LZME (amb la mateixa base patologica) i per tant que es tractava de la mateixa
entitat (Isaacson i col., 1994, Catovsky i col., 1999). Cal esmentar, que es va fer
evident que no tots els LZME presentaven cél-lules neoplasiques circulants a la
sang periférica i que quan apareixien podien ser 0 no peludes (Isaacson i col.,
1994). Originariament el diagnostic de LZME es feia en base a I'examen de la
melsa dels pacients (Schmid i col., 1992) perd posteriorment, es va associar a
un patré d’infiltracié intrasinusoidal caracteristic al moll de I'ds de manera que
per al diagndstic no era necessaria I'esplenectomia (Franco i col., 1996,
Labouyrie i col.,, 1997). Actualment, els LZME son diagnosticats per la
integracio de dades cliniques, histologiques, citologiques, immunofenotipiques,
citogenetiques i de biologia molecular (Matutes i col., 2008).

El LZME amb o sense limfocits vellosos circulants va ser inclos com a entitat
provisional a la classificacid REAL (Harris i col., 1994) per a ser refermat com a
entitat definitiva a la classificacio de la OMS (Harris i col., 1999, Swerdlow i col.,
2008).

Actualment el LZME és una entitat reconeguda per la OMS que presenta
caracteristiques cliniques, morfologiques i immunofenotipiques ben establertes
(Mollejo i col., 1995, Franco i col., 2003, Oscier i col., 2005, Matutes i col.,
2008, Swerdlow i col., 2008). Es tracta d’'una neoplasia de cél-lules B madures
en la que limfocits de petit tamany infiltren els fol-licles limfoides de la polpa
blanca de la melsa, esborren la zona del mantell dels centres germinals i es
barrejen a la zona marginal amb cél-lules grans que infiltren la polpa vermella
(Swerdlow i col., 2008, Thieblemont, 2008).
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El LZME és doncs una neoplasia hematoldogica deguda a la proliferacio
descontrolada i cumul de cél-lules de la zona marginal dels fol-licles limfoides
esplénics. A part dels LZME, la OMS reconeix dues entitats més derivades de
cél-lules de la zona marginal. Es tracta dels limfomes de la zona marginal
nodals i els limfomes de la zona marginal extranodal de teixit limfoide associat
a mucosa (limfomes MALT, de I'anglés mucose associated lymphoid tissue)
que tot i pertanyer juntament amb els LZME al grup de limfomes de la zona
marginal (LZM) presenten caracteristiques clinico-patologiques i moleculars
diferenciades (Swerdlow i col., 2008).

En contrast amb altres limfomes de cél-lula B, no existeix una lesié génica
caracteristica associada als LZME tot i que les alteracions cromosomiques
complexes son frequents, detectant-se en un 80% dels casos (Oscier i col.,
1993, Dierlamm i col.,, 1996, Solé i col.,, 2001, Hernandez i col., 2001,
Andersen, 2005, Salido i col., 2010).

Aquesta heterogénia citogenética i molecular dificulta [I'establiment de
conclusions referents a l'origen i diferenciacioé de les cél-lules neoplasiques. A
més a meés, cal esmentar que els LZME agrupen casos amb/sense
diferenciacié plasmatica, amb/sense mutacions somatiques de les Ig i/o BCL6,
que presenten o no perdua al-lelica a la regid 7q22-32 i casos on hi ha hagut
infeccid per hepatitis C (Papadaki i col., 2007).

L’analisi del repertori de les Ig aixi com de llur estat mutacional, aporta
informacio clarificant sobre aquesta heterogénia. Els estudis realitzats fins ara
estan d’acord en subdividir els casos en mutats/no mutats. Pel que fa als
pacients sense mutacio de les Ig, la majoria presenten també delecio de la
regi6 7q922-32 i evolucionen desfavorablement (Algara i col., 2002). En
referéncia a la seleccioé d’anticossos, les regions V més utilitzades son aquelles
que codifiquen per a autoanticossos, fet que d’altra banda és habitual en les
cél-lules de la zona marginal. Curiosament, s’ha observat que els casos amb
mutacié somatica de les Ig, no presenten patrons identificatius amb respostes
del centre germinal a les cél-lules T antigen dependents (Stamatopoulos i col.,
2004).
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Altres estudis moleculars dels LZME, posen de manifest una seleccid molt
precisa de les regions VH1, suggerint un paper antigenic en la promocié del
creixement de les cél-lules tumorals. S’ha descrit als LZME una associacio amb
el virus de la hepatitis C (VHC), de manera que una infeccidé persistent

estimularia el creixement maligne (Saadoun i col., 2005).

3.1 CARACTERISTIQUES CLINIQUES

El LZME representa aproximadament un 1% de tots els LNH (Swerdlow i col.,
2008) tot i que hi ha grups que el consideren de fins a un 2.7% (Berger i col.,
2000). Es tracta d'un tipus de SLP-B que es dona en persones d’edat avangada
amb una ratio home dona de 1:1 tot i que hi ha grups que és de 1:1.8 (lannitto i
col., 2004). La majoria dels pacients presenten esplenomegalia, de moderada a
massiva, i per aixo constitueix un 8-14% de les SLP-B a les que se’ls realitza
esplenectomia (Coad i col., 1993, Arber i col., 1997).

La infiltracié en sang periférica en forma de limfocitosi és frequent aixi com les
citopénies relacionades amb I'hiperesplenisme (Thieblemont, 2008). De fet, la
infiltracidé en sang es troba subestimada, especialment en casos amb poca
limfocitosi, de manera que és recomanable un estudi exhaustiu de les
extensions (Matutes i col., 2008). L’afectacio de la medul-la 0ssia es presenta
en diferents graus (25%-75% dels casos), trobant-se infiltraci6 abundant en
aquells pacients que cursen amb esplenomegalia (Matutes i col., 2008). Alguns
pacients poden presentar infiltracid hepatica (en el 90% dels casos amb
afectacio dels noduls portals) sobretot els casos que han estat infectats per
VHC (Franco i col.,, 2003, Thieblemont, 2008), mentre que I'afectacio dels
ganglis limfatics (adenopaties perifériques) és molt poc frequent (Swerdlow i
col., 2008). Degut a la infiltraci6 medul-lar la majoria de pacients sén
diagnosticats en un estadi clinic Ann Arbor IV.

Simptomes no especifics com anémia i/o trombocitopenia tenen lloc en
percentatges que oscil-len entre el 49-64% i el 15-30% respectivament (Franco
i col., 2003, lannitto i col., 2004). Precisament, en alguns casos les primeres
manifestacions del limfoma sén anémia hemolitica o una trombocitopénia
immune (Thieblemont, 2008).

28



Introduccié

Els anomenats simptomes B (febre i sudoracidé nocturna) sén rarament descrits
en pacients afectats de LZME i les alteracions en els nivells d’albumina seérica,
lactat deshidrogenasa del séerum (LDH) i f2-microglobulina sén observades en
percentatges variables (Franco i col.,, 2003, Thieblemont, 2008). Un elevat
nombre de pacients presenten paraproteina monoclonal del sérum d’isotip IgM
(Thieblemont, 2008). Els fendbmens autoimmunes es troben associats en la

majoria dels casos al tractament (Bowen i col., 1999).

Diagnostic
El diagnostic dels LZME es basa en la combinacié dels resultats obtinguts en
els estudis morfologics, histologics, immunofenotipics, citogenétics i de biologia
molecular.
Els criteris minims per al diagnostic sén dos:
- Histologia esplénica, immunofenotip caracteristic i graduacié de 2 o
menys de I'score Matutes de LLC (Matutes i col., 1994).
- Morfologia en sang periféerica i medul-la 0ssia caracteristica (infiltracio
intrasinusoidal de cél-lules CD20+) aixi com immunofenotip propi.
De tota manera, cal esmentar que I'abséncia de marcadors citogenétics i
moleculars aixi com el fet que només una proporcié dels casos disposi
d’histologia esplénica dificulta el diagnostic en alguns pacients (Matutes i
col.,2008).

Tractament i pronostic

Els LZME son neoplasies de curs clinic indolent amb bona resposta als
tractaments per esplenectomia i/o quimioterapia, tot i que l'opcié escollida
acostuma a ser el watch and wait, ja que no s’observen gaires diferéncies entre
els pacients no tractats i els que han rebut tractament des del principi (Mulligan
i col., 1991, Troussard i col., 1996, Berger i col., 2000, Chacon i col., 2002). A
meés a més, no existeixen estudis clinics prospectius per tal d’establir un criteri
terapéeutic, de manera que s’adopten les estratégies que funcionen en altres
SLP-B de baix grau, com ara la LLC (Matutes i col., 2008).
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Tot i que en general presenten un curs indolent, existeix un petit percentatge de
casos (10%) en els quals la malaltia es manifesta de forma agressiva, amb
transformacio o no a limfoma difus de cél-lula gran (LDCG), arribant a produir la
mort per limfoma (Matutes i col.,, 2008). Amb el temps, s’espera poder
determinar quins sén els factors de risc per tal d’identificar els pacients que
evolucionaran desfavorablement i tenir-ho en consideracid en el seu
tractament. La intervencié terapéutica en els casos simptomatics no segueix
cap consens i depen molt de 'hematoleg responsable i com en altres limfomes
indolents I'objectiu no és aconseguir una remissiéo completa (RC) estricte sin6 el
manteniment d’'una bona situacié hematologica i clinica.

Historicament I'esplenectomia ha representat la primera linia de tractament en
aquells pacients que la necessiten. Es realitza en casos amb esplenomegalia
severa i/o citopénies amb repercussio clinica, tant com a tractament com per a
millorar la qualitat de vida del pacient. De totes maneres hi ha grups que la
recomanen sempre que sigui possible (Mullingan i col.,, 1991, Mollejo i col.,
1995, Chacon i col., 2002) ja que a banda de llurs propietats terapéutiques
constitueix la manera més precisa de diagnosticar els LZME, evitant-ne la
confusio amb el LCM i el LF, tots dos amb un curs clinic molt diferent. La
majoria dels pacients responen a l'esplenectomia i més de la meitat no
requereixen terapia posterior (Matutes i col., 2008).

La radioterapia és una bona opcid terapeutica en aquells casos en els que la
cirurgia esta contraindicada (Mollejo i col., 2005).

El paper de la quimioterapia en els LZME és motiu de controvérsia ja que en
moltes de les seéries estudiades el percentatge de pacients que obté remissio
completa és molt baix (Berger i col., 2002). Generalment sén tractats els
pacients amb progressié clinica post-esplenectomia o aquells en els que la
opcid quirurgica no és possible.

En referéncia al tipus de quimioterapia, la més utilitzada ha estat sempre la
combinacié d’agents alquilants CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina
i prednisona) tot i que dues terceres parts dels casos tractats en primera linia
no responen (Troussard i col., 1996, lannitto i col., 2004) i sovint la toxicitat és

més elevada que els beneficis terapéutics (Matutes i col., 2008).
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Pel que fa als analegs de purines, particularment la Fludarabina® amb o sense
combinacié amb anticossos monoclonals (Rituximab®) han demostrat una gran
eficacia en quan a la qualitat de la resposta i a la supervivéncia lliure de
malaltia (Matutes i col., 2008). D’altra banda i de la mateixa manera que en
altres limfomes de céllula B s'utilitza el Rituximab®, sol o en combinacié amb la
terapia convencional (R-CHOP), sobretot en casos amb transformacié a
limfoma d’alt grau (Matutes i col., 2008). L’'any 2006 es va dur a terme un
estudi comparatiu entre pacients tractats només amb Rituximab®, amb R-
CHOP o només amb quimioterapia. Els resultats posen de manifest que aquest
anticos monoclonal anti-CD20 ha de ser una terapia d’eleccio ja que dona lloc a
una llarga supervivéncia lliure de malaltia en comparacié amb la quimioterapia
convencional i I'esplenectomia, fa desapareixer I'esplenomegalia en un 92%
dels pacients i normalitza el recompte total de limfocits (Tsimberidou i col.,
2006, Kalpadakis i col., 2007).

En aquells casos en els que existeix infeccié concominant per VHC es doéna
tractament amb interfero-a 2b (IFa2b), ribavirina o una combinacio de tots dos,
aconseguint-se una activitat significant en la desaparicié del virus en sang
(Hermine i col., 2002, Kelaidi i col., 2004).

Finalment, els casos amb transformacio i curs agressiu han de ser tractats de
forma similar als limfomes B d’alt grau (Matutes i col., 2008).

Els LZME son limfomes indolents en els que la supervivéncia mitjana es troba
entre els 8-10 anys. Els primers analisis comparatius de supervivéncia posaven
de manifest diferéncies entre els casos considerats LELV i els LZME
probablement degut a que per al diagnostic de LZME era necessaria
'esplenectomia de manera que ja implicava que la malaltia es trobava en una
fase més avangada (Mollejo i col., 2005).

Altres estudis demostren que sense tractament la supervivéncia sobrepassa els
5 anys i que en els casos tractats amb resposta els valors son similars (la taxa
de RC és d'un 80%). Aix0 fa pensar que potser el millor és reservar la
quimioterapia per aquells casos que presenten un curs clinic més agressiu
(Chacon i col., 2002).
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A nivell de factors de mal prondstic, és a dir aquells que soén adversos a I'lhora
d’aconseguir una RC, l'afectacié d’drgans no hematopoiétics al diagndstic, un
estat general dolent (d’acord amb I'Eastern Cooperative Oncology Group,
ECOG), l'estatus d’expressio de la proteina TP53, delecié de 7q, preséncia de
component M, B2-microglobulina elevada, expressio de gens de la via NF-kB, i
limfocitosi sén considerats els més significatius (Chacén i col., 2002,
Thieblemont i col., 2002, Matutes i col., 2008). Daltra banda, de la mateixa
manera que a la LLC I'abséncia de mutacions a IgVH també es considerada un
factor de mal pronostic (Algara i col., 2002).

Pel que fa a la transformacié a limfoma d’alt grau s6n poques les séries
publicades fins ara. Sembla ser que és infrequent, amb percentatges similars
als d’altres limfomes B indolents (Camacho i col., 2001, Dungarwalla i col.,
2008). Alguns autors I'associen a la deleci6 del gen TP53 (Cualing i col., 2000,
Dierlamm i col., 2000b, Dungarwalla i col., 2008) i també a la preséncia de
delecié de 7q (Camacho i col., 2001, Dungarwalla i col., 2008). Dungarwalla i
col-laboradors (2008) estableixen a més a més una relacié entre el lloc de
transformacié i la resposta al tractament. Aixi els casos en els que la
transformacié té lloc a la medul-la 0ssia son més refractaris al tractament que
aquells en els que es veuen afectats noduls limfatics periférics. Un estudi
recent en una serie amplia de LZME redueix els factors que més influeixen en
la supervivéncia a I'edat, una hemoglobina inferior a 12g/dL, 32-microglobulina
elevada, cariotip complex, alteracions a 14q i deleci6 de TP53 (Salido i col.,
2010).

En diagnosticar un LZME és recomanable fer un estadiatge sobre el seu estat
classificant-lo en dos grups diferenciats en funcié dels resultats obtinguts:
malaltia primaria assimptomatica o bé malaltia avancada/simptomatica i a partir

d’aqui pendre les decicions terapeutiques corresponents (figura 11).
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Figura 11. Esquema de les diferents opcions terapéutiques en el tractament
dels LZME proposat pel Splenic B-cell Lymphoma Group.

3.2 CARACTERISTIQUES HISTOLOGIQUES | CITOLOGIQUES DE LA
MELSA

La descripcié d’aquest tipus de limfoma va ser per I'estudi patologic de melses
esplenectomitzades. Macroscopicament una melsa afectada de LZME presenta
un patré micronodular, amb proliferacié neoplasica a la polpa blanca (Figura
12). Els ndduls estan formats per un component intern de limfocits petits situats
a la zona de les cél-lules del mantell, que rodeja i reemplaca el centre germinal,
aixi com per un component extern de cél-lules de tamany mitja amb
citoplasmes clars i alguna cél-lula gran de nucleol prominent (Mollejo i col.,
1995). En conjunt s’observa diferenciacio marginal i reemplagament fol-licular

per les cél-lules neoplasiques (Mollejo i col., 2002, Franco i col., 2003).
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També pot existir infiltracié de la polpa vermella a nivell de cordons i sinus, la
qual cosa és molt util en el diagnostic diferencial entre una hiperplasia limfoide
esplénica reactiva i un LZME (Mollejo i col., 1995, Sans-Sabrafen i col., 2001).
En fases avangades de la patologia, les cel-lules neoplasiques esborren
totalment I'arquitectura de la melsa (Franco i col., 2003). D’altra banda, cal
esmentar l'existéncia d’'una variant difusa en els LZME, caracteritzada per
presentar una infiltracioé difusa de la polpa vermella, sense patré micronodular i

en la que no existeix reemplagament fol-licular (Figura 13) (Mollejo i col., 2002).

Figura 12. Microfotografia a baix augment de la melsa amb patré6 nodular
caracteristic d’'un pacient diagnosticat de LZME (tinci6 HE). Fotografia
realitzada pel Servei de Patologia de I'Hospital del Mar (Barcelona).
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Figura 13. Microfotografia amb augment 200X de la melsa d’'un pacient
diagnosticat de LZME amb patré d’infiltracié difus (tinci6 HE). Fotografia

realitzada pel Servei de Patologia de I'Hospital del Mar (Barcelona).

Citologicament, les cel-lules neoplasiques dels LZME presenten una morfologia
i disposicio arquitectural similar a les cél-lules que es disposen a la zona
marginal dels fol-licles primaris de la melsa, les anomenades cél-lules de la
zona marginal.

Es tracta delements de tamany intermig, citoplasma moderat, clar o
lleugerament eosindfil en els que el nucli rodonejat és lleugerament més gran
que el dels limfocits petits, amb cromatina fina i sense nucleol que amb
frequencia presenten diferenciaciéo plasmacitica (Sans-Sabrafen i col., 2001,
Mollejo i col., 2005). Les variacions morfologiques de les cél-lules tumorals en
diferents arees del tumor estan relacionades probablement amb les condicions
microambientals de la melsa, les quals poden modular la compocisio citologica
d’'un tumor (Falk, 1992). Els estudis per immunohistoquimica posen de manifest
'expressido en aquestes célllules de CD20, CD21, CD79a (débilment), IgD,
PAX-5 i BCL2. Per contra, no expressen CD5, CD10, CD23, CD43, CD11c,
DBA44 (tot i que de forma variable), BCL6 ni CCND1. La restriccié de cadenes
lleugeres (kappa o lambda) s’observa en la majoria de casos, tant en la polpa

blanca com en la vermella (Mollejo i col., 1995, Franco i col., 2003).
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L’index proliferatiu (Ki67) és baix i MIB1 posa de manifest un patré anul-lar (en
“diana”) distintiu amb creixement a la zona marginal i a la zona del centre
germinal reactiu residual (Mollejo i col., 2005). El marcatge amb BCL2 permet
identificar la infiltracid de centres germinals de manera que es poden distingir
les cél-lules tumorals BCL2+ entre les BCL2- de l'interior del centre germinal.
D’altra banda la restricci6 de cadenes lleugeres permet diferenciar en molts
casos cél-lules tumorals amb diferenciacid plasmacitica que també es troben
infiltrant el centre germinal (Mollejo i col., 1995). La majoria de cél-lules
presenten positivitat per a CD27, un marcador de cél-lules B de memoria
activades (Papadaki i col., 2007).

Al voltant del tumor també es poden observar numerosos histiocits epitelioides
aixi com limfocits T acompanyants (Mollejo i col., 2005).

El fet que els LZME expressin IgD va ser motiu de controvérsia ja que Isaacson
considerava que en tractar-se les cel-lules neoplasiques de cél-lules de la zona
marginal no haurien d’expressar-lo (Isaacson, 1996). La zona marginal pero, és
una regio constituida per diferents tipus cel-lulars. De fet, el fenotip citologic
majoritari de la majoria dels LZME és bifasic, amb una zona central constituida
per limfocits petits i una zona més periférica formada per cél-lules grans de
fenotip marginal. Actualment, ha estat demostrat que les cél-lules normals de la
zona marginal (no neoplasiques) expressen IgD de forma débil, corresponent-
se el seu fenotip amb el dels limfocits B de memoria (Papadaki i col., 2007).
Ocasionalment, les cél-lules neoplasiques dels LZME expressen marcadors
que no son caracteristics d’aquesta entitat. Son situacions en les que cal
aplicar una bateria d’anticossos suficient per tal d’evitar confusions

diagnostiques amb  altres limfomes de céllula B (Taula 5).
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Taula 5. Esquema dels diferents marcadors utilitzats per al diagnostic
diferencial del LZME versus altres SLP-B.

A part de I'anticos IRTA1 que sembla ser especific per a les cél-lules de la zona
marginal (Arcaini i col., 2003), recentment ha estat descrit també que I'abséncia
de TCL1A (T-cell leukemia/lymphoma 1A) i la positivitat per a MNDA (Myeloid
cell Nuclear Differentation Antigen) esta associada als LZME aixi que la seva

aplicacié combinada pot esser util com a eina diagnostica (Munari i col., 2012).

3.3 CARACTERISTIQUES DE LA MEDUL-LA OSSIA | LA SANG
PERIFERICA

Per a 'estudi morfoldgic en sang periférica i medul-la 0ssia és essencial una
bona conservacié de la mostra, ja que una manipulacié inadequada comporta

la pérdua de villis per part de les ceél-lules tumorals (Matutes i col., 2008).

3.3.1 MEDUL-LA OSSIA

L’afectacio a nivell de medul-la dssia és habitual. Tot i que han estat descrits
diferents patrons d’infiltracio, el més caracteristic dels LZME és l'intrasinusoidal,
el qual no es troba (rares excepcions) en altres limfomes de cél-lula B de baix
grau. També pot donar-se un patré nodular intertrabecular i la combinaci6é de

tots dos és forca frequent (Figura 14) (Franco i col., 2003).
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La diferenciacio plasmacitica és més frequent a la medul-la dssia que en sang
periférica, la qual cosa pot portar a confusions amb el limfoma limfoplasmacitic
(LLP). Cal esmentar que I'aspirat de moll d’ds no és suficient per al diagnostic
d’aquesta entitat: és necessaria sempre la bidpsia ossia (Matutes i col., 2008).
Amb la progressié de la malaltia, especialment després de I'esplenectomia, el
patrd intrasinusoidal esdevé més nodular, existint una combinacié de tots dos
(Franco i col., 2001).

En les fases inicials de la malaltia, les cél-lules tumorals representen un 20% de
la cel-lularitat total. Les cel-lules sén de tamany petit/mig amb nucli rodé o

ovalat de contorn regular i citoplasma escas. Els estudis immunohistoquimics

posen de manifest un fenotip de cél-lula B madura (CD20+, BCL2+, CD10-,
BCL6- i CCND1-) (Matutes i col., 2008).

Figura 14A. Microfotografia a gran augment d’'una medul-la 6ssia amb un patro
d’infiltracié intrasinusoidal caracteristic de LZME (tinci6 HE). Fotografia

realitzada pel Servei de Patologia de I'Hospital Clinic (Barcelona).
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Figura 14B. Microfotografia a baix augment d’'una medul-la 6ssia de LZME amb
un patré d’infiltracié nodular intertrabecular (tincié HE). Fotografia realitzada pel

Servei de Patologia de I'Hospital Clinic (Barcelona).

3.3.2 SANG PERIFERICA

La infiltraci6 en sang periférica ha estat descrita en forma de diferents
percentatges. El fet que la nomenclatura provisional d’aquesta entitat fés LZME
amb o sense limfocits vellosos és explicativa d’aquesta diversitat. Les dues
terceres parts dels pacients presenten leucemitzacio al diagnostic a expenses
de cél-lules limfomatoses d’aspecte vellés (Dogan i col., 2003, Woessner i col.,
2006).

La infiltraci6 en sang periférica acostuma a estar associada a anéemia,
trombopenia i leucocitosi moderada. La morfologia dels limfocits neoplasics és
heterogénia tot i que la majoria de cél-lules circulants presenten un aspecte
caracteristic a expenses de prolongacions citoplasmatiques en forma de
vellositat, per la qual cosa reben el nom de limfocits vellosos o peluts (Sans-
Sabrafen i col., 2001, Woessner i col., 2006). Aquests tenen un tamany
relativament més gran que els limfocits normals i s6n una mica més petits que
els de la LCP.

39



Introduccié

El nucli és rodé o bé ovalat, gairebé sempre amb tendéncia a I'excentricitat,
amb cromatina condensada i nucleol present en la meitat de les cel-lules. Les
projeccions citoplasmatiques que donen el nom a la cellula es troben
distribuides de forma irregular concentrant-se en els pols cel-lulars (Figura 15)
(Woessner i col., 2006, Matutes i col., 2008). A més a més soén abundants els
limfocits B petits i de tamany mitja, similars a les anomenades ceél-lules B
monocitoides. En ocasions s’observen també centrocits, limfoplasmocits i algun
limfocit petit de cromatina hipercondensada i escas citoplasma (Woessner i
col., 2006, Matutes i col., 2008).

Figura 15. Limfocits vellosos caracteristics de la infiltracio en sang periférica
dels LZME (tincié May-Grunwald-Giemsa). Imatge cedida pel Club Catala de

Citologia Hematologica.

Per citometria de flux les cél-lules expressen IgD i IgM de superficie o IgM sol,
CD19, CD20, CD22, CD24, CD27, CD45, CD79a, FMC7, DBA44 (75%) i
CD11c (50%). Per contra, I'expressiéo de CD10, CD23, CD43, CD103, CD25 i
CCND1 és molt infrequent (Matutes i col., 1994, 2008). Una minoria de casos
(<20%) presenten positivitat aberrant de CD5, marcador associat a un curs més
agressiu (Matutes i col.,, 1994). Un treball de l'any 2004 suggeria que
probablement les cél-lules tumorals esdevenen CDS positives en migrar de la
melsa a la medul-la dssia i que 'adquisicid d’aquest marcador és responsable

de la progressio tumoral (Giannouli i col., 2004).
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Més recenment ha estat descrit que la positivitat per CD5 confereix una
elevada limfocitosi i infiltraci6 medular difusa (Baseggio i col., 2010) aixi com
diferéncies en el cariotip (Salido i col., 2010).

Les cél-lules neoplasiques dels LZME han estat poc estudiades des del punt de
vista ultraestructural. Ha estat descrit que tenen un reticle endoplasmatic rugos
moderadament desenvolupat, ribosomes aillats o agrupats i amb nucli que
presenta un nucleol més periféric que el de les cél-lules marginals normals
(Hammer i col., 1996).

Cal esmentar, que tot i ser caracteristics, els limfocits vellosos no ajuden en el
diagnostic dels LZME, ja que poden ser observats en altres patologies com ara
la LCP ila LCPv.

3.4 DIAGNOSTIC DIFERENCIAL

El diagnostic de LZME s’hauria de poder establir un cop fets els estudis clinics,
histologics, citologics i immunofenotipics. No obstant, els LZME comparteixen
caracteristiques amb altres SLP-B la qual cosa en dificulta el diagnostic
diferencial (Figura 16). La melsa, per exemple, es troba frequentment implicada
en les neoplasies de cél-lula B tot i que a diferéncia dels LZME no disposen de
criteris histologics i immunofenotipics ben establerts. A més a més, cal tenir en
compte que tant els LZME com la resta de limfomes amb els que es pot
confondre poden presentar fenotips aberrants, perdent els trets que
generalment permeten diferenciar-los, de manera que el diagnostic diferencial
es complica realitzant-se a sovint el diagnostic per exclusié. En aquests casos
és indispensable la integracio de totes les dades disponibles, i les técniques de
citogenetica i biologia molecular esdevenen crucials per a la correcte

identificacid de la neoplasia (Matutes i col., 2008).
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Figura 16. Esquema de la superposicié dels LZME amb altres SLP-B.

LZME versus limfoma espléenic de cél-lula B petita difus de polpa vermella
En contrast amb el LZME classic, presenta infiltraci6 homogénia de la polpa
vermella, sense noduls tumorals. A més a més no es detecta reemplagcament
fol-licular per la zona marginal ni citologia bifasica. Una proporcié variable de

casos expressa IgG perd no IgD (Matutes i col., 2008).

LZME versus LCP

Per al diagnostic diferencial entre aquestes dues entitats cal tenir en compte
tots els parametres disponibles. A nivell histologic les dues entitats presenten
trets ben diferenciats: la LCP doéna lloc a una infiltraci6 medul-lar de tipus
irregular, amb reemplagament de les séries hematopoiétiques i densitat cel-lular
baixa, mentre que els LZME presenten un patré d’infiltracié intrasinusoidal. Pel
que fa a la melsa, la LCP infiltra la polpa vermella de forma difusa quedant la
polpa blanca atrofica (Franco i col., 2003).

La confusié entre aquestes dues neoplasies és degut a que ambdues
presenten cel-lules velloses circulants en sang periferica. En abséncia de

bidpsia Ossia, la citometria de flux permet diferenciar entre una i I'altre.
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Un dels marcadors més utilitzats és el CD27, marcador de cél-lules B de
memoria caracteristic dels limfocits de la zona marginal, que tot i ser positiu en
els LZME i altres SLP-B presenta negativitat en les LCP (Taula 6). El problema
no resolt encara, del que sén necessaris més estudis, és la diferenciacié entre
el LZME i la LCPv. Aquesta ultima és una entitat superposada a la LCP perd
que presenta caracteristiques citologiques i immunofenotipiques diferenciades
(Matutes i col., 2008).

+/- + +
+- | - -
- +++ -
+ - | SD
- ++ +
- + -

Taula 6. Diagnostic diferencial en sang periférica entre el LZME i la LCP.

SD: sense dades.

D’altra banda, el grup de Traverse-Glehen i col-laboradors (2008) proposa que
sigui considerada una nova entitat anomenada limfoma esplénic de polpa
vermella amb limfocits peluts basofils, per tractar-se d'una entitat amb

caracteristiques intermitges entre la LCPv i els LZME.

LZME versus LLP

Degut a la preséncia de ceél-lules B amb diferenciacié plasmacitica a la zona
marginal dels LZME i la preséncia de paraproteina en serum existeix
controvérsia pel que fa al diagnostic diferencial entre les dues entitats.
Generalment el diagnostic de LLP és realitza per exclusid, essent els LZME la

patologia que més s’hi superposa (Matutes i col., 2008).
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La preséncia d’'un patr6é d’infiltracid mixta de les polpes blanca i vermella aixi
com l'abséncia de diferenciacié marginal confirmen el diagnostic de LLP. En
abseéncia de mostra esplénica la combinacié de CD22 i CD25 per citometria de
flux és util per a diferenciar entre les dues entitats tot i que no concloent
(Mollejo i col., 2005). Recentment s’ha descrit la mutacié MYD88 L265P en LLP
de manera que l'analisi d’'aquest gen ha de permetre discriminar entre aquesta
entitat i els limfomes de la zona marginal el general. Els autors del treball
justifiquen la preséncia d’aquesta mutacié en casos de LZME i limfomes MALT
pel fet que aquests en realitat son LLP mal diagnosticats i que precisament la
mutacid de MYD88 L265P ha de permetre establir un diagndstic definitiu
(Gachard i col., 2013).

LZME versus LCM, LFi LLC

Es tracta d'entitats perfectament diferenciades entre si, de manera que
normalment no hi ha problemes a I'hora d’establir-ne el diagnodstic. De tota
manera, existeixen casos en els que la histologia i la citologia no soén
suficientment esclaridores. En aquestes situacions, l'immunofenotip a nivell
histologic/citologic (Taula 7) i sobretot la citogenética a nivell general (Taula 2)
resulten imprescindibles per a la classificacio final de la neoplasia. Cal destacar
I'existéncia de I'anomenat limfoma fol-licular esplénic, que a diferéncia del LF
classic es caracteritza per presentar infiltracid esplénica amb un patrd
micronodular i expressié periférica que de vegades pot donar-se en forma de
limfocits vellosos. Es tracta doncs d'una entitat frequentment mal
diagnosticada com a LZME. L’expressio de marcadors centre-fol-liculars, les
caracteristiques citologiques dels centroblates i centrocits aixi com I'abséncia
d’expressioé d’'IgD son essencials per al diagnostic diferencial d’aquest tipus de
LF (Mollejo i col., 2009).
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Taula 7A

Taula 7B

Taula 7. Immunofenotip per al diagnostic diferencial de les SLP-B croniques.

7A Immunofenotip per histologia i 7B Immunofenotip per citologia.
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4. ALTERACIONS CITOGENETIQUES EN ELS LIMFOMES DE LA ZONA
MARGINAL ESPLENICA

L’analisi citogeneética dels limfomes és important per diferents raons ja que en
ocasions permet orientar i/o confirmar el diagnostic, la preséncia d’alteracions
secundaries representen en molts casos un valor pronostic, les alteracions
propies d’una patologia permeten dur a terme un seguiment del curs clinic de la
malaltia i la deteccié dels canvis cromosodmics permet conéixer els gens
implicats en l'origen de la mateixa.

Contrastant amb altres SLP-B ben caracteritzats per alteracions
cromosomiques especifiques, en els LZME no existeix una alteracioé consistent
0 Unica associada a la patologia tot i que la preséncia d’alteracions clonals es
dona aproximadament en un 70-80% dels casos (Oscier i col., 1993, Dierlamm i
col., 1996, Solé i col., 2001, Hernandez i col., 2001, Andersen i col., 2005,
Salido i col., 2010).

El primer treball sobre les alteracions citogenétiques presents en els LZME va
ser publicat 'any 1993 (Oscier i col., 1993). Aquell estudi es basava en una
serie de 31 pacients on les alteracions més frequentment detectades van ser la
t(11;14)(q13;932), la preséncia d'isocromosomes 17q aixi com anomalies a 7q i
al cromosoma 12 (Oscier i col., 1993). Mentre que la série d’Oscier i
col-laboradors suggeria una relacié entre els LZME i els LCM, un estudi del
grup de Dierlamm observava una elevada incidéncia de trisomia 3 en aquesta
entitat, similar a la que havia estat descrita en els limfomes MALT (Dierlamm i
col., 1996). Per tal d’intentar projectar una mica de llum sobre aquestes
contradiccions, Solé i col-laboradors van dur a terme estudis combinats de
citogenetica i FISH, establint que els cromosomes més frequentment implicats
enels LZME eren 1, 3, 7, 8, 13, 14 i 20 (Solé i col., 1997, 2001). Els resultats
obtinguts es trobaven en desacord amb la teoria de la possible relacio entre els
LZME i els LCM (Oscier i col., 1993) perd confirmaven I'elevada frequéncia de

trisomia 3 descrita pel grup de Dierlamm (Dierlamm i col., 1996).
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Els estudis mitjangant HGC presentaren uns resultats similars als obtinguts per
citogenética convencional, ampliant-ne el coneixement de les regions
implicades en els guanys i les pérdues genomiques. Tot i que existeix certa
heterogénia en els resultats dels diferents grups, a nivell general es pot
concloure que els guanys son més freqlents que no pas les pérdues, amb
guanys recurrents a 3q i 12q i pérdues principalment a 7q (Hernandez i col.,
2001, Andersen i col., 2005). EI grup d’Hernandez a més a més suggeria una
relacio entre els pacients que presentaven pérdues (en general) i una taxa de
supervivéncia inferior a la resta (Hernandez i col., 2001) en concordanga amb
les observacions fetes anteriorment per Mateo i col-laboradors (1999) en
referéncia a I'implicacio de les delecions de 7q en els LZME. Finalment, un
estudi multicéntric sobre una série amplia de casos descriu com a alteracions
més frequents en els LZME els guanys a 3/3q i 12q, les delecions de 7q i 6q i
les translocacions de les regions 8q, 1q i 14q (Salido i col., 2010).

Les anomalies cromosomiques a la regido q32 del cromosoma 14 implicant el
gen IGH s’han trobat en els LNH amb diferents manifestacions cliniques i
morfologiques (Takashima i col., 1997), pero pel que fa als LZME, no en tenen
una de caracteristica. Tot i que el grup d’Oscier va suggerir la preséncia de la
translocacié t(11;14)(q13;9032) en els LZME (Oscier i col.,, 1993) aquesta
hipotesi va quedar descartada en estudis posteriors ja que es posa de manifest
que els punts de trencament no eren els mateixos que per al LCM i en els
LZME no hi havia implicacié del gen CCND1 (Thieblemont i col., 2004). D’altra
banda, la translocacié t(14;19)(q32;q13) implicant els gens IGH/BCL3 (aixi com
les variants amb IGK i IGL) que és una alteracié frequent en neoplasies
limfoides de cél-lula B (tot i que llur significat patogénic esta poc definit i per si
sola no és suficient per a induir la tumorogénesi) no és habitual trobar-la en
casos diagnosticats de LZME (Martin-Subero i col., 2007).

Alguns estudis han intentat relacionar les alteracions cromosodmiques presents
al cariotip amb el curs clinic i el pronostic de la malaltia. Per exemple, la
t(2;8)(p12;924) ha estat descrita en un cas agressiu de LZME (Batanian i col.,
2000) mentre que els cariotips complexes que inclouen 6qg-, 11g-, +12 i pérdues
a 17p sembla ser que es troben en casos que presenten una histologia d’alt

grau (Cuneo i col., 2001).
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En aquest sentit, Salido i col-laboradors (2010) van realitzar un estudi sobre
una série amplia de pacients observant que els cariotips amb dues o més
alteracions donaven lloc a un pronostic més desfavorable que la resta, aixi

com els casos que presentaven delecié de TP53 i alteracions a 14932.

4.1 ALTERACIONS CROMOSOMIQUES NUMERIQUES

Als LZME els guanys son més frequents que no pas les pérdues de manera
que les alteracions numeériques més frequents en ordre d’'importancia son les
trisomies 3/3q, 18 12 (Salido i col., 2010).

4.1.1 TRISOMIA 3

La trisomia 3 és una alteracio frequent en els LZM (MALT, nodal i esplénic)
mentre que la seva preséncia és poc habitual en altres tipus de LNH.
Associada a les variables cliniques i de laboratori propies, representa una de
les alteracions més consistents per a la caracteritzacié dels LZME (Dierlamm i
col., 1996).

La seva incidéncia pero esta sotmesa a certa variabilitat en funcié de la técnica
utilitzada: es va demostrar que els estudis mitjangant FISH incrementaven la
deteccié de les ceéllules portadores de trisomia en comparacid6 amb la
citogenetica convencional (Gruszka-Westwood i col., 1999). D’altra banda,
aquest mateix estudi va permetre demostrar que no existeixen diferéncies entre
els casos de LZME i de LELV pel que fa a aquesta alteracid, confirmant un cop
més que es tracta de la mateixa entitat (Gruszka-Westwood i col., 1999).
Curiosament s’ha observat que els casos que presenten trisomia 3/3q es troben
associats a expressio de CD5 i que és una alteracié forga associada als
cariotips complexes (Salido i col., 2010).

No es coneix el mecanisme genétic pel qual la trisomia 3 contribueix a la
transformacié neoplasica. Una explicacié podria ser I'efecte de la dosi génica
amb sobreexpressio dels gens localitzats al cromosoma 3, com per exemple
I'antigen de superficie B7 (3q13.3-21)(el qual millora les interaccions amb les

cél-lules T mediades per CD28, incrementant la produccié de limfoquines),
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PBX2 (3922-23) que codifica per a subunitat de la IL-12, BAL (3921, B
agressive lymphoma gene) o BCL6 (Dierlamm i col., 1996, Gazzo i col., 2003).
A part del significat biologic de la presencia de material extra de la regi6 3q,
també cal tenir en compte les consequéncies de llur reordenament amb altres
regions cromosomiques, ja que lI'expressio dels seus gens queda disregulada
(Gazzo i col., 2003).

Per tal de definir la regié 3q i determinar-ne llur importancia en els LZME es van
realitzar diferents estudis citogenétics, la majoria dels quals mitjangant la
técnica de la HGC, quedant descrites com a regions més representatives 3921 i
3929 (Dierlamm i col., 1997, Hernandez i col., 2001, Andersen i col., 2005).
Finalment, combinant estudis de citogenética convencional i FISH es va
determinar la regi6 més frequentment sobreexpressada a 3q, quedant
localitzada entre 3q13-3929 (Gazzo i col., 2003).

Associades a la trisomia 3 es troben altres alteracions com ara la trisomia 18 i
alteracions estructurals a 1p34 i 1g21 (Dierlamm i col., 1996). D’altra banda, tot
i que en un principi es pensava que la del(7q) i la trisomia 3 eren alteracions
excloents que donaven lloc a diferents vies patogéniques en els LZME (Solé i
col., 2001), Gazzo i col-laboradors van observar el contrari i que, fins i tot en

alguns casos, s’originaven reordenaments entre 3q i 7q (Gazzo i col., 2003).

4.2 ALTERACIONS CROMOSOMIQUES ESTRUCTURALS

La disregulacio de I'expressid de gens amb propietats oncogéniques deguda a
translocacions especifiques és un esdeveniment clau en la patogenesi de la
gran majoria de les SLP-B. Als LZME en canvi, no existeix una translocacié
cromosomica caracteristica i responsable de la patologia. Tot i que s’han
descrit en alguns casos translocacions implicant el loci de les Ig, I'alteracié més
recurrent en aquest tipus de limfoma son les delecions del brag llarg del

cromosoma 7.
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4.2.1 DELECIO DE 7q

L’any 1993, poc després de que Oscier i col-laboradors publiquessin el treball
sobre les alteracions citogenétiques presents en els LZME, es va descriure per
primer cop la delecié del(7)(q32) en desordres limfoproliferatius de cél-lula B
madura (Solé i col., 1993). Curiosament, i en concordanga amb els resultats
obtinguts pel grup d’Oscier, dos dels quatre casos on es detectava aquesta
anomalia corresponien a pacients diagnosticats de LZME. Tot i que també
s’han descrit casos en els que la regié 7q32 es troba reordenada en forma de
translocacié, es presenta de forma recurrent en els LZME com a delecid i
acostuma a trobar-se com a unica alteracio en el cariotip, sobretot en pacients
amb esplenomegalia (Troussard i col., 1998, Solé i col., 2001). De tota manera,
la millor manera per a determinar la preséncia/abséncia de delecions a 7q és
mitjancant la técnica de FISH, ja que permet detectar delecions terminals que
poden passar desapercebudes per citogenética convencional (Solé i col.,
2001). Precisament, Remstein i col-laboradors van dur a terme I'any 2008 un
estudi per FISH sobre les melses de 167 pacients, on a part de confirmar
'elevada frequiéncia de la deleci6 7932 van poder associar la preséncia
d’aquesta anomalia amb la negativitat per immunofenotip de CD5. Es tracta
d’'una dada curiosa, si més no perque la coexpressié de CD5 és frequent en els
LZME, pero0 sembla ser que es troba associada a altres anomalies
citogenetiques com ara les aneuploidies (Salido i col., 2010).

L’elevada frequéncia d’aquesta delecié en els LZME (més d’'un 40% dels casos
la presenten) en comparacié amb la resta de SLP-B fa que sigui considerada
I'alteracié caracteristica d’aquesta patologia i s'utilitzi en llur diagnostic
diferencial (Oscier i col., 1993, Mateo i col., 1999, Hernandez i col., 2001, Solé i
col., 2001, Gazzo i col., 2003, Gruszka-Westwood i col., 2003, Andersen i col.,
2005, Salido i col., 2010).

Mateo i col-laboradors (1999) van dur a terme un estudi utilizant microsatél-lits
per tal de determinar les regions més frequentment perdudes i establiren la
regio més comuntment delecionada (SCDR, small commonly deleted region) a
7933-34. També van observar que aquesta alteracioé s’associava a un curs més

agressiu, amb progressid i fins hi tot exitus degut al tumor.
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En la mateixa linia, Gruszka-Westwood i col-laboradors utilitzaren microsatél-lits
i sondes de FISH, trobant molta heterogéneitat pel que fa a la perdua
d’heterocigositat (LOH, loss of heterozigosity) que van relacionar amb
inestabilitat cromosomica. Explicaven la poca concordancia entre els resultats
moleculars i els de FISH que podia ser deguda a delecions intersticials, al baix
poder de resolucié de les sondes o bé que la mida de la mostra no fés
suficientment representativa. Finalment, suggerien I'existéncia en aquesta regi6
d’'un gen supressor de tumors encara no caracteritzat (Gruszka-Westwood i
col., 2003). En aquest sentit, Vega i col-laboradors (2008) en un estudi
mitjangant array d’hibridaci6 gendmica comparada (aHGC) per tal de detectar
canvis en el numero de copies a nivell de nucledétid i van trobar dos gens que
podien estar associats a la patogenia dels LZME: POT1 i SHH. POT1 és un
gen encarregat de la proteccid telomérica de manera que si es troba
infraexpressat pot donar lloc a inestabilitat cromosdmica ja suggerida en altres
treballs (Gruszka-Westwood i col., 2003, Hernandez i col., 2001). D’altra
banda, SHH es troba implicat en la proliferaci6 hematopoiética, essent vital per
a les cél-lules B del centre germinal, i tot i que es troba delecionat en un 50%
dels casos, el seu paper en els LZME encara no esta clar (Vega i col., 2008).
De tota manera, tot i tractar-se de I'alteracié més frequent en els LZME i ser
una alteracié que en la majoria dels casos es presenta com a unica anomalia
citogenetica, no pot considerar-se com a I'esdeveniment patogénic primari
d’aquesta entitat ja que una elevada proporcié de casos presenten cariotip
complex al diagnostic, de manera que el més probable és que altres alteracions
com mutacions puntuals, anomalies en els micro-ARN (miARN) etc.. (no
detectables per citogenética convencional) siguin les causes primaries
d’aquesta patologia (Ruiz-Ballesteros i col., 2007, Remstein i col., 2008). En
aquest sentit s’ha publicat més recentment un treball en el qual es van estudiar
casos de LZME amb delecié de 7q mitjangant arrays d’alta resolucio, per tal de
determinar la preséncia de gens supressors de tumors en homozigosi, miARN
rellevants i/o anomalies en I'estat de metilacié de la SCDR. Els resultats que
van obtenir posen de manifest que no hi ha cap gen/miARN dels estudiats a la
SCDR afectat especialment per la delecié de 7q i a més a més els LZME amb
del(7q) es comporten igual que els que no la tenen de manera que ha d’existir

un altre mecanisme patogenic comu (Watkins i col., 2012).
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4.2.2 TRANSLOCACIONS DELS GENS DE LES IMMUNOGLOBULINES

Les anomalies que afecten la banda q32.33 del cromosoma 14 on es troba el
gen IGH s’han descrit en la majoria de LNH amb diferents manifestacions
morfologiques i/o cliniques.

Es tracta d’anomalies citogenétiques caracteristiques que en molts casos
constitueixen I'esdeveniment primari en els limfomes de céllula B madura
(Heim i Mitelman, 2009). Tot i aixd, no es coneix una alteraciéo d’aquest tipus
propia per als LZME, encara que esporadicament es publiquen estudis que
refereixen translocacions implicant els loci de les Ig, tant de la cadena pesada
(IGH, 14932) com de les cadenes lleugeres (IGK, 2p12 i IGL 22q11) de les Ig
en aquesta entitat (Corcoran i col., 1999, Sonoki i col., 2001). El grup de
Remstein i col-laboradors (2008) es va proposar establir quina era la
prevalenga de les translocacions dels gens de les Ig en els LZME mitjancant un
estudi per FISH utilitzant sondes per a IGH, IGK i IGL. Van determinar la
incidéncia d’aquestes translocacions en un 7% (6% translocacions d’'IGH, i 1%
translocacions d’'IGK i IGL respectivament) i que els altres gens implicats en
elles eren molt variats, detectant-se a més a més en la majoria de casos en
cariotips complexes. Amb aquests resultats, van concloure que les
translocacions implicant les Ig representen un esdeveniment secundari en els

LZME, el qual no ajuda a determinar la causa primera de la neoplasia.

t(2;7)(p12;921) IGK/CDK6

Tot i que les alteracions a 7q més frequents en LZME son les delecions, també
podem trobar aquesta regio implicada en translocacions que en la majoria dels
casos son no balancejades (Gruszka-Westwood i col., 2003). En aquest sentit,
Corcoran i col-laboradors (1999) van descriure una translocacié implicant el gen
CDKG®6 (localitzat a 7g21) i la regi6é VJ de la Ig de cadena lleugera kappa. CDK6
€s una quinasa ciclina-dependent que s’encarrega de la regulacié positiva cap
a la fase 1 del cicle cel-lular. La seva juxtaposicié amb els promotors de les Ig
déna lloc a una sobreexpressid que en els limfocits B contribueix a la
limfomagénesi. Per aquest motiu, tot i que ha estat descrit en LZME en els
quals contribueix a la patogenesi, CDK6 és un gen implicat en la majoria de

limfomes amb baix index proliferatiu (Hayette i col., 2003).
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t(6;14)(p21.1;932)

Les alteracions citogenétiques de la regid 6p21 (delecions, amplificacions i
translocacions) s’han descrit en moltes neoplasies de cel-lula B madura,
principalment en mieloma multiple.

El gen CCND3, regulador del cicle cel-lular, va ser descrit pel grup de Sonoki i
col-laboradors com el gen diana de la t(6;14)(p21.1;932). A més a més van
destacar que els reordenaments a 6p21 no son exclusius del mieloma multiple i
que precisament els reordenaments de CCND3 en forma de translocacio
juxtaposant-se amb el gen IGH s6n una alteracié descrita principalment en
LDCG i LZME (Sonoki i col., 2001).

t(9;14)(p13;932)

La t(9;14)(p13;932) implicant els gens PAX-5/IGH va ser descrita en un principi
en LNH amb diferenciacié plasmacitoide (Offit i col., 1992). Treballs posteriors
van demostrar perd que no era una alteracié caracteristica dels LLP i que es
podia donar en qualsevol neoplasia limfoide (Cook i col., 2004, Poppe i col.,
2005). Aquesta translocacié s’ha descrit en alguns casos de LZME, on es
postula que el reordenament PAX-5/IGH confereix a les cél-lules B de memoria
de la zona marginal un potencial de transformacié a cél-lules plasmatiques
(Mollejo i col., 2002, Gazzo i col., 2003).

t(14;19)(q32;913)

La t(14;19)(g32;913) IGH/BCL3 és una translocacio recurrent a les SLP-B aixi
com llurs variants implicant els loci de les cadenes lleugeres kappa i lambda
(t(2;9) i t(19;22)) que es donen en una proporcié similar a les variants de la
t(8;14)(q24;932) (Heim i Mitelman, 2009). A diferéncia d’altres translocacions el
seu significat a nivell oncogénic no esta ben definit tot i que s’han descrit dos
subgrups en funcid de les alteracions citogenétiques observades i I'estat
mutacional de IgVH. El primer grup inclou SLP-B amb cariotips complexes i
IgVH mutat mentre que el segon soén les SLP-B tipus LLC, amb poques

alteracions i IgVH no mutat (Martin-Subero i col., 2007).
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4.2.3 ALTRES TRANSLOCACIONS

Les translocacions del gen BCL6, localitzat a 3927, es consideren una de les
alteracions més frequents en els LNH, tot i que es troben associades
principalment a LDCG amb infiltracid extranodal. Es tracta de reordenaments
amb els gens de les Ig en un 50%, amb altres cromosomes en un 40% dels
casos aproximadament i de reordenaments intracromosomics en el 10%
restant.

Pel que fa als LZME, no s’han descrit gaires casos amb reordenaments de

BCL6, i es suggereix una relacié amb llur evolucié a LDCG (Keller i col., 2006).

t(11;18)(g21;921)

La translocacio t(11;18)(q21;921) implicant els gens API2/MLT representa
I'alteracié estructural més frequent en els limfomes MALT. La consequéncia
d’aquest reordenament és una supressio de I'apoptosi en el desenvolupament
de les cél-lules B (Dierlamm i col., 2000; Blood, Dierlamm i col., 2000; Hematol
Oncol). Tot i que els diferents limfomes de la zona marginal presenten el mateix
origen cel-lular, aquesta alteracid6 no ha estat descrita en cap cas de LZME,
confirmant que es tracta d'una entitat totalment diferenciada dels limfomes
MALT.

5. ALTERACIONS MOLECULARS EN ELS LIMFOMES DE LA ZONA
MARGINAL ESPLENICA

5.1 HIPERMUTACIONS SOMATIQUES DE LES IMMUNOGLOBULINES

Les hipermutacions somatiques en els gens que codifiquen per a les Ig
constitueixen una variable amb importancia clinica en limfomes de cél-lula B
petita com els LZME. (Tracey i col., 2008). A més a més, I'analisi d’aquestes
mutacions és util per a determinar en quin estat del desenvolupament es troba
la cél-lula neoplasica. Es tracta de mutacions que es donen amb una freqiiéncia
de 103-10™ (sis cops més que les mutacions espontanies de la resta de gens) i
en la majoria de casos son resultat d’'un canvi de base de la regio V (Tracey i
col., 2008).
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Els LZME constitueixen una entitat sobre la que hi ha consens en classificar
com a molecularment heterogénia. Es tracta de neoplasies amb origen a la
zona marginal on les ceél-lules B es troben subjectes (com a la resta del centre
germinal) a les hipermutacions somatiques d’IgVH i BCL6, i per tant son entitats
susceptibles de presentar un marcador molecular especific de linia cel-lular
(Algara i col., 2002, Franco i col., 2003, Stamatopoulos i col., 2004, Kalpadakis i
col., 2009).

Els primers estudis suggerien que els LZME derivaven de cél-lules post-
germinals de memoria, basant-se en el fet que les cél-lules limfomatoses eren
portadores de mutacions en els gens IgVH (Zhu i col., 1995, Dunn-Walters i
col., 1998, Miranda i col., 1999). D’altra banda, Mateo i col-laboradors (2001)
van descriure que la majoria de casos de LZME deriven de cél-lules de la zona
marginal, amb hipermutacié de BCL6, mentre que una petita part deriva d’'un
precursor naive no mutat de la zona del mantell. A més a més, en un altre
article, Bahler i col-laboradors (2002) postulaven l'existéncia de dos grups de
LZME en funcié de I'estat mutacional de la VH. Aixi hi hauria un grup amb VH
no mutat i expressio d'lgD (derivat de cel-lula naive) i un grup amb VH mutat
IgD-, consistents amb origen de ceél-lula B de memoria. D’altra banda estudis
realitzats sobre teixits diferents de pacients afectes confirmen que els factors
microambientals son capacgos d’iniciar mutacions somatiques de manera que
indirectament també tenen influéncia en el desenvolupament i progressio
tumorals (Franco i col., 2003).

Certament, existeix controversia sobre I'origen de cél-lules de la zona marginal
pel que fa als LZME ja que aproximadament la meitat dels casos no presenta
mutacions somatiques d’IlgVH, no es detecta diferenciaci6 marginal quan el
tumor es troba fora de la melsa i I'expressié d’lgD questiona 'origen marginal
(Mollejo i col., 2005). Podria ser per tant que I'origen d’aquesta entitat fés una
cél-lula B de la zona marginal precursora, encara sense caracteritzar, hipotesi
que estaria confirmada pels estudis de Troen i col-laboradors (2004).

El primer estudi en una série amplia de pacients el van dur a terme Algara i
col-laboradors I'any 2002 partint de la base que els LZME en derivar de
cél-lules post-germinals haurien de presentar sequéncies IgVH hipermutades.
Van observar que els casos no mutats es trobaven associats a la delecié de 7q

i tenien més probabilitats de transformacié a LDCG.
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El grup de Stamatopoulos, van estudiar els subgrups de gens més
freqUentment utilitzats en els reordenaments IgVH-D-J dels LZME, determinant
que IgVH3 i IgVH4 sbn els més habituals en aquesta entitat, de la mateixa
manera que les mutacions de les cadenes lleugeres kappa i lambda es
donaven de forma similar (Stamatopoulos i col., 2004). L'utilitzacié preferencial
de determinats gens IgVH (aixi com IgVK, IgVL) és indicatiu de reconeixement
antigénic especific, posant de manifest que tant el microambient com l'estimul
antigénic juguen un paper important en el procés de limfomagenesi dels LZME
(Algara i col., 2002, Stamatopoulos i col., 2004, Kalpadakis i col., 2009). El
significat prondstic de la preséncia o no de mutacions no esta gaire clar, ja que
algunes series relacionen l'estat no mutat amb un curs clinic més agressiu
(Algara i col., 2002, Ruiz-Ballesteros i col., 2005) mentre que d’altres estudis no
troben diferéncies significatives entre mutacié/no mutacié (Kalpadakis i col.,
2009).

Cal esmentar que les hipermutacions somatiques porten associada una
signatura génica que pot ser molt important a nivell de pronostic, ja que
alteracions en I'expressié dels gens relacionats comporta un augment o
disminucié de I'estat mutacional. Tracey i col-laboradors (2008) van estudiar
mitjangant arrays d’expressio els gens implicats en la hipermutacié somatica de
les Ig en limfomes B ce cél-lula petita, tot i que el grup de LZME estudiats és
molt reduit per a poder establir conclusions. L'impacte prondstic de l'estat
mutacional de les Ig en els LZME es troba doncs encara en discussié (Hockley i
col., 2012).

5.2 ALTRES ALTERACIONS MOLECULARS

MYD88 L265P

Tot i trobar-se mutat en aproximadament un 90% dels casos de
Macroglobulinémia de Waldenstrom (MW) i LLP, la mutaci6 somatica de
MYD88 L265P també ha estat descrita en LZME (Martinez-Lépez i col., 2015).

Tot i aixi, es segueix considerant una alteracié caracteristica del LLP.
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El gen EZH2

En LDCG i LF s’han descrit mutacions recurrents al gen EZH2, localitzat a
7936.1 i considerat un gen supressor de tumors. El grup de Salido i
col-laboradors (2011) va intentar esbrinar si existia correlacié entre les
mutacions de d’aquest gen i les delecions a 7q en els LZME. Els resultats van
determinar que EZH2 no té cap paper en la patogénesi del LZME.

Recenment s’han realitzat estudis de sequenciacid6 massiva per tal de
demostrar relacions entre la clinica i les mutacions géniques dels LZME. A part
de corroborar la preséncia de la mutacié MYD88 L265P (i d’altres mutacions en
major o menor mesura) sembla ser que les mutacions a NOCTH2 es troben
relacionades amb menor temps previ a terapia mentre que mutacions de TP53

s’associen a una menor supervivencia (Parry i cols; 2015).

57



58



Il HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS

59



60



Hipotesi de treball i objectius

1.HIPOTESI DE TREBALL

La hipotesi de treball es basa en la possible existéncia de marcadors
cromosomics utils per al coneixement dels gens implicats en el desenvolupament
i progressio dels LZME. L’aplicacié de les diferents técniques de citogenética
convencional i citogenética molecular hauria de permetre detectar noves
alteracions i marcadors genétics en pacients diagnosticats de LZME. D’aquesta
manera, el coneixement de nous canvis cromosomics podria conduir cap a un

diagnostic i terapia especifics.

2.0BJECTIUS

A) Desenvolupar un estudi citogenétic exhaustiu de LZME utilitzant les
seguents técniques:
- Citogenética convencional de sang periférica, medul-la 0ssia, melsa o
gangli limfatic utilitzant TPA com a mitdgen.
- Sobre els casos amb un cariotip complex o alteracions citogenétiques no
definides i un numero suficient de metafases es dura a terme la técnica

de 'SKY amb I'objectiu de definir noves translocacions cromosomiques.

B) Definir els gens implicats en les translocacions reciproques.
En aquells casos en els quals es detecti una translocacié no descrita
previament, s'utilitzaran sondes de FISH, tant comercials com no comercials
per tal de determinar el punt de ruptura molecular. L’objetiu d’aquesta part

de I'estudi és descriure nous gens implicats en la patogénia dels LZME.
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1. PACIENTS

En aquest treball s’han estudiat mostres de diferents teixits bioldgics de
pacients diagnosticats de LZME.
Les mostres han estat recollides entre els anys 2004 i 2008 provinents dels

diferents centres enumerats a continuacio:

Hospital del Mar Barcelona

Hospital Clinic i Provincial Barcelona

Hospital Universitari de Bellvitge L’Hospitalet de Llobregat
Hospital Germans Trias i Pujol Badalona

Hospital Universitario Central de Asturias Oviedo

Hospital Clinico Universitario Salamanca

2. METODES

A continuacié s’exposen en diferents apartats, resums de les técniques
emprades aixi com els protocols utilitzats en aquest treball. Les condicions que
s’esmenten han estat les optimes per a I'obtencié de resultats idonis. Per a la
manipulacid de les mostres han estat utilitzats sempre guants de vinil
(Sempercare®) i en cas de treballar amb reactius perillosos aquests han estat
de nitril (Flexam®).

Degut a que I'anglés és la llengua de la comunitat cientifica, de vegades és
dificil trobar paraules i/o expressions equivalents en catala. En aquests casos
s’ha optat per a utilitzar el terme en anglés.

A TANNEX 1 es troben descrites les solucions emprades en les diferents

técniques d’aquesta memoria.

2.1 TECNIQUES DE CITOGENETICA CONVENCIONAL

L’analisi dels cromosomes humans és una eina rellevant tant en recerca com
en el diagnostic i seguiment de diferents patologies. Les alteracions

cromosomiques son causa destacable de diferents malalties genétiques i la

seva detecci6 és utilitzada en molts casos en I'establiment del diagnostic.
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En oncohematologia els reordenaments cromosomics mantenen una estreta
relacio amb l'agressivitat, el grau i la citologia de la patologia, tenint en la
majoria de casos valor pronostic i influéncia en I'elecci6 terapéutica.

Es per tot aixd, que la deteccié d’alteracions cromosdmiques aixi com de les
regions i gens implicats en elles és fonamental en la caracteritzacié de les

neoplasies hematologiques.

2.1.1 EXTRACCIO | CONSERVACIO DE LES MOSTRES

Les mostres utilitzades per a I'estudi per citogenética convencional han estat de
sang periferica, medul-la 0ssia o melsa. Tot seguit es descriu com ha estat

realitzada I'extraccié i conservacioé d’aquestes.

A) MOSTRES DE SANG PERIFERICA

Les mostres de sang periférica s’obtenen per venopuncio de les venes cefalica
o basilica i es recullen en tubs hermétics amb anticoagulant. Per al cultiu de
citogenetica convencional és necessari que aquest sigui tipus heparina sodica
o bé heparina de liti ja que 'EDTA inhibeix el creixement cel-lular.

Les mostres de sang periférica es conserven en bon estat fins a 48 hores a
temperatura ambient (TA), tot i que és recomanable processar-les en les

primeres 24 hores.

B) MOSTRES DE MEDUL-LA OSSIA

En un aspirat de médul-la dssia s’obté liquid medul-lar per mitja d’'un procés de
succi6. Després d’anestesiar la zona, es penetra a la cavitat medul-lar amb un
trocar i es procedeix a aspirar uns 2 mL de material. Les mostres es prenen
generalment dels ossos iliacs o bé de I'estérnum (preferentment). L’aspirat és
recull en un tub de 15 mL amb 5 mL de medi RPMI-1640 suplementat amb
heparina sodica a I'1%. La primera fraccié de medul-la dssia és la més rica en
cél-lules en divisid, ja que a mesura que continua I'extraccié aquesta es va
contaminant amb sang periférica. Per tal d’obtenir el maxim nombre possible de
cél-lules en divisio és important posar el cultiu de medul-la dssia tan aviat com

sigui possible després de la seva extraccio.
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Es recomanable no sobrepassar les 10 hores i en cas que s’hagi d’esperar a

processar la mostra, mantenir-la a TA o bé a 37°C.

C) PECES D’ESPLENECTOMIA

S’anomena esplenectomia a [I'extirpaci6 quirurgica de la melsa.
L’esplenectomia electiva esta indicada en diferents situacions com ara
traumatisme esplénic, esferocitosi hereditaria etc.. Pel que fa als LZME
(patologia que acostuma a cursar amb esplenomegalia) és tracta d’'una opcio
terapéutica de primera linia i també pot efectuar-se per tal de millorar els
problemes de disconfort abdominal del pacient. L’esplenectomia es realitza
sota anestesia general a través d'una incisio vertical o transversal sota el
reborde costal esquerre. Cal esmentar, que actualment en casos en que la
melsa no esta gaire augmentada de tamany, I'esplenectomia per laparoscopia

és la técnica d’eleccio.
2.1.2 COMPOSICIO DEL MEDI DE CULTIU

REACTIUS | MATERIAL

Campana de flux laminar (Nuaire

Flascons de cultiu de 25 mL (TPP®)

Heparina sodica 1% (Heparina Ma gne ®)

L-Glutamina 200 mM 100X (Gibco™)

Pipetes de plasticd’1 mL, 5 mL [ 10 mL

Pipetejador automatic

RPMI-1640 sense L-Glutamina (Biological Industries®)

Serum bovi fetal 0’1 um (Biological Industries®)

Solucié de Penicil-lina/Estreptomicina: 10000 unltats/mL penicil-lina Gi 10
mg/mL sulfat d’ estreptomlcma (Biological Industries® )

Tubs de 15 mL (Sarstedt®)

TM)

El medi de cultiu es prepara en una campana de flux laminar préviament
esterilitzada amb etanol al 70%. A una ampolla de 100 mL de medi RMPI-1640
s’afegeix 1 mL d’heparina sodica (1%). Es separen 20 mL de la barreja en
quatre tubs de plastic de 15 mL (5 mL cadascun) i es reserven a 4°C per quan
s’hagin de fer puncions de medul-la ossia.

Als 80 mL restants s’hi afegeixen: 2 mL de L-Glutamina (2%), 1 mL de solucio

de Penicil-lina-Estreptomicina (1%) i 17 mL de sérum bovi fetal (17%).
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S’aliquoten els 100 mL del medi complet en flascons de cultiu de 25 mL
estérils, a rad de 10 mL a cadascun. Es conserven a -20°C fins al moment del

seu us.
2.1.3 CULTIU DE SANG PERIFERICA

REACTIUS | MATERIAL

Aliquota de TPA (Annex 1)

Aliquota de 10 mL de medi de cultiu
Bany a 37°C

Campana de flux laminar (Nuaire
Centrifuga (Heraeus®)

Colcemid 10 pg/mL (Biological Industries®)
Comptador automatic (Coulter) o camera Neubauer
Estufa a 37°C i 5% de CO; (Napco)

Fixador Carnoy (Annex 1)

Hipotonica (KCI 0°'075 M) (Annex 1)

Pipetes de plastic d’'1 mL

Pipetejador automatic

Pipetes Pasteur de 3 mL

Sérum fisioldgic 0°9% (Braun®)

Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)

Tubs de 15 mL (Sarstedt®)

TM)

A. Preparacio del material

Cal tenir a punt un flascé de cultiu amb 10 mL de medi complet atemperat ja
qgue es conserven a —20°C (es pot atemperar a TA o bé al bany maria a 37°C).
El nombre idoni de leucocits per al cultiu és de 2 milions per mL, de manera
que caldra ajustar el volum de la mostra a aquesta quantitat. El recompte es pot
fer tant amb un comptador automatic com de forma manual amb una camera
de Neubauer.

Si la mostra de sang periférica arriba en un tub amb EDTA, caldra fer rentats
per tal d’eliminar-lo, ja que inhibeix el creixement cel-lular. Els rentats
consisteixen en posar 1 mL de la sang en 10 mL de sérum fisiologic invertint bé
varies vegades de forma lenta per no trencar les cél-lules. Posteriorment es fa
una centrifugacié de 10 minuts a 1500 rpm i s’aspira amb una pipeta el
sobrenedant que conté 'EDTA. El boto cel-lular ja pot ser ressuspés en el medi

de cultiu.
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B. Cultiu
Un cop posat el volum adequat de mostra, s’afegeix la quantitat necessaria de
mitdogen per tal d’estimular la divisié dels limfocits B. Després d’haver testat un
nombre prou elevat de mostres procedents de pacients amb diferents SLP-B al
laboratori, s’ha arribat a la conclusié que el millor mitdgen per a estimular els
limfocits B és el TPA.
a) Es posa el volum de mostra necessari per tenir uns 20 milions de
leucocits en 10 mL.
b) S’afegeixen 100 uL de TPA i es barreja per immersio.
c) Es protegeix el flascé de la llum amb paper d’alumini, ja que el TPA és
fotosensible.
d) S’obre el tap del flascé fins al primer topall i es col-loca a I'estufa de
cultiu a 37°C i 5% de CO,. Es important que el tap estigui obert per
tal que hi hagi intercanvi de gasos.

e) Es cultiva durant 72 hores.

C. Processat de la mostra procedent del cultiu

Abans de comengar es posa la solucio hipotonica al bany a 37°C.

a) S’atura el creixement del cultiu afegint 100 uL de Colcemid que és un
antimitotic. EI Colcemid provoca la degradacio dels microtubuls (per
inhibicié de la polimeritzacié de tubulina) de manera que les cél-lules
s’aturen en fase de metafase.

b

c

d

e

) S’incuba a I'estufa de cultius durant dues hores més.

) Es traspassa el contingut del flasc6 a un tub de 15 mL.

) Es centrifuga 10 minuts a 1500 rpm.

) Es decanta el sobrenedant amb molt de compte ja que el pellet no esta

molt ben adherit al tub.

f) S’afegeixen 10 mL d’hipotdonica (preescalfada a 37°C). S’afegeixen
utilitzant una pipeta pasteur. Per als dos primers mililitres és
important afegir-la de forma constant, ressuspenent bé el pellet
(agitant) per evitar la formacié de grumolls.

g) Es deixa la mostra 20 minunts al bany a 37°C.

h) Es centrifuga 10 minuts a 1500 rpm.
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i) Es decanta el sobrenedant i es ressuspén el boté cel-lular (amb el vortex
si cal).

j) S’afegeixen 10 mL de fixador Carnoy. En aquest pas també és molt
important evitar la formacié de grumolls. Per als dos primers mililitres
ho fem gota a gota agitant i els ultims 8 mL s’afegeixen a raig i amb
pressio.

k) Es torna a centrifugar 10 minuts a 1500 rpm i s’afegeix de nou fixador.

l) Es centrifuga per ultim cop 10 minuts a 1500 rpm i s’afegeix el fixador.

m) Es ressuspén amb fixador fins que la mostra adopta un color térbol i
aleshores se’n separa una part en un tub d’1°5 mL per a conservar a
—20°C o bé a —80°C (si és per a un temps mes llarg de dos mesos).

Ja tenim la mostra a punt per a fer-ne extensions cromosomiques.
2.1.4 CULTIU DE MEDUL-LA OSSIA

REACTIUS | MATERIAL

Aliquota de TPA (Annex 1)

Aliquota de 10 mL de medi de cultiu

Campana de flux laminar (Nuaire™)

Centrifuga (Heraeus®)

Colcemid 10 pug/mL (Biological Industries®)
Comptador automatic (Coulter) o camera Neubauer
Bany a 37°C

Estufa a 37°C i 5% de CO2 (Napco)

Fixador Carnoy (Annex 1)

Hipotonica (KCI 0’075 M) (Annex 1)

Pipetes de vidre d’1 mL

Pipetejador automatic

Pipetes Pasteur de 3 mL de plastic i de vidre (esterilitzades)
Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)

Tubs de 15 mL (Sarstedt®)

Abans de comencgar cal atemperar un flasc6 amb 10 mL de medi de cultiu

complet a TA o bé al bany maria a 37°C.
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A. Cultiu

a) Es centrifuga la mostra durant 10 minuts a 1800 rpm.

b) Es procedeix a separar la capa blanca de cél-lules mononucleades. En
aquesta capa es troben els limfocits que interessa estudiar. Es fa
'extraccio utilitzant una pipeta Pasteur de vidre préviament
esterilitzada. A part de la capa blanca, s’agafa també una mica de la
capa inferior (on es troben els eritrocits) per tal que les cél-lules es
trobin en el seu ambient i creixin millor.

Depenent del tipus cel-lular predominant a la medul-la dssia (s’observa en les
extensions procedents de Il'aspirat medul-lar) s’afegeix o no mitdogen. Si
predominen els elements immadurs no posarem TPA, perd si per contra hi ha

predomini de cél-lules madures se n’afegeixen 100 pL.

c) S'obre el tap del flasco fins al primer topall i es col-loca a I'estufa de
cultiu a 37°C i 5% de CO2. Normalment les sindromes
limfoproliferatives B es cultiven durant 72 hores amb TPA.

Si la medul-la és rica el cél-lules immadures es cultivara només 24 hores. Si els

elements presents son madurs es deixara 72 hores.

B. Processat de la mostra procedent del cultiu

El processat de la mostra és el mateix que per a la sang periférica.

2.1.5 CULTIU DE GANGLI LIMFATIC

REACTIUS | MATERIAL

Agulles de 19G

Aliquota de TPA (Annex 1)

Aliquotes de 10 mL de medi de cultiu
Bany a 37°C

Campana de flux laminar (Nuaire™)
Centrifuga (Heraeus®)

Colcemid 10 pg/mL (Biological Industries®)
Comptador automatic (Coulter) o camera Neubauer
Estufa a 37°C i 5% de CO; (Napco)
Fixador Carnoy (Annex 1)

Flascons de 50 mL (Sarstedt®)

Heparina sodica a I'%
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Hipotonica (KCI 0’075 M) (Annex 1)

Pipetes de vidre d’1 mL

Pipetejador automatic

Pipetes Pasteur de 3 mL

Plaques de petri estérils

Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)

Tubs de 15 mL (Sarstedt®)

Xeringues d’1 mL

En aquest treball només han estat utilitzades mostres procedents
d’esplenectomia, perd el procediment per al cultiu és el mateix que per als
ganglis limfatics. Previament al cultiu, cal processar la mostra (teixit solid) per
tal d’obtenir-ne cél-lules en suspensio. D’altra banda, abans d’iniciar el procés
es separa un petit fragment de la peca per tal de fer-ne improntes sobre un
portaobjectes. Les impromtes permeten fer una primera valoracio citologica de
la mostra per tal de determinar-ne el tipus cel-lular més abundant. Per als
cultius de gangli limfatic és recomanable sembrar dos flascons, un per a deixar-
lo 24 hores sense mitdgen (cultiu A) i l'altre per a cultivar-lo durant 72 hores

amb mitogen (cultiu B).

A. Preparacio de la mostra

a) Es posa la peca de teixit en una placa de petri estéril amb medi RPMI-
1640 complementat amb heparina sodica a I'1%. Utilitzant xeringues
de 1 mL amb agulles de 19G s’aspira el medi i s’introdueix dins el
teixit de forma constant. Realitzant aquest procés de forma repetida
es fa que les cél-lules de l'interior del gangli vagin sortint i quedin en
suspensio en el medi. A mida que aquest es va tornant térbol se
n’‘afegeix més. Aquest procediment rep comunament el nom de
“xutat”.

b) Es recull el medi amb les cél-lules en suspensié en un flasco de 50 mL i
se’n quantifica la quantitat obtinguda.

c) S’atemperen dos flascons amb 10 mL de medi de cultiu a TA o bé al

bany maria a 37°C.
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B. Cultiu

a) Es calcula el volum de mostra necessari per a 20 milions de cél-lules i es
passa a llurs corresponents flascons amb medi de cultiu rotulats com
aAiB.

b) S’afegeixen 100 uL de TPA al flascé corresponent (B).

c) S'obren els taps dels flascons fins al primer topall i es colloquen a
I'estufa de cultiu a 37°C i 5% de CO,.

d) Es deixen cultivant durant 24 i 72 hores.

C. Processat de la mostra procedent del cultiu

El processat de la mostra és el mateix que per a la sang periferica i la medul-la

ossia.

2.1.6 EXTENSIONS CROMOSOMIQUES

REACTIUS | MATERIAL

Fixador Carnoy (Annex 1)
Plaques calefactores a 45°C i 100°C
Portaobjectes (Menzel-Glaser®)

Per a fer les extensions cromosomiques es centrifuga el material fixat en
Carnoy durant 10 minuts a 3000 rpm. Es decanta el sobrenedant, es ressuspen
el pellet en el fixador residual i afegim Carnoy nou fins que es torni térbol (sén
aproximadament sis gotes). Per a I'estudi dels cromosomes i la seva correcta
identificacié, és necessari que aquests es trobin prou separats entre ells.
S’aconsegueixen metafases ben escampades llengant la gota de la mostra al

portaobjectes des d’'una algada de 50 centimetres - 1 metre.

Un cop fetes les extensions, s’assequen a la planxa a 45°C i es deixen envellir
durant una hora a la planxa a 100°C. Per a cada mostra es fan tres extensions

diferents.
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2.1.7 TECNIQUES D’IDENTIFICACIO CROMOSOMICA

Les tecniques de tincidé de bandes (bandeig cromosomic) ens permeten distingir
els cromosomes. D’aquesta manera en podem conéixer el numero, observar-ne
la morfologia dels centromers i constriccions secundaries aixi com detectar-ne
alteracions numeériques i/o estructurals. Cal esmentar que també soén

observables ruptures i gaps (forats) de cromosoma i cromatida.

Les tincions de bandes posen de manifest un patré que ens permet diferenciar i
caracteritzar cadascun dels cromosomes. El métode de tincié més utilitzat de

forma rutinaria en 'analisi citogenétic és el de bandes G.

Tincio de bandes G

També reb el nom de tincié Giemsa. S’obté un patré caracteristic de bandes
fosques (bandes G positives) i de bandes clares (bandes G negatives). Per a
'obtencid de bandes G s’han utilitzat el colorant de Wrigth i el tampo de

Sorensen.

REACTIUS | MATERIAL

Aigua corrent
Colorant de Wright (Sigma®) (Annex 1)
Tampo de Sérensen (Annex 1)

Per a fer la tincié es barregen 3 mL de tampd de Sorensen amb 1 mL de
colorant Wright per a cada portaobjectes (proporcido 3:1) i es deixa actuar
durant 3 minuts i 30 segons. Passat aquest temps es renten breument amb
aigua corrent i s’assequen amb paper de filtre. Les mostres ja sén a punt per a

ser analitzades.
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2.1.8 ANALISI MICROSCOPICA | NOMENCLATURA DE LA CITOGENETICA
CONVENCIONAL

En l'analisi citogenetic s’estudien un minim de 20 metafases de cada cas
(objectiu de 100X d’'immersid), de les quals cinc es cariotipen i la resta es
compten. Per al cariotipatge d’aquest treball ha estat utilitzat el sistema d’analisi
d’'imatges digital Cytovision (Applied Imaging).

Com a criteri per acceptar una alteraciéo com a clonal és necessari que aquesta
aparegui en dues metafases en el cas de les alteracions de guany i estructurals
i com a minim en tres metafases en el cas de les monosomies.

En quan a la formulacié de les alteracions detectades s’ha utilitzat la
nomenclatura descrita a la ISCN de I'any 2005 (Shaffer i Tommerup, 2005).

2.2 TECNIQUES D’HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

A la técnica d’hibridacio in situ amb marcatge directe de les sondes amb
fluorescéncia se 'anomena FISH, de I'anglés Fluorescence in situ hybridization.
La FISH ens permet detectar i localitzar sequiéncies especifiques d’ADN sobre
cel-lules, cromosomes o teixits.

Aquesta metodologia complementa perfectament la citogenética convencional
en aquells casos en els quals I'analisi de bandes és insuficient, ja sigui per la
complexitat dels cariotips, per la falta de divisions de la cél-lula neoplasica o bé
per I'existéncia de reordenaments cromosomics subtils.

Cal esmentar la recomanacio de treballar en el maxim grau de foscor possible
sempre que s'utilitzen sondes marcades fluorescentment per tal d’evitar-ne la

degradacio dels fluorocroms.

Tipus de sondes

Les sondes emprades en aquest treball han estat de diferents tipus:
- Sondes centromeériques: marquen tota la regié centromérica i permeten
identificar i enumerar el cromosoma estudiat.
- Sondes de pintat cromosomic: constituides per una llibreria de sondes que

cobreixen tot el cromosoma.
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- Sondes especifigues de locus: marquen regions cromosomiques molt
concretes i poden ser de tres tipus diferents; sondes de fusié, sondes de
break apart i sondes especifiques de locus. Totes elles permeten detectar

tant alteracions numeériques com estructurals.

Les sondes a més a més poden ser comercials o0 no comercials. Les sondes
comercials utilitzades en aquest treball han estat de les cases Abbot-Vysis®,
DAKO® i Metasystems®. Pel que fa a les sondes no comercials, han estat

sintetitzades a partir de Bacterial artificial chromosome (BAC).

Tractament amb pepsina

La funcié de la pepsina és eliminar la membrana cel-lular i les proteines del
citoplasma per tal de facilitar 'accés de la sonda al nucli, on és troba I'ADN
diana. En molts casos per tal de garantir I'éxit de la técnica de FISH cal fer un
tractament previ amb pepsina. Depenent de la mostra (gangli o suspensio
cel-lular) aixi com de la quantitat de citoplasma/proteines d’aquesta s’utilitza un

tipus de pepsina o un altre i els temps del tractament s6n més o menys llargs.

Rentats de post-hibridacid

Aquests rentats serveixen per eliminar I'excés de sonda que pugui quedar i els

hibrids imperfectes per tal que no interfereixin en la lectura dels resultats.

Contratincié

El DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) és un colorant fluorescent utilitzat en la
tecnica de FISH per a la tinci6 d’ADN i nuclis. EI DAPI doncs, permet

determinar la posicié de les sondes en els nuclis i les metafases hibridades.
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2.2.1 OBTENCIO d’ADN DE BACTERIAL ARTIFICIAL CHROMOSOME (BAC)
PER A LA SINTESI DE SONDES NO COMERCIALS

Per a la sintesi de sondes no comercials, cal obtenir ADN complementari a la
regid que es vol estudiar. Aquests fragments d’ADN complementaris a regions
cromosomiques humanes son insertats en plasmids o directament en 'ADN de
bacteris que actuen com a vectors per al seu creixement. En funcié de la
longitud de I'insert, les clones seran de BAC, de plasmid artificial chromosome
(PAC) (100-300 Kb tots dos) o bé de fosmids (40 Kb).

Les clones bacterianes s’emmagatzemen en les anomenades biblioteques
genomiques, que sén un conjunt de clones en les que cadascuna conté un
fragment de genoma. Les biblioteques conserven els bacteris liofilitzats a —
80°C. El nostre centre és propietari de la biblioteca de 32000 clones de BAC
del Children’s Hospital Oakland Research Institute (CHORI) (Oakland, CA,
USA).

REACTIUS | MATERIAL

Agitador a 200 rpm i 37°C

Ampolles de vidre d’1 L (Pirex®)

Antibiodtic (cloranfenicol)

Bec bunsen

Clones de BAC liofilitzades

Erlenmeiers de 250 mL (Pirex®)
Espectrefotometre NanoDrop ND-1000 UV-VIS (NanoDrop®)
Extracte de llevat (Pronadisa®)

Flascons de plastic de 50 mL (Becton Dickinson®)
Glicerol 87% (Merck®)

Isopropanol (Merck®)

Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf®)

NaCl (Merck®)

Plasmid Midi Kit (Qiagen®)

Triptona (Pronadisa®)

Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)

Tubs de 2 mL (Eppendorf®)

Tubs de 15 mL (Sarsted®)
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Medi de cultiu 2xYT

Per treballar amb microorganismes cal mantenir determinades condicions
d’esterilitat i per aquest motiu utilitzarem el bec bunsen. Per tal de garantir el
creixement exclusiu de les clones seleccionades i evitar la preséncia de
bacteris contaminants, aquestes son dissenyades per a ser resistents a un
antibiotic en concret (el cloranfenicol o la canamicina). En preparar el medi de
cultiu ho haurem de tenir en compte per afegir-ne un o altre segons els
requeriments de la clona que volguem fer créixer. Per a preparar el medi de
cultiu 2xYT es pesen 16 grams de triptona, 10 grams d’extracte de llevat i 5
grams de clorur de sodi (NaCl), i s’enrasa a 1 L amb aigua destil-lada. Un cop
tenim el medi esterilitzat s’afegeix I'antibiodtic corresponent.

El cloranfenicol ha de quedar en una concentracié final de 20 pug/mL i la
canamicina de 25 pug/mL. Un cop afegit I'antibiotic el medi es conserva a 4°C

fins a la seva utilitzacio.

Procediment

DIA 1

S’inoculen colonies del BAC a estudiar (provinents de la biblioteca gendmica)
en 3 mL de medi 2xYT suplementat amb l'antibidtic corresponent. Es cultiva
durant 20 hores a 37°C i 200 rpm per tal de saturar el medi i assegurar que hi
haura suficient massa microbiana.

DIA 2

S’inoculen 500 pL del cultiu crescut en 50 mL de medi 2xYT (proporcié 1/10).
S'utilitza un erlenmeier de 250 mL per tal de garantir una bona aireaci6. Es

deixa créixer 17-20 hores a 37°C i 200 rpm.
DIA 3

A partir d'aquest moment s’utilitzen els tampons i solucions del Plasmid Midi
Kit. Abans de comencar cal posar els tampons P1 i P3 en gel i el QF en un
bany a 65°C.

a) Es traspassa el medi crescut a un flasco de 50 mL.
b) Es centrifuga 15 minuts a 4000 rpm i 4°C.

c) Es descarta el sobrenedant i ressuspeén el pellet en 3 mL de tampo P1.
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d) S’afegeix 3 mL de tampd P2 invertint el flasco 2-3 cops. Incubar 5 minuts
aTA.

e) S’afegeixen 3 mL de tampé P3 fred barrejant per inversid. Incubar en gel
durant 10 minuts.

f) Es centrifuga durant 45 minuts a 4000 rpm i 4°C. Passat aquest temps
es recull el sobrenedant en un tub de 50 mL nou i es torna a
centrifugar 15 minuts a 4000 rpm i 4°C.

g) Es rotula i collloca la columna en un tub de 15 mL. La columna
s’equilibra amb 3 mL de solucié QBT.

h) S’afegeix el sobrenedant sobre la columna procurant no fer bombolles i
es renta amb 5 mL de solucié QC.

i) Es rotulen tubs nous de 15 mL on es col-loca la columna per tal de
recollir ’TADN que hi ha quedat retingut.

j) S’elueix TADN amb 2 mL de tampé QF préviament escalfat a 65°C.

k) Es reparteix I'elucié en dos tubs de 2 mL rotulats.

) Es precipita TADN amb 700 uL d’isopropanol. S’ilnverteix bé i es deixa
overnight (ON) a —20°C.

a) Es centrifuga durant 45 minuts a 13200 rpm i 4°C.

b) Es descarta el sobrenedant i es renta el bot6 amb 100 uL d’etanol al
70% i es torna a centrifugar 10 minuts a 10000 rpm.

c) Es descarta el sobrenedant i es deixen assecar els tubs a I'aire primer i a
I'estufa després durant aproximadament 12 minuts.

d) Es ressuspen 'ADN amb 25 uL d’aigua destil-lada preescalfada a 70°C i
s’ajunta el material dels dos tubs.

e) Es quantifica ’ADN al NanoDrop®

Ja tenim ’ADN a punt per a fer-ne el marcatge fluorescent.
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2.22 MARCATGE DIRECTE DE LA SONDA AMB FLUORESCENCIA
MITJANCANT NICK TRANSLATION

La tecnica de la nick translation és una eina de biologia molecular emprada per
a I'obtencié d’ADN marcat que posteriorment podra ser utilitzat com a sonda.
S’anomena aixi perqué en el procés una ADNsa s’encarrega de crear nicks
(buits) que una ADN polimerasa | anira omplint en sentit 3'>5’. Per fer-ho,
elimina els nucleodtids consecutius mitjangant I'activitat exonucleasica 5 —3’ i
els va substituint pels seus analegs marcats amb fluorescéncia.

Les sondes sintetitzades podran ser utilitzades tant en hibridacions

d’extensions cromosomiques com de material parafinat.

REACTIUS | MATERIAL

ADN COT-1 (Roche Diagnostics®)
Acetat sodic (NaAc) 3M (Annex 1)

Aigua destil-lada

Aigua per injeccié 10 mL (Serra Pamies®)
Etanol absolut (Panreac®)

Micropipetes i puntes

Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf®)
Nick translation kit (Abbot-Vysis®)
Spectrum red (Abbot-Vysis®)

Spectrum green (Abbot-Vysis®)
Termobloc (P-Selecta®)

Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)

Tubs de 15 mL (Sarstedt®)

El kit de nick conté el tampo per a la reaccio, I'enzim, la nuclease-free water
(NFW), i els nucleotids que son els deoxinucleotids-trifosfat (ANTP) (adenina,

citosina i guanina) i la deoxitimidina-trifosfat (dTTP).

Preparacio de les barreges de nucledtids

A partir dels vials de nucleodtids que vénen amb el kit, es preparen les barreges
necessaries per a la reaccio:

Barreja de dNTPs = 10 uL dATP + 10 puL dCTP + 10 pL dGTP

Barreja de dTTPs = 10 uL dTTP + 20 uL NFW
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Preparacio de les solucions mare dels fluorocroms

Els fluorocroms es troben liofilitzats en els vials comercials de manera que cal
ressuspendre’ls en el que anomenarem solucié mare. Al vermell s’hi afegeixen
100 uL de NFW mentre que al verd 50 pL de NFW. La diferéncia de volum és
deguda a que les molécules de fluorocrom vermelles sén més grans que les del
verd. Un cop ressuspesos, es preparen les solucions de treball, consistents en
10 pL de solucié mare + 40 yuL de NFW.

Procediment

En primer lloc cal calcular els microlitres d’ADN que es necessita per a tenir-ne
aproximadament 1000 ng i adequar la quantitat de NFW per arribar a un volum
final de 17’5 pL. Després s’afegeixen els nucleotids, el tampo, fluorocroms i
finalment I'enzim. Es recomanable que I'enzim estigui sempre en fred i el minim
temps possible fora del congelador ja que és molt labil. D’altra banda, per
mantenir els fluorocroms en condicions Optimes, se’n preparen aliquotes de 2’5
ML, evitant d’aquesta manera descongelar/congelar cada cop la solucié mare.

A la taula 8 hi ha representats els volums necessaris de cadascun d’aquests

reactius.

ADN X uL
NFW 17°5-X uL
dNTPs 10 pL
dTTPs 5uL
Tampo 5uL
Fluorocrom vermell/verd | 2’5 uL
Enzim 5uL

Taula 8. Volums dels reactius necessaris per a la reaccio de nick translation.

REACCIO DE NICK TRANSLATION
Un cop afegit 'enzim es posen els tubs en un bany on la temperatura oscil-li
entre 15 1 18°C. S’atura la reaccio passades tres hores posant-la 10 minuts a

70°C en bany sec.
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PRECIPITACIO DE L’ADN MARCAT

S’afegeixen a la reaccié 10 yL de COT-1, 10 yL de NaAc 3 M i 250 pL d’etanol
al 100% (ben fred). S’inverteix lentament i es deixa precipitant ON a -20°C. Es
molt important seguir aquest ordre en posar els reactius. La COT-1 s’unira a les
regions marcades de forma inespecifica per a que no interfereixin en la reaccio
d’hibridacié i posteriorment les sals i I'alcohol contribuiran a la precipitacié de
I’ADN.

RESSUSPENSIO DE L’ADN MARCAT
a) Es centrifuga durant 45 minuts a 13200 rpm i 4°C.
b) Es descarta el sobrenedant i es renta el bot6 amb 100 uL d’etanol al
70% i es torna a centrifugar 10 minuts a 10000 rpm.
c) Es descarta el sobrenedant i es deixen assecar els tubs a I'aire primer i a
I'estufa després durant aproximadament 12 minuts.
d) Es ressuspén ’ADN amb 10 uL d’aigua destil-lada preescalfada a 70°C.

Ja tenim la sonda a punt per a ser hibridada.

Cal esmentar, que per a les sondes creades a partir de BAC és necessari
realitzar hibridacions control sobre metafases per tal de comprovar-ne llur

localitzacio.

2.2.3 HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT PER A SONDES
CENTROMERIQUES | ESPECIFIQUES DE LOCUS PER A CEL-LULES EN
SUSPENSIO (CARNOY)

La podem realitzar utilitzant sondes comercials o bé sondes creades per
nosaltres a partir de BAC. El tamp6 d’hibridacié és el mateix en tots dos casos,

I'dnica cosa que varia son les sondes.

REACTIUS | MATERIAL

SONDES COMERCIALS
Sondes de la casa Vysis® o DAKO®
Tampo d’hibridacié (Vysis®)
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SONDES DE BAC
BAC marcat amb fluorescéncia mitjangant nick translation
Tampo d’hibridacié (Vysis®)

Bany a 45°C (i a 75°C per hibridacié en formamida)
Cambra humida (hibridacioé en formamida)
Cobreobjectes (Menzel-Gliser®)

Coplins de vidre

DAPI Il (Vysis®)

Etanol (Panreac®)

Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf®)
Micropipetes i puntes

Placa calefactora Hybrite (Vysis®)
Parafilm®

Portaobjectes (Menzel-Glaser®)

Solucié de formamida al 50% (Annex 1)
Soluci6 de formamida al 70% (Annex 1)
2XSSC (Annex 1)

2XSSC al 0'1% de NP-40 (Annex 1)

Tubs d’1’5 mL (Eppendorf™)

Procediment
Es realitzen les extensions cromosomiques a partir de material conservat en
fixador Carnoy obtingut per la técnica de citogenética convencional.

L’envelliment de les preparacions és ON a TA.

Sondes comercials

S’embolica un tub d’1’5 mL en paper d’alumini (per a protegir-lo de la llum) per
a fer la barreja d’hibridacio. Les sondes comercials son molt concentrades, de
manera que amb una petita quantitat en tenim prou. La barreja estandard
consta de 3.5 uL de tampd d’hibridacio, 1 uL d’aigua destil-lada i 0’5 uL de la
sonda. En el cas d’hibridar dues sondes alhora, posariem 3 uL de tampd, 1 uL
d’aigua i 0’5 uL de cada sonda. En qualsevol dels casos el volum final és de 5

uL per la qual cosa s’utilitzaran cobreobjectes de 20x20 mm.

Sondes de BAC

El procediment i volums de tampé i aigua destil-lada s6n els mateixos que per a

les sondes comercials.
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HIBRIDACIO EN PLACA CALEFACTORA

Es fa un pols a la barreja d’hibridacié i es posa tot el volum sobre un
cobreobjectes. Seguidament es deixa caure a sobre la regié del portaobjectes
marcada per a hibridar evitant que es formin bombolles. Es segella amb
parafilm® i es col'loca la lamineta a la placa calefactora seleccionant-ne el
programa adequat.

Per a sondes centromeriques o especifiques de locus la desnaturalitzacio és
d’1 minut a 75°C i la hibridacié ON a 37°C.

HIBRIDACIO MITJANCANT FORMAMIDA

Es desnaturalitza la mostra en una solucié de formamida al 70% a 74°C durant
5 minuts i seguidament es deshidrata en una série d’etanols al 70%, 80% i
100% freds durant 2 minuts. El xoc térmic contribueix a la desnaturalitzacié. Es
deixa assecar a l'aire com a minim 7 minuts ja que Il'etanol inhibeix la
hibridacio.

Pel que fa a la sonda, es fa un pols de centrifuga a la barreja i es desnaturalitza
al bany a 74°C durant 5 minuts, en un tub d’1’5 mL protegit de la llum i segellat
amb parafilm®.

Un cop seca l'extensio, es posa tot el volum de sonda en un cobreobjectes i es
deixa caure a sobre la regi6 del portaobjectes marcada per a hibridar. Es
segella amb parafilm® i es col-loca la lamineta en una cambra humida a 37°C
ON.

RENTATS DE POST-HIBRIDACIO

Els rentats de post-hibridacio es realitzen igual per a hibridacions en formamida
0 en placa calefactora.

Uns 30 minuts abans de comencar, es posen tres coplins amb formamida al
50%, un amb 2xSSC i un amb 2xSSC al 0’1% de NP-40 al bany a 45°C.

a) Es retira el parafilm® que segella el cobreobjectes i posem la lamineta
dins del primer coplin amb formamida. Es Remena una mica fins que
el cobreobjectes es desprén i es deixa 10 minuts.

b) Es repeteix dos cops més el rentat de 10 minuts amb formamida al 50%.

c) Es passa el portaobjectes al coplin amb solucid6 2xSSC i es deixa 10

minuts.
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d) Es fa un ultim rentat amb solucié 2xSSC/0’1%NP-40 durant 5 minuts.

CONTRATINCIO

Es colloquen 7 uL de DAPI Il sobre I'area hibridada amb el portaobjectes
encara humit. Es cobreix amb un cobreobjectes de 20x20 mm i es mantenen
les preparacions a —20°C i en foscor com a minim 30 minuts abans d’analitzar-

les (el fred fa que augmenti la intensitat de la fluorescéncia).

2.2.4 HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT SOBRE TEIXIT PARAFINAT

Per a aplicar la técnica de la FISH en mostres incloses en parafina es
necessiten talls d’'uns 2-4 mm de gruix que es munten sobre un portaobjectes
silanitzat (DAKO®), és a dir carregat positivament, per tal que s’hi adhereixin.
Els talls provenen directament d’'un bany d’aigua destil-lada i no se’ls afegeix
cap additiu. Per tal d’eliminar I'excés de parafina es deixen els portes ON a
I'estufa a 65°C.

REACTIUS | MATERIAL

Aigua destil-lada

Bany a 45°C

Cambra humida

Cobreobjectes (Menzel-Gliser®)
Coplins de vidre

DAPI Il (Vysis®)

EDTA (Annex 1)

Estufes a 37°C i a 65°C

Etanol (Panreac®)

Forn microones

Micropipetes i puntes

PBS 1X (Annex 1)

Placa calefactora Hybrite (V gms ®)
Pepsina 100 mg/mL (Sigma™)
Portaobjectes (Menzel-Glaser®)
Solucio de formamida al 50%
Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)
Tubs de 15 mL (Sarstedt®)

Xilol (BDH Prolabo®)

2XSSC (Annex 1)

2XSSC al 0'1% de NP-40 (Annex 1)
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Procediment

DESPARAFINAT

S’eliminen les restes de parafina que puguin quedar fent tres rentats de 10
minuts cadascun en xilol. Seguidament s’hidrata la mostra amb una série
d’etanols al 100% (2x5 minuts), 80% (5 minuts) i 70% (5 minuts). Per tal de
mantenir els portes hidratats es posen en un coplin en aigua destil-lada fins al

seguent pas.

TRACTAMENT AMB EDTA

Es un tractament per a permeabilitzar les cél-lules i facilitar I'entrada de la
sonda. L'EDTA és un quelant que elimina les unions covalents de la fixacio. Es
col-loquen els portes en un recipient amb tampdé EDTA i s’incuben al forn
microones en tres tandes de 7 minuts, 5 minuts i 7 minuts, evitant sempre que
arribi a bullir. EI temps mig per a que 'EDTA es refredi és aproximadament de

40 minuts.

TRACTAMENT AMB PEPSINA
La solucio de pepsina esta constituida per 10 mL d’aigua destil-lada, 100 uL de
HCI 1M i 5 uL de pepsina. Es prepara sempre just abans d’utilitzar-la per evitar

que aquesta ultima es degradi. Abans de comengar cal preparar la solucié
d’aturada de la reaccié (50 mL PBS 1X + 2’5 mL MgCl, 1M) (Annex 1).

a) Es col'loquen 40 uL de la solucié de pepsina sobre el tall i es cobreix
sense fer bombolles amb un cobreobjectes de 24x40 mm o 24x24
mm depenent del tamany de la mostra.

b) S’incuba la lamineta 30 minuts a 37°C en cambra humida (préviament
preescalfada).

c) Es posa la mostra en un coplin amb solucié d’aturada retirant el
cobreobjectes sense arrossegar i es deixa 5 minuts.

d) Es renta remenant una mica en un coplin amb aigua destil-lada i es deixa

assecar.
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Amb Tl'ajut d’'un microscopi invertit es determina la qualitat de la digesti6.
Puntualment es pot allargar la digesti6 fins a 15 minuts més si el resultat no ha

estat bo. En aquests casos es tornaria a posar pepsina, incubar i aturar.

HIBRIDACIO

Per a hibridar s’utilitza la placa calefactora i es fan les barrejes de sondes de la
mateixa manera que per a una FISH de cel-lules en suspensié. En cas que el
gruix o tamany del tall sigui molt gran es preparen 10 uL de la barreja de sonda
en comptes de 5 uL (mantenint les proporcions de tampd, sonda i aigua).

Per a les hibridacions sobre material parafinat el programa adequat és de 80°C
durant 5 minuts i ON a 37°C.

RENTATS DE POST-HIBRIDACIO
Els rentats de post-hibridacio es realitzen de la mateixa manera que per a les
hibridacions sobre cél-lules en suspensid.

CONTRATINCIO

Es collloquen 20 uL de DAPI Il sobre I'area hibridada amb el portaobjectes
encara humit. Es cobreix amb un cobreobjectes de 24x40 mm i es mantenen
les preparacions a —20°C i en foscor com a minim 30 minuts abans d’analitzar-

les.

2.2.5 HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT PER A SONDES DE PINTAT
CROMOSOMIC

Es tracta d’un protocol d’hibridacié en formamida.

REACTIUS | MATERIAL

Banys a 75°C i a 45°C

Cambra humida

Cobreobjectes (Menzel-Glaser®)
Coplins de vidre

DAPI Il (Vysis®)

Estufa a 37°C

Micropipetes i puntes

Parafilm®
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Portaobjectes (Menzel-Glaser®)

Solucio de formamida al 50% (Annex 1)
Solucié de formamida al 70% (Annex 1)
Sondes de pintat cromosomic (MetaSystems®)
Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)

2XSSC (Annex 1)

2XSSC al 0’1% de NP-40 (Annex 1)

Procediment

DESNATURALITZACIO DE LA SONDA

S’agafa la quantitat de sonda necessaria (10 uL per a un cobreobjectes de
22x22 mm i 7uL si aquest és de 18x18 mm) i es posa en un tub d'1°5 mL
protegit de la llum i segellat amb parafilm®. Es desnaturalitza durant 5 minuts a

75°C i posteriorment es deixa 30 minuts a I'estufa a 37°C.

DESNATURALITZACIO CROMOSOMICA

Es desnaturalitza la mostra en una soluci6 de formamida al 70% durant 3
minuts a 70°C. Seguidament es deshidrata en una série creixent d’etanols 70%,
90% i 100% (3 minuts cadascun) i es deixa assecar a I'aire com a minim 10

minuts abans d’hibridar.

HIBRIDACIO

Es posa tot el volum de sonda sobre el cobreobjectes adequat i es deixa caure
a sobre la regio del portaobjectes marcada per a hibridar. Es segella amb
parafilm® i es col-loca la lamineta dins d’una cambra humida precalentada
deixant-la ON a 37°C.

RENTATS DE POST-HIBRIDACIO | CONTRATINCIO

Els rentats de post-hibridacio i la contratincié es realitzen de la mateixa manera

que per a les hibridacions sobre cél-lules en suspensio.
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2.2.6 CARIOTIPAT ESPECTRAL (SPECTRAL KARYOTYPING, SKY)

La técnica de FISH permet la hibridacié simultania sobre regions gendomiques
especifiques de moltes sondes, sempre i quan aquestes estiguin marcades
amb diferents fluorocroms. El cariotipat espectral o SKY és el resultat de
I'aplicacio de la técnica de FISH a I'estudi dels cariotips.

La sonda del kit SKYPaint™ (Applied Spectral Imaging) esta composada per
una col-leccid6 de sondes, cadascuna de les quals és complementaria a una
unica regié cromosomica.

Aquestes sondes estan marcades amb una combinaci6 de fluorocroms
especifica que confereix un color cromosomic caracteristic a cada parell de
cromosomes autosomics i el parell de cromosomes sexuals.

Per aplicar la técnica de I'SKY és molt important obtenir metafases de bona
qualitat i que les extensions cromosdomiques estiguin ben escampades, per tal
d’evitar el solapament de sondes i possibles confusions en el moment de la

interpretacio.

REACTIUS | MATERIAL

Aigua destil-lada

Banys a 37°C, a 80°C i a 45°C

Cambra humida

Cobreobjectes (Menzel-Glaser®)

Coplins de vidre

Estoc de pepsina 10% (100 mg/mL) (Annex 1)
Estufes a 37°C i a 65°C

Etanol absolut (Panreac®)

HCI 1M (BDH Prolabo®)

MgCl;, (Annex 1)

Micropipetes i puntes

Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf®)

NP-40 (Sigma®)

Parafilm®

PBS 1X (Annex 1)

PBS 1X/MgCl; (Annex 1)

Pepsina cristal-lina (Sigma® P-6887, activitat 3200-4500 unitats/mg proteina)
Portaobjectes (Menzel-Glaser®)

SKYPaint™ Kit (Applied Spectral Imaging)
Solucions al 70% i 50% de Formamida (Merck®) (Annex 1)
Soluci6 de HCI (Annex 1)

Solucié de rentat Il (1xSSC) (Annex 1)

Solucio de rentat Il (4xSSC/0,1% NP-40) (Annex 1)
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Tubs d’1’5 mL (Eppendorf®)
20XSSC (Annex 1)

Procediment

DIA 1

Es fa I'extensido cromosdmica de la mostra comprovant al microscopi invertit la
seva qualitat. Es molt important valorar la quantitat de citoplasma present, ja
que depenent d’aquest els rentats amb pepsina seran més o menys llargs. Es

deixa envellir la mostra ON a 65°C.

DIA 2

Tractament amb pepsina

S’ha de tenir a punt un coplin amb la solucié de HCI a 37°C. S’afegeixen 10 yL
de pepsina just abans de posar la mostra.
a) Es submergeix el porta uns 10-15 segons, depenent de la netedat de
I'extensio (valoracié del dia anterior).
b) Es treu el porta de la solucié de clorhidric i es posa durant cinc minuts en
un coplin amb PBS 1X a TA.
c) Es repeteix el rentat amb PBS 1X 5 minuts més.
d) Es renta amb PBS 1X/MgCl; 5 minuts.
e) Esrenta amb PBS 1X 5 minuts.

f) Es deshidrata la lamineta: etanol 70%, 80% i 100% (2 minuts cadascun).

Es deixa el porta inclinat assecant a l'aire.

Desnaturalitzacié de la sonda

Cal tenir preparat un bany a 80°C.

a) Es fa un pols al vial 1 (sonda) del kit SKYPaint™. Es forma un precipitat
vermell al fons que es ressuspén amb I'ajut d’'una pipeta.

b) Es prenen 7°5 pL i es passen a un tub d’1’5 mL. Es segella amb
parafilm® (per evitar evaporacions) i es protegeix de la llum amb
paper d’alumini.

c) Es submergeix el tub en el bany a 80°C durant 7 minuts i després es

passa a I'estufa de 37°C on estara 60 minuts.
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S’aprofiten aquests 60 minuts per fer la desnaturalitzacié cromosomica.

Desnaturalitzacié cromosdmica

Es posa la formamida al 70% en un bany a 75°C (és necessaria com a minim
mitja hora per a que el coplin arribi a aquesta temperatura).

a) Es submergeix el porta en la solucié desnaturalitzant durant 1 minut.

b) Immediatament es posa la lamineta en un coplin amb etanol al 70% tot
just tret del congelador (és important que estigui molt fred per a que
hi hagi xoc térmic) i es deixa 2 minuts.

c) Etanol al 80% fred 2 minuts.

d) Etanol al 100% fred 2 minuts.

Es deixa el porta inclinat assecant a I'aire com a minim 10 minuts, ja que

I'etanol inhibeix la hibridacio.

Hibridacié

Es posa la sonda sobre un cobreobjectes de 24x24 mm i es cobreix amb la
regio de [I'extensidé marcada per hibridar evitant la formaci6 de bombolles.
S’embolica el portaobjectes amb parafilm® i es col-loca en una cambra humida

boca avall. Es deixa la cambra dos dies a I'estufa a 37°C.

DIA 3

Es comprova que la cambra estigui suficientment humida.

DIA 4

En tots els tractaments que es faran a partir d’'aquest moment el portaobjectes
haura d’estar sempre humit i protegit de llum directa. Mitja hora abans de
comencar es posen les solucions de rentat en un bany a 45°C.

a) Es submergeix el portaobjectes en el primer coplin amb solucié de
formamida al 50% (solucio6 de rentat |), procurant que se’n desprengui
el cobreobjectes. Un cop després es deixa 5 minuts.

b) Es fan dos rentats més de 5 minuts cadascun amb solucié I.

c) Es submergeix el porta en la solucié de rentat Il i es fan dos rentats de 5

minuts cadascun.
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d) 2 minuts en la soluci6 de rentat Ill.

e) S’apliquen 80 pL del reactiu de bloqueig (vial 2 del kit). Es cobreix amb
un cobreobjectes fet amb parafilm® i es deixa incubar 30 minuts en
cambra humida a 37°C. Un cop passat aquest temps s’inclina el
portaobjectes per tal que s’eixugui i s’hi afegeixen 80 yL de tampd |
(vial 3 del kit).

f) Es posa de nou un cobreobjectes de parafiim® i s’incuba a 37°C en
cambra humida durant 45 minuts.

g) Es renta durant 3 minuts el portaobjectes en soluci6 de rentat 11l a 45°C.

h) Es fan dos rentats més de 3 minuts en solucio Il

En acabar amb aquests rentats es buiden els coplins i s’hi posa solucié de

rentat Ill nova per als rentats posteriors.

i) S’apliquen 80 pL del tampo Il (vial 4 del kit). Es cobreix de nou amb
parafilm® i s’incuba un altre cop 45 minuts en cambra humida a 37°C.
j) Tres rentats de 3 minuts cadascun amb solucié de rentat lll.

k) Es fa un breu rentat del portaobjectes amb aigua destil-lada.

Contratincio

S’apliquen 20 uL de DAPI Il (vial 5 del kit) sobre un cobreobjectes de 24x60
mm i es deixa caure a sobre la regi6 del portaobjectes hibridada prenent
compte que no s’hi formin bombolles. La preparacio es deixa com a minim 30

minuts a -20°C abans d’analitzar-la al microscopi.

Notes

— El quart dia, s'utilitzen cobreobjectes de plastic per evitar fer malbé la mostra
cada vegada que es retiren.

— Tot i que el kit SKYPaint™ es conserva a 4-6°C, la nostra experiéncia ha
posat de manifest que el vial 5 (DAPI Il) és millor guardar-lo a -20°C, ja que

guanya en intensitat.
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227 CRITERIS DE VALORACIO DE LA HIBRIDACIO IN SITU
FLUORESCENT | ESTABLIMENT DELS NIVELLS DE TALL PER A CADA
TIPUS DE SONDA

El valor de tall d’'una alteracié es defineix com el nimero minim de senyals
alterades que cal detectar per a que es consideri que la mostra té un resultat
diferent al control.

El nivell de tall per a cada tipus de sonda s’estableix en posar a punt la técnica
al laboratori. S’analitzen 10 mostres de sang periférica (per als estudis de
cél-lules en suspensio) i cinc amigdales (per als estudis de teixit inclos en
parafina) de persones no diagnosticades de neoplasies hematoldgiques i que
no presentin cap tipus d’alteracié. Per a determinar el numero de falsos positius
inherents a la técnica s’estudien un minim de 500 nuclis per mostra. Les taules
9 i 10 representen els punts de tall de les sondes utilitzades en aquest treball,
comercials i de BAC respectivament.

En una mostra es considera valor critic aquell que es troba proxim al punt de
tall (x2). En aquests casos s’analitzen un numero major de nuclis fins a poder

discriminar entre el valor del nivell de tall i el de la mostra.

Tipus de sonda Cel-lules a analitzar Nivells de tall

Monosomies >10%

Centromeérica 500 Trisomies >5%

Delecions >10%
Especifica de locus 100 Guanys >5%
Reordenament >1%

Minim dues metafases

Pintat cromosomic 10 ) -,
amb la mateixa alteracio

Taula 9. Nivells de tall establerts per a les sondes d’hibridaciéo in situ
fluorescent comercials. En el cas de les sondes comercials, els nivells de tall
son els mateixos tant per als estudis de cél-lules en suspensio com per als

estudis de material inclos en parafina.

93




Material i métodes

Tipus de sonda Cél-lules a analitzar Nivells de tall
Cél‘lules en suspensio
-reordenament >1%
-guanys>3%
-pérdues>10%
FOXP1 200
(break apart) Material inclos en parafina
-reordenament >2%
-guanys >10%
-perdues >54%
Cél‘lules en suspensio
CDK6 200
(break apart) -reordenament >1%

Taula 10. Nivells de tall establerts per a les sondes d’hibridacié in situ

fluorescent dissenyades a partir de BAC.

2.3 TECNIQUES D’'IMMUNOHISTOQUIMICA

La immunohistoquimica (IHQ) és una técnica basada en I'us d’anticossos
especifics, monoclonals i policlonals, per a detectar marcadors antigénics
caracteristics de diferents linies de diferenciacidé i funcio cel-lular.

L’anticos es marca mitjangant un enllag quimic amb un enzim que el transforma
en un substrat visible sense afectar la capacitat de l'anticos per formar el
complex amb I'antigen. Els enzims més utilitzats son la peroxidasa i la fosfatasa
alcalina, i el substrat més habitual és la 5’- 3’ diaminobenzidina (DAB).

Els enzims poden conjugar-se directament amb I'anticos o bé mitjangant altres
substancies com complexos, altres anticossos (secundaris) o polimers.

Les técniques d’'IHQ permeten una localitzacié precisa de les reaccions
antigen-anticos, ja que la tincid és permanent, estable, es pot contrastar i pot

ser evaluada amb un microscopi optic.
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REACTIUS | MATERIAL

Bond ER1 Buffer Solution (Vision Biosystems, Mount Waverly, Australia)

Bond Refine Polymer (Vision Biosystems, Mount Waverly, Australia)

5’-3’ Diaminobenzidina (DAB)

Etanol absolut

FOXP1, Clona JC12 (Cedit per la Dra. Alison Banham, Nuffield Department of
Clinical Laboratory Sciences, University of Oxford, John Radcliffe Hospital,
Oxford, United Kingdom)

Hematoxilina de Harris

Immunotenyidor automatic (Bond Max, Vision Biosystems, Mount Waverly,
Australia)

Portaobjectes silanitzats

Tampé de rentat

Xilol

Procediment

Sobre talls procedents de teixit parafinat es realitza una IHQ automatitzada
seguint el seguent protocol:

a) Desparafinacié de les mostres.

b) Recuperacié antigénica per calor amb Bond ER1 Buffer Solution durant

20 minuts.

¢) Incubacié amb FOXP1 diluit a 1:80 durant 30 minuts.

d) Incubacié amb Bond Refine Polymer durant 30 minuts.

e) Revelat amb DAB durant 10 minuts.

f) Contratincié amb Hematoxilina de Harris.
Al final de cada pas es realitzen rentats amb tampo de rentat.
Criteris de valoracio
Es consideren com a positius (diferents a la mostra control) aquells casos que
presenten més del 30% de céllules atipiques positives. D’altra banda, la

intensitat de FOXP1 es classifica com a débil, moderada o intensa.

Aquesta técnica ha estat realitzada en col-laboracié amb el Servei de Patologia

de I'Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.
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Resultats

1.PRIMER TREBALL

LA TRANSLOCACIO t(9;14)(p13;q32) EN CASOS DE LIMFOMA DE LA ZONA
MARGINAL ESPLENICA

1.1 INTRODUCCIO

La translocacio t(9;14)(p13;932) implicant els gens PAX-5/IGH va ser descrita
inicialment en els LLP i d’altres LNH amb diferenciacié plasmacitoide (Offit i
col., 1992). Aquesta hipotesi va ser descartada per estudis posteriors (Cook i
col., 2004) i diferents treballs realitzats en LLP, LZM i limfomes limfocitics
suggerien que es tracta d’'una alteracio poc frequent en les SLP-B de baix grau
(Tracy i col., 2005). Els treballs de Poppe i col-laboradors (2005) van corroborar
que aquesta translocacié no es troba restringida a un determinat subtipus
morfoldogic com el LLP, perd en canvi trobaven una relacié entre la seva
presencia i situacions de malaltia avangada amb pronostic advers.

Pel que fa als LZME, unicament s’ha descrit un cas associat a una translocacio
complexa 1(2;9;14)(p12;p13;932) (Morrison i col., 1998). Cal recordar, que els
estudis cromosomics en LZME posen de manifest una alta incidéncia de
delecions de 7q aixi com guanys de 3q i per contra una baixa frequéncia de
translocacions implicant el locus de les IGH. Aquest fet, juntament amb la poca
incidéncia de la t(9;14)(p13;q32) en SLP-B de baix grau, explicaria els pocs

casos de LZME en els que aquesta alteracio ha estat descrita.

1.1.1 El gen PAX-5

PAX-5 (Paired box 5) és un gen que codifica per al factor de transcripcio BSAP,
que s’expressa en els estadis primerencs de la limfopoiesi de les cél-lules B i es
regula a la baixa a les fases finals de diferenciacié a cél-lula plasmatica. Es
tracta doncs d’'un gen que s’expressa al llarg del cicle cel-lular i que és
necessari per a I'evolucid més enlla del progenitor de cél-lula B (Ohno i col.,
2000).
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La disregulacid del gen PAX-5 interfereix directament via BSAP en el
desenvolupament de les ceél-lules B madures, impedint que entrin en estat

quiescent i afavorint d’aquesta manera la limfomagenesi.

1.1.21(9;14)(p13;932)

Com a consequéncia d’aquesta translocacié, PAX-5 es troba sobreexpressat
per trobar-se juxtaposat amb el promotor del gen IGH. Mentre que en
condicions normals PAX-5 es troba inactivat en la diferenciacioé tardana de les
cél-lules B, I'expressio d’'IGH és molt activa en aquesta fase de diferenciacié
plasmatica. Es per aixd0 que la unitat transcripcional generada per la
t(9;14)(p13;932) interfereix en la inactivaci6 de PAX-5 i contribueix a la
limfomagénesi. Els cromosomes derivatius resultants d’aquest reordenament

es troben representats a la figura 17.

Der(14)

IGH Sp PAX-5

Der(9)

v

PAX-5 Sp

Figura 17. Noves unitats transcripcionals degudes a la t(9;14)(p13;932).

1.2 OBJECTIU

L’objectiu d’aquest treball va ser la descripcié de les caracteristiques de tres
pacients diagnosticats de LZME que presentaven la translocacid

1(9;14)(p13;932) aixi com determinar la implicacié dels gens PAX-5/IGH en

aquesta patologia.
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1.3.1 Pacients

Resultats

Es van estudiar tres pacients amb cariotip complex en els quals el seu estudi

mitjangant cariotipat espectral va suggerir la preséncia d'una translocacio

t(9;14)(p13;932). Es tractava de tres dones amb una mitjana d’edat de 71 anys i

llurs caracterisitques cliniques i citogenétiques (SKY) es troben representades

a les taules 11 i 12 respectivament.

Edat Infiltracio : - : :
Cas EMG Immunofenotip (teixit) Histologia
sexe MO
s CD10-, CD20+, CD79b-,
i
1 69 D No CD5-, CD23+, CiclinaD1- Sense dades
(SD pes)
(SP)
s CD10-, CD20+, CD79b+,
i
2 73D Si CD5-, IgD+, P53-, LZME patré difus
(500 g) -
CiclinaD1- (MO)
CD10-, CD20+, CD79a+,
Si CD43-, IgD+, IgM+, CD5-,
3 73D Si LZME patré difus
(2279 g) CD23-, P53-, Ciclina D1-

(MO)

Taula 11. Caracteristiques cliniques dels tres pacients diagnosticats de LZME

amb t(9;14)(p13;932).

D: dona; EMG: Esplenomegalia; MO: medul-la 0ssia; SD: Sense dades; SP:

Sang periférica.
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Cas Cariotip espectral (a partir de SP o MO)

46-49,XX,+3,der(3)t(3;22)(p11;911),der(6)t(1;6)(q10;927),del(7)(q32),
der(11)t(6;11)(?;923),1(9;14)(p13;932),-22,+mar(2),+mar(9),+mar(11)[cp5] (SP)

47-49,X,-X,+3,der(3)(3;8)(8pter?8p11::3p11?3qter),+7,
2 der(8)t(3;8)(37q::8p11?8922::37q),1(9;14)(p13;923),t(14;19)(q32;913),-21,
+mar(11),+r(1)[cp4] (MO)

46-49,XX,dup(1)(q22932),1(2;16)(?;922),+4,del(4)(p11),del(4)(p11),+7,
del(9)(p21),der(9)t(9;14)(9pter?9p13::14q32714911::9p1379qter),),+mar(?4)[cp3] (SP)

Taula 12. Caracteristiques citogenétiques (mitjangant SKY) dels tres pacients
diagnosticats de LZME amb t(9;14)(p13;932). MO: Medul-la 6ssia; SP: Sang

periférica.

1.3.2 Metodes

Per tal de confirmar els resultats obtinguts per SKY es va aplicar la técnica de
FISH utilitzant sondes de break apart comercials sobre mostres de sang
periférica, medul-la ossia i melsa (teixit inclds en parafina). Les sondes
utilitzades van ser PAX-5 de Dako Diagnostics, IGH d’Abbot-Vysis i en el
pacient 2 a més a més, la sonda BCL3 de Dako Diagnostics. El nivell de tall de
les sondes es va establir en un >1% per a la translocacio, després de la seva
evaluacié en mostres de sang periférica i amigdala de cinc donants sans.

En l'estudi sobre cél-lules en suspensid dels pacients van ser analitzats un

minim de 200 nuclis de cada mostra.
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1.4 RESULTATS

Resultats

Els resultats obtinguts mitjangant els estudis per FISH es mostren a la taula 13.

Vam confirmar la preséncia de la t(9;14)(p13;932) en detectar trencament de la

sonda de PAX-5 i de la sonda d'IGH en una proporci6é similar de nuclis de cada

mostra (requisit indispensable en el cas d’una translocacio reciproca).

En el cas 2 a més a més, també es va confirmar la translocacié reciproca

£(14:19)(q32:q13).

Cas Alteracio Teixit Sonda Resultats i comentaris
translocacioé reciproca
1 t(9;14)(p13;932) SP PAX-5i IGH
t(9;14)(p13;932)
. translocacio reciproca
(9;14)(p13;932) MO PAX-5i IGH
: 1(9;14)(p13;932)
2 t(14;19)(932;913) MO BCL3iIGH L
. translocacio reciproca
Melsa PAX-5iIGH
t(14;19)(932;913)
SP ] translocacio reciproca
3 t(9;14)(p13;932) PAX-5iIGH
Melsa t(9;14)(p13;q32)

Taula 13. Resultats dels estudis per FISH de la t(9;14)(p13;932) i la t(14;19)(932;913).

SP: Sang periférica; MO: Medul-la ossia.

Les Figures 18, 19 i 20 son imatges explicatives dels resultats obtinguts en aquest

treball.
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Figura 18. SKY del cas 1 com a imatge representativa de la possible
t(9;14)(p13;932).

Figura 19. A) Reordenament de PAX-5 al cromosoma derivatiu 14 (cas 2). B)

El reordenament d’IGH confirma la translocacioé reciproca t(9;14)(p13;932) (cas
3).
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Figura 20. El senyal de trencament de BCL3 confirma la implicacié6 d’aquest
gen en la t(14;19)(q32;q13).

En aquests tres casos les anomalies cromosdmiques més freqlents a part de
la t(9;14)(p13;932) (i la t(14;19)(932;913) en el cas 2) van ser la implicacié dels
cromosomes 1 (en forma de duplicacions o guanys) i les trisomies 3 i 7 (en 2/3

casos).
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2.SEGON TREBALL

DETECCIO DE NOVES ALTERACIONS CROMOSOMIQUES MITJANCANT
CARIOTIPAT ESPECTRAL EN UNA SERIE DE 23 PACIENTS
DIAGNOSTICATS DE LIMFOMA DE LA ZONA MARGINAL ESPLENICA

2.1 INTRODUCCIO

El LZME és una entitat diagnostica independent amb caracteristiques
morfologiques, histoldgiques i immunofenotipiques ben descrites per la OMS tot
i presentar similituts amb altres limfomes de cél-lula B petita. Degut a aixo, les
alteracions citogenétiques representen per a molts tipus de LNH una eina
imprescindible en el diagnostic diferencial. Tanmateix, els LZME constitueixen
un grup citogenéticament heterogéni, on en molts casos els -cariotips
acostumen a ser complexes, de manera que la determinacié de marcadors
especifics per a aquesta entitat és dificil. Aixi i tot, existeixen alteracions
recurrents com les delecions a 7q i els guanys de 3q. Els estudis citogenétics
previs assenyalen com a cromosomes més frequentment implicats en aquesta
patologia el 1, 3, 6, 7, 8 i 14 (Oscier i col., 1993, Dierlamm i col., 1996, Solé i
col., 1997, Troussard i col., 1998, Dierlamm i col., 2000c, Hernandez i col.,
2001, Solé i col., 2001, Aamot i col., 2005). Pel que fa a les translocacions
implicant el loci de les Ig a 14932 no s’han descrit gaires casos de LZME, tot i
tractar-se d’alteracions frequents en els limfomes de ceél-lula B (Solé i col.,
2000).

Els estudis per FISH permeten afinar els resultats obtinguts per citogenética
convencional, ajudant a determinar els mecanismes implicats en la patologia
dels LZME (Solé i col., 2001). En aquest sentit, la técnica de I'SKY és una
tecnica de FISH multicolor que permet identificar cada cromosoma d’un color
diferent. Aquesta técnica és molt util per a definir alteracions cromosomiques
en casos amb cariotips complexes o cromosomes marcadors (Schrock i col.,
1996).
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2.2 OBJECTIU

L’objectiu d’aquest treball va ser analitzar una série amplia de LZME mitjangant
la técnica de I'SKY per tal de definir alteracions recurrents que ens féssin utils

en I'establiment d’'un marcador genétic especific per aquesta patologia.

2.3 PACIENTS | METODES

2.3.1 Pacients

Els 23 pacients estudiats van ser seleccionats d’'una série de 160 casos
diagnosticats de LZME, en funcié de que presentessin un cariotip complex amb
un numero de metafases suficientment elevat per analitzar. Disposavem de
mostres de 12 homes i 11 dones (no existia predominancia de sexe) amb una
mitjana d’edat de 72 anys. Els teixits utilitzats van ser 16 mostres de sang
periférica, sis de medul-la 0ssia i una de melsa. En aquells pacients en el quals
I'analisi de I'esplenectomia no va ser possible, el diagnostic es va dur a terme
mitjancant els estudis morfoldgics i immunofenotipics de la sang periférica
(Taula 14).
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2.3.2 Métodes

CITOGENETICA CONVENCIONAL

Els estudis per citogenética convencional es van realitzar al moment del
diagnostic segons els protocols estandart per a mostres de sang periférica,
medul-la dssia i melsa. Es van estudiar un minim de 20 metafases per cada cas
i els cariotips es van descriure seguint la nomenclatura de la ISCN (Shaffer i
Tommerup, 2005).

CAROTIPAT ESPECTRAL

El protocol de I'SKY per a la realitzacio de I'estudi citogenétic es va dur a terme
amb I'objectiu d’obtenir una imatge espectral idonia. El numero de metafases
analitzades va ascendir com a minim a quinze per cas i les alteracions
estructurals van ser acceptades només si es detectaven minimament en dues
metafases. De la mateixa manera que per a la citogenética convencional els
cariotips van ser descrits seguint les guies de la ISCN (Shaffer i Tommerup,
2005).

HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT
Per tal de verificar la implicacido de gens coneguts en els reordenaments amb
punts de trencament on es troben, es van dur a terme estudis de FISH utilitzant

les seglents sondes comercials:

- BCL6a3q927
- MYC a8qg24
- RB1la13q14 > Abbott-Vysis
- IGH a 14q32
- TP53a17p13 _/
- BCL3a19gq13 "
- IGKa2p12 > Dako Diagnostics
- PAX-5a9p13 _
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Per a confirmar la preséncia d’'un isocromosoma 17q es va utilitzar la sonda de
pintat cromosomic del cromosoma 17 de MetaSystems.

A més a més, vam dissenyar una sonda no comercial de break apart per tal de
confirmar la implicacié del gen CDKG6 a la regié 7922 d’un pacient (Figura 21).
Els BAC es van seleccionar del CHORI BACPAC resource center

(http://bacpac.chori.org/) i la sonda consta de dues clones (a 3’ i 5’ del gen)

marcades amb fluorescéncia verda i vermella mitjancant la técnica de nick
translation. Aquesta sonda és capag de detectar tots els reordenaments del gen
ja que els punts de trencament descrits es troben a 3,6 Kb Upstream de l'inici
de transcripcio. El nivell de tall per a la deteccid del reordenament va establir-se
en >1% després de la valoracié de 200 nuclis de sang periférica de 10 donants
sans.

La técnica de FISH es va realitzar sobre cel-lules fixades en Carnoy (mostres
de sang periférica i medul-la dssia) i en material parafinat (melsa). Es van
analitzar un minim de 200 nuclis i 5 metafases (a excepcié de la parafina) per
cas. Els nivells de tall utilitzats van ser els establerts per a les sondes de tipus

comercial (veure material i métodes).

Cr. 7 regio q22

Telbmer Centromer
———
3 COKE Promotor 5’
_ =
——
RP11-514k1
| —
CTD-2260H18

Figura 21. Esquema dels BAC escollits per a la elaboracié de la sonda del gen

CDKaG6. El BAC situat a 3’ va ser marcat en verd i el situat a 5’ en vermell.
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2.4 RESULTATS

Per citogenética convencional es van observar moltes alteracions
cromosomiques, i tot i aixi, la técnica de I'SKY va permetre detectar noves
alteracions en 17 dels 23 casos estudiats (74%)(Taula 15). Malgrat que els
pacients presentaven una barreja de cél-lules normals/tumorals que dificultava
la definicio de les diferents alteracions per SKY, va ser gracies a aquesta
técnica que es va poder redefinir el cariotip en els 17 casos esmentats (Taula
16). Es tractava d’alteracions que romanien criptiques o bé no identificables pel
meétode del bandeig G. Només sis pacients es van mantenir amb el cariotip
establert per citogenética convencional.

Dels 40 reordenaments trobats, 25 eren translocacions equilibrades on els
cromosomes meés implicats varen resultar ser: 1, 12, 8, 9, 17 i 14.

Entre les alteracions numeriques més recurrents destacaven la trisomia 3 (8
casos, 34%), trisomia 18 (6 casos, 26%) i trisomia 7 (4 casos, 17%). Pel que fa
a les monosomies, s6n meés dificils de determinar, ja que és complicat
diferenciar una pérdua ocasional d’'una anomalia clonal. En aquesta série dos

pacients (12 i 15) presenten monosomia del cromosoma 6.
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ALTERACIONS ESTRUCTURALS

L’alteracié estructural més freqiientment observada va ser la del(7q)(q22-q32)
(9 casos, 39%). En set pacients, aquesta es trobava associada a guanys de 3q.
Les adicions de material cromosomic detectades per citogenética convencional
van redefinir-se en la majoria dels casos (10 de 13, 77%) en translocacions
després d’'aplicar la tecnica de I'SKY. Per ordre de frequéncia, els cromosomes
més implicats en els reordenaments i els seus punts de trencament van ser: 3
(911-927), 14 (q32), 6 (q11-927), 12 (p/q) i 9 (p13/q) i 8 (p/q).

La figura 22 representa un exemple de la utilitat de I'SKY en lanalisi de

cariotips complexes.

AP RN (\ )

it 450 22 20 98 98, ¢ ,5. N ¢ 1 |

TR T BT TR T )“ : l‘ L8l
€0 1}
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B2 24 A ia 2k @

B

Figura 22. Imatges de la citogenética convencional versus I'SKY dels pacients
13 (A)i 21 (B).
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L’aplicacié posterior de la técnica de FISH amb sondes que cobrien les regions
cromosomiques implicades a la técnica de I'SKY, va permetre establir els punts
de ruptura de les noves translocaciones detectades i confirmar en d’altres la
implicacié de gens descrits préviament en aquelles regions (Taula 17). En sis
de set pacients (85%) amb implicacié de 17p al cariotip es va confirmar la
deleci6 de TP53. Curiosament, el pacient 14, presentava material afegit al
cromosoma 17 i tot i que per bandeig G es pensava que es tractava d’una
translocacié, per SKY es va definir que era material del mateix cromosoma. Per
FISH vam aplicar la sonda de pintat cromosomic del 17 confirmant un
isocromosoma 17q.

BCL6 es va estudiar en nou pacients amb alteracions a 3q, incloent casos en
els que els punts de trencament éren diferents a q27, per tal de determinar tant
la implicacié6 d’aquest gen com guanys/perdues en aquesta regio. Set dels
casos (77%) presentaven guanys de 3q degut a la preséncia de trisomies o bé
cromosomes derivatius, i els altres dos presentaven només dues copies. En
cap pacient es va demostrar un reordenament implicant BCL6.

Els pacients amb afectacié de 13q14 i 8g24 es van estudiar amb les sondes
RB1 i MYC respectivament. Només un cas de tres presentava pérdua de 13gq14
i pel que fa al gen MYC en tres casos es van observar guanys deguts a
translocacions no reciproques i un altre pacient presentava un reordenament

de MYC al cromosoma 3p (Taula 17).
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TRANSLOCACIONS DELS GENS DE LES IG

Dels 23 pacients estudiats per SKY, es va poder detectar que vuit d’ells
presentaven implicacio de les regions 2p12 i 14932 (IGK i IGH respectivament).
En relaci6 amb IGH, per FISH es van poder confirmar les translocacions
reciproques 1(9;14)(p13;q32) implicant els gens PAX-5/IGH (tres casos) i la
t(14;19)(q32;913) implicant IGH/BCL3 (dos casos). Pel que fa al gen IGK, es va
detectar en un reordenament amb el gen CDKG6 en forma de t(2;7)(p12;922) en un
dels tres casos estudiats amb aquesta sonda. Malauradament, en els altres dos
pacients on per -cariotipat espectral es van detectar les translocacions
t(2;12)(p12;924) (cas 1) i 1(2;21)(p12;922) (cas 18) no es va poder confirmar per
FISH el reordenament de la cadena lleugera kappa. Curiosament, el pacient 18
presentava una translocacié definida com a t(1;14)(p22;932) per citogenética
convencional, perd després de l'aplicacid de la técnica de I'SKY aquesta va
redefinir-se com a una t(1;6)(p34;p23) sense afectacié d’'IGH.

En el cas 12 no es va poder comprovar per FISH la implicacié d'IGH en la
t(1;14)(921;932) degut a que no disposavem de més material fixat en Carnoy.

Tot i aixi, i en resum, vam poder confirmar translocacions en els gens de les Ig en

cinc de 23 pacients (21%).
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3.TERCER TREBALL

EL GEN FOXP1 EN ELS LIMFOMES DE LA ZONA MARGINAL ESPLENICA:
APROXIMACIO PER HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT |
IMMUNOHISTOQUIMICA

3.1 INTRODUCCIO

El gen Forkhead box protein P1 (FOXP1) localitzat a la banda 3p14 del
cromosoma 3 genera una proteina del mateix nom que presenta dominis
caracteristics de factor de transcripcio, els quals representen un paper molt
important en el desenvolupament normal dels organismes. Cal esmentar, que
la regié 3p es troba delecionada en una tercera part dels tumors solids humans
i que en ella han estat descrits diferents gens supressors de tumors. Degut a
que FOXP1 es troba en aquesta regid i llur proteina es troba alterada i presenta
pérdua d’heterocigositat en aquest tipus de neoplasies, es considera un nou
candidat a gen supressor de tumors (Banham i col., 2001). Altrament, no hi ha
massa informacié pel que fa al rol de FOXP1 en oncohematologia, tot i que és
un regulador transcripcional en la limfopoiesi de les cél-lules B (Hu i col., 2006).
La sobreexpressio de la proteina FOXP1 va ser observada en casos de LDCG
no centre germinal, on s’associava a un pitjor pronostic (Barrans i col., 2004,
Banham i col., 2005). Tanmateix, els mecanismes de disregulacié de FOXP1
en els LNH no sén clars, tot i que diferents estudis suggerien que en molts
casos les alteracions citogenétiques son el mecanisme patogénic responsable
(Haralambieva i col., 2005, Streubel i col., 2005, Wlodarska i col., 2005, Fenton
i col., 2006).

3.1.1 t(3;14)(p14:;932)
La translocacié t(3;14)(p14;932) implicant els gens FOXP1/IGH es va descriure

en limfomes MALT i LDCG extranodals (Haralambieva i col., 2005, Streubel i
col., 2005, Wlodarska i col., 2005, Fenton i col., 2006).
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En els limfomes MALT, s’observa que en un 10% dels casos existia la
translocacié, que era dependent del lloc de localitzacié de la malaltia i es
trobava associada a altres alteracions cromosomiques com la trisomia 3
(Streubel i col., 2005). Els estudis d’Haralambieva i col-laboradors (2005) i
Fenton i col-laboradors (2006) en canvi, la descrivien basicament en LDCG
extranodals.

El mecanisme de disregulaci6 de FOXP1l sembla ser degut a la seva
juxtaposicio amb el gen de les Ig, tot i que la descripcié d’'una t(2;3)(q36;p14)
(Wlodarska i col., 2005) suggeria que es tracta d’'un gen promiscu implicat en
els LNH que pot reordenar-se, com BCL6, amb molts partners diferents
(Haralambieva, 2005). Respecte a la possibilitat de que la trisomia 3 sigui la
responsable de la disregulacié de FOXP1, Wlodarska i col-laboradors (2005) no
van trobar evidéncia d’'un augment de I'expressio de la proteina en casos on
només es dona aquesta alteracio.

Pel que fa als LZME, i a diferéncia de la resta de LNH, els reordenaments
implicant el locus de les IGH s’han descrit en pocs casos (Corcoran i col., 1999,
Hernandez i col., 2001, Sonoki i col., 2001, Solé i col., 2001, Remstein i col.,
2008) i en referéncia a la t(3;14)(p14;932) només es van estudiar vuit casos els

quals éren negatius per a aquest reordenament (Streubel i col., 2005).

3.2 OBJECTIU

L’objectiu d’aquest treball va ser determinar mitjangant la técnica de FISH
I'existéncia de reordenaments del gen FOXP1 en LZME i correlacionar-ho amb
el nivell d’expressio de la seva proteina per IHQ en aquells casos dels que es
disposava de teixit esplénic.

3.3 PACIENTS | METODES

3.3.1 Pacients

En aquest treball es van incloure 36 pacients diagnosticats de LZME segons els
criteris de la OMS (Swerdlow i col., 2008).
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3.3.2 Métodes

CITOGENETICA CONVENCIONAL

L’analisi per citogenética convencional es va dur a terme segons el protocol
estandard per a cél-lules fixades en Carnoy (12 casos de sang periférica, set de
medul-la 0ssia i 17 de melsa) i la descripcié dels cariotips es va dur a terme
segons la ISCN (Shaffer i Tommerup, 2005).

HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT
Per a I'estudi per FISH es va dissenyar una sonda de break apart no comercial,
utilitzant BAC seleccionats del CHORI BACPAC resource center

(http://bacpac.chori.org/). La sonda consta de dues clones (a 3’ i 5 del gen)

marcades amb fluorocroms vermell i verd mitjangant la técnica de nick

translation (Figura 23).

Cr. 3regid p14

Telomer Centromer

3, FOXP1 pramaotor 5,
A
—
RP11-79P21
——
RP11-713J7

Figura 23. Esquema dels BAC escollits per a la elaboracio de la sonda del gen

FOXP1. ElI BAC situat a 3’ va ser marcat en vermell i el situat a 5’ en verd.
La sonda elaborada és capa¢ de detectar tots els punts de trencament de

FOXP1, ja que préviament havia estat descrit que aquests es trobaven a 90 Kb

downstream del gen.
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El marcatge de sonda i la técnica de FISH es van dur a terme segons els
protocols establerts sobre 12 mostres de sang periférica, set de medul-la ossia i
17 de melsa. En 10 de les 17 melses estudiades la técnica de FISH va donar
resultats no valorables, de manera que es va repetir I'experiment utilitzant
cél-lules de melsa fixades en Carnoy.

Per a l'establiment dels nivells de tall de la nostra sonda en cél-lules en
suspensio es van utilitzar mostres de sang periférica de 10 donants sans on es
van analitzar en cada cas 200 nuclis. Els valors de tall obtinguts van ser de
>1% per al reordenament i de >3% per a guanys de FOXP1. Pel que fa als
casos de material parafinat es van valorar cinc amigdales també de donants
sans, i en aquests casos els nivells de tall obtinguts van ser de >2% per a

reordenaments de FOXP1 i de >10% per a més d’'una copia del gen.

IMMUNOHISTOQUIMICA

La IHQ es va aplicar sobre els 17 casos dels quals es disposava de material
histologic inclds en parafina. L'anticos, clona JC12, va ser cedit per la Dra.
Banham (Banham i col., 2001).

Els casos estudiats van ser considerats positius quan éren observades més del
30% de ceél-lules atipiques, i la intensitat de FOXP1 es va establir com a débil,

moderada i forta.

3.4 RESULTATS

Dels 36 casos estudiats, 29 (80%) van presentar un cariotip alterat per
citogenetica convencional que en 22 d’ells era complexe, en 16 (44%) es
trobava implicat el cromosoma 3 i en set casos estava constituit per una unica
alteracié (en 5/7 pacients es tractava de delecié de 7q). El gen FOXP1 no es
va trobar reordenat en cap cas, tot i que en set pacients dels 36 (19%) van ser
detectades tres copies del gen, degudes a la trisomia total (5 casos) o parcial
de 3p per translocacions no balancejades (2 casos) del cromosoma 3.

En un pacient (cas 3) van detectar-se discordancies entre els resultats
obtinguts per citogenetica convencional i FISH, ja que per bandeig G
s’observava trisomia 3 (en 30 metafases de morfologia pobra) i per FISH no es

va poder confirmar (Taula 18).
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Els estudis d’IHQ es van realitzar sobre 17/36 pacients dels quals es disposava
de teixit esplenic. Dels 17 casos analitzats, 14 presentaven expressié de
FOXP1 i en cinc d’ells es tractava d’expressié forta i uniforme (Taula 18). Es
important destacar que tres pacients amb delecié de 7q com a unica alteracié
van mostrar sobreexpressio de la proteina FOXP1 aixi com afectacié prominent
de la polpa vermella de la melsa (3 casos dels 17 estudiats per IHQ) (Figura
24).

&

B 7% 5T

Figura 24. A) Secci6 de melsa tenyida del pacient 8 (tincié HE) augment 200X.
B) Expressié de FOXP1 del mateix fol-licle limfoide.

124



Resultats

En referéncia als casos 17 i 23, que també presentaven delecié de 7q com a
unica alteracid, la IHQ no va poder detectar expressié de FOXP1 degut a que
nomeés presentaven un lleuger augment del teixit limfoide esplenic. D’altra
banda, un pacient amb tres copies del gen FOXP1 detectades per FISH (cas 9)
presentava només una lleugera expressio de la proteina. Malauradament, de la
resta de casos amb guany de FOXP1 detectat mitjancant FISH no disposaven
de peces d’esplenectomia, de manera que no va ser possible establir una

correlacié amb estudis d’expressio per IHQ.
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Discussio

1. Lat(9:14)(p13:032) en LZME

Les alteracions citogenétiques meés frequentment descrites en LZME son les
delecions de 7q i la trisomia 3 (Oscier i col., 1993, Solé i col., 1993, Dierlamm i
col., 1996, Troussard i col., 1998, Gruszka-Westwood i col., 1999, Solé i col.,
2001, Salido i col.,, 2010) i pocs estudis posen de manifest translocacions
implicant el gen IGH (Corcoran i col., 1999, Hernandez i col., 2001, Sonoki i
col., 2001, Solé i col.,, 2001, Remstein i col., 2008). En referéncia a la
t(9;14)(p13;932), només ha estat descrit un cas amb un reordenament complex
t(2;9;14)(p12;p13;932) implicant el gen PAX-5 (Morrison i col., 1998).

Els tres pacients estudiats en el nostre treball presentaven cariotips complexes,
essent les alteracions més frequents el guany parcial de 1g (en un cas com a
duplicaci6é i en un altre com a cromosoma en anell on es guanya tot un
cromosoma 1) i les trisomies 3 i 7 (en 2 casos). Aquests pacients presentaven
una morfologia i immunofenotip tipics de LZME tot i que dos d’ells posaven de
manifest un patr6 difus d’infiltracid esplénica, poc comu en aquesta patologia.
De la mateixa manera que en els casos descrits en estudis previs, la
t(9;14)(p13;932) va ser detectada després d’aplicar técniques de FISH
multicolor. Concretament, en els nostres pacients, la 1(9;14)(p13;932) es va
detectar després de l'aplicacié de I'SKY, suggerint que aquesta alteracié pot
quedar emmascarada en cariotips amb reordenaments complexes.

En el cas 2, els estudis previs per citogenética convencional, posaven de
manifest una unica translocacio t(14;19)(q32;913) i va ser per SKY que es va
veure que una petita proporci6 de cellules presentaven també una
t(9;14)(p13;932). Per FISH vam poder comprovar que es tractava doncs d’un
cas amb dues translocacions afectant al gen IGH . El fet que un elevat nombre
de cél-lules presentés la t(14;19)(q32;q13) com a unica alteracié suggeria que
la t(9;14)(p13;932) era una alteracid secundaria. Cal destacar, que un any
després del diagnostic, la t(9;14)(p13;q32) ja era visible mitjangant citogenética
convencional, posant de manifest un augment d’aquesta clona tumoral.

A nivell histologic (en els casos 2 i 3) vam observar una associacio d’aquest

reordenament a un patré difus d’infiltracié esplénica, poc comu en els LZME.
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Mollejo i col-laboradors (2002), consideren que existeixen casos de LZME amb
patré difus d’infiltracié esplénica i caracteristiques diferenciades: pocs
micronoduls, morfologia marginal amb citoplasma abundant, inactivaci6 de
TP53 i implicacié cutania. Tot i aixd, cap dels nostres dos casos presentava
aquestes caracteristiques.

Els nostre treball va confirmar la rara perd recurrent preséncia de la
1(9;14)(p13;932) en els LZME i que no es tracta d’'una alteracié especifica d’'un
determinat subtipus de LNH. El prondstic associat als reordenaments PAX-
5/IGH en aquesta entitat patoldogica encara roman incert i és necessari un
posterior seguiment dels pacients per a entendre millor el paper d’aquesta
alteracio en aquest tipus de limfomes.

Cal destacar, que posteriorment al nostre estudi va ser publicat el cas d’una
pacient diagnosticada de LZME amb la t(9;14)(p13;932). Malauradament no es
van realitzar estudis per citogenética convencional i no existeix informaci6 del
cariotip, curiosament pero, presentava infiltracié cutania i també un patré
histologic de caracter difus (compatible també amb LDCG) (Kelly i col., 2007).
Aixi mateix, un altre treball de I'any 2009, reportava un cas d’un pacient
diagnosticat de LDCG positiu per a infeccio del virus Epstein Barr i
t(9;14)(p13;932) (Ohno i col., 2009). Aquestes dues publicacions reforcen la
nostra hipotesi de que el reordenament PAX-5/IGH no és exclusiu d’'un subtipus
especific de LNH, que es tracta d’'una alteracié que es déna en pacients amb
malaltia avangada i que presenten patrons histologics de caracter difus.
Finalment, destacar un estudi on també per cariotipat espectral es va poder
descriure una translocacio complexa t(9;14;11)(p13;932;q13) implicant PAX-5,
IGH i CCNDL1. El que sobta d’aquest treball i el fa digne de mencié és el fet de
que es tracta d’'un mieloma de cél-lules plasmatiques, i tal i com hem dit PAX-5
es troba regulat a la baixa en les fases finals de diferenciacio de les cél-lules B
(Sato i col., 2015).

Sigui com sigui, els nostres resultats en LZME s6n molt preliminars i hauran de

ser confirmats en series més llargues de pacients.
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2.Noves alteracions cromosomiques en LZME detectades per cariotipat
espectral (SKY)

Els LZME so6n una entitat histoldogicament ben diferenciada perd que a nivell
genetic presenten heterogeneitat, sense una alteracié exclusiva que els pugui
diferenciar al 100% dels diferents LNH amb els que es pot solapar. La majoria
de pacients (70-80%) presenten un cariotip complex (Troussard i col., 1998,
Hernandez i col., 2001, Sole i col., 2001, Aamot i col., 2005, Oscier i col., 2005,
Salido i col., 2010) i precisament, degut a la complexitat dels cariotips, la
descripcid dels cromosomes implicats en reordenaments multiples, les
adicions, delecions, insercions etc..és particularment dificil. Per aquest motiu
les técniques de cariotipat multicolor son extremadament utils, ja que permeten
redefinir les alteracions, sobretot estructurals, permetent una visi6 més precisa
del conjunt d’anomalies.

Aquest treball és el primer que utilitza la técnica del cariotipat espectral o SKY
per a I'estudi d’'una série de LZME amb cariotip complex. Cal destacar que en
un 74% dels casos el SKY va proporcionar informacié adicional a la obtinguda
per citogenética convencional. Es tractava d’anomalies que romanien criptiques
per al bandeig G i que en cap cas s’haurien pogut detectar tot i augmentar el
nombre de metafases analitzades.

En aquesta série, la frequéncia de casos positius per a CD5 és relativament
elevada (26%) respecte al que ha estat descrit préviament (Matutes i col.,
1994) pero aixd pot explicar-se pel fet que es tracta de casos especificament
seleccionats per la complexitat del seu cariotip. Giannouli i col-laboradors
(2004) van publicar que els casos de LZME CD5 positius presenten un curs
més agressiu perod estudis posteriors al nostre treball demostren que no
existeixen diferéncies ni de supervivéncia ni de parametres clinico-biologics
entre els casos CD5+/CD5- (Salido i col., 2010).

Del nostres casos CD5 positius, dos dells presentaven alteracions
citogenetiques que poden trobar-se en LLC. El pacient 21, que presentava un
patré d’infiltracio sinusoidal a la medul-la dssia (caracteristic dels LZME), referia
una del 13914 per citogeneética convencional. Després d’aplicar la técnica de
I'SKY, es va veure que la regio 13q14 es trobava implicada en una translocacio
complexa der(7)t(7;9;13).
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L’altre cas, el pacient 23, presentava una t(2;7)(p11;922) que també havia estat
descrita a la LLC. Aquest reordenament pero, també pot detectar-se en casos
de LZME (Corcoran i col., 1999) i el nostre pacient presentava precisament un
immunofenotip molt sugestiu d’aquesta entitat.

La t(14;19)(q32;q13) es va descriure en un principi ampliament en LLC. Estudis
posteriors pero, van demostrar que els reordenaments de BCL3 no éren una
alteracio exclusiva d’aquesta patologia i que es podien detectar en un grup molt
heterogeni de limfomes de ceél-lula B (Martin-Subero i col., 2007). Nosaltres, en
aquesta serie hem descrit dos casos de LZME amb la t(14;19)(q32;q13)
associada a una deleci6 de 7q.

La delecio de 7q, que es creu es troba associada a un pitjor pronostic (Mateo i
col., 1999), és precisament I'anomalia citogenética considerada com un
marcador especific dels LZME i és l'alteraci6 més frequent en els casos
d’aquest estudi. La pérdua recurrent de material d’aquesta regi6 fa pensar que
existeixen gens de rellevancia en la patogénesi dels LZME en aquesta regi6
(Gruszka-Westwood i col., 2003). Tanmateix, tot i que les delecions de 7q son
I'alteraci6 més detectada en els LZME, només un estudi previ demostra un
mecanisme oncogeénic de patogénia degut a translocacions de 7q (Corcoran i
col., 1999).

En el nostre treball hem detectat mitjangant SKY una t(2;7)(p12;922) idéntica a
la descrita per Corcoran i col-laboradors (1999). Aquest reordenament va
definir-se per citogenética convencional com a un t(2;8) perd gracies al
cariotipat espectral vam poder identificar-la correctament com a una t(2;7). Per
FISH vam voler comprovar la implicacié dels gens IGK i CDKG6, per la qual cosa
vam haver de dissenyar una sonda especifica per a CDK6 ja que no n’existia
cap de comercial. Els resultats vam posar de manifest que efectivament IGK i
CDKG6 es trobaven reordenats en un 68% i 63% de les cél-lules respectivament.
Aquest fet confirma la preséncia d’'una translocacio reciproca entre aquests dos
gens, i ens va permetre corroborar la baixa perd recurrent preséncia de
translocacions implicant gens amb propietats oncogéniques disregulats per

juxtaposicio amb els promotors de les Ig.
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En concordanga amb dades d’estudis previs del grup (Solé i col., 1997) el
cromosoma 3 ha estat el segon més freqientment implicat en alteracions en el
nostre treball, no només a nivell numéric (guany de tot el cromosoma) sino
també a nivell d’alteracions estructurals resultant d’aquestes un guany de 3q.
Investigacions anteriors del nostre grup van establir que era poc habitual trobar
en un mateix cariotip delecié de 7q i guanys de 3/3q (Solé i col., 2001). La
nostra série no pot corroborar aquesta afirmacio ja que en cinc casos han estat
detectades les dues anomalies juntes.

En relacié amb les translocacions que afecten a la regié 3q, els cromosomes
que hem trobat implicats sén el 6, 8, 13 i 18. Pel que fa a la incidéncia de la
trisomia 3 en el nostre treball ha estat d’'un 34%, un percentatge similar a
'observat per HGC en LZME (Hernandez i col., 2001). La preséncia de guanys
3/3q ha estat significativament associada en estudis previs a un pitjor pronostic
(Hernandez i col., 2001, Aamot i col., 2005, Dierlamm i col., 2000c). Els autors
suggerien que el material adicional té efecte de dosi génica, de manera que els
gens sobreexpressats per guany en aquesta regid contribueixen a la
transformacié neoplasica o bé a la progressié de la malaltia (Dierlamm i col.,
2000c).

El gen BCL6 es troba localitzat a la regié 327 i €s un repressor transcripcional
alhora que una diana frequent en multiples translocacions cromosdomiques que
afecten als LNH (Barrans i col., 2002, Ohno, 2006). Els nivells d’expressio
d’aquest gen son utils per a determinar el curs clinic de la malaltia en
contraposicié al desconegut significat prondstic de les translocacions en aquest
locus. L’aplicacié de la técnica de FISH mitjangant la sonda de BCL6 és una
bona estrategia per a detectar guanys de 3/3q en LZME. A part de la trisomia 3,
en el nostre treball hem detectat una elevada incidéncia de trisomies 7 i 18, en
la mateixa proporcié que havien estat préviament descrites (Hernandez i col.,
2001, Aamot i col., 2005, Callet-Bauchu i col., 2005).

En el nostre estudi, quatre pacients (17%) van presentar una translocacio
implicant el cromosoma 8. Tres d’ells presentaven un guany de la regié 8q com
a cromosoma derivatiu i per FISH vam poder detectar que implicava el gen
MYC. L’altre pacient mostrava senyal d’aquest gen a la regi¢ 3p, perd no es

trobava reordenat.
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La relacié entre MYC i els LZME cal que sigui estudiada millor en una seérie de
casos més gran per tal de veure si realment la regié 8924 pot estar implicada
en anomalies perd no reordenada.

La trisomia 12 o la duplicacié de 12q ha estat observada frequentment com a
alteracié secundaria en el desordres de linia limfoide (Hernandez i col., 2001)
tot i que estudis previs suggereixen una baixa implicacié de la trisomia 12 per
citogenetica convencional en els LZME (Oscier i col., 1993, Solé i col., 2001).
En aquest treball, hem estat capagos de detectar mitjangant la técnica de
I'SKY, una alteraci6 numeérica i sis estructurals implicant el cromosoma 12.
Podem argumentar que aquestes alteracions son dificils de veure per
citogenetica convencional perd en canvi facilment detectables per cariotipat
espectral, explicant d’aquesta manera la baixa incidéncia d’alteracions implicant
el cromsoma 12 detectada en els estudis anteriors (Oscier i col., 1993, Solé i
col., 1997, Solé i col., 2001).

Les translocacions implicant el locus 14q32 sén habituals en un elevat nombre
de LNH i el resultat d’aquestes translocacions comporta una sobreexpressio
dels gens juxtaposats al promotor de les IGH. Un tipus d’aquests
reordenaments ha estat descrit en els LZME en forma de t(6;14)(p21;932) (Solé
i col., 2000). En el nostre treball, i en contraposicid al que ha estat descrit
previament, trobem una elevada frequéncia de translocaions implicant 14932
després de la aplicacié de la técnica de cariotipat espectral. Hem estat capacos
de detectar la t(9;14)(p13;932), que sembla ser important en els LZME amb
patré d’infiltracié esplénica de tipus difus (treball 1). La t(14;19)(932;913) i un
reordenament t(1;14)(q21;932) també s’han observat després de l'aplicacio de
la técnica de I'SKY. En referencia a la t1(14;19)(q32;q13), un estudi multicéntric
de Martin-Subero i col-laboradors (2007), posa de manifest que els
reordenaments del gen BCL3 amb els diferents loci de les Ig no es troben
restringits a la LLC, sin6 que més aviat son detectables en un grup molt
heterogeni de neoplasies de cél-lula B. Pel que fa a la t(1;14)(g21;q32), ha estat
descrita en diferents LNH pero no en LZME

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman).
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Els estudis previs realitzats per citogenética convencional sobre mostres de
pacients diagnosticats de LZME posen de manifest una elevada incidéncia de
delecions a 7q i trisomia 3/3q, pero poques séries han inclos informacio pel que
fa a les translocacions cromosomiques i altres reordenaments estructurals en
aquesta entitat. Mitjangcant la técnica de I'SKY, s’han posat de manifest en
aquest treball nous reordenaments i translocacions implicant els loci de les Ig
en LZME.

Altres técniques que s’han anat introduint en l'estudi de les neoplasies
limfoides, com els arrays d’HGC o els microarrays d’expressio, tenen un nivell
de resoluci6 major, perd0 no so6n capaces d’identificar translocacions
reciproques. Degut al fet que aquests reordenaments sén molt importants en la
patogénesi dels limfomes de cél-lula B creiem que I'SKY és una eina molt util
per a revelar-los, i també per a redefinir de manera més precisa els resultats
obtinguts per citogenética convencional. Evidenment que es tracta d'una
técnica que també té les seves limitacions, si les metafases no sén de bona
qualitat, si la clona tumoral és petita o la preséncia d’alteracions de tamany més
petit al seu limit de resolucid. Tot i aixi, aquest estudi posa de manifest que els
avantatges sén més grans que les limitacions i pot tractar-se d’'una eina molt
poderosa en l'estudi dels LZME.

Actualment, i tot i que constantment van apareixent noves técniques cada cop
més precises (la sequenciacid massiva per exemple), 'SKY continua essent
molt util en l'analisi de cariotips complexes, ja que ajuda a dilucidar els gens
implicants en els reordenaments o bé posa de manifest alteracions no
detectades per altres tecniques (Sato i col.,, 2015, Sawyer i col.,, 2015,
Taniwaki, 2015). També hi ha treballs on de la mateixa manera que nosaltres
amb els LZME, el cariotipat espectral s’ha utilitzat per a descriure patologies
genéticament heterogénies que encara no tenen marcadors cromosomics

especifics establerts (Udayakumar i col., 2015).
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3. El gen FOXP1 en LZME: estudi de la t(3:14)(p14:932) per FISH i de
I'expressio de la proteina FOXP1 per IHO

A la literatura s’ha descrit que el gen FOXP1 es troba disregulat degut a guanys
totals o bé parcials del cromosoma 3. Aquesta alteracio d’altra banda es troba
associada a una forta expressié de la proteina FOXP1 suggerint una relacié
entre la preséncia de copies extra d’aquest gen i 'expressio aberrant de la seva
proteina (Haralambieva i col., 2005). Els mecanismes de disregulacié en els
LNH so6n diversos i no sempre han d’estar associats a reordenaments
cromosomics. Si bé és cert, que en molts casos degut al petit tamany de les
regions implicades o per la preséncia de cariotips complexes hi ha
translocacions que poden quedar emmascarades i és en aquests casos on les
diferents técniques de FISH sén de gran utilitat per a confirmar o detectar
alteracions (Gozzetti i col., 2002, Gazzo i col., 2005).

Malgrat que la trisomia 3 és una de les alteracions cromosomiques més
frequents en els LZME (Dierlamm i col., 2000c, Hernandez i col., 2001, Solé i
col.,, 2001, Aamot i col., 2005) la t(3;14)(p14;932) no ha estat detectada en
aquesta entitat (Streubel i col., 2005). Per aquest motiu ens vam proposar fer
un estudi sobre mostres de pacients diagnosticats de LZME utilitzant una sonda
de FISH especifica per a FOXP1 i intentar correlacionar els resultats obtinguts
amb I'expressio de llur proteina.

Tot i que no vam detectar reordenament del gen en cap cas, si que vam poder
observar tres copies de FOXP1 degudes a guanys del cromosoma 3 sencer o
guanys parcials de 3p.

Desafortunadament, no va ser possible establir una correlacié entre els casos
que presentaven trisomia 3/3p per FISH i els estudis d’expressio per IHQ, degut
a la indisponibilitat de teixit esplénic per valorar. Només es van poder realitzar
els dos analisis sobre la melsa d’'un pacient, el qual presentava una lleugera
expressié de FOXP1 i posava de manifest trisomia 3 per FISH. Posteriorment al
nostre treball, s’ha publicat un estudi que determina lI'existéncia de diferents
isoformes de la proteina FOXP1 en LDCG que I'anticos monoclonal JC12 és
incapa¢ de distingir (Brown i col.,, 2008). Aquest fet podria explicar les

discordancies entre FISH i IHQ del nostre cas.
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La deleci6 de 7q es considerada l'alteraci6 més caracteristica dels LZME
(Oscier i col., 1993, Solé i col., 1993, Troussard i col., 1998, Solé i col., 2001,
Salido i col., 2010). En aquest estudi vam detectar tres casos amb deleci6 de
7q i infiltracié abundant de la polpa vermella. Curiosament, aquests pacients
presentaven una forta (dos casos) i moderada (un cas) expressio de la proteina
FOXP1. Malauradament, el nombre de pacients que presentaven aquestes
caracteristiques és molt baix i no podem establir cap mena de relacié entre
elles. Aquest resultat, molt preliminar, hauria de ser estudiat en un numero
major de pacients.

La present memoria representa I'estudi més ampli realitzat sobre la implicacio
del gen FOXP1 en LZME. A fi de poder determinar una relacio entre els guanys
de 3/3p i I'expressié de la proteina FOXP1 és necessari un estudi amb més
pacients dels quals es disposi de mostra de teixit esplénic.

Aixi mateix, aquells estudis amb pacients que presentin una infiltracio
prominent de la polpa vermella i delecié de 7q haurien de confirmar o descartar
I'associacié entre aquesta alteracié citogenética i una forta expressio de la
proteina FOXP1.

El nostre estudi pot concloure finalment, que tot i que el gen FOXP1 realitza un
paper important en la regulacié transcripcional de les cél-lules B i probablement
es troba afectat en altres LNH, podem descartar la implicacio de la
t(3;14)(p14;932) en LZME.

Treballs posteriors al nostre han posat de manifest que és I'expressié de la
proteina FOXP1, i no les alteracions numeriques i/o estructurals d’aquest gen,
el que té significat pronostic. Cal tenir en compte doncs que 'expressio de la
proteina és bastant independent de l'estat del gen (Hoeller i col., 2010). Ha
estat confirmat a més a més, que en LDCG extranodals la sobreexpressio de
FOXP1 té un efecte advers en la supervivéncia, a diferéncia del que passa en
els LDCG nodals, on la tumorogenesi implica també al gen BCL2 (Yu i col.,
2011). Finalment, ha estat descrit un micro-RNA, el miR-34a que es troba

relacionat amb la disregulacié de FOXP1 (Craig i col., 2011).
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Dels resultats presentats en aquesta memoria podem concloure que:

1. Enrelacié alat(9;14)(p13;932) en els LZME:

1.1. La 1(9;14)(p13;932) no és exclusiva d’'un subtipus especific de LNH.
Probablement es tracta d’'una alteracié que queda emmascarada en
aquells casos que presenten cariotip complex i aixo en dificulta la seva

deteccio.

1.2. La t(9;14)(p13;932) en LZME, es troba associada a un patr6é difus

d’infiltracié esplénica (conclusions molt preliminars).

2. En relaci6 a Il'aplicaci6 de la tecnica de I'SKY en pacients
diagnosticats de LZME:

2.1. La tecnica del SKY permet completar i definir de forma més precisa els
resultats obtinguts en l'analisi per citogenética convencional dels
casos amb cariotip complex. Mitjangant I'SKY i la posterior aplicacié de
la técnica de FISH podem detectar noves translocacions associades
als LZME, en aquests moments pendents de tipificar, de manera que

siguin utils tant a nivell de diagnostic com de pronostic.

2.2. L'aplicaci6 de I'SKY en casos de LZME ens ha permés confirmar
'elevada incidéncia de delecions de 7q i guanys de 3/3q aixi com
revelar una elevada proporcio de translocacions implicant els gens de

les Ig i noves translocacions dels cromosomes 3, 6, 8, 91 12.

2.3. Les translocacions implicant els gens de les Ig sébn més habituals en els

LZME del que han estat descrites fins ara en aquesta entitat.

2.4. L'aplicacio de la técnica de I'SKY i la posteriorment la de FISH ens han
permés detectar en LZME guanys sense reordenament del gen MYC
(conclusions molt preliminars subjectes a un estudi més ampli de

pacients).
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3. Enrelacio alaimplicacié del gen FOXP1 en els LZME:

3.1 La translocacio t(3;14)(p14;932) o el reordenament FOXP1/IGH no s’ha

detectat en cap pacient afecte de LZME.

3.2 En pacients amb guany del bra¢ curt del cromosoma 3 o trisomia 3, ha

estat confirmat un augment en el nombre de copies del gen FOXP1.

3.3 En pacients amb delecié de 7q com a unica alteracio i afectacié prominent
de la polpa vermella de la melsa, els estudis d’'immunohistoquimica han
demostrat un augment en I'expressio de la proteina FOXP1 (resultat molt

preliminar).
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Annex

1.Solucions per a les tecniques de citogenética convencional i hibridacié

in situ fluorescent (FISH)

Aliquota de TPA

Aliquota de medi de cultiu
DMSO (Sigma®)

TPA (Sigma®)

La seva preparacié consisteix en dissoldre el vial de TPA de la casa comercial
(1 mg) en 1 mL de DMSO (proporcié 1:1). Es conserva en aliquotes de 10 uL a
—20°C i protegides de la llum ja que el TPA és fotosensible. En el moment en
que sigui necessari es complementen amb un 1 mL de medi de cultiu complet.

Aquesta nova aliquota es conserva a 4°C també protegida de la llum.

Fixador Carnoy

3 parts de metanol per analisi (BDH Prolabo®)
1 part d’acid acétic glacial per analisi (Merck®).

*Es prepara nou cada dia i es manté a TA.

Hipotonica (KCI 0’075 M)
2’79 gr clorur de potassi (Merck®)

500 mL aigua destil-lada

*Es conserva a 4°C 15 dies.

Colorant de Wright

1°25 gr Wright Stain, Certified (Sigma®)
500 mL de metanol (BDH Prolabo®)

Es tapa la solucié amb paper d’alumini i es deixa en agitacié durant dues hores.
Posteriorment es filtra mitjangant un embut amb paper de filtre a una ampolla
també protegida de la llum. Es col-loca a I'estufa de 37°C durant 72 hores i
passat aquest temps ja es pot utilitzar. Es conserva a TA i caduca als quinze

dies.
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Tampd de Sorensen

2269 gr de potassi dihidrogenfosfat (Merck®)
2'969 gr de di-sodi hidrogenfosfat di-hidrat (Merck®)
500 mL d’aigua destil-lada

*Es conserva a 4°C i caduca als seixanta dies.

Acetat sodic (NaAc) 3M
408’1 gr d’acetat de sodi (Merck®)
1L d’aigua destil-lada

*Es conserva a TA.

Solucié de formamida al 50%
15 mL 20xSSC

60 mL aigua destil-lada

75 mL de formamida (Merck®)

-s'ajustaelPha 6’2 -6’3

*Es conserva a 4°C i es pot utilitzar durant quinze dies.

Solucio de formamida al 70%
35 mL formamida (Merck®)
10 mL aigua destil-lada
5 mL 20xSSC
- s'ajusta el Ph a 6’2 — 6’3 (sén 3 gotes d’'HCI 1M)

*Es conserva a 4°C i es pot utilitzar durant quinze dies.

2XSSC
100 mL 20xSSC
900 mL d’aigua destil-lada

*Es conserva a 4°C.

Annex
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2XSSC al 0'1% de NP-40
100 mL 20xSSC
1 mL NP-40 (Sigma®)

Enrasar fins a 1L amb aigua destil-lada

*Es conserva a 4°C.

EDTA
5 mL EDTA 100X (Biological Industries®)
500 mL d’aigua destil-lada

*Es conserva a 4°C.

PBS 1X
100 mL PBS 10X (Roche®)
900 mL d’aigua destil-lada

*Es conserva a 4°C.

MgCl,
20’33 mg MgCl, (Merck®)
100 mL aigua destil-lada

*Es conserva a TA.

20XSSC

88'23 gr/L TriNaCitrat (Merck®)
175’32 gr/L NaCl (Merck®)

1 L d’aigua destil-lada

*Es conserva a TA.

Solucio de HCI
0’5 mL HCI 1M + 49’5 mL d’aigua destil-lada

*Es prepara i s'utilitza al moment.

Annex
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Estoc de pepsina cristal-lina al 10% (100 mg/mL)

20 mg de pepsina
0’2 mL d’aigua destil-lada

*Se’n fan aliquotes de 10 uL, i es conserven a -20°C.

PBS 1X/MgCl,
47’5 mL de PBS 1X + 2’5 mL de solucié de MgCl,

Solucié de rentat Il (1xSSC)
12’5 mL 20xSSC
237’5 mL d’aigua destil-lada

*Es prepara i s’utilitza al moment.

Solucié de rentat 11l (4xSSC/0,1% NP-40)
100 mL 20xSSC

400 mL d’aigua destil-lada

0’5 mL NP-40

*Es prepara i s’utilitza al moment.

Annex
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Annex

2.Publicacions relacionades amb la Tesi Doctoral

Les publicacions a les que ha donat lloc la present memoria es detallen a

continuacio:

1.1 Primer treball

Autors (per ordre de signatura): Baré C, Salido M, Domingo A, Granada I,
Colomo L, Serrano S, Solé F.

Titol: Translocation t(9;14)(p13;932) in cases of splenic marginal zone
lymphoma.

Revista: Haematologica 2006; 91: 1289-1291.

1.2 Segon Treball

Autors (per ordre de signatura): Bar6 C, Salido M, Espinet B, Astier L, Domingo
A, Granada |, Milla F, Carri6 A, Costa D, Lufio E, Hernandez JM, Campo E,
Florensa L, Ferrer A, Salar A, Bellosillo B, Besses C, Serrano S, Solé F.

Titol: New chromosomal alterations in a series of 23 splenic marginal zone
lymphoma patients revealed by Spectral Karyotyping (SKY).

Revista: Leuk Res 2008; 32: 727-736.

1.3 Tercer treball

Autors (per ordre de signatura): Bard C, Espinet B, Salido M, Colomo L, Luio
E, Florensa L, Ferrer A, Salar A, Campo E, Serrano S, Solé F.

Titol: FOXP1 status in splenic marginal zone lymphoma: a fluorescence in situ
hybridization and immunohistochemistry approach.

Revista: Histol Histopathol 2009; 24: 1399-1404.

169



170



Malignant Lymphomas

Translocation t(9;14)(p13;932) in cases of splenic
marginal zone lymphoma

Translocation t(9;14)(p13;q32) involving PAX5 and
IGH genes was first described in lymphoplasmacytic
Iymphoma. New data suggest that this translocation
is not restricted to a specific morphologic subtype
but occurs in other B-cell lymphomas. We present
three cases with a diagnosis of splenic marginal zone
Iymphoma and t(9;14) confirmed by fluorescent in
situ hybridization.

Haematologica 2006; 91:1289-1291
(http://www.haematologica.org/journal/2006/09/1289.html)

Translocation t(9;14)(p13;q32) involving PAX5 and IGH
genes was first described in lymphoplasmacytic lym-
phoma." However, Tracy et al.” recently studied a series of
37 low-grade B-cell lymphomas: 13 lymphoplasmacytic
lymphomas, 18 marginal zone lymphomas (8 with the
splenic form) and 6 small lymphocytic lymphomas by flu-
orescence #n situ hybridization (FISH) with a PAX5 probe
and did not detect any evidence of PAX5 rearrangement,
suggesting that t(9;14)(p13;q32) is not frequent in lympho-
plasmacytic lymphomas and in other low-grade B-cell lym-
phomas. Poppe et al’ reported PAX5/IGH rearrangement in
10 B-cell lymphomas using FISH. This aberration was
detected in four cases of histiocyte-rich, T-cell-rich B-cell
lymphomas and in two cases of post-transplantation dif-
fuse large B-cell lymphomas. They concluded that
t(9;14)(p13;q32) was not restricted to a specific morpho-
logic subtype and occurred in different clinical settings
with advanced disease and adverse prognosis.

Given the heterogeneity of lymphomas associated with
t(9;14)(p13;q32) illustrated by the previous reports,'™ our
aim was to describe the involvement of this translocation
in splenic marginal zone lymphoma (SMZL). The subjects
were patients referred from different hospitals affiliated to
the Spanish Cytogenetic Working Group (GCECGH,
AEHH) and from Red de Grupos de Linfomas (G03/179)

Letters to the Editor

between 2000 and 2005. Among our series of 160 SMZL
(unpublished data), the t(9;14)(p13;q32) was detected by
spectral karyotyping (SKY) in three cases with a complex
karyotype (Figure 1A). The patients were diagnosed
according to the criteria of Mollejo et al.* The diagnosis of
case #1 was suggested by clinical, morphological, cytolog-
ical, immunophenotypic, and cytogenetic studies from
peripheral blood. Clinical, histological and cytogenetic data
are summarized in Table 1.

FISH studies were performed with the aim of confirming
the involvement of the PAX5 and IGH genes. We used split
probes with 5’ sequences labeled in red and 3’ sequences
in green according to the Dako (PAX5, Dako, Denmark)
and Vysis (IGH, Vysis, Downers Grove, IL, USA) data
sheets. A minimum of 200 interphase nuclei and five
metaphase cells were scored (Figure 1BC). To evaluate the
cutt-off of these locus-specific probes we analyzed five
healthy donors.

In case #2, conventional cytogenetics revealed meta-
phases with t(14;19) as a sole translocation and SKY also
revealed a t(9;14) in a low proportion of cells. One year
after the diagnosis, G-banding was able to detect the two
translocations in a large proportion of cells. According to
FISH studies of paraffin-embedded spleen samples, this
patient showed double translocation of the IGH gene in a
low proportion of cells. A large population of cells present-
ed only one rearrangement, suggesting that the t(9;14) was
a secondary aberration. We performed FISH with a BCL3
split probe (DAKO, Denmark) to check the involvement of
this gene in t(14;19) (Figure 1D). The FISH results are sum-
marised in Table 2.

Only a few series of SMZL patients have reported chro-
mosomal data and these revealed a high incidence of dele-
tions of 7q, gains of 3q and a few cases with translocations
involving 14q32.°” To our knowledge, only one case of
SMZL with a complex translocation t(2;9;14)(p12;p13;q32)
involving the PAX5 gene has been previously reported.’
Reviewing all reported cases with t(9;14), it is interesting to
note that all of them had complex karyotypes and in some
patients t(9;14) was detected after the use of multicolor
FISH techniques.

Among additional anomalies in cases with t(9;14),
involvement of chromosome 1 (usually duplications in 1q)
and trisomy 3 have been found most frequently. Our three

Table 1. Clinical data in three patients with splenic marginal zone lymphoma (SMZL) and (9;14)(p13;932).

Case Age/Sex Splenomegaly Bone marrow Immunophenotype Histology Karyotype/SKY
involvement (tissue) (tissue)
1 69/F Yes No CD10-,CD20+, CD79b-, Not done 46-49,XX,+3, der(3)t(3;22)(p11;q11),
CD5-,CD23+, CyclinD1- (PB) der(6)t(1;6)(q10;q27), del(7)(q32),der(11)
1(6;11) (7,423), 1(9;14)(p13,432),-22,
+mar(2), +mar(9), +mar(11) [cp5] (PB)
2 73/F Yes Yes CD10-,CD20+,CD79b+, SMzZL 47-49 X,-X,+3,der(3)t(3;8)(8pter?8p11::
500 ¢ |gD+,CD5-, P53- diffuse 3p11?3qter),+7,der(8)t(3;8)(3?q::8p11?
Cyclin D1- (BM) pattern 8q22::370),1(9;14)(p13;932),t(14;19)
(032;q13),-21,+mar(11),+r(1)[cp4] (BM)
3 73/F Yes Yes CD10-, CD20+, CD79a+, SMZL 46-49,XX,dup(1)(q22q32),+4,
279¢ CD43-, IgD+, IgM+, CD5-, diffuse del(4)(p11),del(4)(p11),+7,
(D23, P53-, Cyclin D1- (PB) pattern del(9)(p21), der(9)t(9;14)(9pter?

9p13::14q32?14q11::9p13?9qter),
t(2;16)(?;q22),+mar (?4)[cp3] (PB)

1 died; PB: peripheral blood; BM: bone marrow.
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Table 2. FISH studies of the three cases of SMZL and PAX5/IGH rearrangement.

Case Aberration Tissue Sample Probe Conclusions and comments
1 t(9;14)(p13;q32) PB PAX5 split reciprocal translocation
IGH split PAX5/IGH
2 1(9;14)(p13;932) BM PAX5 split reciprocal translocation
IGH split PAX5/IGH
t(14;19)(932;q13) BM BCL3 split reciprocal translocation
IGH split BCL3/IGH
Spleen PAX5 split
IGH split double split signal
reciprocal translocations
PAX5/IGH
BCL3/IGH
3 t(9;14)(p13;932) PB PAX5 split
IGH split reciprocal translocation
Spleen PAX5 split PAX5/IGH
IGH split

PB: peripheral blood; BM: bone marrow.

A
il
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patients with SMZL also had complex karyotypes with
partial gains of 1q (3/3 cases) and trisomies 3 and 7 (2/3
cases). In two of them, t(9;14) was detected by SKY. Poppe
et al. reported that t(9;14) was associated with an adverse
prognosis but it could be argued that the poor prognosis of
t(9;14) is due to the complexity of the karyotypes rather
than to the t(9;14). In our series, one patient died 4 years
after being diagnosed and the follow-up of the other two
cases is too short to determine the prognostic significance
of this aberration in SMZL.

A histological evaluation of the spleen was available for
two of our three patients. Interestingly, both these cases
had a diffuse splenic pattern uncommon in this type of
lymphoma. In one of them, the infiltration was just detect-
ed after the molecular study of IGH rearrangement
(Genescan). Mollejo et al.® considered cases with a diffuse
pattern of infiltration a putative variant of SMZL, with
some distinctive features, such as lack of micronodules,
marginal morphology with abundant cytoplasm, p53 inac-
tivation and cutaneous involvement. Our two patients did

| 1290 | haematologica/the hematology journal | 2006; 91(9)

Figure 1. FISH results. A. SKY of the complex
karyotype of case #1 as a representative
image of t(9;14)(p13;932); B. PAX5 rearrange-
ment on derivative 14 (case #2); C. The IGH
split signal confirms the reciprocal transloca-
tion t(9;14)(p13;9q32) (case #3); D. The BCL3
split signal shows the involvement of this gene
in 1(14;19)(q32;q13) (case #2).

not, however, have these features.

To conclude, our findings confirm the low incidence of
t(9;14)(p13;q32) in SMZL and that the histology of the
spleen of this entity could be atypical. In the light of both
the complexity of the karyotypes and the results obtained
by G-banding and FISH analysis in case #2, we hypothe-
size that t(9;14) could be a secondary event. Further cases
and follow-up of patients with this anomaly are necessary
for a better understanding of the role of PAX5 in SMZL.
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Abstract

Splenic marginal zone lymphoma (SMZL) is a B-cell lymphoproliferative disorder with characteristic clinical, immunophenotypic, cyto-
logical and histological features. Some karyotypic abnormalities have been related to this disorder and most of them are usually complex and
difficult to define. The aim of present study was to characterize new chromosomal aberrations involved in this disease. We performed con-
ventional banding cytogenetics and Spectral Karyotyping (SKY) technique in 23 patients diagnosed with SMZL having a complex karyotype
among a series of 160 SMZL cases. Del(7)(q22—q32) and trisomy 3/3q were the most common chromosomal aberrations. In addition, new

translocations involving chromosomes 3, 6, 8, 9, 12 and 14q32 region were detected.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Cytogenetics; SKY; FISH; Splenic marginal zone lymphoma

1. Introduction

Splenic marginal zone lymphoma (SMZL) is a recognized
entity in which the clinical, morphological, immunopheno-
typical and histological characteristics are well established
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[1-3]. Bone marrow involvement in the absence of signif-
icant lymphadenopathy is commonly seen at presentation.
Splenomegaly and a moderate lymphocytosis are usually
present. Nevertheless, splenomegaly is a common feature
observed in other B-cell malignances that have distinct
clinical, immunophenotypic and histological features from
SMZL, but may also show similarities [4]. SMZL may man-
ifest circulating monocytoid B-cells, with or without the
presence of thin and polar cytoplasmic microvilli. Tumour
cells express surface IgM and IgD, and are CD20+, CD79a+,
CD5—, CD10—, CD23—, CD43+/— and cyclin D1—. A
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minority of cases (<20%) present aberrant CD5 expression,
a marker associated to early dissemination and aggressive
disease [5,6].

The associated cytogenetic abnormalities are expected to
be helpful in differential diagnosis. However, chromosome
studies with a large number of patients have been previously
reported only in a few series [7—12]. In our previous experi-
ence [10], we found a high incidence of 7q deletions, gains
of 3q and several aberrations involving chromosomes 1, 3, 7
and 8. Translocations affecting heavy chain immunoglobu-
lin locus at 14q32 region are frequent in B-cell lymphomas
although they have not been described in many cases of
SMZL [13].

In situ hybridization studies have permitted to refine cyto-
genetic data and to detect new chromosomal aberrations that
could help to identify the mechanisms involved in SMZL
[14].

Spectral Karyotyping (SKY) is a modification to tradi-
tional karyotyping that permits more precise identification
of chromosomal aberrations. This fluorescence in situ
hybridization (FISH) based technique introduced by Schrock
et al. [15] uses chromosome painting probes to recognize
each pair of chromosomes with unique and different spectral
characteristics. Since homologous pairs are painted with the
same colour, aberrations and cross-overs are easily identi-
fied. In cases with a complex karyotype, G-banding is often
compromised by several obstacles and it is not sufficient to
entirely interpret the chromosomal aberrations, because mul-
tiple translocations may be difficult to be defined. The use of
SKY in these cases allows to recognize all the aberrations in
a single hybridization.

The aim of the present study was to identify by SK'Y novel
chromosomal aberrations in SMZL patients with a complex

karyotype.

2. Materials and methods
2.1. Patients

In this study, we applied SKY technique in 23 cases
diagnosed with SMZL from 2003 to 2006 and referred
from different hospitals belonging to the Spanish Cytoge-
netic Working Group and from Red de Grupos de Linfomas
(G03/179). Diagnosis of SMZL was established according
to the WHO criteria and was confirmed by morphologic
and immunophenotypic studies. Cases were selected, among
a series of 160 SMZL (unpublished data), on the basis of
complex karyotype and a sufficient number of metaphases
available. Sixteen peripheral blood, six bone marrow aspira-
tion and one spleen samples were collected and analyzed.
No sex predominance was observed (12 males and 11
females) and the mean age was of 72 (range: 4689 years)
(Table 1). When spleen specimen was not available (12
cases), diagnosis was made by means of morphologic and
immunophenotypic studies from peripheral blood.

2.2. Cytogenetic studies

Cytogenetic studies were performed in all patients either
at diagnosis prior to any treatment or at the time of the
splenectomy. Chromosome analyzes were carried out fol-
lowing G-banding standard procedures on lymphoid cells
from peripheral blood, bone marrow or spleen using TPA
as mitogen. A minimum of 20 metaphases were analyzed
and karyotypes were described according to the Interna-
tional System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN)
[16].

Conventional G-banding cytogenetic studies were per-
formed at the reference hospitals. The results were centrally
collected and reviewed by the main investigators (CB, MS,
BE and FS).

2.3. Spectral Karyotyping (SKY)

SKY was performed with Spectral Karyotyping reagents
(SKYPaint™, Applied Spectral Imaging Ltd., Israel) as pre-
viously reported [15]. Metaphase preparations obtained from
stored suspensions and aged for one night at 65°C were
used for SKY. Hybridization was performed for 2 days
at 37°C. Biotinylated probes were detected using avidin
conjugated to Cy5 (Amersham Life Sciences) and digox-
igenylated with mouse anti-digoxigenin antibodies followed
by Cy5.5 conjugated sheep anti-mouse antibodies. Finally,
chromosomes were counterstained with 4,6-diamino-2-
phenylindole (DAPI) (Abbott-Vysis, Madrid, Spain). Images
were obtained with a SD200 Spectratube (Applied Spec-
tral Imaging, Migdal Ha-Emck, Israel) mounted on a Nikon
Eclipse E600 microscope (Nikon Corporation IZASA, S.A.,
Barcelona, Spain) using a custom designed optical filter
(SKY-1) (Chroma Technology, Brattleboro, VT). A mini-
mum of 15 metaphases per case were captured. A structural
anomaly was only accepted when it appeared in at least two
metaphases. The main investigators (CB, LA and FS) cen-
trally reviewed SKY images.

2.4. Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis

In order to verify some aberrations, we performed
FISH using commercial probes in specimens that pre-
sented translocations involving known genes: BCL-6 at
3q27, MYC at 8q24, RBI at 13ql4, IGH at 14q32,
P53 at 17pl13 (Abbott-Vysis, Madrid, Spain), BCL-3
at 19q13, IGK at 2pl2 and PAX-5 at 9pl3 (Dako
Diagnésticos S.A., Barcelona, Spain). Whole Chromosome
painting (WCP) probe of chromosome 17 (MetaSystems,
IZASA S.A., Barcelona, Spain) was used to confirm an
isochromosome 17q. CDK6 gene was studied using a
non-commercial probe. It was performed as dual-color
break-apart probe by means of Bacterial Artificial Chromo-
some (BAC) clones (centromeric: RP11-514K1; telomeric:
CTD-2260H18).
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Case Age/sex Splenomegaly/splenectomy Immunophenotype Bone marrow Tissue samples
involvement analyzed by SKY

1 89/M Yes/no CD20+,CD5—-,CD10—,CD79b— N.D. PB

2 59/F Yes/yes CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES Spleen
3 69/F Yes/no CD20+,CD5—-,CD10—,CD79b— YES PB

4 T4/F Yes/yes CD20+,CD5+,CD10—,CD79b+ YES PB

5 T4/F Yes/yes CD20+,CD5+,CD10—,CD79b+ N.D. PB

6 T1/F No/no CD20+,CD5+,CD10—,CD79b+ YES PB

7 59/M Yes/yes CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES BM

8 46/F Yes/yes CD19+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES BM

9 81/M Yes/yes CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES PB

10 T1/E No/no CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES BM

11 73/F Yes/yes CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES PB

12 58/F Yes/yes CD20+, CD5—, CD10—, YES PB

13 75/F Yes/yes CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES BM
14 75/M No/no CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES PB

15 55/M Yes/yes CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES PB

16 81/F Yes/no CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ YES BM
17 60/M No/no CD22+,CD5—,CD10+,CD79b+ YES PB

18 80/M No/no CD20+,CD5—, CD10—,CD79b+ YES PB

19 85/M No/no CD20+,CD5—,CD10—,CD79b+ N.D. PB
20 79'M No/no CD20+,CD5—,CD10—CD7%— YES PB
21 84/M No/no CD20+,CD5+,CD10—,CD79b+ YES PB
22 66/M Yes/yes CD20+,CD5+,CD10— YES BM
23 84/M Yes/no CD20+,CD5+(56%),CD10—,CD79b+ N.D. PB

Abbreviations: M: male; F: female; N.D.: not done; PB: peripheral blood; BM: bone marrow.

FISH was performed in Carnoy fixed cells (periph-
eral blood and bone marrow) and in paraffin embedded
tissues (spleen). Briefly, slides samples and probes were
denatured at 75°C for 5min and hybridized overnight at
37°C. Washes were performed at 45°C in a series of
50% formamide, 2xSSC and 2xSSC 0.1% NP-40 solutions
for 10 min, respectively. Samples were counterstained with
4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) (Abbott-Vysis, Madrid,
Spain). Results were analyzed in a fluorescent Olym-
pus BX51 microscope (Olympus Optical Espafia, S.A.,
Barcelona, Spain) using the Cytovysion software. In this
study a minimum of 200 nuclei and 5 metaphases per case
were analyzed by at least two different observers (CB, MS
or BE).

3. Results

Multiple complex structural aberrations (derivative chro-
mosomes, additions, translocations, deletions, duplications,
isochromosomes, insertions, inversions, rings and marker
chromosome) were detected by conventional banding cyto-
genetics. All patients had a mixture of normal and abnormal
cells that in some cases made difficult the definition of the
abnormal clone by SKY. Only in 6 out of 23 cases analyzed,
conventional banding cytogenetics remained unchanged. In
the remaining 17 (74%), SKY essentially contributed to dis-
close the definitive karyotype. The karyotypes presented
in Table 2 are based on information obtained from both

methodologies. In Table 3, we have listed only the chro-
mosomal abnormalities detected by conventional banding
cytogenetics, for which there was a change in interpretation
after SKY analysis. Twenty-six out of 113 (26/113, 23%)
aberrations detected by conventional banding cytogenetics
were undefined (additions, markers, rings and derivative
chromosomes) and 20 of them (20/26, 77%) could be
identified when SKY analysis was performed. Sixty-six
(66/113, 58%) out of 113 alterations detected by G-banding,
were confirmed by SKY and 15 (15/113, 13%) were rede-
fined.

Only 12 (12/113, 10%) aberrations remained not informa-
tive after SKY analysis.

3.1. Numerical aberrations

The most frequent numerical abnormalities detected
by SKY were trisomy 3 (8 cases, 34%), trisomy 18
(6 cases, 26%) and trisomy 7 (4 cases, 17%). With
regard to monosomies, it was more difficult to establish
due to the limitation to distinguish a clonal abnormality
from an occasional chromosomal loss. In our series, two
cases presented monosomy of chromosome 6 (patients 12
and 15).

3.2. Structural aberrations

The structural aberration most frequently observed was
del(7)(q22—q32) (9 cases, 39%). In five cases del(7q) was
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Table 2
Cytogenetic and SKY findings in 23 patients with SMZL

Case Conventional karyotype SKY

1 44-46, XY, del(2)(pl12), del(6)(q15), del(6)(q15), add(12)(q24), —17, 40-43, XY, +1, der(1)del(1)(p22)del(1)(q31),

+mar[cp4]/46, XY [16] t(2;12)(p12;q24), del(6)(q15), del(6)(q15),
del(17)(p13)[cp2]

2 47, XX, del(2)(q23), add(17)(p13), +mar, +2, 4 dmin [6] 42-48, XX, del(2)(q23), der(17)t(5;17)(?;p13), +dmin(1),
+dmin(3)[cp4]

3 46, XX, der(6)t(1;6)(q10;q27), del(7)(q32), t(9;11)(pl1;q25), 46, XX, +3,der(3)t(3;22)(p11;q11), der(6)t(1;6)(q10;q27),

add(14)(q32), add(19)(p13), —22, +mar [10] 46, XX [6] del(7)(q32), der(11)t(6;11)(?;q25), t(9;14)(p13;q32), —22,
+mar(11)[cp5]

4 47, XX, +3, t(5;6M(p15;?), del(7)(q31q36) [10]/46, XX [10] 44-89, XX, +3,der(3)t(3;8)(q27;q24), del(6)(q15),
der(6)t(6;8)(q23;q24), del(7)(q31q36),
der(17;18)(q10;q10), +18, i(18)(q10)[cp4]

5 47, XX, t(3;18)(q1 1;p11), +18, der(18)t(3;18)(q11;p11) [4]/46, XX [16] 47, XX, t(3;18)(ql 1;p11), +18, der(18)t(3;18)(q11;p11) [2]

6 50, XX, +X7?, +3, del(6)(q23), +7, +18 [6]/polyploid [4]/46, XX [10] 47-49, X, —X, +3, del(6)(q23), +7, +9, der(9)t(X;9)(?;q34),
+18[cp6b]

7 50, XY, +X, +3, +8, +18 [16]/46, XY [4] 50, XY, +X, +3, +8, +18 [3]

8 46, XX, der(13)t(3;13)(q21;q14) [3]1/46, XX, del(7)(q22), 46, XX, del(7)(q22), der(13)t(3;13)(q21;q14) [2]

der(13)t(3;13)(q21;q14) [15]/46, XX [2]

9 46, XY, der(6)t(3;6)(q11:;q11), der(19)t(11;19)(q11;q13) [9]/46, XY [2] 4647, XY, der(6)t(3;6)(q11;q11),
der(19)t(12;19)(q11;q13), +mar(12)[cp4]

10 47, XX, dup(3)(ql1q27), +7, del(7)(q22q34), del(7)(q22q34) [13]/46, 4748, XX, dup(3)(q11q27), +7, del(7)(q22q34),

XX [7] del(7)(q22q34), +11[cp2]

11 48, XX, dup(1)(q22q32), +4, del(4)(p11), del(4)(p11), +7, add(9)(p724), 47-49, XX, dup(1)(q22q32), +4, del(4)(p11), del(4)(p11),
del(9)(p21), der(12) [31/48, XX, dup(1)(q22q32), +4, del(4)(pll), +7, del(9)(p21), der(9)ins(9;14)(p13;q32q11),
del(4)(p11), add(9)(p?24), del(9)(p21), der(12), +19 [7] dup(12)(q11ql15), +16, der(16)t(2;16) (?;q22)[cp3]

12 51, XX, del(2)(q22), +3, +8, i(8)(ql0), +11, add(11)(q23), 46-52, XX, del(2)(q22), +3, —6, +8, +11,
der(14)t(1;14)(q21:;q32), +18, +18[cp5]/46, XX [29] der(14)t(1;14)(q21;q32), +18, +18[cp4]

13 49, X, =X, +3, del(3)(p12), +7, del(7)(q32q35), t(14;19)(q32;q13), 47-49, X, —X, +3, der(3)t(3;8)(3pter q11::8q24 — 8qter),
+mar, +r [17]/46, XX [3] +7, del(7)(q32q35) der(8)t(3;8)(3?7q::8p11 — 8q22::37q),

t(9;14)(p13;q32), t(14;19)(q32;q13), +mar(11),
+1(1)(p36944)[cp4]

14 46, XY, add(17)(p13) [2]/46, XY, der(6)t(3;6)(q13;p25), add(17)(p13) 46, XY, der(6)t(3;6)(q13;p25), add(17)(p13),

[51/46, XY, add(17)(p13), add(19)(q13) [4] add(19)(q13)[cp2]

15 49, XY, +3, del(3)(q27), add(6)(p14), +18, +mar [17]/46, XY [3] 48, XY, +3, del(3)(q27), —6, inv(12)(p13q21), +18,

+mar(2)[cp2]

16 45, XX, dic(2;12)(q37;p13) [3]/46, XX [17] 45, XX, dic(2;12)(q37;p13) [3]

17 47, XY, dup(l)(ql4qdd), del(7)(q32), +12, add(12)(p13), 47, XY, dup(1)(q14q44), del(7)(q32), +12,
t(14;19)(q32;q13) [17]/46, XY [3] der(12)t(8;12)(q24;p13),t(14;19)(q32;q13) [2]

18 45-46, XY, t(1;14)(p22:q32), t(3;9;19)(?;q34;q13), +8, add(8)(q22), 44-47, XY, t(1;6)(p34;p23), +2, del(2)(q21),
add(15)(q26), i(17)(q10), +mar[cp20]/46, XY [1] der(2)t(2;21)(p12;q11), +8, dic(8;15)(q24;q26),

del(11)(q11), i(17)(q10), +mar(2), +mar(Y)[cp9]

19 46, XY, del(7)(q22q32), add(16)(pl3) [4]/46, XY, del(7)(q22q32), 46, XY, t(1;11)(p12;p15), del(7)(q22q32),
add(11)(p15), add(16)(p13) [2]/46, XY [2] der(16)t(12;16)(p12;p13)[cp5]

20 46, XY, inv(3)(pl3q26), del(7)(q22q32),  del(10)(q24q26), 46, XY, inv(3)(p13q26), del(7)(q22q32), del(10)(q24q26),
del(11)(q21q23) [17]/46, XY [8] del(11)(q21g23) [2]

21 47, XY, del(3)(p23), add(7)(q32), add(9)(q34), del(9)(q22), 45-47, XY, del(3)(p23),
del(13)(q14), —15, del(17)(p13) [171/46, XY [3] der(7)t(7;9;13)(7p22 — 7q32::9q22 — 9q34::13q14 — 13qter),

del(9)(q22), der(9)t(9;15)(q34;q15), del(13)(q14), —15,
der(17)t(5;17)(q22;p13), der(22)t(20;22)(q1 1;p11)[cp4]

22 47, XY, del(7)(q21), +11 [5]/43, XY, +3, del(7)(q21), =9, —13, —14, 43-44, XY, del(7)(q21), —9, t(10;15)(q22;q22),

—18 [10]/46, XY [5] der(13;14)(q10;q10), der(13;18) (q10;q10),
der(17)t(9;17)(?;p13)[cp4]

23 45, XY, t(2;8)(p12;pl1), del(14)(q22), —21 [19]/46, XY [1] 44-45, XY, t(2;7)(p12;q22), der(8)t(8;21)(q22;q11),

del(14)(q22)[cp2]

associated with gains of 3q. Additions of chromosome
material detected by conventional banding cytogenetics
represented in most cases (10 out of 13, 77%) translo-
cations when we applied SKY technique. Chromosomes
most frequently implicated in translocations were (in
order of frequency): 3, 14, 6, 12, 9, and 8. Accord-

ing to cytogenetic and SKY results, breakpoint sites
commonly involved in rearrangements were: 3ql1-q27,
14q32, 6ql11-q27, 12p/q, 9pl13/q and 8p/q. All translo-
cation bands identified by G-banding and SKY were
compared with the aim to detect new rearrangement break-
points. Fig. 1 showed complex karyotypes of cases 13 and
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Table 3
Reinterpretation of cytogenetic data after SKY analysis (breakpoints based on G-bands)
Case Conventional banding cytogenetics SKY
1 +mar +der(1)del(1)(p22)del(1)(q31)
del(2)(p12), add(12)(q24) (2;12)(p12;q24)
2 add(17)(p13) der(17)t(5;17)(?;p13)
+mar, +2—4 dmin +dmin(1), +dmin(3)
3 Not observed +3
t(9;11)(p11;q25), add(14)(q32) der(11)t(6;11)(%:q25), 1(9;14)(p13;q32)
add(19)(p13) Not observed
—-22 der(3)t(3;22)(pl1;ql1)
+mar +mar(11)
4 Not observed der(3)t(3;8)(q27;?)
Not observed del(6)(q15)
t(5:6?7)(p15;q15) der(6)t(6;8)(q23;?)
Not observed dic(17;18)(q10;q10)
Not observed +18
Not observed i(18)(q10)
6 +X7? +9
Not observed —X, der(9)t(X;9)(7;q34)
9 der(19)t(11;19)(q11;q13) der(19)t(12;19)(q11;q13)
Not observed +mar(12)
10 Not observed +11
11 add(9)(p?724) der(9)t(9;14)(9pter — 9p13::14q32 — 14q11::9p13 — 9qter)
der(12) dup(12)(q11ql5)
+19 +16
Not observed der(16)1(2;16)(¢;922)
12 i(8)(q10) Not observed
add(11)(q23) Not observed
13 del(3)(p12) der(3)t(3;8)(3pter — 3q11::8p11 — 8pter)
Not observed der(8)t(3;8)(37q::8p11 — 8q22::37q)
Not observed t(9;14)(p13;932)
+mar +mar(11)
41 +r(1)(p36q44)
14 add(17)(p13) 17 material
15 add(6)(p14) inv(12)(p13qg21)
+mar +mar(2)
17 add(12)(p13) der(12)t(8;12)(q24;p13)
18 Not observed +2, del(2)(q21)
Not observed der(2)t(2;21)(p12;q11)
©(1:14)(p22;q32) (1;6)(p34:;p23)
1(3;9;19)(7;q34:;q13) not observed
add(8)(q22), add(15)(q26) dic(8;15)(q22;q26)
Not observed del(11)(ql1)
Not observed +mar(2)
+mar +mar(Y)
19 add(11)(p15) t(1;11)(p12;pl5)
add(16)(p13) der(16)t(12;16)(p12;p13)
21 add(7)(q32), del(9)(q22), del(13)(q14) der(7)t(7;9;13)(7p22 — 7q32::99q22 — 9q34::13q14 — 13qter)
add(9)(q34) der(9)t(9;15)(q34;q15)
del(17)(p13) der(17)4(5;17)(q22;p13)
Not observed der(22)t(20;22)(q11;p11)
22 Not observed t(10;15)(q22;q22)
—13,—-14 der(13;14)(q10;q10)
—13, —18 der(13;18)(q10;q10)
Not observed der(17)t(9;17)(?;p13)
23 t(2:8)(p12;pl1) t(2;7)(p12;q22)
=21 der(8)t(8;21)(q22;q11)
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Fig. 1. Conventional banding cytogenetics of cases 13 and 21 (A and B,

21 as an example to indicate the utility of SKY tech-
nique.

In cases of translocations affecting known genes, FISH
with locus specific probes was performed in order to verify
their involvement and to better characterize the break-
points (Table 4). However, in some cases, G-banding, SKY
and FISH analyzes could not be performed on the same
tissue. In six out of seven patients (85%) with involve-
ment of chromosome 17, P53 deletion was confirmed by
FISH studies (cases 1, 2, 14, 18, 21 and 22). Only in
one patient (case 4), P53 was not involved. Interestingly,
case 14 presented an additional material in chromosome 17
that was initially interpreted as a translocation. However,
SKY technique disclosed that all the additional mate-
rial belonged to chromosome 17. We also applied FISH
in this case using 17 whole chromosome painting probe
and the presence of an isochromosome 17q was sug-
gested.

BCL-6 was studied in nine patients with 3q aber-
rations, including cases with breakpoints in 3q regions
different than q27, with the aim to detect gains/losses
of 3q and gains/losses of this gene due to juxtaposition
on partner chromosomes. We found gains (three signals)
in seven of them (77%), due to derivative chromosomes
(cases 5, 8, 9, 13 and 14) and due to trisomy 3 (cases
4 and 15). The remaining patients (cases 10 and 20) pre-
sented two copies. No patient presented rearrangement of
BCL-6. Patients with 13q14 locus involved in structural
aberrations (cases 8, 21 and 22) were studied with RBI

e U K

CHsIC
{1 3}

respectively) and its redefined karyotypes after application of SKY technique.

probe and a loss was only found in one of them (case
21).

MYC could be implicated in structural alterations in four
patients (cases 4, 13, 17 and 18). FISH studies revealed gain
of this gene in cases 4, 17 and 18 due to non-reciprocal
translocations implicating 8q. In patient 13, MYC was found
translocated at 3p chromosome.

3.3. Translocations involving immunoglobulin genes

Among 23 patients studied by routine cytogenetics eight
presented implication of 2p12 or 14q32 bands. Regarding
the implication of 14q32, PAX-5/IGH rearrangement was
confirmed by FISH in all three cases (cases 3, 11 and 13)
with t(9;14)(p13;q32). In patients 13 and 17, the recipro-
cal translocation involving BCL-3/IGH genes was observed
using split signal probes. Translocations of 2p12 chromoso-
mal region were detected by SKY in three patients (cases
1, 18 and 23). Translocation t(1;14)(q21;q32) was observed
in case 12. The involvement of IGK gene was confirmed
in one of them (patient 23) in which it was rearranged
with CDK6 gene. Translocation t(2;12)(p12;q24) in case
1 and t(2;21)(p12;q11) in case 18 did not affect the light
chain immunoglobulin locus. Case 18 presented moreover a
complex karyotype by conventional banding cytogenetics,
with a translocation t(1;14)(p22;q32). This alteration was
excluded after the application of SKY. On the contrary, a
t(1;6)(p34;p23) was detected. FISH technique could not be
performed to check the involvement of /GK and /GH in cases
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Table 4
FISH analysis to study the aberrations defined by SKY

Case Tissue sample Anomaly FISH probes Results and comments
1 PB t(2;12)(p12;q24) KAPPA Not rearranged
PB del(17)(p13) P53 65% deletion
2 Spleen der(17)t(5;17)(?;p13) P53 78% deletion
3 PB t(9;14)(p13;32)) PAX-5/IGH 66.5% reciprocal translocation
4 PB +3, der(3)t(3;8)(q27;q24) BCL-6 46% three signals/no translocation
PB dic(17;18)(q10;q10) P53 Normal
PB der(3)t(3;8)(q27;q24) MYC 55% four signals/no translocation
5 PB der(18)t(3;18)(q11;pl1) BCL-6 27% three signals
8 BM der(13)t(3;13)(q21:;q14) RBI Not rearranged
der(13)t(3;13)(q21;q14) BCL-6 32% three signals
9 PB der(19)t(12;19)(q11;q13) BCL-3 Not rearranged
der(6)t(3;6)(ql1;q11) BCL-6 64% three signals/no translocation
10 BM dup(3)(q11q27) BCL-6 Normal
11 Spleen t(9;14)(p13:q32) PAX-5/IGH 61.5% reciprocal translocation
13 Spleen t(9;14)(p13:q32) PAX-5/IGH 18.6% reciprocal translocation
t(14;19)(q32;q13) BCL-3/IGH 38% reciprocal translocation
PB +3, der(8)t(3;8) BCL-6 37% three signals/no translocation
PB der(3)t(3;8) MYC Signal on 3p chromosome
14 PB add(17)(p13) 17 paint i(17)(q10)
PB i(17)(p13) P53 52% deletion
PB der(6)t(3;6)(q13;p25) BCL-6 59% three signals/no translocation
15 PB +3, del(3)(q27) BCL-6 75% three signals/no deletion
17 PB t(14;19)(q32;q13) BCL-3/IGH 58% reciprocal translocation
der(12)t(8;12)(q24;p13) MYC 59% three signals/no translocation
18 PB i(17)(q10) P53 34% deletion
PB der(2)t(2;21)(p12;q11) KAPPA Not rearranged
PB dic(8;15)(q24;q26) MYC 17% three copies/not rearranged
20 PB inv(3)(p13q26) BCL-6 Normal
21 PB der(17)t(5;17)(q22;p13) P53 65% deletion
del(13)(q14), der(7)t(7;9;13) RBI 34.5% deletion
22 BM der(13)t(13;18)(q10;q10) RBI Not rearranged
der(17)t(9;17)(?;p13) P53 73% deletion
23 PB t(2;7)(p12;922) KAPPA 68.5% translocation
CDK6 63% translocation

Abbreviations: PB: peripheral blood; BM: bone marrow.

1 and 12, respectively, because no additional material was
available. We were able to confirm immunoglobulin genes
translocations in 5/23 (21%) patients.

4. Discussion

SMZL is a histologically well-defined entity but rather
heterogenous genetically. This entity partially overlaps with
other B-cell Non Hodgkin Lymphoma (NHL) subtypes.
Chromosomal abnormalities can be detected by conven-
tional banding cytogenetics approximately in 70-80% of the
patients with SMZL, most of them presenting a complex
karyotype [4,11,14,17,18]. Description of derivative chro-
mosomes resulting from multiple rearrangements, additions,

insertions and chromosome markers is particularly difficult
with G-banding methods. In order to describe more precisely
complex aberrations in this disease, we combined SKY and
conventional banding cytogenetics.

To the best of our knowledge, this is the first study using
SKY technique to characterize chromosomal rearrangements
in a series of well-defined patients with SMZL and a com-
plex karyotype. Of note, in more than 74% of our cases, SKY
provided additional cytogenetic information. These anoma-
lies could not be detected analysing by conventional banding
cytogenetics more number of metaphases.

In the present series the frequency of cases CD5 posi-
tive is slightly higher (26%) than previously reported [5].
This percentage could be explained due to the selection of
patients with a complex karyotype. Giannouli et al. pub-
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lished that, CDS5 positive SMZL cases run a more aggressive
clinical course [6]. Among our CD5 positive cases, two pre-
sented cytogenetic aberrations that could be observed in
chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients. Patient 21
showed a sinusoidal infiltration pattern in bone marrow, typ-
ical of SMZL cases. In this case, with the application of
SKY, deletion 13q14 was observed as a complex transloca-
tion: der(7)t(7;9;13). Case 23 presented a t(2;7)(p11;q22) that
was previously reported in SMZL [19] and the immunophe-
notype was suggestive of SMZL. T(14;19)(q32;q13) is a
recurrent chromosomal change in B-cell malignancies mostly
described in CLL cases. A recent report [20] suggested that
BCL-3 translocations are not restricted to CLL and are present
in a heterogeneous group of B-cell malignances. In this series
we have two cases with SMZL and t(14;19)(q32;q13) asso-
ciated to 7q deletion.

The most frequent cytogenetic abnormality in the present
study was deletion of 7q. This anomaly is considered a rel-
atively specific genetic marker of SMZL and it has been
associated with an aggressive clinical course [21]. The recur-
rent loss of chromosome 7 material provides strong evidence
for the existence of genes of relevance for the pathogene-
sis of SMZL in this area [22]. The most common aberration
involving 7q in SMZL are deletions [4,7,10,14,21,22] but
only a previous report demonstrated an oncogenic mech-
anism of pathogenicity through 7q translocations [19]. A
t(2;7)(p12;922) translocation identical as those described by
Corcoran et al. was found by SKY in the present series.
FISH results of this case showed that 68% and 63% of cells
presented a rearrangement of /GK and CDK®, respectively,
confirming a reciprocal translocation between these genes.
This finding corroborates the low but recurrent presence of
translocations involving genes with oncogenic properties,
which are disregulated by immunoglobulin gene promoters
juxtaposition, in SMZL. SKY can be a useful technique to
detect 7q as partner chromosome involved in a hidden translo-
cation in cases with complex karyotype. In our previous study
we observed that del(7q) and +3/3q were rarely observed
together in patients with SMZL [14]. In the present series
we could not confirm these findings because in five cases we
found both aberrations in the same karyotype.

In agreement with our previous data [10], chromosome
3 was the second most frequently involved in the present
study, not only as a numerical but also as a structural aberra-
tion with the result of gain of 3q. The partner chromosomes
involved in rearrangements of this region were 6, 8, 13, and
18. The incidence of trisomy 3 in our series was 34%, this
percentage being similar to that observed by comparative
genomic hybridization (CGH) in SMZL by Hernandez et
al. [17]. The presence of gains of chromosome 3/3q have
been significantly associated in previous reports with a poor
outcome [17,18,23]. The authors suggested that additional
material may have a gene dosage effect, where genes in the
overexpressed region somehow contribute to neoplasic trans-
formation or disease progression [23]. BCL-6 gene, located at
3q27,is atranscriptional repressor gene and target of multiple

chromosomal translocations in NHL [24,25]. Expression lev-
els of BCL-6 have been useful to predict the clinical outcome,
in contrast with the unclear prognostic significance of translo-
cations in this locus. Regarding to trisomies, we found a high
incidence of trisomies 3, 7 and 18 as previously reported
[17,18,26]. FISH using BCL-6 probe is a good strategy to
detect gains of 3/3q in SMZL patients.

In the present series, four patients (17%) had transloca-
tions involving chromosome 8. Three of them showed gain
of 8q region as a derivative chromosome comprising the MYC
gene detected by FISH. One out of four patients, presented
MYC signal on 3p region but is not rearranged (Table 4). The
present study, therefore, strongly suggests that MYC is not
rearranged in patients with 8q24 involvement. Consequently,
the possible relationship of MYC gene and SMZL needs to
be better clarified in a large series of cases.

Trisomy 12 or 12q duplication have been frequently
observed as secondary genomic changes in lymphoid dis-
orders [17]. Previous reports suggested a low incidence of
trisomy 12 by conventional banding cytogenetics in cases
with SMZL [7,14]. One numerical and six structural abnor-
malities of chromosome 12 have been detected in the present
study by SKYY. We could argue that these alterations could be
difficult to be detected by conventional banding cytogenetics
and could be easily identified after application of SKY tech-
nique. This fact explains the low incidence of chromosome
12/12q gains previously reported by G-banding [7,10,14].

Although previous studies reported a high incidence
of 7q deletions and gains of 3/3q, only few series have
included data about translocations and other structural chro-
mosomal aberrations [14,17,18,23,26-28]. In our series,
resolution of all chromosomal alterations by SKY revealed
several new recurrent breakpoints. In this regard, translo-
cations involving chromosomes 6 and 9 are particularly
frequent.

Translocations of the 14q32 locus are detected in a high
number of NHL and the result of these translocations is
an overexpression of genes juxtaposed to /IGH gene [1,3].
This aberration has been also reported in SMZL, such as
t(6;14)(p21;q32) [13]. In our series, contrary to what has been
previously published, translocations involving 14q32 were
found in a high frequency after performing SKY technique.
Among them, we found t(9;14)(p13;q32); this anomaly could
be an important event in the pathogenesis of these lym-
phomas with a histological diffuse pattern [28]. One of
our cases presented a coexistence of t(9;14)(p13;q32) and
t(14;19)(q32;q13) not previously reported. Recently, Subero
et al. [20] presented a collaborative report with a large
series of cases presenting this anomaly. They report the
results of a comprehensive cytogenetic, FISH, molecular and
histopathological survey of a large series of B-cell malig-
nancies with t(14;19) or variant translocations. A total of
56 B-cell malignancies with a FISH-proven BCL3 involve-
ment were identified with the translocation partners being
IGH (n=51), IGL (n=2), IGK (n=2) and a non-IG locus
(n=1). Their study indicates that BCL3 translocations are
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not restricted to B-CLL but present in a heterogeneous group
of B-cell malignancies.

Furthermore, we found a case with translocation
t(1;14)(q21;932) that was reported in some NHL but not in
SMZL [29].

Recently, array CGH technique has been introduced to
reveal gains and losses of chromosomal regions at a high
resolution level [30]. This technique permits to detect small
aberrations at the level of 80kb [31], but is not useful to
identify reciprocal translocations. Because reciprocal translo-
cations are an important event in the pathogenesis of B-cell
lymphoproliferative disorders, we consider SKY very use-
ful to reveal new translocations and to establish the precise
karyotype in addition to conventional banding cytogenetics.
Despite this substantial contributions, the use of SKY has
some limitations due to poor chromosomal quality, small
aberration size, few number of altered metaphases and pres-
ence of multiple clones. SKY advantages, however, are more
than the limitations, and the findings of this study support that
cytogenetic investigations by SKY remain a powerful tool for
the study of chromosomal anomalies in SMZL.

In conclusion, in our series the application of SKY in
SMZL patients confirmed the high incidence of deletions
of 7q and gains of 3q and revealed a high incidence of
translocations involving immunoglobulin genes and new
translocations of chromosomes 3, 6, 8, 9 and 12. Molecu-
lar cloning of new and recurrent translocations detected by
SKY may define new DNA sequences of oncogenic potential
at such locus. Further studies are needed to understand the
significance of the new cytogenetic aberrations detected by
SKY in SMZL, to reach a better evaluation of histological
and clinical correlations.
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Summary. Splenic marginal zone lymphoma (SMZL) is
a well-recognized entity in which chromosomal
aberrations seem to be potential markers in diagnosis,
prognosis and disease monitoring.

FOXPI is a transcriptional regulator of B
lymphopoiesis that is deregulated in some types of NHL.
Translocation t(3;14)(p14;q32) has been described in
marginal zone lymphomas but few series have studied
FOXPI involvement in SMZL. We performed
cytogenetic, fluorescence in situ hybridization (FISH)
and immunohistochemical (IHC) studies in a series of 36
patients in order to study the status of FOXPI in this
entity.

According to our results, FOXPI is not rearranged in
SMZL, although we were able to demonstrate gains of
FOXP1 gene due to trisomy 3/3p by FISH. FOXP1
protein expression seemed to be not related to any
aberration and IHC studies are not conclusive.
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Introduction

The Forkhead box protein P1 (FOXPI) gene,
localized at chromosome 3pl14 region, exhibits loss of
heterozigosity (LOH) in human cancer and therefore is
considered a new candidate tumor suppressor gene that
is down regulated in solid tumors. However, the role of
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FOXPI in hematopoietic malignancies has not been
extensively described (Banham et al., 2001).
Overexpression of FOXP1 has been observed in cases of
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and a high
expression of FOXP1 protein has been associated with
non-germinal center DLBCL type with a poor outcome
(Barrans et al., 2004; Banham et al., 2005). However, the
potential mechanisms of deregulation of FOXP/ in non-
Hodgkin lymphomas (NHL) are unclear, but in some
cases cytogenetic changes have been reported as the
underlying mechanism (Haralambieva et al., 2005;
Streubel et al., 2005; Wlodarska et al., 2005; Fenton et
al., 2006).

Recently, translocation t(3;14)(p14;q32) involving
FOXP1 gene and heavy chain immunoglobulin gene
(IGH) has been described in mucosa associated
lymphoid tissue (MALT) and extranodal DLBCL
lymphomas (Haralambieva et al., 2005; Streubel et al.,
2005; Wlodarska et al., 2005; Fenton et al., 2006). Large
series of MALT lymphomas have been investigated by a
two-color fluorescence in situ hybridization (FISH)
assay. The frequency of positive cases for the
translocation (10%) was site dependent and lymphomas
harboring this rearrangement showed additional
chromosomal aberrations such as trisomy 3 (Streubel et
al., 2005).

Some studies postulated that in DLBCL
overexpression of FOXP1 protein does not occur due to
gene translocation (Wlodarska et al., 2005; Barrans et
al., 2007).

On the other hand, little is known regarding the role
of FOXPI gene in splenic marginal zone lymphoma
(SMZL). SMZL is a well-recognized entity in which the
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clinical, morphological, immunophenotypical and
histological characteristics are well established (Mollejo
et al., 1995; Jaffe et al., 2001; Matutes et al., 2007), and
the associated cytogenetic abnormalities are expected to
be helpful in the differential diagnosis with other types
of lymphomas (Dierlamm et al., 2000; Herndndez et al.,
2001; Solé et al., 2001; Aamot et al., 2005; Bar¢ et al.,
2008).

Rearrangements involving /GH locus, a common
feature in NHL, have been rarely described in SMZL
(Solé et al., 2000; Baré et al., 2006; Martin-Subero et al.,
2007; Remstein et al., 2007). Regarding t(3;14)
(p14;932), only eight cases of SMZL were previously
studied and all of them were considered negative for
translocation (Streubel et al., 2005).

The aim of this study was to investigate the status of
FOXPI gene by FISH in a series of 36 well-defined
SMZL cases and to correlate it with FOXPI1
immunohistochemical expression.

Materials and methods
Patients

Thirty-six patients diagnosed with SMZL according
to WHO criteria for this entity (Jaffe et al., 2001) were
included in the study. Seventeen of them (cases 1, 3, 8,
12, 13, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28 and 29)
have been previously studied to attempt to establish a
comprehensive cytogenetic analysis in SMZL (Solé et
al., 2001; Bar¢ et al., 2008). Patients were referred from
different hospitals belonging to the Spanish Cytogenetic
Working Group (GCECGH, AEHH) and from the Red
de Grupos de Linfomas (G03/179).

Conventional banding cytogenetics and fluorescence in
situ hybridization (FISH) studies

G-banding analyses were carried out according to
standard procedures from Carnoy fixed cells (12
peripheral bloods, seven bone marrow and 17 spleens).
Karyotypes were described according to the
International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN) (Shaffer and Tommerup, 2005).

FISH was performed in fixed cells from peripheral
blood (n=12), bone marrow (n=7) and in paraffin-
embedded spleen samples (n=7) following standard
procedures. In ten of 17 spleen sections, FISH results
were not available due to the poor quality of the
hybridization. In such cases (n=10), Carnoy fixed cells
of these spleens were used (Table 1). A FOXPI (3pl4)
dual color break apart non-commercial translocation
probe was designed to detect translocations in this gene.
The probe consisted of two bacterial artificial
chromosome (BAC) clones directly labeled using nick
translation: BAC RP11-713J7 labeled in green and
located at 5’ of the gene and BAC RP11-79P21 labeled
in red and located at 3’ of the gene. All the previously
described breakpoints of FOXP1 are located at 90Kb

downstream of the gene, so that the dual color designed
probe could detect all previously described
translocations of FOXPI. In this regard, Wlodarska et al.
also used these two BACs in their FISH DNA probes
panel to analyze FOXPI rearrangements (Wlodarska et
al., 2005). In all cases, a minimum of 100 nuclei were
examined and metaphases were studied when it was
possible.

Ten peripheral blood samples from healthy donors
were used to assess the cut-off in cell suspensions. The
cut-off value for this probe was calculated as the mean
percentage of cells with a false-positive signal
constellation plus three standard deviations. Two
hundred nuclei were evaluated in each negative control
and the cut-off values for the FOXPI rearrangement and
for gains (three copies of FOXPI gene) were 1% and 3%
respectively. Five tonsil samples from healthy donors
were used as negative controls in paraffin-embedded
tissues. In these cases, the cut-off values obtained were
2% for the FOXPI rearrangement and 10% for gains of
FOXPI. One hundred nuclei were scored in each
paraffin-embedded control case.

FOXP1 protein immunohistochemistry (IHC)

FOXP1 protein IHC was carried out in 17 patients in
whom sections of the spleen were available (Table 1).
The FOXP1 antibody, clone JC12 (Banham et al., 2001),
was kindly provided by Dr. Alison Banham (Nuffield
Department of Clinical Laboratory Sciences, University
of Oxford, John Radcliffe Hospital, Oxford, United
Kingdom). IHC was performed on formalin-fixed
paraffin-embedded tissue sections. Briefly, paraffin
sections on silane-coated slides were developed in a
fully automated immunostainer (Bond Max, Vision
Biosystems, Mount Waverley, Australia). High pH
retrieval in Bond ER1 Buffer solution (Vision
Biosystems, Mount Waverley, Australia) was performed
for 20°, followed by 30’ incubation with the primary
antibody (1:80) and 30’ of Bond Refine Polymer (Vision
Biosystems, Mount Waverley, Australia). 5’-
3’Diaminobenzidne (DAB) was used for 10’ as a
chromogen. The cases were considered positive when
more than 30% of atypical cells were positive. Intensity
of FOXPI1 was scored as weak, moderate or strong
(Table 1).

Results

No rearrangements of FOXPI were found in any
case of SMZL. Three copies of the gene were detected in
seven of 36 (19,5%) patients. Gains of FOXPI were due
to the presence of extra copies of whole chromosome 3
(5 cases) or due to partial trisomy of 3p by unbalanced
translocations (2 cases). In one patient (case 3),
discordant G-banding and FISH results were found:
although a trisomy 3 was detected by conventional
banding cytogenetics (only in two out of 30 metaphases
with poor morphology), FISH analysis could not confirm
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Table 1. Cytogenetic, FISH and IHC results in a series of 36 SMZL.
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Case TS Conventional Karyotype Egl(—lpl?tesults IHC Results Spleen Pattern
T PB rianian, der17ENe10410), 18108 @Ol 28%three copies
46,XX,t(1;3)(q25;p13),del(2)(p23),add(19)(p13)[2)/45,XX,t(1;3)(q25;p13),
2 PB del(2)(p23), add(13)(g34), add(14)(q32),-22[11/46,XX.t(1;3) (q25;p13),  25% three copies
add(19)(13)[1)/ 46, XXadd(2)(q37), [11/46,XX,del(X) (q22)[1]/46,XX[14]
BM 48-49,XX,+3,+5,der(9),-10,-12,add(13)(q34),+2mar[cp2]/46,XX[28] Normal
PB 47 XX,1(3;18)(q11;p11),+18,der(18)t(3;18)(q11;p11)[2] Normal
PB 47-49,X,-X,+3,del(6)(q23),+7,+9,der(9)t(X;9)(?;q34),+18[cp6] 33% three copies
45,XX,1(3;4;14)(p21;934;932),-8,t(8;12)(q11;p11)[3)/45,XX,
6 BM 1(3;4;14)(p21;934;932), -12,der(22)t(12;22)(q11;q13)[3]/46,XX, 8% three copies
t(3;4;14)(p21;934;932),del(12)(q11)[2]
7 BM 46,XX,del(7)(g22),der(13)t(3;13)(q21;914)[2] Normal
8 spleen j(:q-:z(,g{,gsge)t(s;e)(q11;q11),de|(7)(q22),der(19)t(12;19)(q11;q13), Normal strong expression ﬁmvigi?; r:;ad pulp
9 spleen  48,XX,+3,+12[20] 19% three copies  weak expression micronodular
10 BM 47-48,XX,dup(3)(q11927),+7,del(7)(q22934),del(7)(q22934),+11[cp2] Normal
47-49,X,-X,+3,der(3)t(3;8)(3pter—>3q11::8q24~>8qter),+7,del(7) (q32935)
11 BM der(8)t(3;8)(3?q::8p11-8q22::32q),t(9;14)(p13;q32), 39% three copies
t(14;19)(932;913),+mar(11),+r(1)(p36q44)[cp4]
12 PB 46,XY,der(6)t(3;6)(q13;p25),add(17)(p13),add(19)(q13)[cp2] Normal
13 PB 48,XY,+3,del(3)(q27),-6,inv(12)(p13g21),+18,+mar(2)[cp2] 64.5% three copies
14 PB 46,XY,inv(3)(p13926),del(7)(q22932),del(10)(q24926),del(11)(q21g23)[2] Normal
45-47 XY, del(3)(p23),der(7)t(7;9;13)(7p22->7q32::9q22>9q34::13q14~>
15 PB 13qter), del(9)(q22),der(9)t(9;15)(q34;q15),del(13)(q14),- Normal
15,der(17)1(5;17) (q22;p13), der(22)t(20;22)(q11;p11)[cp4]
16 PB 44-45 XY 1(2;7)(p12;q22),der(8)t(8;21)(q22;q11),del(14)(q22)[cp2] Normal
17 spleen  46,XY,del(7)(q32)[1]/46,XY[19] Normal no expression slight lymphoid tissue increase
18 PB 46,XY,1(2;12)(p12;024),del(6)(q21),del(6)(q23),del(17)(p13)[5)/46,XY[25] Normal
19 PB 46,XX,del(7)(g32),del(10)(p21q11)[20] Normal
20 spleen  46,XX,del (7)(q22)[171/46,XX[3] Normal moderate expression micronodular
21 Espleen 46,XX[20] Normal weak expression micronodular
22 spleen 46,XX,del(7)(q32)[6]/46,XX[9] Normal strong expression prominent red pulp involvement
23 Espleen 46,XX,del(7)(q22)[15] Normal no expression slight lymphoid tissue increase
24 BM 47 XX,+12[4)/46,XX[16] Normal
25 Espleen 46,XX[20] Normal strong expression prominent red pulp involvement
I Tt
27  Espleen 46,XX[20] Normal moderate expression micronodular
s B SN oo D oSO g
29 spleen  42-48,XX,del(2)(q23),der(17)t(5;17)(?;p13),+dmin(1),+dmin(3)[cp4] Normal weak expression micronodular
30  spleen 46,XY[20] Normal strong expression micronodular
31 spleen 46,XY,del(7)(q32)[6]/46,XY[1] Normal strong expression prominent red pulp involvement
32 spleen  46,XY[30] Normal no expression micronodular
33 Espleen 46,XX,del(7)(g32),add(19)(q13)[10]/46,XX[10] Normal weak expression micronodular
34 Espleen 46,XY[10] Normal moderate expression micronodular
35  Espleen 46,XX[20] Normal moderate expression micronodular
36 spleen  46,XX,i(12)(q10)[5]/46,XX[15] Normal moderate expression micronodular

TS: tissue sample; PB: peripheral blood; BM: bone marrow; spleen: suspension cells; Espleen: Paraffin-embedded tissue.
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Fig. 1. Hematoxilin-eosin section (A) and FOXP1 IHQ (B) of the same lymphoid follicle of patient 8 at 20. x 200

this abnormality (Table 1).

IHC studies were performed in 17 out of 36 patients,
in which histological spleen sections were available.
Fourteen out of the 17 cases expressed FOXP1 protein,
having strong and uniform expression in five cases
(patients 22, 8, 25, 30 and 31). It is remarkable that three
of them (patients 22, 8, and 31) presented a deletion of
7q associated with a prominent involvement of the
splenic red pulp (Fig. 1). Cases 17 and 23, also with 7q
deletion, only had a light increase of splenic lymphoid
tissue and in those conditions IHC analysis could not
detect FOXP1 expression. On the other hand, a patient
with three copies of FOXPI detected by FISH (case 9)
presented weak expression of the protein.

Unfortunately, splenectomy specimens of the
remaining patients with gains of FOXPI1 were not
available (cases 1, 2, 5, 6, 11 and 13) and it was not
possible to establish a correlation between FOXP1 gains
by FISH and FOXP1 expression results in SMZL..

Discussion

There is more than one mechanism of FOXPI
deregulation in NHL, because a high expression of this
gene is not necessarily due to the presence of
rearrangement events. In the literature, deregulation of
FOXP1 has been referred to in cases with gains of
chromosome 3, and this aberration was related to strong
FOXP1 protein expression, suggesting an association
between the occurrence of extra copies of FOXPI and
aberrant expression of its protein (Haralambieva et al.,
2005). Of note, trisomy 3 is one of the most common
aberrations in SMZL (Dierlamm et al., 2000; Hernandez
et al., 2001; Solé et al., 2001; Aamot et al., 2005; Baro et
al., 2008) although t(3;14)(p14;q32) has not been
detected in this entity (Streubel et al., 2005). Some cases
of NHL present translocations that could be masked due

to the complexity of the karyotypes or due to the small
size of the involved regions (Gozzetti et al., 2002; Gazzo
et al., 2005; Baré et al., 2006). In these cases, FISH
analyses could be helpful to detect or confirm successful
chromosomal aberrations. Although FOXP1 was not
rearranged in the present series, three copies of this gene
due to gains of chromosome 3 or 3p were observed.

We could not analyze the relationship between gains
of chromosome 3/3p and FOXP1 protein expression by
IHC in all cases because spleen sections were not
available. Only one patient had both analyses, but there
was no correlation because FOXP1 protein was weakly
expressed and FISH showed three copies of the gene. In
reference to this point, recent studies have reported the
existence of FOXP1 isoforms in DLBCL that anti-
FOXP1 (JC12) monoclonal antibody cannot distinguish
(Brown et al., 2008). This could explain the discordance
between IHC and FISH results in our case.

Deletion of 7q is considered a characteristic
aberration of SMZL (Dierlamm et al., 2000; Hernandez
et al., 2001; Solé et al., 2001; Aamot et al., 2005; Baro6 et
al., 2008). In this study, we found three patients with
chromosome 7q deletion and a prominent involvement
of the splenic red pulp. Moreover, cases with these
features showed strong expression of FOXP1 protein.
However, as the number of cases showing these two
characteristics was low, we could not suggest any
relationship.

The present series is the largest reported until now
that has studied the involvement of FOXPI in SMZL.
Large series of this entity with histological spleen
sections available are needed to determine the
relationship between FOXP1 expression and gains of
3/3p detected by FISH. In addition, further studies with
patients presenting a prominent involvement of splenic
red pulp and 7q deletion are needed to demonstrate or
discard their association with strong expression of
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FOXPI1 protein.

Although FOXPI takes part in early B cell
development transcriptional regulation (Fuxa and Skok,
2007) and is probably affected in some NHL, we could
discard an involvement of this gene due to
t(3;14)(p14;932) in SMZL. However, other genes
located in chromosome 3 have to be considered in the
study of SMZL due to the high implication of this
chromosome in this disease.
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