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Introduccio

1.1. MOTIVACIO PERSONAL PEL PROJECTE

El diagnostic de determinades neoplasies de cel.lules B madures amb expressio
leucemica, com és el cas de les entitats estudiades en aquest treball, ha estat,
en ocasions, dificultés. La classificacié correcta d’aquestes entitats es basa
fonamentalment en I'estudi integrat de la morfologia i 'immunofenotip de les
cel.lules neoplasiques pero, en determinats casos, aquestes caracteristiques
poden ser gairebé identiques i portar a la confusié. Les raons per les quals
l'autora ha estat motivada per a dur a terme un estudi citogenetic i per hibridacio
in situ d’algunes sindromes limfoproliferatives croniques B (SLPC-B) han estat

les seguents:

1. L’interés especial de la Dra. Soledad Woessner i la Dra. Lourdes Florensa,
citologues del Laboratori de Citologia Hematologica, per intentar trobar
marcadors genetics que permetessin establir el diagnostic diferencial entre
determinades SLPC-B, quan les dades morfologiques i immunologiques no

eren suficients.

2. L’aprenentatge de les tecniques de citogenetica convencional gracies al Dr.
Francesc Solé i de les técniques d’hibridacio in situ, en primer lloc gracies a la
Dra. Alejandra Pérez-Losada i en segon lloc, a I'estada en el Laboratori
Genzyme Genetics, Scottsdale, Arizona (USA) dirigit pel Dr. Avery A.
Sandberg.

3. La continuacio d'un projecte d’estudi de la trisomia 12 en la leucémia limfatica

cronica B (LLC-B) iniciat per la Dra. Alejandra Pérez-Losada.

4. L’estimul rebut del Dr. Francesc Solé per a tirar endavant un estudi sobre
alteracions citogenétiques en limfomes de cel.lules del mantell (LCM) i per a
col.laborar en un estudi multicéntric sobre les alteracions citogenétiques dels

limfomes esplenics de la zona marginal (LEZM).
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1.2. LIMFOPOESI

1.2.1. Introduccio a I’lhematopoesi

L’hematopoesi és el mecanisme fisiologic que s’encarrega de produir
continuadament els diferents tipus d’elements formes de la sang i que els
manté dins d’'uns limits de normalitat a la sang periférica. En I'individu adult,
’hematopoesi té lloc a la medulla oOssia, ja que aquest teixit permet
aniuament, creixement i diferenciaci6 de les céllules germinals
hematopoetiques.

Gracies a les tecniques de cultiu in vitro, actualment se sap que en I'home
existeix una cel.lula mare pluripotent amb capacitat de proliferacié, diferenciacio

i autorenovacio, anomenada CFU-LM (colony formation unit-lymphomyeloid) o
cel.lula mare limfomieloide, també coneguda com a CFU-GEMMegL degut a la
seva capacitat de produir colonies in vitro constituides per granulocits,
eritrocits, monocits, osteoclastes, megacariocits i limfocits T i B. A partir de la
CFU-LM apareixen la cél.lula germinal limfoide (CFU-L) i la cel.lula germinal
mieloide (CFU-M o CFU-Mix). A partir de la CFU-L té lloc la formacié de tota la

série limfoide (Figura 1).

1.2.2. Limfopoesi

1.2.2.1. Sistema limfoide

El sistema limfoide normal huma esta format per dos tipus d’organs:

- Organs limfoides primaris: en I'adult estan constituits per la medul.la dssia i

el timus. En aquests organs, i a partir de cél.lules mare hematopoietiques
pluripotents, s’originen els limfocits B i T i posteriorment maduren sense

necessitar la presencia d’antigens.
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Figura 1. Esquema de I'hnematopoesi humana

Organs limfoides secundaris: comprenen els ganglis limfatics, la melsa i el

teixit limfoide associat als epitelis mucosos dels tractes gastrointestinal,

respiratori i genitourinari (anomenat MALT, de lI'angles mucose associated

lymphoid tissue) i de la pell. En aquests organs s'’inicien les respostes

immunitaries, de forma que els limfocits entren en contacte amb els

antigens i amb les cel.lules accessories del sistema limfoide o cel.lules

presentadores d’antigen.

Les denominades cel.lules presentadores

d’antigen pertanyen al sistema mononuclear fagocitic i reben diferents noms

segons el teixit on es troben (cel.lules de Langerhans a la pell, cél.lules

dendritiques fol.liculars als ganglis, etc).
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El gangli limfatic esta format per una capsula de teixit connectiu a partir del qual
es formen septes que divideixen el gangli en diferents compartiments formats
per un sinus subcapsular, diversos sinus medul.lars, fol.licles limfoides i
cordons limfatics, un sistema vascular sanguini i limfatic i una estructura

formada per cél.lules reticulars (Figura 2).

Capsula

Escor¢ao Zona B

Paraescorgao Zona T
Fol.licle primari

Medulla
Predominide limfocits B
Hilum

——p Vaslimfatic eferent

Cord6 lumbar
Predominide limfocits T

Sinus subcapsular

Vas limfatic aferent Trabécula

Centre germinald’unfol.licle secundari

Figura 2. Esquema del’estructura anatomicad’un gangli limfatic

L’estructura caracteristica del gangli limfatic consta d’'una capa externa o
capsula, una escorca o0 zona B, una paraescorca o zona T i una capa interna o
medul.la. A la zona de l'escorga se situen els fol.licles primaris, estructures
arrodonides colonitzades per limfocits B verges procedents de la medul.la
ossia. Quan els limfocits del fol.licle primari reben una estimulacié antigénica es
constitueixen els fol.licles secundaris. En aquests casos, els limfocits estimulats
esdevenen cel.lules blastiques i tendeixen a disposar-se al centre del fol.licle

formant el centre germinal, i al seu voltant s’observa una corona de limfocits
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petits que es denomina mantell fol.licular. Dins del centre germinal es

diferencien dues zones, una zona fosca on es localitzen els centroblastes i una
zona clara, en la qual es distingeixen una zona clara basal, on es troben els
centrocits i una zona clara apical on es troben els blastes. Als fol.licles
secundaris també s’hi troben cel.lules dendritiques fol.liculars, macrofags i
limfocits T. Les cél.lules plasmatiques i les cél.lules plasmocitoides, també
anomenades limfoplasmocits, constitueixen la fase final del procés de
diferenciacio del blaste B del centre germinal. Els precursors de les cél.lules
plasmatiques migren des del centre germinal cap a la medul.la oOssia i es
transformen en cel.lules plasmatiques madures. Per altra banda, la cél.lula
plasmatica també pot originar-se al gangli a partir del centrocit o de les cél.lules
de la zona marginal. En alguns organs limfoides secundaris, tals com la melsa,
els ganglis mesenterics i les plaques de Peyer de l'intesti, pot trobar-se una

capa de cel.lules que envolta el mantell fol.licular anomenada zona marginal.

Els fol.licles limfoides es troben envoltats per limfocits T, disposats de forma
difusa que constitueixen la zona paracortical o zona T. Aquesta zona conté
moltes cel.lules interdigitants procedents de la pell (cel.lules de Langerhans) o
de les mucoses (cél.lules dendritiques), que expressen antigens de superficie
del sistema d’histocompatibilitat de classe Il en grans quantitats i que
transporten antigens processats des d'altres zones del cos cap els noduls
limfoides.

La zona més interna del gangli, la medul.la central, esta formada per cordons
cel.lulars (formats per limfocits T i B, cél.lules plasmatiques i macrofags)
separats per sinusoides limfoides que drenen al sinus terminal o hilum, on
s’origina el vas limfatic eferent (Figura 2).

El gangli limfatic posseeix una estructura constituida per una xarxa de fibres
reticulars que esdevenen el suport dels macrofags i les cél.lules presentadores
d’antigens.

El funcionament normal del gangli limfatic és el seglient: els limfocits
procedents del corrent sanguini entren al gangli limfatic pels vasos limfatics
aferents, que penetren a través de la capsula i desemboquen en el sinus
subcapsular marginal. Des d’aquest punt, travessen I'endoteli de les venules

postcapil.lars (també anomenades venes de l'endoteli de cel.lules altes),
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fenomen que fa que la limfa hi circuli més lentament i es faciliti la fagocitosi i els
processos relacionats amb la formacié d’anticossos.

El sinus subcapsular i els sinus medul.lars en disposicio radial, que
generalment se situen al llarg d’'una trabecula, convergeixen als vasos limfatics
eferents a I'hilum ganglionar. Des d’aquest punt, els limfocits circulen cap el

conducte toracic i finalment van a parar a la circulacié sanguinia.

1.2.2.2. Ceél.lules limfoides

Classicament, s’havien descrit dos tipus limfocitaris, els limfocits T, encarregats
de la immunitat cel.lular i els limfocits B, responsables de la immunitat humoral.
Cada un d’aquests grups estava format per diverses subpoblacions que podien
ser diferenciades segons les seves caracteristigues immunologiques,
enzimatiques, morfologiques i funcionals. En una segona etapa ha estat descrit

un nou tipus de limfocit: les cél.lules NK o Natural Killer.

1.2.2.2.1. Els limfocits T

Els limfocits T procedeixen de la cel.lula germinal limfoide (CFU-L) que es troba
a la medul.la ossia. Els precursors dels limfocits T viatgen des de la medul.la
fins el timus. El timus és un organ limfoide primari de mida petita, situat a la part
alta anterior del mediasti, que és actiu sobretot durant el periode fetal i els
primers anys de vida, pero que en l'adult tendeix a involucionar. En aquest
organ, els limfocits T (timocits), sota la influéncia del microambient epitelial,
maduraran i esdevindran immunocompetents. Posteriorment, aquestes cel.lules
passaran a la sang periférica i als organs limfoides secundaris on es
convertiran en limfocits T madurs amb I'expressio a membrana dels receptors
de limfocits T (TCR, T-cell receptor). No ens estendrem en aguest tema ja que
'objecte d’estudi d’aquest treball sén els limfocits B i la seva patogénia

associada en forma de sindromes limfoproliferatives, no pas els limfocits T.
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1.2.2.2.2. Els limfocits B

Els limfocits B procedeixen de la mateixa cel.lula germinal que els limfocits T,
esdevenen competents immunologicament a la medul.la 0ssia, el fetge fetal i
possiblement la placenta, i actuen com a equivalents de la bursa de Fabricius
de les aus. El desenvolupament de la CFU-L per donar origen als diversos tipus
de limfocits B es produeix sota la influéncia d’una serie de contactes adhesius
amb les cel.lules de I'estroma cel.lular i de diverses citoquines i quimioquines
produides per aquestes ultimes. Agquest és un procés totalment independent
dels estimuls exogens i esta presidit pel reordenament dels gens de les
immunoglobulines i I'expressio de les immunoglobulines a la membrana
cel.lular per a formar el receptor de cél.lules B (BCR, B-cell receptor) que
permetra el reconeixement de I'antigen. Cal recordar que les immunoglobulines
(Ig) tenen una unitat basica constituida per dues cadenes pesades (que poden
ser de cinc tipus diferents: g m a, d o €) i dues cadenes lleugeres (que poden
ser de dos tipus diferents: k o 1).

Els diferents estadis de maduracio de la cel.lula precursora B son principalment
quatre:

- El precursor més immadur del limfocit B es denomina limfocit pro-B ( o pre-
pre-B , o pre-B 1) i és identificable fenotipicament mitjancant anticossos
monoclonals. Aquesta cél.lula expressa CD34, HLA-DR, CD10 (CALLA), CD19,
CD24 i 'enzim TdT. A mida que el progenitor limfoide comu progressa cap el
linatge B, s’inicia el reordenament dels gens de les Ig, que comencga pels de
les cadenes pesades (H, de heavy), mapats al cromosoma 14, amb la
recombinacié dels segments D-J (cél.lula pro-B inicial) i segueix amb la
recombinacié del segment V amb el complexe D-J recombinat (cél.lula pro-B
tardana). Aquest estadi presenta reordenament , doncs, de la cadena H de la
IgM, anomenada cadena m que representa la primera indicacié de compromis
amb la linia B, pero encara no s’expressen immunoglobulines de superficie.

- El seguient precursor en la linia de maduracio és el limfocit pre-B (o pre-B II).
Es passa a aquest estadi quan un segment recombinat V-D-J és productiu i
dona lloc a la sintesi de cadenes m que es localitzen principalment a

citoplasma, i en una petita part, a membrana, unides a pseudocadenes
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lleugeres (SL), formant el que s’anomena IgM subrogada de membrana o pre-
BCR. Encara no s’expressen cadenes lleugeres ni immunoglobulines de
superficie. En aquest estadi encara hi ha expressio de TdT i CD10 i a més
s’expressen els antigens HLA-DR, CD19 i CD24. Apareix I'expressié de CD20 i
de la molécula especifica de llinatge, el CD22. En aquesta fase s’expressa
I'antigen leucocitari comu, el CD45. La cel.lula precursora B també expressa
CD79a, molécula que associada a CD79b i a les IgS dona lloc al BCR, i esta
implicada en la transducci6 de senyals.

- A mida que la maduracié va avancant, es perd el CD10 (que es tornara a
expressar quan el limfocit sigui estimulat per un antigen). Posteriorment es
reordenen els gens de les cadenes lleugeres (L, de light): en una primera etapa
es reordenen els gens V-J del locus kappa (mapats al cromosoma 2), i, si cap
dels productes obtinguts és productiu, es reordenen els del locus lambda
(mapats al cromosoma 22). Quan un reordenament és productiu (sigui kappa o
lambda) se sintetitzen les cadenes lleugeres, que s’'uneixen amb les cadenes m
i la cel.lula passa a expressar IgM a la membrana. Aixi s’arriba a I'estadii de
limfocit B immadur. En aquesta cél.lula, el contacte IgM-Antigen (Ag) déna
lloc a una série de processos que s’encarreguen d’eliminar per apoptosi
(delecio clonal) o inactivacié funcional (anergia clonal), o modificar (canviant
I'especificitat de la IgM per un procés anomenat “revisié del receptor”) aquells
limfocits que hagin generat una IgM amb autoreactivitat, és a dir, amb capacitat
de reconeixer substancies propies com a estranyes. Els limfocits B immadurs
gue superen aquesta purga, migren cap a la periféria per a completar la seva
maduracio i esdevenir limfocits B madurs verges.

- Els limfocits B madurs verges (també anomenats naif, que no ha entrat en
contacte amb I'’Ag pel que son especifiques les Ig que expressen) passen a
expressar també IgD a membrana. Aixi, les IgM i IgD de membrana d'un
d’aquests limfocits tenen les mateixes regions VH i VL, és a dir, la mateixa
especificitat per Ag, aixi com les mateixes cadenes L (sigui kappa o lambda).
Aquest tipus cel.lular continua expressant CD19 i CD24, aixi com CD20 i CD22.
També passa a expressar CD21, molécula que reconeix un epitop del receptor

del complement CR2, que constitueix el receptor per al virus d’Epstein-Barr.
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Els limfocits B madurs verges (mlgM+, migD+) passen de la medul.la a la sang
periferica (constitueixen la minoria de la poblacio limfocitaria circulant, entre un
51 un 15%) i es dirigeixen als organs limfoides secundaris on se situen les
zones immunologicament B dependents.

Una part dels limfocits B circulants (10-35%) de l'adult es caracteritzen per
expressar la molécula CD5, antigen de diferenciacié propi de les cel.lules T.
Aquests limfocits sén els primers que apareixen en I'ontogénia dels limfocits B i
durant la vida fetal predominen per sobre dels limfocits CD5-, aixi com en la
infancia fins els 7 anys. En l'adult se situen en els organs limfoides primaris i
secundaris, en el mantell fol.licular, al marge del centre fol.licular. Cal esmentar
que la leucemia limfatica cronica B (LLC-B) correspon a una expansio
monoclonal de limfocits CD5+.

En els organs limfoides secundaris (fonamentalment els ganglis limfatics), quan
el limfocit B madur verge entra en contacte amb I'antigen, amb la cooperacié
del limfocit T CD4+, es produeix un procés d’activacio i proliferacié que origina
una expansio clonal. Les cel.lules B madures que no han rebut un estimul
antigenic tenen els gens de les cadenes pesades de les Ig reordenats, pero no
mutats. Cada cél.lula esta compromesa a una cadena pesada i a una cadena
lleugera determinades, i tota la seva progenie expressara les mateixes
cadenes. Mentre que els precursors B son cellules proliferatives que
produeixen limfocits B madurs immunoincompetents, les cél.lules verges es
troben en fase de repos fins que interaccionen amb l'antigen. Les cel.lules
verges circulen per la sang periferica i formen part d’'una petita fraccio de
cel.lules B dels follicles primaris i de la zona del mantell (cel.lules B
recirculants). Quan el limfocit B madur verge colonitza el fol.licle limfoide i entra

en contacte amb I'antigen origina cel.lules blastiques que entren en el fol.licle i

formen el centre germinal. Els blastes proliferen i produeixen centroblastes, que
no expressen IgS. Posteriorment, els centroblastes esdevenen centrocits, que
tornen a expressar 1gS. Els centrocits sén estimulats per antigens presentats
per les cél.lules dendritiques fol.liculars i s’activen. Llavors abandonen els

fol.licles secundaris com a limfocits B memoria o com a precursors de les

cel.lules plasmatiques. La majoria dels precursors de cél.lules plasmatiques

migren des del gangli cap a la medul.la 0ssia per transformar-se en cel.lules

plasmatigues _madures; una minoria pot madurar a cél.lula plasmatica en el
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propi follicle. Les celllules plasmatiques secretores d’immunoglobulines
representen I'estadi final de transformacié antigenica del limfocit petit B verge, i
tenen com a caracteristica la detecci6 d’lg en el seu citoplasma.

El limfocit B reconeix I'antigen quan entra al centre germinal mitjangant I'anticos
que té unit a la membrana cel.lular. Durant aquest proceés, el seu ADN genomic
esta sotmés a hipermutacions. El procés d’hipermutacié somatica €s un procés
fisiologic que es produeix en el centre germinal del gangli limfatic, quan el
limfocit entra en contacte amb I'antigen. Durant aquest procés, 'ADN genomic
del limfocit esta sotmes a una seérie de canvis de nucleotids, que poden
determinar canvis en els aminoacids que codifiquen, per tant, canvis en I'afinitat
i especificitat de l'anticos per l'antigen, que pot augmentar, disminuir o
desapareixer. Els limfocits amb hipermutacions somatiques que augmenten la
seva afinitat per l'antigen son seleccionats i sobreviuen, mentre que els
limfocits als quals les hipermutacions somatiques fan disminuir o perdre afinitat
per I'antigen, entren en apoptosi i moren (Kippers i col., 1999).

Alguns limfocits B que surten del fol.licle tornen a I'estat quiescent del limfocit B
petit amb memoria immunologica i poden sobreviure mesos o0 anys. Aquestes
cel.lules presenten caracteristiques morfologiques i immunofenotipiques
indistingibles del limfocit B madur, tot i que a la membrana ja no expressen IgD
sind I1gG, IgM i IgG o IgA, i tenen activitat ATPasa i 5'-nucleotidasa. Aquests

limfocits passen a integrar-se al reservori de limfocits B recirculants del mantell

0 _corona, i en la resposta secundaria a anticossos seran els precursors de les
cel.lules secretores d’anticossos. Alguns limfocits B madurs que no han estat
activats per antigens, se situen a les zones T del gangli i alla, després de rebre

un estimul antigenic, esdevenen immunoblastes, cél.lules que poden seguir el

procés d’estimulacio fins a cél.lula plasmatica (Figura 3) (Fanboin i Satz, 1994;
Roitt i col., 1997; Harris, 1999; Gallart i col., 2000).
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1.3. LES SINDROMES LIMFOPROLIFERATIVES CRONIQUES B (SLPC-B)
1.3.1. Introducci6 a les sindromes limfoproliferatives croniques (SLPC)

Les sindromes limfoproliferatives croniques (SLPC), també anomenades
neoplasies de cél.lules B madures, sén un grup molt divers de malalties que
tenen en comu la proliferacio neoplasica i 'acumulacio de cél.lules limfatiques o
de l'estirp limfoide, ja siguin T o B, de tipus madur, en determinats teixits. Dins
d’aquest grup heterogeni de malalties se separen basicament dos grups:

- Els“limfomes”, actualment anomenats neoplasies de cél.lules B madures de
tipus predominantment nodal o extranodal, que son tumors localitzats
causats per una proliferacié neoplasica de cel.lules limfoides. En la majoria
de casos, aquests tumors apareixen en els noduls limfatics (“limfomes
nodals”), perdo ocasionalment també poden desenvolupar-se en altres
organs on les cel.lules limfatiques siguin abundants com la melsa, la
medul.la 0ssia, el fetge, la pell i el tracte intestinal (“limfomes extranodals”).
Respecte les frequencies, el 85% de tots els limfomes de I'adult s6n de
cel.lules B i el 15% restant, de cél.lules T.

- Quan els limfomes s’expressen a sang periferica s’anomenen “leucemies
croniques”, també denominades com a neoplasies de cél.lules B madures
amb expressio predominantment disseminada/leucemica. Aquest grup
engloba malalties neoplasiques diverses que tenen en comu la proliferacio i
acumulacié a medul.la o0ssia i a sang periférica de ceél.lules madures de
I'estirp limfoide. Dins d’aquestes, un 90% son de tipus B i un 10% son de

tipus T.

1.3.2. Classificaci6 de les SLPC

La controversia existent en la classificacié de les SLPC s'’inicia amb les primeres
temptatives d’establir grups separats dins aquest tipus de patologies. Aquesta
controvéersia provenia de l'assumpcié que existia un Uanic principi per a la
classificacio. Aixi, la majoria de les primeres classificacions que van existir es
basaren purament en la morfologia (Classificacions de Gall i Mallory, 1942 i de
Rappaport, 1966), d'altres varen utilitzar les caracteristiqgues cliniques de les

malalties com a fil conductor (Working Formulation, Rosenberg i col., 1982) i un
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tercer grup va basar les classificacions en el llinatge cel.lular i la diferenciacio, ja
que creien que cada neoplasia corresponia a I'alteracié d’un tipus cel.lular normal
o d'un estadi de diferenciacié (Classificacio de Lukes i Collins, 1974 i
Classificacié de Kiel, Lennert i col., 1975). Des de la década dels 70 fins la
decada dels 90 es varen utilitzar classificacions diverses en diferents llocs del
mon per a separar les mateixes patologies (essencialment la classificacié de Kiel
a Europa i la Working Formulation a Estats Units). Aquesta practica va dur a una
manca de consens en la classificacié de les SLPC i va causar una serie de
problemes derivats de la terminologia divergent, tant als clinics com als
hematolegs i patolegs, a I'hora d’interpretar resultats publicats. D’altra banda, cap
a finals dels 80 i principis del 90 es varen descriure forga entitats noves que no
estaven incloses a cap classificacio, fet que va causar una confusié a I'hora de
decidir quines de les entitats que es veien eren “malalties reals” i quines no. La
disposicio de col.leccions amplies d’anticossos monoclonals per a [I'estudi
immunofenotipic i 'aparicié de noves tecnologies com la citogenética i la biologia
molecular, que aportaven una informacié addicional no recollida en les anteriors
classificacions, van conduir a una revisio de tot el sistema. Es va crear
I'International Lymphoma Study Group (ILSG), format per 19 hematolegs-
patolegs procedents d’Europa, d’Asia i d’EEUU, que varen intentar crear una
nova classificacié que tingués en compte tota la informacié de la qual es
disposava -—morfologia, immunofenotip, caracteristiques genéetiques i
caracteristiques cliniques- . Es va arribar a la conclusio que la importancia de
cada una de les caracteristiques varia per a cada una de les patologies, pero no
existeix un “tnic principi” classificatori. El resultat del consens de I'lLSG va dur a
'aparicid d’una nova classificacio, la classificaci6 REAL (Revised European-
American Classification of Lymphoid Neoplasms, Harris i col., 1994). Aquesta va
resultar ser molt Gtil per definir, a la practica, les diverses entitats, perd també va
presentar alguns defectes. Des de 1995, els membres de les societats europea i
americana d’hemopatologia han estat col.laborant en I'elaboracié d’'una nova
classificacio, la classificacié de I'Organitzacio Mundial de la Salut (OMS) (WHO,
World Health Organization Classification for Hematologic Malignancies). Aquesta
classificacio (Harris i col., 1999) és una revisi6 actual de la classificacio REAL
pels limfomes i s’ha estes també en la classificacio de les neoplasies mieloides i

histiocitaries.
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Tant la classificaci6 REAL com la Classificacio de 'OMS diferencien tres
categories principals dins de les neoplasies del sistema limfoide: neoplasies de
cel.lules B, neoplasies de cél.lules T/NK i malaltia de Hodgkin/limfoma de
Hodgkin. Tant les leucémies limfoides com els limfomes s’inclouen en aquests
grups, ja que s’entén que en la majoria de neoplasies limfoides existeixen tant la
fase solida (atribuible al que coneixem com “limfoma”) com la fase circulant
(atribuible al que s’anomena “leucemia”). Dins de les neoplasies de cél.lules B i
T/INK es diferencien dos subgrups principals, les neoplasies de precursors, que
correspondrien a I'afectacio dels primers estadis de diferenciacid, i les neoplasies
perifériqgues o de cél.lules madures, corresponents a I'afectacié de limfocits en
estadis més diferenciats. La classificacié de 'OMS ha inclos una série de canvis
en la nomenclatura, ha separat categories heterogenies i ha adoptat algunes
entitats, encara provisionals en la classificacié REAL, com a definitives. D’altra
banda, les neoplasies de cel.lules madures B i T s’agrupen d’acord amb la seva
presentacio clinica principal, ja sigui predominantment disseminada/leucemica,
extranodal primaria o predominantment nodal.

El treball que es presenta es basa en l'estudi de sindromes limfoproliferatives
croniques B. Aixi doncs, a partir d’aquest moment es fara referencia a aquest
tipus de patologia, deixant a part les SLPC-T.

La classificaci6 definitiva segons 'OMS de les neoplasies limfoides B es mostra
ala taula 1. A les taules 2 i 3 s’expressen les variants i graus de malignitat

d’algunes de les neoplasies de cél.lules B madures.

1.3.3. Contribuci6 de la citogenética convencional i la hibridacio in situ a la
classificacio de les SLPC-B

En un 50% de les neoplasies de ceél.lules B madures amb expressio
predominantment periferica es detecten anomalies cromosomiques mitjancant
les técniques citogenétigues convencionals. Aquestes mostren alteracions
cromosomiques caracteristiques. Les neoplasies de cél.lules B madures amb
expressio predominantment nodal o extranodal, també anomenades
col.loquialment “limfomes”, presenten alteracions citogenetiques en un 80-90%

dels casos. Les alteracions cromosomiques més frequents a les SLPC-B es
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detallen a la taula 4 (Juliusson i Gahrton, 1990; Sandberg, 1990; Heim i
Mitelman, 1995; Donner, 1997).

Taula 1. Les neoplasies limfoides B segons la classificacié de 'OMS (Harris i
col., 1999)

Neoplasies de cél.lules B
Neoplasies de cél.lules B precursores
Leucémia Limfoblastica de Precursors B /Limfoma (Leucémia
Aguda Limfoblastica de Precursors B)
Neoplasies de cel.lules B madures (periferiques)
Leuceémia Limfatica Cronica/Limfoma de Limfocits Petits
Leucémia Prolimfocitica Cronica
Limfoma Limfoplasmocitic
Limfoma Esplénic de la Zona Marginal B (+ limfocits vellosos)
Tricoleucémia
Mieloma Multiple/ Plasmocitoma
Limfoma de la Zona Marginal Extranodal B de tipus MALT*
Limfoma de la Zona Marginal Nodal B (xcél.lules B monocitoides)
Limfoma Centrefol.licular
Limfoma de Cél.lules del Mantell
Limfoma Difus de Cel.lules Grans B
Limfoma de Cél.lules Grans B Mediastinic
Limfoma primari d’efusions

Limfoma de Burkitt/Leucémia de cel.lules de Burkitt

*MALT, mucose associated lymphoid tissue o teixit limfoide associat a mucoses.
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Taula 2. Neoplasies de ceél.lules B madures (periferiques). Variants que
contempla la classificaci6 de I'OMS per als tipus predominantment

disseminats/leucemics

Leucémia Limfatica Cronica/Limfoma Limfocitic de cél.lules petites
Variant: amb gammapatia monoclonal/diferenciacio plasmocitica
Tricoleucemia

Variant: Tricoleucémia variant

Taula 3. Limfoma Centrefol.licular i Limfoma de Cél.lules del Mantell: graus i

variants

Limfoma Centrefol.licular
Graus
Grau 1: 0-5 centroblastes/camp de gran augment
Grau 2: 6-15 centroblastes/ camp de gran augment
Grau 3: >15 centroblastes/ camp de gran augment
3a: >15 centroblastes amb centrocits encara presents
3b: centroblastes sense centrocits residuals
Variants
Limfoma Centrefol.licular cutani
Limfoma Centrefol.licular difus
Grau 1: 0-5 centroblastes/ camp de gran augment
Grau 2: 6-15 centroblastes/ camp de gran augment
Limfoma de Cel.lules del Mantell

Variant: Blastica
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Taula 4. Alteracions cromosomiques més frequents a les SLPC-B

Entitat Alteracions citogeneétiques Incidéncia
associades
LLC/LLPe del(13)(q14) 53%
del(11)(g22.3-q23.1) 19%
+12 7-25%
del(6)(q21-g23) 9%
del(17)(p13) 9-15%
LPC t(11;14)(q13;932)
t(14;17)(932;q11)
del(3)(p13) 50%
+12
t/del(12)
LLP t(9;14)(p13;932) 50%
LEZM del(7)(g22-q32) 40%
+3/+3q 30%
TL 149+
Y -
del(5q)
MM +3, +7, +11, +18 80-90%
-13/del(130q)
LMALT t(1;14)(p21;932)
t(11;18)(g21;921) 30-50%
+3/+39 30-70%
LZMN +3/+3q 30-70%
LCF t(14;18)(932;921)
t(2;18)(p11;921) 85-90%
t(18;22)(g21;911)
LCM t(11;14)(913;932) 50-90%
LDCG t(14;18)(932;921)
t(2;18)(p11;921) 12-30%
t(18;22)(q21;911)
t(3;V)(q27;V) 6-30%
1(8;14)(q24;032)
t(2;8)(p11;924) 7-10%
t(8;22)(g24;911)
LB t(8;14)(q24;932) 80%
t(2;8)(p11;924) 15%
t(8;22)(g24;911) 5%

Abreviatures: LLC/LLPe: Leucémia Limfatica Cronica/Limfoma de Limfocits Petits; LPC: Leuceémia
Prolimfocitica Cronica; LLP: Limfoma Limfoplasmocitic; LEZM: Limfoma Esplénic de la Zona
Marginal B (£ limfocits vellosos); TL: Tricoleucémia; MM: Mieloma mudltiple/Plasmocitoma; LMALT:
Limfoma de la Zona Marginal Extranodal B de tipus MALT; LZMN: Limfoma de la Zona Marginal
Nodal B (xcél.lules B monocitoides); LCF: Limfoma Centrefol.licular; LCM: Limfoma de Cél.lules
del Mantell; LDCG: Limfoma Difas de Cél.lules Grans; LB: Limfoma de Burkitt/Leucémia de
cel.lules de Burkitt
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L'estudi citogeneétic de les SLPC-B és important principalment per dues raons:

- L'analisi de les alteracions en el cariotip permet confirmar o orientar el
diagnostic i el pronostic.

- L'estudi citogenetic del pacient realitzat periodicament permet fer un seguiment
de la malaltia minima residual (MMR), en cas que en el moment del diagnostic
s’hagi trobat un marcador citogenétic.

Tot i aix0, I'analisi citogenética de les SLPC-B ha estat limitada per diversos
problemes:

- L’estudi citogenétic només es pot realitzar en cél.lules en metafase i en general,
les cél.lules leucemiques tenen molt poca activitat mitotica espontania.

- La resposta cel.lular als mitogens €s molt baixa i sovint variable. El mitogen
més emprat en un principi va ser la fitohemaglutinina (PHA), producte quimic que
estimulava preferentment la divisio dels limfocits T. Aixo feia molt dificil I'analisi
de la cél.lula neoplasica de l'estirp B, ja que aquesta no es dividia. Sovint es
trobaven metafases normals que generalment corresponien a limfocits T i per
tant I'estudi no es podia considerar informatiu. Es varen provar diferents tipus de
mitogens i finalment sembla que se n’ha trobat un forca més especific pels
limfocits B, I'acetat de miristat de tetraforbol (TPA). Tot i aix0, el problema només
s’ha resolt parcialment i es continuen trobant cultius amb metafases normals o
bé d’altres que, tot i haver estat estimulats amb TPA, no presenten cel.lules en
metafase.

- De vegades el problema no és I'obtencié de metafases siné la mala qualitat
d'aquestes. Aixo dificulta el diagnostic citogenetic (Sandberg, 1990).

Per intentar solucionar els problemes que pot presentar l'analisi citogenética de
les SLPC-B a I'hora de confirmar la preseéncia d’una determinada alteracio, s'’han
desenvolupat altres metodes complementaris. Un dels més importants és la
tecnica d’hibridacio in situ (HIS).

La técnica de HIS permet la deteccié i localitzacié de sequiéncies especifiques
d'ADN sobre cromosomes metafasics o nuclis interfasics usant sondes
especifiques marcades radioactivament (Pardue i Gall, 1969) o amb
substancies no radioactives. La modificacié de la tecnica que fa servir sondes

no radioactives i permet detectar la hibridacié observant-la en un microscopi de
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fluorescéncia s’ha anomenat hibridacié in situ fluorescent o FISH?, de I'anglés
fluorescence in situ hybridization (Pinkel i col., 1986; Anastasi i col.,, 1991,
Price, 1993). Una de les principals aplicacions de la HIS com a técnica
complementaria a la citogenética convencional és el fet que les sondes
reconeixen la seva regié homologa no només en cromosomes metafasics sino
també en nuclis interfasics (Cremer i col., 1986; Hopman i col., 1988; Pérez-
Losada i col., 1991; Lalkin i col., 1993; Que i col., 1993). Aquest fet ha donat
lloc a 'anomenada "citogenética interfasica”, aplicable en aquells casos on la
proliferacié de cél.lules neoplasiques és baixa i, per tant, és dificil I'obtencié de
metafases, com en el cas de la leucemia limfatica cronica.

A principis dels anys 90 es varen comencar a introduir les tecniques d’HIS en el
laboratori d’hematologia, aplicades al diagnostic, pronostic i seguiment de les
neoplasies hematologiques en general. En el cas de les SLPC-B, la técnica
permet detectar determinades alteracions cromosomiques no observables
facilment per citogenética classica. Els tipus de sondes que en un primer
moment es varen utilitzar de forma més generalitzada varen ser les sondes
centromeriques, les sondes de pintat cromosomic i les especifiques de locus.
Per a distingir-les de les noves técniques d’HIS, ens referim a aquestes com a
sondes d’HIS “convencionals”.

Segons el tipus d'alteraci6 cromosomica que vulguem identificar sera més
adequat utilitzar un o altre tipus de sonda (veure figura 4):

- les sondes centromériques estan formades per sequéncies repetitives

d’ADN que hibriden amb 'ADN de la regié centromerica del cromosoma.
Aquestes sondes permeten detectar alteracions cromosomiques
numeériques tant sobre metafases com sobre nuclis en interfase
(citogenética interfasica). L'Us d’aquest tipus de sondes permet valorar la
preséncia o abséncia d’'alteracions numeriques (principalment monosomies i
trisomies) sense necessitat de disposar de cel.lules en divisioé (per exemple,
en la LLC-B s'utilitza la sonda centromérica del cromosoma 12 per a

detectar la trisomia 12).

! Sovint es parla de HIS i de FISH com a sindnims, tot i que estrictament no tenen el mateix
sentit. HIS és un terme més general i FISH es reserva només per a la hibridacié in situ
fluorescent.
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- les sondes de pintat cromosomic estan formades per una bateria de sondes

de sequéncia Unica marcades amb el mateix color, que conjuntament
hibriden amb la totalitat d’'un cromosoma. Aquest tipus de sondes permeten
visualitzar tant alteracions numeériques com estructurals sobre metafases,
perd no es poden utilitzar sobre nuclis en interfase. S6n molt utils per a
desxifrar cariotips amb alteracions estructurals complexes o amb
cromosomes marcadors.

- les sondes especifigues de locus, també anomenades de seqtiéncia Unica,

sén sequencies d’ADN homologues a una regié genomica corresponent a
una banda cromosomica o a un gen especific. Aquest tipus de sonda
permet detectar alteracions numeriques i estructurals (inversions, delecions,
translocacions...) tant en metafase com en interfase. S6n molt utils quan es

vol estudiar una regié molt concreta del genoma.

Figura 4. Tipus de sondes utilitzades en HIS “convencional. Visualitzacié en

metafase i en interfase.

Metafase Interfase

Regio

Sondes centromeriques o

Sondes de pintat
cromosomic

Sondes especifiques de
locus o de sequencia
Gnica

A0 -y KO
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En els darrers anys, han sorgit tota una série de noves tecnologies d’HIS amb
la intencié dintentar resoldre algunes de les caréncies de les sondes
“convencionals” i aportar més informaci0 sobre el -cariotip. Aquestes
metodologies comprenen essencialment les técniques d’Hibridaci6 Genomica
Comparada (HGC) (Kallioniemi i col., 1992), de Multicolor-FISH (M-FISH) i
Spectral Karyotyping (SKY) (Schrock i col.,, 1996) i de Multibanding-FISH o
Cross-species color banding FISH (RxFISH) (Mdller i col., 1997a).

- La técnica d’hibridaci6 genomica comparada (HGC), també anomenada

CGH (de l'angles, comparative genomic hybridization), €és una técnica
citogenetica-molecular que permet detectar alteracions numeériques de
sequencies d’ADN concretes (perdues, delecions, guanys i amplificacions)
en un teixit tumoral. Aquesta técnica es fonamenta en la hibridacio in situ
d’'un ADN tumoral i d’'un ADN control marcats amb fluorocroms de colors
diferents sobre metafases normals. Una vegada realitzada la hibridacid, les
variacions numeriques en I'ADN tumoral es quantifiquen mitjancant el
coeficient d’intensitat de fluorescéncia entre 'ADN tumoral i 'ADN normal.
La HGC té utilitat en I'analisi de canvis numerics de sequéncies d’ADN en
tumors solids i en aquelles neoplasies hematologiques amb un index de
proliferacié baix, ja que per a realitzar 'esmentada técnica no cal tenir
cel.lules en divisio, sin6 només el seu ADN. Aixi, aquesta técnica €s molt
atil en aquells casos que presenten cariotips complexes amb cromosomes
marcadors, doble diminuts i regions de tinci6 homogenia. Val a dir que
nomeés es detecten canvis presents en una proporcid alta de cel.lules
tumorals (minim 50%), i que aquesta tecnica no permet detectar alteracions
de tipus equilibrat que no comportin guanys o perdues de material genétic
(translocacions equilibrades, inversions, etc.) (Houldsworth i Chaganti,
1994, Kallioniemi i col., 1994; Parente i col., 1997; Bentz i col., 1998).

- Les tecniques de M-FISH o SKY es basen en la cohibridaci6é de 24 sondes

de pintat cromosomic marcades amb una combinacié de cinc fluorocroms
diferents sobre metafases. El resultat de la hibridacié permet visualitzar
simultaniament cada parella de cromosomes “pintats” d’'un color diferent.
Aquestes tecnigues sén molt utils per a desxifrar cariotips complexes i

cromosomes no identificables per técniques de citogenetica convencional
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(cromosomes marcadors). La limitacié d’aquestes técniques es deu al fet de
necessitar cel.lules en divisio; per tant, no podran aplicar-se en patologies
amb un index proliferatiu baix. D’altra banda, la resolucié de les técniques
de M-FISH i SKY no permet detectar alteracions que afectin regions més
petites de 500-1500 Kb, per a les quals caldra utilitzar sondes especifiques
de locus (Veldman i col., 1997).

- Les tecniques de multibanding-FISH, entre elles la de cross-species color

banding FISH (RxFISH), representen una variacio de les técniques de pintat

cromosomic, ja que permeten la generacio d'un patr6 de bandes de
diferents colors per a cada parella de cromosomes (Muller i col., 1997a). La
tecnica de RxFISH es basa en les homologies genomiques que existeixen
entre I'especie humana i diverses espécies de gibo. Respecte de les
tecnigues de M-FISH o SKY, la de RxFISH permet la identificacio
d’alteracions estructurals en un mateix cromosoma o parell cromosomic
(inversions, translocacions, etc.), pero té la limitacié de necessitar céel.lules
en divisié (Wienberg i Stanyon, 1995; Muller i col., 1997b).

Cal esmentar que en el moment d’iniciar el treball experimental d’aquesta tesi
(any 1995), les noves tecnologies d’HIS no havien estat incorporades als
laboratoris d’hematologia, per tant, no s’han utilitzat, tot i que se'n faci

referencia a la introduccio.

1.3.4. Diagnostic diferencial entre algunes neoplasies de cel.lules B

madures amb expressié periférica

El diagnostic de les neoplasies de cel.lules B madures amb expressio leucemica
es basa fonamentalment en I'estudi integrat de la morfologia i 'immunofenotip de
les ceél.lules leucémiques, aixi com de les caracteristiques citogenetiques i
moleculars. Aixi doncs, existeixen una série d’entitats que poden ser confoses
facilment i requereixen un estudi molt exhaustiu que permeti la seva classificacio
correcta (Woessner i col., 1991; Harris i col., 1994; Harris i col., 1999; Pangalis i
col., 1999). Dins d’aquest grup de malalties trobem la leucémia limfatica cronica
(LLC-B) amb les seves formes tipica i atipica, la leucemia prolimfocitica cronica B

(LPL-B), el limfoma esplenic de la zona marginal (LEZM) i el limfoma de cél.lules
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del mantell (LCM) leucemitzat, entre d’altres. En determinades ocasions,
aquestes patologies poden mostrar morfologies semblants, aixi com els mateixos
marcadors immunologics (Taula 5), i la seva classificacio correcta pot esdevenir

dificultosa.

Taula 5. Caracteristigues immunologiques d’algunes neoplasies de cel.lules B

madures amb expressio periferica

Entitats Immunofenotip
CD19 CD20 CD5 CD23 IgS
LLC-B + + + +/- débil
LPL-B + + +/- - intens
LEZM + + +- -1+ intens
LCM + + + -1+ intens

LLC-B: Leucémia Limfatica Cronica B; LPL-B: Leucémia Prolimfocitica Cronica B;

LEZM: Limfoma Esplénic de la Zona Marginal; LCM: Limfoma de Cél.lules del Mantell.

En aquests casos seria molt interessant trobar algun marcador citogenétic que
permetés separar les esmentades entitats, de manera que fos possible establir
un diagnostic diferencial amb certesa.

En el present treball s’han escollit tres de les esmentades entitats, concretament
la LLC-B forma atipica, el LCM leucemitzat i el LEZM amb expressid
hemoperiférica, amb la intencié d’estudiar-les des del punt de vista citogenétic i
amb técniques d’hibridacio in situ per intentar definir alteracions citogenetiques

especifiques de cada grup que permeti fer-ne una millor classificacié diferencial.
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1.4. DESCRIPCIO DE LES ENTITATS ESTUDIADES

1.4.1. Leucémia limfatica cronica B (LLC-B)

1.4.1.1. Introduccio i epidemiologia

La leucémia limfatica cronica B (LLC-B) fou descrita per primera vegada per
Turk, el 1903. Minot i Isaacs, el 1924, van dur a terme els primers estudis sobre
les particularitats cliniques i evolutives d'aquesta. La LLC-B, que afecta
principalment individus d’edat avancada, es caracteritza per la proliferacié i
acumulacié monoclonal de cél.lules limfoides B, els limfocits B madurs, ja siguin
verges/immunoincompetents, o bé immunocompetents, els quals ja han entrat en
contacte amb I'antigen en el centre germinal.

Aquesta patologia és la leucemia més frequient entre les persones adultes als
paisos occidentals. La mitjana d’edat al diagnostic és de 65 anys, és molt poc
frequent en individus menors de 40 anys i predomina lleugerament en el sexe
masculi (1.5/1) (Rozman i Montserrat, 1995; Montserrat i col., 1997). La
incidéncia de la malaltia varia segons la distribucié geografica. Als paisos
occidentals representa un 0.8% de totes les neoplasies i un 30-40% de totes
les leucemies, en canvi, als paisos orientals és una malaltia molt poc fequent

(3-10% de totes les leucémies).

1.4.1.2. Etiologia

L’agent causal de la LLC-B és desconegut, tot i que existeixen una serie de
factors relacionats amb la malaltia. Sembla ser que existirien factors hereditaris
que predisposarien a patir LLC-B, ja que s’han descrit forca casos de families
amb diversos membres afectes, i també families amb diversos tipus de
sindromes limfoproliferatives. S’ha establert que entre familiars de primer grau
d’'una persona amb LLC-B, el risc de patir la malaltia és de 2 a 7 vegades
superior. Per altra banda, en la LLC-B familiar es presenta el fenomen de
I'anticipacio, és a dir, I'aparicio de la malaltia uns 10-15 anys abans en els
membres de la segona generacid (Yuille i col., 1998). Cal destacar que entre

els individus orientals (en els quals, com hem dit, la incidencia de LLC-B és
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molt baixa) que emigren a paisos occidentals, no augmenta la incidencia de
LLC-B al llarg de les generacions, per tant, sembla que aquesta no estaria
relacionada amb factors ambientals. Finalment, no es relaciona amb exposicio
a radiacions ionitzants, i no s’han obtingut resultats concloents en relacié a una
possible associacido amb les caracteristiques socio-economiques dels pacients
(Linet i Blattner, 1988).

1.4.1.3. Caracteristiques cliniques

Com a caracteristiqgues cliniques, és important ressaltar que un 70% dels
pacients es diagnostiquen com a consequéncia d’'una analisi de rutina en la
qual destaca una leucocitosi d'entre 20 i 150x10°%L, amb limfocitosi absoluta
persistent superior a 5.000 elements (60-99%). De totes maneres, és possible
diagnosticar una LLC-B amb leucocitosis discretes, amb recomptes leucocitaris
inferiors a 10x10%L i menys de 5000 limfocits, en el periode preclinic. Els
simptomes més freqlients s6n adenopaties generalitzades, asténia i una
historia previa d’infeccions recurrents degut a la hipogammaglobulinémia que
presenten aquests malalts i a l'alteracié de la funcié dels limfocits T en la
immunitat. A diferéncia del que té lloc en els limfomes, en la LLC-B, la febre, la
sudoraci6 i la pérdua de pes son poc frequents (Rozman i Montserrat, 1995;
Montserrat i col.,, 1997). L'exploracio fisica pot ser completament normal.
Aproximadament en un 40% dels pacients es detecten adenopaties de caracter
simetric (les adenopaties mediastiniques o la infiltracié de I'anell de Waldeyer
sén molt poc frequents). Un 20-30% dels casos presenten esplenomegalia i no
es estranya la troballa d’hepatomegalia. Els infiltrats limfoides en teixits
extralimfatics com pulmd, pleura, pell o sistema nerviés central poden detectar-
se de forma excepcional. El curs clinic és molt variable, amb una mitjana de
supervivencia de 8-10 anys. Hi ha pacients que moren pocs mesos després del
diagnostic mentre que d’altres gairebé no veuen modificada la seva esperanca
de vida. Excepcionalment, la malaltia pot remetre espontaniament després

d’haver passat per una infeccio virica (1% dels casos) (Montserrat, 2000).
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1.4.1.4. Caracteristiques ontogéniques, histologiques, morfologiques i

immunologiques

Fins fa pocs anys, s’havia pensat sempre que el limfocit petit de la LLC-B
procedia de I'acumulacio de limfocits B petits naive, que no havia entrat en
contacte amb I'antigen. Alguns estudis recents han posat en entredit aguesta
idea. Estudiant l'estat de mutacio de les cadenes pesades de les
immunoglobulines (IgH) dels limfocits de la LLC-B, s’ha vist que existeixen dos
tipus de limfocits, aquells que tenen les IgH mutades i aquells que no les tenen
mutades (Damle i col., 1999; Hamblin i col.,, 1999). Tal i com s’explica en
l'apartat 1.2.2.2.2., el procés d’hipermutacid somatica és una mesura indirecta
per saber si el limfocit B ha entrat en contacte amb I'antigen, és a dir, si ha
entrat en el centre germinal. Dels estudis de Damle i col. (1999) i Hamblin i col.
(1999) es dedueix que existeixen dos tipus de limfocits B que poden donar lloc
a la LLC-B, els limfocits verge o naive que no han entrat en contacte amb
I'antigen, i que no tenen hipermutacions somatiques a les IgH, i els limfocits
gue ja han entrat en contacte amb l'antigen, per tant, presenten hipermutacions
somatiques a les IgH. Els limfocits B petits, tant el verge com el que té memoria
antigénica, sén morfologicament indistingibles. Sembla que per alguns autors,
la positivitat per CD27 permetria diferenciar el limfocit B verge (CD27-) del
limfocit B amb memoria (CD27+) (Klein i col., 1998) (Figures 3i 5, p. 12 28).

Histologicament, la biopsia de medul.la ossia pot presentar diferents patrons

d’infiltracié: nodular, intersticial, mixte i difus. En el patré nodular es pot

observar una infiltracio per noduls limfoides amb conservacié del greix i
cel.lularitat hematopoietica normal. Els noduls mai se situen al costat de les

trabécules ossies, com en el limfoma centrefol.licular. EI patr6é intersticial

presenta una infiltracio limfocitaria intersticial, amb la cel.lularitat hemopoiética i
el greix conservats. El patr6 mixte consisteix en una combinacié dels dos
patrons anteriors (nodular+intersticial). Els tres patrons anteriors solen

observar-se en fases inicials de la malaltia. El patré d'infiltracié difus, que

s’observa en estadis més avancats, presenta una gran infiltracié limfocitaria,

que gairebé desplaca del tot la cel.lularitat hematopoética normal i el greix.
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En el gangli limfatic també es detecta una infiltracié difusa per limfocits petits,
que poden ser d’aspecte tipic barrejats amb d’altres d’aspecte atipic (tal com es
descriu a la morfologia). Existeixen tres patrons histopatologics d’infiltracio: el
patrd difus, en el qual la infiltracio per limfocits petits és gairebé total, el patrd

pseudofol.licular, en el qual apareixen agregats cel.lulars formats per

prolimfocits i paraimmunoblastes, i el patré tumoral, en el qual es troben zones
amplies del tall histologic infiltrades per limfocits atipics.

En la melsa, la infiltracié afecta principalment la polpa blanca en forma de noduls
limfoides sense centre clar reactiu. Algunes vegades la polpa vermella també es
pot veure afectada. En les fases més avancades de la malaltia es pot trobar
infiltracié neoplasica en els sinusoides esplenics i en els cordons medul.lars
(Montserrat, 2000).

Des del punt de vista morfologic, a la sang periferica, la LLC-B presenta un
espectre de formes que van des del limfocit petit, caracteristic de la malaltia,
fins als limfocits de tipus estimulat i/o centrocitic. El limfocit caracteristic o “tipic”
de la LLC-B és una céllula petita, amb un nucli arrodonit, cromatina
condensada en forma de grumolls (grumelée), nucléols molt petits o no visibles
i citoplasma escas. Aquesta cel.lula és molt fragil i es trenca amb facilitat a
I'hora de fer les extensions de sang periferica, de manera que déna lloc a les
tipigues ombres de Gumprecht. La classificacio de 'OMS (Harris i col., 1999),
basant-se principalment en la classificacié feta anteriorment per la FAB (Bennet
i col., 1989), ha proposat les segiients variants morfologiques:

1. LLC-B tipica: quan >90% dels limfocits s6n dels que anomenem “tipics” i

<10% so6n limfocits “atipics” (limfocits estimulats, centrocits i prolimfocits
basicament) a sang periferica.

2. LLC-B atipica, que inclou la forma mixta i la LLC-B amb _augment de
prolimfocits (LLC-B/LPL-B):

En la forma mixta, coexisteixen els prolimfocits en un nombre inferior al 10% i

unes cel.lules grans pleomorfiques, anomenades cél.lules estimulades, que
destaquen per la seva mida gran i per presentar un citoplasma basofil ampli
gue s’adapta als hematies que I'envolten. El nucli d’aquests limfocits estimulats
mostra una cromatina moderadament condensada i es poden apreciar un o

diversos nucléols. La forma mixta de la LLC-B també pot presentar centrocits.
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En la LLC-B atipica amb _augment de prolimfocits (LLC-B/LPL-B), el nombre

d’aquestes cel.lules se situa entre I'11 i el 55%.
Quan el nombre de prolimfocits és >55%, es considera que estem davant d'una

Leucémia Prolimfocitica Cronica B (LPL-B).

Quan s’estudia I'aspirat de medul.la 0ssia es pot detectar una infiltracié limfoide

pels mateixos limfocits.

L'immunofenotip del limfocit de la LLC-B presenta una série de marcadors de
superficie caracteristics, com son HLA-DR, CD19, CD20 (debil), CD21, CD23 i
CD24. També expressa CD5, antigen de diferenciacié caracteristic de les
cel.lules T. De fet, la LLC-B correspon a una expansio monoclonal de limfocits
CD5+. Aquesta entitat també es caracteritza per expressar de forma debil les
immunoglobulines de superficie, que sén IgM o bé IgM+IgD; les cadenes
lleugeres poden ser kappa o lambda (Taula 5). Matutes i col. (1994a) varen
proposar un sistema per a separar immunologicament les LLC-B de la resta de
neoplasies de cel.lules B perifériques, que inclou com a marcadors IgS, CD5,
CD23, FMC7 i CD22. Segons aquest sistema de puntuacié (Taula 6) un

individu pot tenir des d’un valor de 0 fins un valor de 5.

Taula 6. Sistema immunologic de classificacié de les LLC-B (segons Matutes i
col., 1994a)

Marcadors de membrana Punts

1 0
IgS débil moderat/fort
CD5 positiu negatiu
CD23 positiu negatiu
FMC7 negatiu positiu
CD22 debil/negatiu moderat/fort

Cada pacient pot tenir un n° de punts des d’'un minim de 0 fins un maxim de 5.

30




Introduccio

De I'estudi fet en 666 neoplasies de cél.lules B periferiques, de les quals, 400
eren LLC-B, els valors de 5 es corresponien a LLC-B tipiques i els valors de 0 a
LLC-B atipiques morfologicament. Un 87% de les LLC-B varen presentar valors
de 415 inomés un 0.4% varen presentar valors de 0 i 1. En canvi, el 89% de la
resta de neoplasies de cel.lules B periferiques no LLC-B varen presentar valors
entre 0i 1.

Tot i aix0, I'expressio d’alguns d’aquests marcadors pot variar com a aberracio
fenotipica de la propia malaltia, de manera que, per exemple, existeix la

definici6 de LLC-B atipica immunologicament, en la qual, la morfologia és la

tipica de la LLC-B pero les cellules leucemiques presenten alguna
caracteristica immunofenotipica inusual (CD23-, CD5-, FMC7+, CD11c+, IgS

d’intensitat forta, etc.).

1.4.1.5. Caracteristiques citogenetiques i geniques

L’aplicacié de les técniques de citogenética convencional ha permés detectar
alteracions cromosomiques clonals en un 40-50% dels casos de LLC-B
(Juliusson i Gahrton, 1990; Juliusson i col., 1990; Juliusson i col., 1991). El
principal problema amb el qual s’han trobat els citogenetistes ha estat el fet
d’haver de fer entrar en divisio el limfocit B leucemic, pel qual no s’ha trobat un
mitogen prou especific. Durant les decades dels 60 i 70, la major part d’estudis
citogenetics de la LLC-B es varen realitzar en sang periférica estimulada amb
fitohemaglutinina (mitdogen que estimula preferentment la divisié dels limfocits
T) i gairebé tots mostraren un cariotip normal, atribuible a la divisio dels
limfocits T no leucémics (Autio i col., 1986). En una revisio feta per Mitelman i
Levan el 1978, que correlacionava alteracions citogenétigues amb neoplasies,
no es va definir cap alteracié associada especificament a la LLC-B (Mitelman i
Levan, 1978). Cap a finals de la década dels 70 es varen comencar a usar
altres mitogens (Taula 7) per estimular els limfocits B (Robert i col., 1978;
Gahrton i col.,, 1980a) i va ser quan es varen comencar a descriure les
alteracions cromosomiques especifiques d’aquesta patologia (Autio i col., 1979;
Gahrton i col., 1980b, Hurley i col., 1980).
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Taula 7. Principals mitogens utilitzats en I'estudi citogenetic de la LLC-B
(Crawford i Catovsky, 1993; Dohner i col., 1993; Oscier, 1994)

Mitogens

Fitohemaglutinina (PHA)

Acetat de miristat de tetraforbol (TPA)
Virus d’Epstein-Barr (VEB)
Lipopolisacarid d’Escherichia coli (LPS)
Pokeweed mitogen (PWM)

Citocalasina B

IgM anti humana

Factor de creixement de cel.lules B
lonofor de calci

Anticos anti-CD40

La introduccié de les técniques de citogenetica molecular (concretament les
tecniques d’hibridacié in situ) a I'estudi de la LLC-B ha permés augmentar la
capacitat de detectar determinades alteracions cromosomiques, no tansols en
cel.lules en metafase sin6 també en nuclis en interfase (Cremer i col., 1986;
Lichter i col., 1995). La tecnica de la citogenética interfasica ha estat molt util
per a redefinir les incidéncies de les principals alteracions cromosomiques en
aguesta malaltia.

Les alteracions cromosomiques caracteristiques descrites en la LLC-B han
estat la trisomia del cromosoma 12, les delecions i translocacions (aquestes
altimes menys frequents) del brag llarg del cromosoma 13, en concret a la regié
13q14, les delecions de 11q, de 6q i de 17p. Per altra banda també s’han
descrit translocacions equilibrades com és el cas de la t(11;14)(q13;932), la
t(14;18)(932;921) i la t(14;19)(g32;913). Les series més llargues que descriuen
les alteracions cromosomiques per citogenetica convencional en la LLC-B han
estat les del First i Second International Working Party on Chromosomes in CLL
(IWCCLL) (Juliusson i col., 1990; Juliusson i col., 1991). A la taula 8 es mostren
els resultats de la Second International Working Party on Chromosomes in CLL,
en la qual es varen analitzar 662 pacients, 604 avaluables citogeneticament,

procedents d’onze institucions diferents.
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Taula 8. Comparacié de la frequencia de les alteracions cromosomiques
especifiques de la LLC-B determinada per citogenética convencional (Second
IWCCLL) i per citogenética interfasica (Heidelberg study) (Déhner i col., 1999)

Alteracions Citogenetica convencional* | Citogenética interfasica-
citogenétiques n % n %
Trisomia 12 112/604 19 36/245 15
Alteracions de 13q 62/604 10 129/245 53
Alteracions d’'11q 49/604 8 48/250 19
Alteracions de 6q 36/604 6 18/208 9
Alteracions de 17p 22/604 4 20/243 8

* Les alteracions estructurals de 13q afecten principalment la regi6 13ql4 i les alteracions
estructurals d'11q afecten les bandes 11913 (14 casos), 11g14 (6 casos) i 11923 (5 casos).

- Les delecions de 13q es varen determinar amb sondes pel gen RB1 i el locus D13S25, les
delecions d'11g amb un clon d'un YAC que contenia la regi6 11922.3-g23.1, les delecions de
69 amb dos clons de YAC que mapaven a les regions 6921 i 6927 i les delecions de 17p amb
la sonda pel gen TP53.

La citogenética interfasica ha permés dissenyar sondes especifiques que
faciliten la identificacio de les principals alteracions numeriques i estructurals de
la LLC-B. El Heidelberg interphase cytogenetic study (Dohner i col., 1999;
Doéhner i col., 2000) ha dissenyat un conjunt de sondes que inclou la deteccio
de la trisomia 12 i la delecio de les regions 13914, 11922.3-923.1, 6921-927 i
17p13. Les frequencies d’aquestes alteracions cromosomiques varien molt si
s'estableixen seguint les técniques de citogenetica convencional o de
citogenetica interfasica (Taula 8). Aquestes diferencies no s’expliquen per una
seleccié de pacients sind per les diferencies entre els metodes utilitzats. La
incidéncia real d’alteracions cromosomiques s’obté de I'estudi interfasic.

Tot i que els estudis citogenétics i d’hibridacio in situ han permeés determinar les
regions del genoma implicades en la malaltia, amb delimitaci6 d’'una o de
poques bandes cromosomiques, homés s’ha pogut identificar un gen candidat,
el gen TP53 localitzat a 17p13.
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Tot seguit es fa una revisié de les alteracions cromosomiques recurrents en la

LLC-B i dels possibles gens candidats.

-Delecions i translocacions de 13914

Les alteracions estructurals del cromosoma 13 es varen descriure a finals dels
anys 80 (Ross i Stockdill, 1987; Zech i Mellstedt, 1988). Gracies als estudis de
citogenetica interfasica s’ha establert que I'afectacié de 13q a la banda 13g14
és l'alteracié cromosomica més frequent en la LLC-B (53%) (Oscier i col., 1990;
Peterson i col., 1992; Déhner i col., 1999; Dohner i col., 2000). La majoria de
casos presenten delecions, tot i que també s’han descrit translocacions
equilibrades que afecten regions tan petites que es troben al limit del nivell de
resolucié de la citogenetica convencional i sovint passen desapercebudes.

Es pensa que les delecions a 13914 a la LLC-B ddnen lloc a la inactivacié d’'un
gen supressor de tumors seguint la hipotesi de Knudson (1971), és a dir, per
pérdua d’un al.lel i mutacio de I'al.lel restant. Un exemple d’aquesta hipotesi és
el que succeeix amb el gen del retinoblastoma (RB1), situat a 13g14. Les
mutacions al gen RB1 s’han descrit a molts tipus de tumors solids humans
(Weinberg, 1992). En un principi, es va pensar que potser aquest gen estava
implicat en la patogénia de la LLC-B, ja que per tecniques de biologia molecular
es van trobar delecions del mateix en casos de LLC-B que presentaven
del(13)(q14) (Liu i col., 1992; Stilgenbauer i col., 1993; Dohner i col., 1994). Tot
i aixo, diferents fets semblen indicar que el gen supressor de tumors putatiu
situat a 13q14 no seria el gen RB1: 1) Diversos estudis han demostrat que
molts casos de LLC-B amb delecié a 13914 no presenten mutacions a l'al.lel
restant (Liu i col., 1993), 2) Diferents grups han demostrat que les delecions no
afecten el gen RB1, sino que es troben a una regié més propera al telomer
(Brown i col., 1993; Chapman i col., 1994; Corcoran i col., 1998). S’han realitzat
diferents estudis incloent la regi6 en BACs, PACs i cosmids per intentar
identificar el gen putatiu, pero encara no s’ha arribat a una conclusio
consensuada, probablement degut a la heterogeneitat genética que existeix
entre els diferents tumors i a que la regié que es perd és variable. Liu i
col.laboradors van descriure una delecié homozigota de 10 Kb a D13S272 i hi
varen localitzar dos gens candidats: LEU1 i LEU2 (Liu i col., 1997); quan s’ha

realitzat I'analisi de mutacions per aquests gens en l'altre al.lel, s’ha vist que
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aguestes eren inexistents. Per aix0, es pensa que cap d’aquests dos gens
correspon al gen putatiu. Altres grups estan treballant a 13q14 i han deliniat
altres regions, telomeriques a D13S272, pero no s’hi ha descrit cap altre gen
fins el moment (Bouyge-Moreau i col., 1997; Kalachikov i col., 1997). Un tercer
gen s’ha descrit en aquesta regio, el gen LEU5, homoleg a algunes proteines
amb estuctura de dits de zinc involucrat en el cancer, perdo no s’ha demostrat
que estigui alterat en la LLC-B (Kapanadze i col.,, 1998). Garcia-Marco i
col.laboradors (1996) van descriure una elevada frequéncia de delecions del
gen BRCA2, mapat a la banda 13gl2, independents de Iexisténcia de
delecions del locus D13S25 situat a 13g14. L'existéncia d’aquestes delecions
no ha estat posteriorment confirmada per altres grups (Panayiotidis i col.,
1997).

En conclusio, sembla que existeix un gen supressor de tumors a 13914 que
tindria un paper important en la patogenesi de la LLC-B, pero que encara no ha

estat identificat.

- Delecions de les bandes cromosomiques 11922.3-g23.1

Les delecions que afecten les bandes 11g21-25, gairebé sempre concentrades
a la regi6é 11922.3-g23.1, constitueixen una de les anomalies estructurals més
frequents a les sindromes limfoproliferatives croniques (Johansson i col., 1993).
En els estudis cromosomics de la LLC-B, aquesta alteracio s’ha infraestimat, ja
que, per exemple, en la Second IWCCLL (Juliusson i col., 1991) menys d’'un
5% de casos presentaven aquesta alteracidé. En algunes series llargues de
LLC-B analitzades per citogenética convencional tampoc s’ha reflectit la
presencia d’alteracions a la regié 11922-23 (Hernandez i col., 1995; Matutes i
col., 1996; Geisler i col.,, 1997); ha estat en séries més petites on s’ha
emfatitzat I'existencia d’aquesta alteracio citogenetica (Ross i Stockdill, 1987;
Zech i Mellstedt, 1988; Fegan i col., 1995; Neilson i col., 1997). Quan s'utilitzen
sondes de FISH en interfase especifiques per aquesta regido s’arriba a la
conclusié que les delecions de 11g sén la segona alteracié cromosomica meés
frequent a la LLC-B (20%), després de les delecions de la regio 13q14, fins i tot
més frequent que la trisomia 12, que havia estat descrita com a I'alteracié més
comuna utilitzant la técnica de citogenética convencional (Déhner i col., 1997)
(Taula 8).
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La pérdua recurrent de material cromosomic a 11g21-25 també ha suggerit,
com en el cas de 13g14, la possible localitzacié d’'un gen supressor de tumors
en aquesta regi6. S’han realitzat diversos estudis amb contigs de YACs (yeast
artificial chromosomes) per delimitar el segment comu que es deleciona en la
majoria de LLC-B i s’ha definit una regié critica de 2-3 Mb a les bandes
11g22.3-9g23.1 implicada en totes les delecions i translocacions d’aquesta zona
(James i col., 1994; Stilgenbauer i col., 1996a). En aquesta regié genomica es
troben els gens que codifiquen ACAT1, NPAT, ATM, DDX10, RXD i FDX1. De
tots aquests gens, els gens RDX (radixina) i ATM (ataxia telangiectasia
mutated) podrien ser gens supressors de tumors potencials. EI gen RDX
presenta homologies amb el gen de la neurofibromatosi tipus 2 (NF2)
(Wilgenbus i col., 1993). El gen ATM codifica una proteina homologa a la
fosfatidilinositol-3 kinasa, implicada en la reparacié de I'’ADN, la recombinacio i
el control del cicle cel.lular. En cas que ambdods al.lels d’aquest gen estiguin
mutats, apareix I’Ataxia Telangiectasia, malaltia neurologica progressiva que es
caracteritza per una inestabilitat cromosomica i una reparacid6 de I'ADN
deficient. En estudis fets en ratolins knock-out per ATM i en tumors humans
s’ha vist que el gen ATM té una funcié supressora del creixement de tumors.
Quan ATM esta mutat, apareix una tendencia a desenvolupar neoplasies de
cel.lules B i T (Taylori col., 1996). En els casos que presenten delecié d’'un dels
dos al.lels del gen ATM (majoritariament en forma de delecions intrageniques
petites), I'altre al.lel ha presentat, sovint, mutacions sense sentit, fet que indica
la possible funcié com a supressor de tumors d’ATM (Stankovic i col., 1999).
De totes maneres, no en totes les LLC-B s’ha trobat aquest gen mutat. Es
postula que podria ser que ATM no fos el gen supressor de tumors putatiu sin6
gue el fet de tenir ATM mutat, associat a un altre esdeveniment, iniciaria o
acceleraria la progressio leucémica (Bullrich i col., 1999). Altres gens que
podrien estar implicats serien els gens PPP2R1B, IL1BC i els de les caspases
1, 415 (Lichter i col., 1999; Stilgenbauer i col., 1999a)
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- Trisomia 12

La trisomia 12 ha estat I'alteracié citogenetica per excel.lencia associada a la
LLC-B. Aquesta és lalteraci6 numeéerica més comuna en la patologia que
tractem, amb una frequéncia que varia entre el 7 i el 25% per citogenetica
convencional (Juliusson i Gahrton, 1990). Tots els estudis que han comparat la
deteccio de la trisomia 12 per técniques convencionals i per FISH mostren que
es troba una incidencia més alta quan s'utilitzen sondes de la regid
centromérica del cromosoma 12. La incidéncia per FISH se situa entre un 11 i
un 30% (Anastasi i col., 1992). Aquesta alteracio, classicament, s’ha associat a
les formes atipiques morfologicament de la malaltia, en les quals la freqiencia
augmenta fins un 33-63% (Que i col., 1993; Criel i col., 1994; Woessner i col.,
1994; Matutes, 1996; Matutes i col., 1996; Woessner i col., 1996; Bigoni i col.,
1997; Criel i col., 1997) (Taula 9). La majoria de vegades, aquesta alteracio es
presenta com una trisomia total del cromosoma 12, tot i que en alguns casos
s’ha descrit una trisomia parcial que afecta les bandes 12q13-921.2 (Gahrton i
col.,, 1982; Dohner i col., 1993; Doéhner i col., 2000), fet que indicaria que
aguesta és la regié portadora del/s gen/s involucrat/s en la patogénesi de la
malaltia. S’han avaluat una serie de gens candidats situats al cromosoma 12
que inclouen CDK2 (12g13), CDK4, HMGI-C, MDM2 (12q13), TEL (12p13) i
BCL7 (12924). Alguns d’aquests gens s’han trobat sobreexpressats en aquesta
malaltia, perd no s’ha pogut demostrar I'associacié de cap d’ells amb la LLC-B
(Bueso-Ramos i col., 1993; Bullrich i col., 1995, Oscier, 1999). El mecanisme
pel qual la trisomia 12 contribueix al procés leucemic és encara desconegut.
Gracies al estudis fets amb microsatel.lits, s’ha pogut definir que la trisomia
apareix per duplicacio d’'uns dels dos al.lels degut a una no-disjuncié mitotica,

no pas per pérdua d’un al.lel i triplicacié de I'altre (Einhorn i col., 1989).
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Taula 9. Deteccio d'alteracions citogenetiques en la LLC-B per FISH (i en alguns casos amb citogenética convencional) (Déhner i col.,

1999)
Alteraci6 citogeneética Grup Localitzacié N total FISH CC
n % (%)
Pérez-Losadai col., 1991 Helsinki-Barcelona 15 2 13 7
Anastasi i col., 1992 Chicago 50 18 36 23
Raghoebier i col., 1992 Leiden 67 8 11 SD
Doéhner i col., 1993 Heidelberg 45 8 18 11
Escudier i col., 1993 Houston 117 41 35 6
Trisomia 12* Quei col., 1993 Londres 183 21 12 9
Criel i col., 1994 Brugge, Leuven 111 16 14 12
Arif i col., 1995 Hiroshima 42 8 19 SD
Matutes i col., 1996 Londres i altres 544 97(18)** - -
Woessner i col., 1996 Barcelona 61 7 11.5 6.5
Dohner i col., 1997 Heidelberg 214 32 15 SD
Stilgenbauer i col., 1993 Heidelberg 35 11 31 11
del(13)(q14) Arifi col., 1995 Hiroshima 42 12 29 SD
Dohner i col., 1997 Heidelberg 214 96 45 SD
del(11)(g22.3-923.1) Dohner i col., 1997 Heidelberg 214 43 20 SD
del(17)(p13), TP53 Doéhner i col., 1995 Heidelberg 100 17 17 SD
Déhner i col., 1997 Heidelberg 214 20 10 SD
del(6)(921) Stilgenbauer i col., 1996b Heidelberg 208 18 9 SD

* Dades de trisomia 12 sense tenir en compte subgrups morfologics; ** Combinacié de dades de citogenetica convencional i FISH;
SD: sense dades
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- Delecions de 69

La perdua de material genétic del brac llarg del cromosoma 6 é€s una alteracio
frequent a les neoplasies limfoides. A la LLC-B, la second IWCCLL (Juliusson i
col., 1991) detecta un 6% d’alteracions estucturals en aguesta zona, essent les
bandes 6g15 i 6023 les més afectades.

Els estudis moleculars, per analisi de RFLPs (restriction fragments lenght
polymorfisms), han identificat dues regions independents que es delecionen
amb frequiéncia als limfomes malignes, una situada a 6q21-g23 i I'altra a 6g25-
g27 (Offit i col., 1993). Sembla que les delecions de 6g21-gq23 s’associen al
limfoma de limfocits petits (LLPe), que representa I'expressio limfomatosa de la
LLC-B (Offit i col., 1994). Utilitzant sondes especifiques de locus sobre nuclis
en interfase per les esmentades regions, s’ha determinat que un 9% de LLC-B
presenten delecions de 6q, amb afectacié preferent de les bandes 6g21-g23,
tot i que comptats casos també presenten delecions de les bandes 6g25-27
(Gaidano i col., 1994; Stilgenbauer i col., 1996b; Stilgenbauer i col., 1999b). Si
bé sembla que s’ha identificat la regié candidata, encara no s’ha definit quin

podria ser el gen putatiu afectat en aquesta zona.

- Delecions de la reqgi6 17p13

Els estudis citogenétics en la LLC-B mostren I'existéncia d’alteracions
estructurals del brac¢ curt del cromosoma 17 en aproximadament un 4% dels
casos (Juliusson i col., 1991). Tan sols un centre ha descrit una incidencia meés
elevada (16%) utilitzant aquesta tecnica (Bird i col., 1989).

Es ben sabut que a la regi6 17p13 s'hi localitza el gen TP53 que codifica la
proteina p53, factor regulador del cicle cel.lular i de I'apoptosi. EI gen TP53 és
un gen supressor de tumors que té un paper molt important en el control de la
mort cel.lular programada (Gottlieb i Oren, 1998). La implicacié d’aquest gen a
diverses neoplasies limfoides, incloent la LLC-B, ha estat demostrada per
diversos estudis de mutacions en aquesta regid (tecniques de SSCP (single
strand conformational polymorphism) i de seqienciacio). Els estudis per SSCP
determinen que entre un 10% i un 15% de les LLC-B presenten mutacions
puntuals de TP53 (Gaidano i col., 1991; Fenaux i col., 1992; El Rouby i col.,
1993; Gaidano i col., 1994). Aquest fet, afegit a la delecié del segon al.lel, fa

gue es manifesti el fenotip d’alteracié de I'apoptosi, que homés s’observa en
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cas de tenir tots dos al.lels mutats, ja que és de caracter recessiu. També s’han
realitzat estudis de FISH utilitzant la sonda genomica de TP53 per a detectar
delecions al.leliques d’aquest gen a la LLC-B (Dohner i col., 1995; D6hner i col.,
1997; Dohner i col.,, 2000). El resultat ha estat la deteccié d'un 7-9% de
delecions monoal.leliques. En general, doncs, i per técniques moleculars, es
pot dir que les delecions de 17p13 afecten un 7-15% de casos de LLC-B (Taula
10).

Taula 10. Deteccié de mutacions o delecions geniques de TP53 utilitzant les
tecnigues de SSCP o de FISH (Déhner i col., 1999; Déhner i col., 2000)

Grup Métode Deteccio de mutacions a TP53
N° casos mutats % casos mutats
Gaidano i col., 1991 SSCP 6/40 15
Fenaux i col., 1992 SSCP 4/39 10
El Rouby i col., 1993 SSCP 8/53 15
Gaidano i col., 1994 SSCP 10/100 10
Do6hner i col., 1995 FISH 11/90 12
Dohner i col., 1997 FISH 20/214 9
Do6hner i col., 2000 FISH 23/325 7

. Afectacio6 del locus IgH a la banda 14932

En la LLC-B també s’han descrit alteracions estructurals que afecten el
cromosoma 14 a la banda 14932 on es localitza el gen que codifica per la
cadena pesada de les immunoglobulines (IgH). En una primera etapa es va
descriure l'existéncia de la translocacié equilibrada t(11;14)(g13;932) a les
formes atipiques de la LLC-B (Brito-Babapulle i col., 1992). Aquesta translocacio
és caracteristica del limfoma de cel.lules del mantell (LCM) i afecta el gen bcl-
1(B-cell ymphoma —1), també anomenat CCND1, situat a 11q13, que codifica
per una proteina anomenada ciclina D1. Posteriorment s’ha vist que la majoria
de casos de LLC-B portadors de la t(11;14) eren en realitat LCM leucemitzats, de
forma que cal anar amb molt de compte a I’hora de classificar les sindromes

limfoproliferatives portadores de 'anomenada alteracio (International Workshop
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on Chronic Lymphocytic Leukemia, 1989; Newman i col., 1993; Bosch i col.,
1994).

Per altra banda, també s’ha descrit I'existencia de la t(14;18)(g32;921) i les
seves variants t(2;18)(p11;921) i t(18;22)(g21;9q11) a la LLC-B. Aquestes
alteracions s’associen frequentment al limfoma centrefol.licular (LCF) (85-90%
casos) i al limfoma difas de cel.lula gran (LDCG) (12-30% casos). L'analisi
molecular d’aquestes translocacions mostra que els segments JH de la cadena
pesada (IgH) o bé de les cadenes lleugeres kappa o lambda (situats a les
bandes cromosomiques 14932, 2p11 i 22g11 respectivament) queden situats al
costat del protooncogen bcl-2 (B-cell ymphoma-2) mapat a 18g21. Aixi com en
el LF i en el LDCG, el trencament del gen bcl-2 per produir el reordenament té
lloc preferentment a les regions MBR (major breakpoint region) o mcr (minor
cluster region) situades a 3’ del gen, en la LLC-B s’ha descrit una regié de
trencament anomenada VCR (variable cluster region) situada a 5’ del gen i és
més frequent la juxtaposicié del bcl-2 a una de les cadenes lleugeres
(translocacions variants). Tot i aix0, les alteracions estructurals que afecten
bcl-2 s’han descrit només en un 1-2% dels casos de LLC-B (Adachi i col., 1989;
Adachi i col., 1990; Dyer i col., 1994; Willis i Dyer, 2000).

Finalment, s’han descrit alguns casos de LLC-B associats a la t(14;19)(q32;q13).
A la banda 19913 s’hi localitza el gen bcl-3, que s’ha trobat implicat en diverses
sindromes limfoproliferatives croniques (Michaux i col., 1996). Aquesta alteracio
s’ha associat a formes d’aparicio en individus joves i amb pronostic desfavorable.
També s’ha comunicat I'existencia de la t(2;14)(p13;9032) com a alteracio
citogeneética poc freqlient pero recurrent en la “leucémia limfatica cronica infantil”
(Willis i Dyer, 2000).

De totes aquestes dades es pot treure la conclusio que els reordenaments que
afecten la regi6 14932 i els esmentats protooncogens sén poc frequents a la
LLC-B, entre I'1% i el 4%. Aquestes translocacions s’associen meés freqientment
a altres tipus de sindromes limfoproliferatives croniques, tot i que els estudis de
citogenetica convencional hagin atribuit una major importancia a l'afectacio
14932 de la que realment s’ha demostrat que té per estudis de genética

molecular.
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1.4.1.6. Correlacié entre les alteracions cromosomiques i geniques, la

morfologia, 'immunofenotip, les caracteristiques cliniques i el pronostic

Tenint en compte els resultats obtinguts per citogenetica convencional i per
hibridaci6 in situ, s’han establert una série de correlacions entre les diferents
alteracions cromosomiques que es troben a la LLC-B i les variants
morfologiques, les caracteristiques cliniques i el pronostic de la malaltia.

Els resultats de la First IWCCLL (Juliusson i col., 1990) ja mostraren una
correlacio entre el cariotip i la supervivéncia global en els pacients afectes de
LLC-B. En els pacients que presentaven un cariotip normal s’observava una
supervivéncia més llarga que en aquells pacients amb alteracions citogenétiques
clonals (15 versus 7.7 anys respectivament). Per altra banda, els pacients amb
cariotips complexes també mostraven una supervivéncia menor que els pacients
amb una unica alteracio. Tot i aix0, I'analisi multivariant va confirmar que ni la
presencia d’alteracions clonals ni el nombre d’alteracions clonals eren variables

amb un pronostic independent.

- Delecions i translocacions de 13914

Les alteracions estructurals de la regi6 13ql4 s’han associat a les formes
morfologicament tipiques de la LLC-B, a estadis inicials de la malaltia i a un
pronostic favorable (Neilson i col., 1997). Dels estudis de les IWCCLL es
despren gque els pacients amb afectacié de la regido 13ql4 presenten unes
supervivencies comparables amb les dels pacients que presenten un cariotip
normal (Juliusson i col., 1990; Juliusson i col., 1991). Aquests resultats s’han
obtingut sempre d’estudis fets per citogenetica convencional. Fins a I'actualitat
no es disposa d’estudis de supervivencia fets a partir de pacients en els quals
s’ha trobat la preséncia de l'alteracié cromosomica per hibridacio in situ (Taula
11).

- Delecions de les bandes cromosomigues 11922.3-g23.1

Les delecions de 114, ja en estudis fets per citogenetica convencional, s’han
trobat associades a una progressio rapida de la malaltia i a una supervivéncia
curta (Neilson i col.,, 1997). Per estudis de citogenetica interfasica s’han

confirmat aquests resultats, i d’aquests es despren que la del(11q) és la segona
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alteracio cromosomica en ordre d’'importancia (després de la delecié de TP53 a

17p13) que en analisi multivariant esdevé un factor pronostic independent

Taula 11. Correlacions entre alteracions cromosomiques especifiques,
caracteristiques cliniques i supervivencia en pacients amb LLC-B (D6hner i col.,
1999; Do6hner i col., 2000), segons dades obtingudes d'estudis fets per

citogenetica convencional i citogenetica interfasica

Alteracio citogeneética Correlacions morfologiques, cliniques i de

supervivéencia

Trisomia 12 Morfologia atipica

Expressio Ig superficie i FMC7 més forta

Estadis avancats

Intervals lliures de malaltia curts

Temps de supervivéncia curts/ No diferencies en

temps de supervivencia*

Afectacio de 13q Pronostic favorable

Afectacio d'11q Limfadenopaties en multiples territoris
Estadis avancats

Intervals lliures de malaltia curts
Temps de supervivencia curts

Progressio de la malaltia

Afectaci6 de 17p Intervals lliures de malaltia curts
Temps de supervivencia curts

Resisténcia al tractament

* Resultats controvertits. Fan falta més estudis per a confirmar quina de les dues afirmacions és la
certa.

respecte la supervivencia (Do6hner i col, 1997). La preséncia de
del(11)(g22.3g23.1) s’associa a un quadre clinic molt caracteristic, de pacients
joves, predominantment de sexe masculi, que presenten, al diagnostic, estadis
més avancats de la malaltia. Aquests pacients solen presentar limfadenopaties
que afecten multiples territoris, generalment ganglis limfatics periferics i

adenopaties mediastiniques o abdominals, de diametre considerable. La
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progressid de la malaltia sol ser més rapida que en aquells pacients que no
presenten 'esmentada alteracio, fet que es reflexa en uns intervals lliures de
malaltia molt més curts que els dels individus que no presenten la del(11q) (9
vs 43 mesos; p<0.001). L'efecte pronostic de les delecions a 11q sobre la
supervivencia depen de l'edat, ja que la mitjana de supervivencia en pacients
menors de 55 anys és significativament més curta (64 vs 209 mesos; p<0.001),
i, en canvi, en els pacients majors de 55 anys no s'observen diferencies
significatives (94 vs 111 mesos; p=0.82). D’aquestes dades es conclou que en
pacients joves, la preséncia de del(11)(q22.3-923.1) és un factor important en

la prediccio de la supervivencia (Taula 11).

- Trisomia 12

Com ja s’ha esmentat anteriorment, la presencia de trisomia 12 s’associa a la
variant morfologica de la LLC-B que s’ha anomenat “atipica”, LLC-B/LPL-B o de
tipus cel.lulars mixtes. En la forma atipica de la LLC-B, la incidencia de +12 és
del 33-63% i passa a ser I'alteracio cromosomica més frequent (veure 1.4.1.4. i
1.4.1.5.). Respecte els estudis de bandes, les Firsti Second IWCCLL (Juliusson i
col., 1990; Juliusson i col., 1991) van avaluar la supervivencia dels pacients amb
una unica alteracié cromosomica al cariotip, i van concloure que la trisomia 12
era la que presentava un impacte més advers sobre el pronostic, s’associava a
intervals lliures de malaltia curts i a una disminucié de la supervivéncia global.
Tot i aix0, en I'lnic estudi que s’ha realitzat utilitzant la técnica de FISH que
avaluava I'impacte pronostic de la trisomia 12 (Escudier i col., 1993) no es varen
observar diferencies significatives entre els pacients amb un cariotip normal i
aquells que presentaven trisomia 12. La conclusio a la que s’arriba és que no
s’han realitzat prou estudis per a determinar si la trisomia 12 és de bon pronostic,
de pronostic intermig o de mal pronostic, de manera que la preséncia d’aquesta
alteracié no podra condicionar una conducta clinica especifica (Dohner i col.,
1999) (Taula 11).

- Delecions de la regié 17p13 que impliguen delecié de TP53

La preséncia de delecié monoal.lelica de TP53 comporta implicacions importants
pel curs clinic de la malaltia. Déhner i col. (1995) varen descriure que els malalts

amb aquesta alteracid presentaven uns temps de supervivencia global
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significativament més curts que els individus que no la presentaven. També van
descriure que aquests pacients no responien al tractament amb analegs de les
purines (Fludarabina, Pentostatina). S’ha vist que en estudis multivariants de la
LLC-B, la preséncia o absencia de delecio de TP53 és el factor pronostic més
important respecte la supervivéncia, per davant d'altres factors importants com
l'edat, I'estadi de Rai i els valors d’hemoglobina. Finalment, cal dir que la
delecio/mutacié de TP53 és la primera alteracié genética que ha demostrat tenir
un impacte pronostic independent a la LLC-B (ElI Rouby i col., 1993; D6hner i
col., 1999; Dohner i col., 2000) (Taula 11).

- Expressid de CD38 i relacid6 amb la preséncia d’hipermutacions somatigues a

la reqgi6 variable dels gens de les cadenes pesades de les immunoglobulines

Recentment, ha aparegut un marcador immunofenotipic d’interés en el
pronostic de la malaltia, el CD38. L’expressio de CD38 ha estat relacionada de
forma inversa amb l'existencia d’hipermutacié somatica de la regio variable
(VH) del gen de les cadenes pesades de les immunoglobulines per alguns
grups (Damle i col., 1999). S’ha vist que les LLC-B que presenten aquestes
hipermutacions somatiques tenen un millor pronostic. Aquestes LLC-B no
expressen CD38 (positivitat £30%). En canvi, les LLC-B que no han
experimentat hipermutacié somatica (no han passat pel centre germinal), sén
positives per CD38 (positivitat >30%) i presenten un pronostic meés
desfavorable (Damle i col.,, 1999; Hambin i col., 1999). Cal esmentar que
aquesta correlacid entre CD38 i hipermutacions de la VH del gen de les
cadenes pesades de les immunoglobulines ha estat discutida i forca
controvertida (Damle i col., 2000; Hamblin i col., 2000). Actualment existeix un
debat entre la comunitat cientifica, i fan falta més estudis per a acabar-les de
confirmar. A la Taula 12 % es mostra I'associacié dels dos subtipus de LLC-B

amb altres parametres.

Z Les dades que es presenten a la taula 12 actualment s6n subjecte de debat entre la comunitat
cientifica, per aixd poden variar durant el periode d’edici6 i presentacio d’aquesta tesi doctoral.
Nota de l'autora.
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Taula 12. L'estat de mutacio de la regio variable dels gens de la cadena pesada
de les immunoglobulines (IgVy) permet establir dos subgrups de LLC-B amb

caracteristiques diferents i implicacions cliniques concretes

IgVy no mutades, IgVy mutades,

CD38=30% positivitat (CD38+) CD38<30% positivitat (CD38-)
Predominancia de sexe masculi No predominancia de sexe
Morfologia atipica Morfologia tipica

Trisomia 12 del(13)(q14)

Formes més greus de la malaltia Formes més lleus de la malaltia
Estadis avancats, Bi C Estadis inicials, A
Supervivéncia curta Supervivencia més llarga

1.4.2. Limfoma de Cel.lules del Mantell (LCM)

1.4.2.1. Introduccid i epidemiologia

El limfoma de cel.lules del mantell (LCM) constitueix una entitat clinico-
patologica reconeguda a la classificaci6 REAL (Harris i col., 1994) i també a la
classificacié de I'OMS (Harris i col., 1999). Aquesta malaltia es caracteritza per
I'expansio de I'area del mantell dels fol.licles secundaris dels organs limfoides,
deguda a I'acumulaci6 de limfocits de mida intermitja. En el passat, el LCM ha
estat mal definit sota noms diversos corresponents a diferents classificacions
(veure capitol 1.3.). Aixi, la classificacio de Kiel descrita per Lennert va donar-li
el nom de “limfoma centrocitic” per distingir-lo dels limfomes que provenien de
les cél.lules del centre germinal, als quals va anomenar “limfomes
centroblastics” (Lennert i col., 1975). La Working Formulation (Rosenberg i col.,
1982), en canvi, no va reconeéixer aquest limfoma com una entitat independent,
de manera que els patolegs i hematolegs del Southwest Oncology Group
(SWOG) i de I'European Organization for the Research and Treatment of
Cancer (EORTC) el varen classificar com a limfoma difus de cél.lula petita
clivellada (52%), limfoma fol.licular de cel.lula petita clivellada (31%), limfoma

de limfocits petits (7%), limfoma fol.licular mixte (4%) limfoma difus mixte (3%) i
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altres subtipus de limfomes (3%) (Fisher i col., 1995; Teodorovic i col., 1995).
Berard i Dorfman havien anomenat el LCM com a “limfoma limfocitic de
diferenciacio intermitjia” o com a “limfoma de cel.lules intermitges” (Berard i
Dorfman, 1974). Per intentar evitar la confusi6 que generava la multitud de
noms donats a aquest limfoma, Banks i col. (1992) varen proposar el nom de

“limfoma de cél.lules de mantell” com a nomenclatura de consens.

EIl LCM és un Ilimfoma relativament poc frequent, que representa
aproximadament el 7-10% de tots els limfomes no Hodgkin a Europa i Nord
Ameérica. Afecta predominantment el sexe masculi (rao superior a 2/1) i la

mitjana d’edat al diagnostic és de 58 anys (amb un rang entre 22 i 78 anys).

1.4.2.2. Caracteristiques cliniques

La majoria dels LCM es diagnostiquen en estadis avancats (Il i 1V),
probablement per la seva tendéncia a afectar localitzacions extranodals (melsa,
anell de Waldeyer...). Segons la revisi6 feta per Press i col. (1996) de 13 séries
de LCM que contenia 515 pacients, la presentacio clinica d’aquesta entitat es
caracteritza per la detecci6 d’adenopaties generalitzades (71-90% casos),
afectacio de la medul.la 0ssia (53-93% casos), expressio periferica en forma de
limfocitosi (10-69% casos) i esplenomegalia (35-81%). L’afectacio hepatica és
menys freqlent (18-35%), aixi com la del tracte gastrointestinal (15-28%).
Precisament, l'afectacié intestinal en forma de lesions sobrealcades de la
mucosa de l'intesti prim, anomenada poliposi limfomatoide, pot constituir el
primer simptoma del procés. Sovint també es detecten simptomes B (35-55%
casos) i valors de lactat deshidrogenasa (LDH) i de b-2-microglobulina elevats
(30-50% i 54% de casos respectivament). El curs clinic d’aquesta malaltia és
forca agressiu, amb possibilitat d’assolir remissions parcials, pero fins a
l'actualitat €s una malaltia incurable. La mitjana de supervivencia és d'uns tres
anys (27% de supervivéncia als 5 anys), peré amb recidives constants. Només
un 8% de malalts sobreviuen 10 anys o més (Fisher, 1999; Serrano i col.,
2000).
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1.4.2.3. Caracteristiques ontogéniques, histologiques, morfologiques i

immunologiques

Fins a I'actualitat no existeix un consens total sobre la cél.lula de la qual s’origina
el LCM. Sembla que aquest limfoma podria derivar d’un subtipus de limfocits
pre-centre germinal localitzats als fol.licles primaris o bé a la zona del mantell
dels fol.licles secundaris (Campo i col.,, 1999). La distribuci6 topografica
d’aquests limfocits al voltant de centres germinals i el fet que fossin positius per
fosfatasa alcalina havia suggerit que podia existir una relacio entre aquest tumor i
les anomenades “cél.lules del mantell” o els centrocits (Nanba i col., 1977).
Aquesta segona hipotesi sembla perdre forca, ja que els estudis immunologics,
aixi com la infrequient troballa o absencia de mutacions somatiques al gen de la
cadena pesada de les immunoglobulines confirmarien el seu origen en cél.lules
pre-centre germinal, sense que aquests limfocits hagin entrat en contacte amb
'antigen (Hummel i col., 1994, Jaffe i col., 1999). Tot i aix0, existeixen alguns
LCM que presenten mutacions progressives (en curs) en els gens de les
immunoglobulines, fet que indicaria que I'estimulacié antigénica podria tenir
importancia en determinats casos. Aquests estudis moleculars indiquen que
alguns tumors podrien originar-se d’algun subtipus de limfocits B autoreactius
(Du i col., 1997; Pittaluga i col., 1998).

En localitzacié nodal o ganglionar, el LCM apareix com una proliferacio limfoide
difusa o vagament nodular que esborra I'arquitectura normal del gangli limfatic.
Habitualment es poden trobar arees de transicio entre els patrons nodular i difus,
pero en alguns casos, el patré nodular pot ser el predominant i podria donar lloc
a confusions i al diagnostic erroni de LCF (Fisher i col., 1995). El patré6 vagament
nodular pot aparéixer per la infiltracié dels centres germinals residuals o per
'expansio de les cél.lules neoplasiques en estructures que mimetitzen els
fol.licles primaris (Weisenburger i col., 1982). El patré de zona del mantell es
caracteritza per I'observacié de cél.lules neoplasiques que ocupen unes zones
del mantell molt esteses que envolten centres germinals despullats reactius al
llarg del gangli limfatic (Jaffe i col., 1999).

La infiltracié de la medul.la Ossia, independentment de I'afectacié de sang

periférica, apareix en un 53-93% dels pacients (Pittaluga i col., 1996). El patro
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d’infiltracié pot ser nodular, intersticial o paratrabecular, o bé una combinacio
d’aquests. L’afectacié de sang periférica té lloc en un 10-69% dels casos, i aixi
com l'afectacio de medul.la Ossia per si sola no sembla tenir un significat
pronostic, I'afectacié de sang periferica, amb o sense increment del nombre de

limfocits, s’ha associat a una supervivéncia escurcada (Pittaluga i col., 1996).

Des del punt de vista morfologic, el LCM ha estat descrit com una neoplasia de
limfocits B monomorfs, de mida mitjana i nucli irregular. Existeixen dues variants
morfologiques de LCM: el LCM tipic o classic i el LCM blastic o blastoide.

1. LCM tipic: aquesta variant es caracteritza per una proliferacié de limfocits B
de mida petita o mitjana, amb citoplasma escas, nucli irregular amb cromatina
condensada distribuida uniformement i nucléols discrets. Es estrany trobar
cel.lules de mida gran, amb citoplasma abundant i nucléols prominents, i quan es
troben, solen correspondre a centroblastes reactius dels centres germinals
residuals envaits per les cél.lules neoplasiques. Algunes vegades es poden
trobar cel.lules amb un citoplasma més abundant i pal.lid que mimetitzen les
cel.lules B monocitoides (Swerdlow i col.,, 1996). En els casos que les
esmentades cél.lules es localitzen envoltant els centres germinals (fet que
s'observa més habitualment a la melsa) és important establir el diagnostic
diferencial amb el LEZM/LELVC (Piris i col., 1998). En altres casos, el LCM pot
presentar un predomini de limfocits petits amb cromatina condensada i nucli
arrodonit i escasses ceél.lules amb nucli irregular o indentat. Aquesta variant pot
resultar dificil de distingir de la LLC-B/LLPe-B. De totes formes, a la LLC-B/LLPe-
B es poden observar centres de proliferacié (centres de creixement
pseudofol.licular) i/o prolimfocits o paraimmunoblastes aillats, fenomens que no
es troben al LCM.

2. LCM blastic: la variant blastica del LCM es considera una forma més agressiva

de la malaltia, i inclou un ampli espectre de variants morfologiques, des
d’aquelles en les quals s’observen cél.lules semblants als limfoblastes fins a
d’altres que contenen cél.lules més grans i pleomorfiques. Aguestes formes es
diferencien morfologicament del LCM tipic perd es consideren variants
agressives del LCM pel fet que presenten el mateix immunofenotip, aixi com

alteracions citogenétiques similars tals com les translocacions que afecten la
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regié 11913, el reordenament del gen bcl-1 ila sobreexpressio de ciclina D1
(Lardelli i col., 1990; Bosch i col., 1994).

2.a. Variant blastica amb cél.lules “limfoblastiques”: aquesta va ser la primera

variant del LCM blastic que es va descriure, caracteritzada per la presencia d'una
poblacié monotona de limfocits de mida mitjana amb citoplasma escas, nucli
arrodonit amb cromatina dispersa i nucleols discrets (Harris i col., 1994). Aquests
casos poden semblar un limfoma limfoblastic o una afectaci6 nodal d'una
leucémia aguda mieloide. L’'index mitotic sol ser molt elevat (>2-3 mitosis per
camp de gran augment).També es poden observar histiocits epitelioides
dispersos i més rarament, es pot trobar un patré en cel estrellat amb histiocits
gue contenen cosSS0S apoptotics.

2.b. Variant blastica amb cél.lules més grans i pleomorfigues: els LCM que

presenten aquesta morfologia a la classificacié de Kiel varen ser designats com a
“limfoma centrocitic anaplasic” o com a “limfoma centroblastic de subtipus
centrocitoide”. Aquestes variants contenen una poblacié de limfocits més
heterogénia, amb cél.lules grans amb nuclis clivellats ovoides o irregulars,
cromatina lleugerament dispersada i nucleols petits i individualitzats (Zoldan i
col., 1996). De la mateixa manera que els altres casos de LCM blastic, I'index
mitotic és molt elevat. Aquests casos poden ser dificils de distingir del limfomes
de cél.lules grans, tot i que les caracteristiques nuclears, el contorn clivellat, la
dispersio de la cromatina i la discordancia entre mida gran del nucli i nucleols

petits suggereixen l'origen de cél.lula del mantell.

Com a patr6 immunofenotipic, el LCM expressa antigens tipics de linia B
madura, com so6n CD19, CD20, CD22 i CD79a. Les immunoglobulines de
superficie s’expressen amb una intensitat de moderada a forta i és frequient
trobar coexpressié d’'IgM i IgD. Per altra banda, i contrariament a altres SLPC-B
com és el cas de la LLC-B, el LCM tendeix a expressar la cadena lleugera
lambda, més que la kappa. Com a caracteristica comuna amb la LLC-B, els
LCM també expressen I'antigen CD5, caracteristic dels limfocits T. Es habitual
detectar expressié de CD43 i respecte CD23, en el LCM habitualment no
s’expressa, en canvi, la majoria de LLC-B s6n CD23+. Val a dir que en alguns
casos de LCM blastics s’ha detectat positivitat per CD23 (Taula 5, p. 24).

L’expressié de CD10 i bcl-6, marcadors caracteristics dels LCF, és inexistent
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(Zukerberg i col., 1993; Dorfman i Pinkus, 1994; Kumar i col., 1996; Swerdlow,
1999). La caracteristica més important del LCM és la sobreexpressio de ciclina
D1, consequencia de la translocacio del locus bcl-1 amb el gen de la cadena
pesada de les immunoglobulines (veure 1.4.2.4). La deteccid de
sobreexpressio de ciclina D1 en material inclos en parafina representa una
dada molt important en el diagnostic diferencial del LCM (Yang i col., 1994;
Zukerberg i col., 1995; Ott i col., 1996) respecte altres limfomes i leucemies. La
ciclina D1 es detecta en gairebé tots els casos de LCM, ja siguin variant tipica o
blastica, en canvi, I'expressio de ciclina D1 en altres SLPC-B és molt rara, pero
cal fer constar que es detecta alguns casos de mieloma multiple (MM) (Vasef i
col., 1997) i en <2% de LLC-B portadores de t(11;14) amb comportament clinic
molt agressiu (Bosch i col., 1994; Yang i col., 1994). Respecte I'analisi de
'antigen de proliferacié cel.lular Ki-67, els graus d’expressié detectats es
correlacionen amb I'index mitotic i la fraccidé de fase S, i donen una idea de
I'activitat proliferativa del tumor. En general, la intensitat d’expressié de Ki-67
en el LCM és baixa pero en les variants blastiques esdevé intensa (Jares i col.,
1996).

1.4.2.4. Caracteristiques citogenétiques

L’alteracié citogenetica caracteristica del LCM és la translocacio
t(11;14)(g13;932), que per estudis de citogenetica convencional es detecta en
un 65% dels casos (Weisenburger i col., 1987; Frizzera i col., 1991; Leroux i
col., 1991, Vandenberghe i col., 1991). Aquesta alteracio es troba present en
gairebé el 100% dels casos de LCM utilitzant técniques d’hibridacio in situ
sobre nuclis en interfase amb sondes de locus especific de dos colors per les
regions 11q13 i 14q32 (Bigoni i col., 1996; Monteil i col., 1996) o bé tecniques
d’hibridacio in situ sobre fibres d’ADN (Vaandrager i col., 1996). La t(11;14) va
ser descrita per primera vegada en les SLPC-B (Van den Berghe i col., 1979),
perdo també ha estat descrita en el MM (Dewald i col., 1985). La descripci6
d'’aquesta anomalia citogenetica en determinades entitats ha suscitat
controversia. Aixi, la t(11;14) ha estat observada en alguns casos de LLC-B
atipica i agressiva, en determinats LELVC, en un 20-30% de LPC-B i en el 5% de
MM (Raffeld i Jaffe, 1991; Brito-Babapulle i col., 1992). Respecte els casos de
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LLC-B atipica, aixi com els casos de LELVC, en revisions posteriors dels
diagnostics s’ha detectat un possible error en la catalogacio dels pacients, que en
realitat serien LCM (Raffeld i Jaffe, 1991). Un exemple el trobem en I'afirmacié de
la presencia de t(11;14) en el LELVC (Jadayel i col., 1994), estudi en el qual el
diagnostic s’havia basat només en l'estudi de sang periferica, sense tenir en
compte I'analisi de la melsa. Es de destacar que alguns casos de LCM poden
presentar-se amb esplenomegalia marcada i poden imitar les caracteristiques
dels LEZM/LELVC, fet que obliga a establir un diagnostic diferencial de certesa.
Alguns estudis més recents, amb casos ben classificats de LEZM, han desmentit
la troballa de t(11;14) en aquesta entitat (Savilo i col., 1998). S’han descrit altres
variants de la t(11;14)(q13;932), com sb6n la t(2;11)(q11;913) i la
t(11;22)(q13;911) que representen el reordenament del locus bcl-1 amb els
gens de les cadenes lleugeres kappa i lambda respectivament, per tant, també
una sobreexpressio de 'ARNm i de la proteina (Komatsu i col., 1994).

Les alteracions secundaries en els LCM han estat menys estudiades. Tal i com
es descriu a les taules 13 i 14, no existeix una alteracio especifica siné que s’han
trobat implicats les regions/els cromosomes 1p, 1q, 2q, +3, 3p, 3q, -6, 69, 89, 9q,
10p, 11p, -13, 13q, 17 i -Y (Leroux i col., 1990; Brito-Babapulle i col., 1992;
Johansson i col., 1995; Argatoff i col., 1997; Hernandez i col., 1997a; Ott i col.,
1997; Wlodarska i col., 1999). Les formes blastigues més agressives del LCM
s‘han associat a la presencia de cariotips tetraploides (36% en les variants
blastiques i 80% en les variants pleomorfiques respecte 8% en les variants
classiques) (Ott i col., 1997). En aquests pacients també és més frequent trobar
cariotips complexes (Taules 13 i 14).

Taula 13. Alteracions primaries i secundaries descrites en el LCM

Alteracions primaries Alteracions secundaries

-Y, 1p (Leroux i col., 1991)
13q, 17p (Brito-Babapulle i col., 1992)

t(11;14)(q13;932) 6q, -13 (Johansson i col., 1995)
t(11;22)(q13;q11) 9q, 17p (Argatoff i col., 1997)
t(2;11)(g11;913) 29, 19, 1p, 8q (Hernandez i col., 1997a)

-Y, 6q, 1p (Otti col., 1997)
2q, +3, 3p, 3q, -6, 9q, 10p, 11p (Wlodarska i col., 1999)
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Taula 14. Alteracions citogenétiques detectades en el LCM en les principals séries publicades

N total N amb % alteracions % t(11;14) Alteracions citogenétiques
Grup metafases citogenetiques en pacients alterats meés frequents
alterades
Leroux i col., 1991 11 11 100% 100% t(11;14), -Y, 1p
Brito-Babapulle i col., 1992 3 3 100% 100% t(11;14), 13qi 17p
Argatoff i col., 1997 31 18 58% (18/31) 77.8% (14/18) t(11;14), 9q i 17p
Hernandez i col., 1997 27 20 74% (20/27) 65% (13/20) t(11;14), 2q, 19, 1pi 8q
Otti col., 1997 17 14 82.3% (14/17) 92.8% (13/14) t(11;14), -Y, 6q i 1p
Wilodarska i col., 1999 74 43 58% (43/74) 83% (36/43) t(11;14), 2q, +3, 3p, 3q,

-6, 9q, 10p, 11p

53




Introduccio

1.4.2.5. Caracteristiques geniques

Els punts de trencament de la translocacio t(11;14) varen ser clonats l'any
1988 per Tsujimoto i col. Aquest fet va permetre explicar que el resultat de
I'esmentada alteracio citogenética col.locava la regié d’unio (regio J) del gen de
la cadena pesada de les immunoglobulines, situada a 14932, al costat d'una
regid que es va anomenar bcl-1 (per B-cell leukemia/ lymphoma-1) localitzada a
11913 (Figura 6).

Pts de trencament regié bcl-1

-t -
-

JH MTC po4 Ciclina D1/PRAD1
- — —— —— — L ——— -
Enhancer o

14q32 11q1s3

Figura6. Esquema de la translocacioé ciclina D1/IgH

La majoria de trencaments en el cromosoma 11 es localitzen en una regié que
s’ha anomenat MTC (major translocation cluster) (30-55%), tot i que un 10-20%
dels casos poden presentar-los en altres regions (Williams i col., 1993; Jaffe i
col., 1999) (figura 5). Un cop van ser clonats els punts de trencament de la
regio bcl-1, es va pensar que en aquella zona hi havia d’haver un gen putatiu
gue es desregularia en produir-se la translocacié t(11;14). No va ser fins el
1991-1992 que es va clonar aquest gen. D’alguns estudis anteriors sobre la
inversio inv(11)(p15g13) que es detecta en adenomes de paratiroide es va
poder caracteritzar un nou gen, anomenat PRAD-1 (parathyroid adenoma-1)
(Arnold i col., 1989). Aquest gen es va considerar com a candidat a ser activat
en lat(11;14) que es produia en el LCM (Seto i col., 1992).
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Posteriorment, el gen va ser identificat per altres grups que seguien estrategies
diferents (Motokura i col., 1991; Rosenberg i col., 1991; Withers i col., 1991), i
es va demostrar que estava situat a unes 120 Kb més avall (downstream) del
locus bcl-1 descrit originariament (Tsujimoto i col.,, 1984). L’analisi de la
sequencia d’aquest gen va mostrar una gran homologia amb alguns gens de la
familia de les ciclines. Per aquesta ra0, el gen va rebre el nom de ciclina D1 o
CCDN13. Com a resultat de la juxtaposici6 del locus bcl-1 (11g13) a la
sequéencia promotora del gen de la cadena pesada de les immunoglobulines
(14932) té lloc una sobreexpressio de 'TARNm (Rosenberg i col., 1991; Rimok i
col., 1993; Bosch i col., 1994; de Boer i col., 1995a) i de la proteina (Yang i col.,
1994; de Boer i col., 1995b; Swerdlow i col., 1995; Zukerberg i col., 1995). La
ciclina D1 és un membre de la familia de les ciclines G1, que tenen un paper
important en la regulacié del cicle cel.lular (Matsushime i col., 1991; Baldin i col.,
1993; Lukas i col., 1994). Aquesta proteina no s’expressa de forma normal a les
cél.lules de I'estirp limfoide ni mieloide, en canvi, al LCM s’expressa de manera
constant, fet que indica un paper important en la patogénesi del limfoma. Es creu
gue la desregulacié d’aquest gen altera la transicio entre les fases G1i S del cicle
cel.lular, fet que contribuiria al desenvolupament tumoral. S’ha postulat que,
probablement, la t(11;14) representa un canvi inicial en un procés degut a

'acumulacié de multiples canvis com és la tumorigenesi del LCM.

Les cel.lules que sobreexpressen ciclina D1 presenten unes caracteristiques
proliferatives alterades, ja que tenen una fase G1 escurcada i depenen menys
dels factors de creixement externs. Tot i aix0, tant en LCM com en altres tipus de
tumors solids, la sobreexpressio de ciclina D1 tota sola té molt poca capacitat
oncogeénica i no es correlaciona amb l'activitat proliferativa del tumor, de manera
gue sembla que existirien altres elements reguladors que actuarien conjuntament
amb ciclina D1 per a desregular el control del cicle cel.lular (Jares i col., 1996)
(Figura 7). Aquests altres elements reguladors son encara poc coneguts. Les

principals alteracions moleculars adicionals en els LCM es detallen tot seguit.

% El gen afectat a la t(11;14) situat a 1113 s’anomena indistintament ciclina D1, CCDN1 o
PRAD-1. La proteina se sol anomenar ciclina D1.
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Limfocit B verge /

1(11;14)(q13;932)
Ciclina D1

p53, p21, pl16

Rb p27

Figura 7. Patogenesi molecular del limfoma de cél.lules del mantell i les
seves variants (Campo i col., 1999)

1. Mutacions del gen TP53 i sobreexpressio de la proteina

La proteina p53, com s’ha esmentat anteriorment (veure 1.4.1.5), és una proteina
nuclear que té un paper important en la regulacio del control del cicle cel.lular.
L’andlisi del gen TP53 per técniques immunocitoquimiques, de SSCP i de
sequenciacio ha permés detectar-ne mutacions, aixi com sobreexpressio de la
proteina (pel fet de tenir una vida mitja més llarga que la variant no mutada, tot i
que pot no ser funcional, en els casos amb mutaci6 de TP53 s’observa
sobreexpressio proteica) en aproximadament un 40% de les formes
histologicament agressives (blastiques) del LCM, mentre que a les formes
tipiques es detecta amb molt poca freqiiéncia. Les mutacions i sobreexpressio de
TP53 s’han associat amb mal pronostic en el LCM (Louie i col., 1995; Greiner i
col., 1996; Hernandez i col., 1996; Zoldan i col., 1996). El mecanisme pel qual les
mutacions de TP53 condueixen a una activitat proliferativa més elevada i un
comportament més agressiu en els LCM blastics és poc conegut. En condicions
normals, la proteina p53 participa en el control de la progressioé del cicle cel.lular,
concretament en el punt de control de G1 que permet a la cél.lula reparar el dany
en ’ADN abans de duplicar el material genétic (Lane, 1992). Se sap que la
proteina p53 en el seu estat salvatge regula el complexe ciclina D1/CDK a través

del gen p21 i que inhibeix I'efecte de ciclina D1. Quan p53 esta mutada, aquest
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efecte es perd i s’accentua I'efecte de promocio del creixement cel.lular propi de

la ciclina (Greiner i col., 1996; Hernandez i col., 1996).

2. Expressié del producte del gen retinoblastoma (pRb)

La pRb s’expressa en tots els LCM pero els graus d’expressio varien en cada cas
i s’ha vist que existeix una correlacié entre I'expressié de pRb i l'activitat
proliferativa del tumor (mesurada en forma d’index mitotic, fraccié de fase S o
expressio de Ki67). Alguns estudis han apuntat que la ciclina D1 participa en la
regulacio de la fase G1 a través de la seva interaccié amb pRb, fet que sembla
indicar que ambdues proteines estarien involucrades en la mateixa ruta de control
del cicle cel.lular. La ciclina D1 s'uniria a pRb i gracies a la unié d’aquest
complexe a les quinases depenents de ciclines (CDKs), la pRb podria ser
fosforilada, de manera que s’inactivaria la funcié normal com a supressor de
tumors de pRb (Jares i col., 1996). Per altra banda, també s’ha demostrat que la
pRb funcional estimula la transcripcié de ciclina D1 (Muller i col., 1994). Els
resultats dels estudis realitzats demostren que la sobreexpressio de ciclina D1
constant en el LCM tindria un paper important en el manteniment de la proliferacié

cel.lular superant el control negatiu sobre el creixement exercit per pRb.

3. Pérdua d'expressido o delecid dels inhibidors de quinases depenents de
ciclines (CDKi)
El cicle cel.lular esta regulat per una familia de quinases depenents de ciclines

(CDKs, cyclin-dependent kinases) (les més habituals son CDK4 i CDK®6) i les
subunitats reguladores de les ciclines. Els complexes ciclina/CDK s’activen i
s’inactiven en punts especifics del cicle cel.lular en resposta a requeriments
interns i externs (Sherr, 1996). L’activitat fosforil.ladora de les CDKs pot ser
inhibida per un grup d’inhibidors de les CDKs (CDKi, cyclin-dependent kinase
inhibitors) que s’uneixen als complexes ciclina/CDK i impedeixen que el cicle
cel.lular avanci. Principalment existeixen dos grups de CDKi, el grup de p15, p16i
p18, que inhibeixen especificament CDK4 i CDK®6 i el grup de p21, p27 i p57, que
es poden unir a un ampli ventall de complexes ciclina/CDK.

Els CDKi p21 i pl16 s’han apuntat com a possibles candidats a gens supressors
de tumors. L’estudi de I'expressid, mutacié i delecié d’aquests CDKi ha permés

detectar alteracions en les variants blastiques del LCM. La perdua d’expressio i/o
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deleci6 de p21 i p16 es detecta en un 67% de les formes blastiques, mentre que
no apareix a les formes tipiques del limfoma. S’ha observat que la proteina p53
en forma no mutada indueix I'expressio de p21, cosa que no succeeix quan p53
esta mutada. Per altra banda, aquells casos que presenten p21 i p16 alterats (per
manca d’expressio o delecid) sempre presenten p53 en forma no mutada i
s’associen a variants agressives del LCM (Pinyol i col., 1997).

Respecte p27, aquesta proteina és un CDKi present en grans quantitats a les
cél.lules en estat quiescent que desapareix quan les cel.lules entren en cicle. El
gen que codifica p27 també s’ha apuntat com a possible gen supressor de
tumors, ja que inhibeix la proliferacio cel.lular. En un estudi fet sobre 116 LNH,
entre els quals hi havia 50 LCM (40 formes tipiques i 10 formes blastiques), en
tots els tipus de LNH excepte els LCM l'expressio de p27 va ser inversament
proporcional a I'index de proliferacié del tumor (mesurat per I'expressio de Ki67),
fet que indica que p27 no esta implicat el LCM com a factor tumorigenic. En canvi,
en les formes tipiques del LCM, un 88% dels casos varen ser negatius per
I'expressio de p27, independentment de la taxa de proliferacié; paradoxalment, en
el 80% de les formes blastiques es va detectar expressio de p27, tot i presentar
una elevada taxa de proliferacié. En cap cas, pero, s’han detectat delecions ni
mutacions geniques de p27, per tant, aixd no podria explicar la manca d’expressio
en els LCM tipics. Probablement, la manca de correlacio d’expressio de p27 amb
la taxa de proliferacio en els LCM tipics deguda a la produccio elevada de ciclina
D1. Una possible explicacio seria que la produccié elevada de ciclina D1 indueixin
la degradacio de p27. Aixi, la pérdua d’expressio de p27 actuaria com a
potenciador de I'activitat oncogénica de la ciclina D1. En el cas dels LCM blastics,
el fet de detectar expressio de p27, tot i presentar uns alts graus de proliferacio,
es podria explicar per la preséncia d’altres factors alterats (mutacions i delecions
en altres gens reguladors del cicle cel.lular com TP53, p16 i p21) que contribuirien
al desenvolupament de formes més agressives amb una taxa proliferativa
elevada, i permetrien un increment compensatori de p27 (Hernandez i col., 1996;
Pinyol i col., 1997; Quintanilla-Martinez i col., 1998).
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4. Inactivacio del gen ATM

Recentment s’ha determinat la importancia del gen ATM, situat a 11922-g23, en
el desenvolupament tumorigenic del LCM. El gen ATM, com s’ha esmentat
anteriorment (veure 1.4.1.5.), s’ha relacionat amb la LLC-B; es pensava que
podria ser un gen supressor de tumors en aquesta malaltia, ja que apareixia
sovint delecionat. La deleci6 de la regid 11922-g23 també ha estat descrita en el
LCM. Stilgenbauer i col. (1999), amb la intencié d'aillar el gen supressor de
tumors putatiu situat a 11922-g23, varen caracteritzar la regioé delecionada en una
série de 81 LCM utilitzant sondes de FISH de la regié clonades en un conjunt de
YACs. Es va observar pérdua de material de 11922-g23 en el 46% dels LCM, i la
regi6 coma que es perdia contenia el gen ATM. Schaffner i col. (2000) han
estudiat paral.lelament la delecié del gen ATM i les possibles mutacions del
segon al.lel, en una série de 12 LCM amb la t(11;14)(q13;932). El resultat ha estat
gue en més del 50% de casos s’ha trobat el primer al.lel delecionat i el segon
mutat (donant lloc a una proteina no funcional), o bé ambdos al.lels mutats. Pel
que fa al gen ATM, es considera que en els LCM actua com a gen supressor de
tumors i compleix la hipotesi de Knudson (1971). En condicions normals, el gen
ATM regula la resposta cel.lular als trencaments d’ADN com a part de la regulacio
de la progressié del cicle cel.lular, induccié de I'apoptosi i reparacio de 'ADN. Si
ATM no esta actiu, hi ha un control defectiu del cicle cel.lular. Sembla que la
inactivacio d’ATM actuaria sinergicament amb la sobreexpressio de ciclina D1 en
I'anul.laci6 de punts de control del cicle cel.lular, fet que afavoriria I'acumulacio

d’altres alteracions geneétiques i el desenvolupament tumorigénic.

1.4.3. Limfoma esplénic de la zona marginal (LEZM)

1.4.3.1. Introduccid i epidemiologia

El limfoma esplénic de la zona marginal (LEZM) és una entitat clinico-patologica
gue va ser inclosa com a categoria provisional en la classificacié REAL, amb la
denominacié de LEZM amb o sense limfocits vellosos circulants (Harris i col.,
1994). En la recent classificacio de 'OMS, aquesta entitat ha estat acceptada
plenament com a categoria (Harris i col., 1999). EI LEZM es caracteritza per

I'aparicio d’un infiltrat limfoide nodular de la polpa blanca de la melsa, centrat en
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els fol.licles preexistents. La majoria de fol.licles desapareixen degut a la invasio
per una poblaciod de limfocits B petits a la zona central i d’altres de mida mitjana a
la periféeria (Isaacson i Piris, 1997).

Ja el 1979, Neiman i col. varen descriure un grup de pacients afectes de
limfoma esplénic associat a la presencia d'unes cel.lules a sang periférica que
presentaven una morfologia semblant, pero no identica, a la dels tricoleucocits
de la tricoleucémia (Neiman i col., 1979). La histologia d’aquest limfoma era un
infiltrat nodular centrat a la polpa blanca. Posteriorment, es varen publicar
casos similars, caracteritzats per la presencia d’'un immunocitoma esplénic
primari amb cel.lules velloses circulants (Spriano i col.,, 1986). La
caracteritzacio dels aspectes hematologics (clinics, citologics,
immunocitoquimics i citogenetics) d’aquesta entitat, que es va anomenar
limfoma esplénic amb limfocits vellosos circulants (LELVC), es va dur a terme
pel grup de Catovsky i col., tot i que l'aspecte histologic va ser poc estudiat
(Melo i col., 1987; Mulligan i col.,, 1991; Oscier i col, 1993; Matutes i col.,
1994b). Respecte la part histologica, Schmid i col. varen publicar quatre casos
de limfoma esplénic primari amb les mateixes caracteristiques histologiques,
immunohistoquimiques i genetiques, sense fer referéncia a la vessant
hematologica (Schmid i col., 1992). El fet que les cél.lules neoplasiques fossin
semblants a les cél.lules de la zona marginal dels fol.licles limfoides de la melsa
va fer que s’adoptés el nom de limfoma esplénic de la zona marginal (LEZM).
Quan es van estudiar la histologia i immunohistoquimica de la melsa dels
LELVC es va concloure que aquestes eren idéntiques a les dels LEZM. També
es va fer evident que no tots els LEZM anaven acompanyats de cel.lules
neoplasiques a sang periférica, i que quan apareixien, no sempre eren limfocits
vellosos (Isaacson i col., 1994). Per aquesta rad, el LEZM va ser inclos com a
entitat provisional a la classificaci6 REAL com a “LEZM amb o sense limfocits
vellosos circulants” (Harris i col, 1994) i s’ha refermat en la seva condicio
d’entitat definitiva en la classificacio de 'OMS (Harris i col., 1999).

El LEZM és un limfoma que suposa un 1-2% del total de SLPC-B amb
expressio hemoperiferica (LELVC), i un 25% del total de limfomes esplenics de
baix grau (Serrano i cols., 2000). Afecta per igual homes i dones, i la mitjana

d’edat al diagnostic és superior als 50 anys (Isaacson, 1999).

60



Introduccio

1.4.3.2. Caracteristiques cliniques

El signe més frequent en el diagnostic d'un LEZM és I'esplenomegalia, que en
alguns casos va acompanyada per troballes caracteristiques associades a
I'hiperesplenisme, com sén [lanémia hemolitica autoimmune i la
trombocitopénia. Es freqiient detectar una xifra absoluta de limfocits circulants
elevada, tot i que en un 24% dels pacients no la presenten, i en la majoria dels
casos els limfocits circulants es caracteritzen per presentar péls curts situats a
la superficie dels pols de la cel.lula, tot i que poden no observar-se. Cal
esmentar que no tots els casos presenten expressio hemoperiférica, fet que
apuntaria la melsa com a localitzacio inicial de la malaltia. La medul.la 0ssia es
veu afectada amb elevada frequéncia, independentment de la preséncia o
abséncia d’expressio periférica. Sovint es detecta 'afectacié hepatica si en el
moment de I'esplenectomia (procediment habitual en aquests pacients com a
mesura de tractament) es fa una biopsia. La presencia d’adenopaties és molt
poc frequent i, ocasionalment, es pot detectar una banda monoclonal en I'estudi
de les proteines del sérum (Melo i col., 1987; Isaacson i Piris, 1997; Isaacson,
1999; Serrano, 2000).

El curs clinic d’aquesta malaltia és indolent, amb una mitjana de supervivéncia
als 5 anys del 78% (Mulligan i col.,, 1991) i sembla que no respon als
tractaments quimioterapics convencionals. L’esplenectomia és el tractament
d’eleccio, i tot i que s’assoleixen taxes de remissié perllongades, la malaltia
tendeix a evolucionar posteriorment infiltrant la medul.la 0ssia (Isaacson i Piris,
1997).

1.4.3.3. Caracteristiques ontogéeniques, histologiques, morfologiques i

immunologiques

La determinacio de la cél.lula a partir de la qual s’origina el LEZM ha estat molt
discutida. En un principi, quan Schmid i col. (1992) varen descriure el limfoma
esplenic primari, es va observar que les cel.lules neoplasiques eren molt
semblants a les cél.lules de la zona marginal dels ganglis esplénics, de manera

gue es va adoptar el nom de limfoma esplenic de la zona marginal. Isaacson i

61



Introduccio

col. (1994) varen confirmar aquesta denominacié, argumentant que aquesta
entitat apareixia com a limfoma primari de la melsa i presentava un patré de zona
marginal. La morfologia i I'immunofenotip de les cel.lules, com a minim a la
periferia de linfiltrat, eren molt similars als dels limfocits B de la zona marginal
dels ganglis esplénics. Tot i aix0, existeixen una série d’arguments en contra de
I'origen a partir de la cel.lula B de la zona marginal. En primer lloc, les cél.lules
tumorals envolten i envaeixen els centres germinals sense preservar el mantell
fol.licular, de manera que no es pot identificar clarament que les cel.lules
tumorals parteixin de la zona marginal, com si que passa en altres limfomes
marginals. Per altra banda, les caracteristiques citologiques del LEZM sén
“bifasiques”, de manera que només trobem ceél.lules similars a les de la zona
marginal de la melsa a la periféria dels noduls de polpa blanca. El patré de “zona
marginal” només s’'observa en la melsa, no en ganglis limfatics ni en altres
situacions extraespléniques. Finalment, la histologia i 'immunofenotip de les
cél.lules del LEZM difereixen lleugerament dels de les cél.lules de la zona
marginal normal (particularment respecte I'expressié d’lgD, que és positiva en
LEZM i negativa en la zona marginal esplenica normal i també en els limfomes
de la zona marginal no esplénics), i també dels d’altres limfomes de la zona
marginal quan afecten la melsa. Per tots aquests motius, I'origen cel.lular del
LEZM encara esta en discussio6 (Isaacson i Piris, 1997; Isaacson, 1999) (Taula
15, p. 65).

La histologia del LEZM es caracteritza per una infiltracié limfoide de la polpa
blanca de la melsa. S’observen alguns centres fol.liculars reactius pero la gran
majoria queden reduits a un nodul hialinitzat o bé desapareixen parcialment o
per complert degut a la invasio dels limfocits neoplasics, que com s’ha esmentat
anteriorment sén de dos tipus; els més petits i similars als limfocits de la zona del
mantell se situen al centre i els de mida mitjana, similars als limfocits de la zona
marginal, a la periferia dels infiltrats. La polpa vermella de la melsa també es veu
afectada: s’observen infiltrats difusos de cél.lules petites i agregats micronodulars
de cel.lules més grans, amb invasio dels sinus. Els noduls limfatics de I'hil.li
esplénic, i en ocasions els periférics s’hi poden veure involucrats. En aquests
altims es pot apreciar una preservacio i dilatacié dels sinus i una infiltracio

centrada en els fol.licles, com té lloc a la melsa, pero no apareix patré de zona
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marginal. Sovint es pot observar també infiltracié de la medul.la o0ssia, de forma
intersticial, nodular i no paratrabecular. Aquest patré també es pot observar en
les biopsies hepatiques dels malalts afectats per aquest limfoma (Isaacson,
1999).

Des del punt de vista morfologic, el LEZM presenta una citologia “bifasica”
caracteristica a la melsa, en la qual trobem dos tipus cel.lulars:

1. Els limfocits B petits, semblants als de la zona del mantell fol.licular: els

limfocits petits se situen a la zona central dels infiltrats i es caracteritzen per
assemblar-se als limfocits B petits que es troben a la zona del mantell
fol.licular dels centres germinals normals. Sén cél.lules mida petita, amb
citoplasma escas, nucli irregular amb cromatina condensada distribuida
uniformement i nucléols discrets. (Melo i col., 1987)

2. Els limfocits B de mida mitjana, semblants als de la zona marginal del fol.licle

limfoide: aquests limfocits es localitzen més cap a la periféria dels infiltrats i

es caracteritzen per presentar una quantitat moderada de citoplasma

eosinofilic pal.lid i un nucli amb un contorn lleugerament irregular.
A la zona més periférica es poden observar algunes cel.lules blastiques
nucleolades distribuides entre la poblacié de mida mitjana, en alguns casos amb
signes evidents de diferenciacié plasmacitica.
Quan el LEZM presenta expressio periferica, els tipus cel.lulars que s’hi poden
trobar difereixen en algunes -caracteristiques morfologiques dels que es
localitzen a la melsa. Com s’ha esmentat, i aixi es reflecteix en la nomenclatura
d’aquest limfoma acceptada ja per la classificacio de I'OMS (Hatrris i col., 1999),
el LEZM es pot presentar amb o sense expressio hemoperiferica i en cas que
aguest fet tingui lloc, els limfocits circulants que s’hi troben poden ser molt
heterogenis, entre els quals destaquen limfocits vellosos, cel.lules d’aspecte
centrocitic, d’altres amb clara diferenciacioé plasmocitoide amb microvellositats i
limfocits B monocitoides.

Els limfocits vellosos tenen una mida lleugerament superior a la dels limfocits

normals pero inferior a la del tricoleucocit de la tricoleucémia. El nucli es
caracteritza per presentar una cromatina forca condensada i un perfil arrodonit o
ovalat. Normalment s’observa un nucleol molt petit i poc aparent a nivell optic i

de vegades el nucli tendeix a I'excentricitat. El citoplasma és menys abundant
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qgue en el tricoleucocit i és forca basofil. Els péls sén curts, amb una base
d’'implantacié estreta i sovint es disposen en els dos pols de la cél.lula, o bé en
un sol pol (en aquest ultim cas s’ha de distingir de I'uropode propi de la céel.lula
T). Aquests limfocits poden anar acompanyats d’algun limfoplasmocit i/o cel.lula
plasmatica.

Els limfocits B monocitoides son limfocits de mida més gran, amb un citoplasma

ampli clar o de caracteristiques més o menys basofiles. El perfil del nucli és
irregular, semblant al del mondcit, rad per la qual s’anomenen limfocits
monocitoides. La cromatina és mitjanament condensada i el nucléol és poc
aparent, tot i que de vegades es troben alguns nuclis d’aspecte blastic. Aquestes
cel.lules també poden presentar prolongacions citoplasmatiques digitiformes, que
fan necessari el diagnostic diferencial amb els tricoleucocits (Woessner i
Florensa, 2000).

Com a patré immunohistoquimic, les cél.lules neoplasiques a la melsa expressen
marcadors tipics de linia B madura, com sén CD19, CD20, CD22 i CD79a. A
diferencia de la LLC-B i el LCM, el LEZM no sol expressar CD5 ni tampoc CD43
(antigens associats a limfocits T). Es caracteristica I'expressio d’IgM i IgD, i
també de restriccio de cadenes lleugeres. El LEZM no expressa CD23 ni CD10.
En aquells casos amb diferenciacié plasmacitica, alguna subpoblacio cel.lular pot
presentar una concentracio meés elevada d’immunoglobulines citoplasmatiques.
Entre l'infiltrat de la polpa blanca és frequent trobar limfocits T CD3+ i cél.lules
dendritiques fol.liculars CD21+. Finalment, I'expressi6 de CD21 i CD35,
marcadors caracteristics de les cel.lules de la zona marginal esplenica normal,
és variable, i pot ser positiva 0 negativa. L’'expressio de bcl-2, aixi con de ciclina
D1 és inexistent. A la taula 15 es poden comparar les caracteristiques
immunofenotipiques del LEZM, del limfoma de la zona marginal (LZM) i de les
cel.lules de la zona marginal normal (CZMN).

Respecte la deteccié de I'antigen de proliferacié cel.lular Ki-67, s’observa un
patré de tincié caracteristic, amb una fraccié altament proliferant situada a la
zona “marginal” perifericai en algun centre germinal residual. En els ganglis
limfatics de I'hilum esplénic, la tincido déna un patré6 semblant, sense una “zona

marginal” identificable (Isaacson i Piris, 1997; Isaacson, 1999).
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Taula 15. Caracteristiques immunofenotipiques del LEZM, del limfoma de la
zona marginal (LZM) i de les cél.lules de la zona marginal normal (CZMN)
(Isaacson, 1999)

Caracteristiques LEZM CZMN LZM
immunologiques
lg M+, D+ M+, D- M+, D-
CD20 + + +
CD10 - - -
CD5 - - -
CD23 - - -
CD21 +/- + +
CD35 +/- + +
CD43 - - +/-
Ciclina D1 - - -

En els estudis immunocitoquimics realitzats sobre limfocits vellosos circulants
de casos catalogats com a LELVC (Matutes i col., 1994b), el fenotip és més
variable, amb possible expressio de CD5 i de CD10 en determinats casos. Les
diferéncies entre els resultats immunohistoquimics (referits als casos de LEZM)
i immunocitoquimics (referits als casos de LELVC) poden explicar-se en part
per la diferencia de tecniques, pero sobretot per la possibilitat que entre els
casos de LELVC s’hi hagin inclos altres tipus de limfomes amb presentacio

esplenomegalica i expressio hemoperiférica (Isaacson i Piris, 1997).

1.4.3.4. Caracteristiques citogeneétiques i geniques

Fins a l'actualitat, existeixen poques series que descriguin les alteracions
citogenétiques caracteristiques dels LEZM; per aquesta ra0, els coneixements
gue es tenen respecte el tema sén limitats.

La incidéncia global d’alteracions cromosomiques clonals se situa entre un 70 i un

87% (Oscier i col., 1993; Dierlamm i col., 1996b). Els primers estudis es varen
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realitzar en casos descrits com a LELVC, tenint en compte només el component
periféric, pero sense un estudi exhaustiu de la histologia de la melsa. En la série
d’Oscier i cols. (1993), les alteracions citogenétiques que es varen trobar varen
ser la t(11;14)(q13;q932), I'afectacio de 7q en forma de translocacio o delecio, la
preseéncia d’'isocromosoma i(17)(q10) i translocacions a 2pl11. L’associacio amb el
LCM que va ser postulada per Oscier i col. (1993) i també per Troussard i col.
(1998) no ha estat confirmada per altres grups, i en els casos diagnosticats de
LEZM tenint en compte la histologia esplénica, la translocacio6 t(11;14) ha estat
sempre absent. Probablement, els casos en que es va trobar I'esmentada
translocacié han estat confosos amb LELVC, pero en realitat eren LCM
leucemitzats amb afectacié esplénica. Respecte la trisomia 3, aguesta alteracio
ha estat associada als limfomes marginals, ja siguin extranodals (LMALT), nodals
(LZMN) o esplénics (LEZM) (Wotherspoon i col., 1995; Brynes i col., 1996;
Dierlamm i col., 1996b). En els LEZM s’han descrit incidéncies de trisomia 3
d’entre el 18 i el 54%. Actualment s’esta discutint si les incidencies d’aquesta
trisomia permeten separar els LEZM d’altres limfomes marginals, en els quals les
incidéncies de trisomia 3 es troben entre el 60 i el 85% (Wotherspoon i col., 1995;
Brynes i col., 1996; Gruszka-Westwood i col., 1999). Una altra alteracio
citogenética que ha estat associada al LEZM ha estat la delecié del(7q). La
preséncia de la deleci6 de 7q (7922 i 7932) en les SLPC-B de cél.lules madures,
entre elles els LELVC, ja va ser descrita el 1993 pel nostre grup (Solé i col.,
1993). Posteriorment, altres estudis han confirmat la preséncia de 'esmentada
alteracio en aproximadament un 40% dels LEZM (Mateo i col., 1999). Altres
alteracions descrites en aquesta patologia han estat diverses translocacions que
afecten la banda 14932, on es localitza el gen de la cadena pesada de les

immunoglobulines, com té lloc en altres tipus de SLPC-B.

Els estudis genetics han descrit la preséncia de reordenaments monoclonals
(és a dir, es confirma la natura clonal de la malaltia) i també d’hipermutacions
somatiques del gen de la cadena pesada de les immunoglobulines (Zhu i col.,
1995). Aquest fet indica que la cellula afecta ha entrat en contacte amb
'antigen, de manera que indicaria un origen post-centre germinal d’aquesta

entitat.
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Taula 16. Alteracions citogeneétiques detectades en les principals series de LEZM/LELVC

N total | N amb metafases | % alteracions | %+3/+3g* | % del(7q)* Altres alteracions
Grup alterades citogenétiques citogenetiques
Oscier i col., 1993 31 27 87% (27/31) 0% 26% t(11;14)(q13;932),
i(17)(ql10), t(2p11)
Wotherspoon i col., 11 - - 27% - +12, +18
1995**
Brynes i col., 1996** 11 - - 18% - +7, +12
Dierlamm i col., 1996b 10 7 70% (7/10) 86% - +18, 1921, 1934
Troussard i col., 1998 44 19 43% (19/44) 26% - t(11;14)(q13;932), 17p,

+12

*Percentatges respecte els casos amb cariotip alterat; **Estudi realitzat per FISH, no citogenética convencional
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1.5. OBJECTIUS

Els objectius d’aquesta tesi son els seguents:

1. Posar a punt la técnica d’hibridacio in situ fluorescent.

2. Estudiar paral.lelament tres grups de pacients, afectes de leucémia limfatica
cronica B atipica (LLCa), limfoma de cel.lules del mantell (LCM) i limfoma
esplénic de la zona marginal (LEZM), amb les tecniques de citogenética

convencional i d’hibridacio in situ.

3. Confirmar I'existéncia d’anomalies citogenetiques previament descrites a la
literatura i determinar l'existéncia de noves alteracions cromosomiques

recurrents especifiques de cada grup que permetin separar-los millor.
4. Determinar l'interés practic de l'aplicacié de les tecniques de citogenetica

convencional i hibridacié in situ en el diagnostic, pronostic, tractament i

seguiment de les diferents entitats cliniques estudiades.
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2.1. PACIENTS

En aquest treball s’han estudiat mostres de diferents tipus de teixits biologics

dels seguents grups de malalts:

28 malalts afectes de leucémia limfatica cronica B atipica (articles 1 i 2)

13 malalts afectes de limfoma de cél.lules del mantell (article 3)

19 malalts afectes de limfoma esplénic de la zona marginal (article 4)

1 malalt afecte de limfocitosi B policlonal persistent (article 5)

Les mostres han estat recollides entre els anys 1989 i 1998 i provenen de
I'Hospital de la Creu Roja, I'Hospital Central I'Alianca, I’'Hospital de 'Esperanca,

I'Hospital del Mar i 'Hospital Clinic de Barcelona.

2.2. METODES

2.2.1. TECNIQUES DE CITOGENETICA CONVENCIONAL

2.2.1.1. Extracci6 i conservacio de les mostres

Les mostres utilitzades per a I'estudi citogenéetic han estat de quatre tipus: sang
periferica, medul.la o0ssia, gangli limfatic i liquid pleural. Tot seguit es descriu

com s’ha realitzat la seva extraccio i conservacio.

A. Mostres de sang periferica

L’extraccié de sang periférica es fa a partir de la vena basilica o mitjana cefalica
del brag. S’extreuen de 2 a 5 mL de sang periférica en condicions.

La sang es recull en un tub amb 1% d’anticoagulant tipus heparina sodica o
heparina de liti, pero mai amb EDTA ja que aquest inhibeix el creixement

cel.lular.
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La mostra de sang periférica es conservara a 2-4°C (nevera) fins el moment de
posar a créixer el cultiu. Es recomana procedir a cultivar tan aviat com sigui
possible des del moment de I'extraccid, perdo en cas que no sigui possible, la

mostra pot aguantar bé 2-3 dies a la nevera.

B. Mostres de medul.la 0ssia

Les mostres de medul.la 0ssia s’obtenen per puncié aspirativa, habitualment a
nivell esternal o bé de I'espina il.liaca posterosuperior. Després d’anestesiar la
zona, s’efectua la puncio, es penetra a la cavitat medul.lar amb un trocar i es
procedeix a aspirar uns 2 mL de medul.la 0ssia. La primera fraccio de medul.la
0ssia que s’aspira €s la més rica en cel.lules en divisio, perd a mesura que
I'extraccié continua, la mostra es contamina amb sang medul.lar. Per aquesta
rao, és aconsellable utilitzar la primera fraccio per al cultiu cel.lular.

La mostra de medul.la ossia es recull en un tub de centrifuga amb 5 mL de
medi RPMI-1640 i heparina sodica o de liti a I'1%.

La mostra de medul.la 0ssia s’ha de posar a cultivar tan aviat com sigui
possible després de la seva extraccid per obtenir el maxim de cél.lules en
divisié. En cas que la mostra s’hagi de transportar o guardar unes hores abans
de cultivar, és recomanable fer-ho a T2 ambient o bé a 37°C un maxim de 10

hores.

C. Mostres de gangli limfatic

L’extraccié del gangli limfatic es realitza per un métode quirdargic dut a terme
per un cirurgia mitjancant cirurgia menor.

La peca es recull de quirofan en una gasa esteril i en sec es porta al laboratori
d’Anatomia Patologica. Alla sera seccionada amb un bisturi esteril i una part
anira cap al laboratori de Citogenética.

El fragment de gangli es conserva a T2 ambient en sec, perd és recomanable
processar-lo tot seguit a I'extraccié o en un temps prou breu, ja que I'eficiencia
del cultiu disminueix a mida que el temps després de I'extraccio de la peca

augmenta.
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D. Mostres de liquid pleural

Per a realitzar I'extraccio del liquid pleural, previament a la puncié s’administra
anestesia local. Posteriorment s’introdueix una agulla tocant el marge superior
de la costella més propera a la zona de puncid, i un cop dins la cavitat pleural,
s’aspiren 20 mL de liquid.

La mostra de liquid pleural s’ha de posar a cultivar tan aviat com sigui possible
després de la seva extraccio per obtenir el maxim de cel.lules en divisié. En cas
que la mostra s’hagi de transportar o guardar unes hores abans de cultivar, és

recomanable fer-ho a T2 ambient o bé a 37°C un maxim de 10 hores.

2.2.1.2. Composicio del medi de cultiu

El medi de cultiu es prepara en una campana de fluxe laminar préviament
esterilitzada. A una ampolla de 100 mL de medi de cultiu RPMI-1640, s’afegeix
1 mL d’heparina sodica o de liti (1%). Es treuen 20 mL de la barreja
(s'utilitzaran, aliguotats en tubs de plastic estéril amb 5 mL, per a recollida de
mostres de medul.la 0ssia). Als 80 mL de medi restants s’afegeixen: 17 mL de
serum bovi fetal (17%), 2 mL de L-Glutamina (2%) i 1 mL de Penicil.lina-
Estreptomicina (1%). S’aliquoten els 100 mL de medi complert en flascons de
cultiu de plastic esteril de 25 cc, amb 10 mL a cada flascd. Es conserven a

-20°C fins el moment del seu Us.

2.2.1.3. Tecniques de processat dels diferents teixits

2.2.1.3.1. Técnica de citogenetica convencional en cultius de sang

periférica

A. Manipulacié del medi de cultiu i de la mostra abans de procedir al
cultiu

-Descongelar un flascé6 amb medi complert (RPMI 1640, Sérum bovi fetal, L-
Glutamina, Penicilina-Estreptomicina, Heparina), a T ambient o al bany maria
a 37°C.
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-Afegir la quantitat necessaria de mitogen. Cal esmentar que per estimular la
divisié dels limfocits B s’han utilitzat diferents tipus de mitogens ja que no n’hi
ha cap despecific. En el present treball s’han utilitzat diferents tipus de

mitogens a les seglents concentracions finals:

.Fitohemaglutinina (PHA) al 5%

Acetat de miristat de tetraforbol (TPA), 0.1ng/mL
.Pokeweed mitogen (PWM) al 0.25%
.Lipopolisacarid d’Escherichia coli (LPS), 25ng/mL
.Dextran sulfat (DXS) , 0.1nmg/mL

Cal esmentar que, després d’haver testat un nombre prou elevat de mostres
procedents de pacients afectes de diversos tipus de sindromes
limfoproliferatives B al nostre laboratori (no tansols les que es reflecteixen en
aguest treball), s’ha arribat a la conclusio que el millor mitogen per estimular els
limfocits B és el TPA. Aixi doncs, en la resta de teixits, esmentaré tansols

aquest mitogen com a reactiu d’as recomanat.

-Afegir-hi la mostra de sang periférica. La quantitat de mostra a afegir esta en
funcié del n° total de leucocits de la mostra. Es ideal ajustar el cultiu a 2x10°
cel/mL, per tant, caldra procedir a fer un recompte del n° de leucocits amb un
comptador automatic o amb una camera de Neubauer. Un cop s’hagi obtingut
la xifra de leucocits es calculara el volum de sang necessari per cultiu de forma

que la concentracié quedi ajustada a 2x10° cél/mL.

B. Cultiu

-Obrir una mica el tap del flascé i col.locar-lo a I'estufa de cultiu a 37°C i 5%
CO,. Cultivar durant 72 hores (si la mostra arriba un dimecres o un dijous, pot
arribar a estar de 96 a 120 hores a I'estufa), i barrejar el cultiu per inversié una

vegada cada dia.
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C. Processat de la mostra

-Dues hores abans d’iniciar el processat de la mostra, cal afegir 100 m de
Colcemid (antimitotic) al flasco i deixar-lo actuar dins de 'estufa, a 37°C.
-Abocar el contingut del flascé a un tub de plastic estéril per procedir amb el
procés d’extraccié del cultiu.

-Centrifugar la mostra durant 7-8 min. a 1500 rpm.

-Descartar el sobrenedant (vigilant perqué el sediment cel.lular pot quedar poc
enganxat i es pot perdre), i resuspendre el sediment cel.lular.

-Afegir solucio hipotonica de KCI (0.075 M) preescalfada a 37°C al tub amb el
sediment cel.lular. Aquesta solucié s’'afegeix gota a gota i agitant fins els 2
primers mil.lilitres i després a raig fins a 8-10 mL.

-Col.locar el tub al bany maria a 37°C durant 30 minuts.

-Centrifugar 7-8 min. a 1500 rpm.

-Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment cel.lular. Afegir fixador
Carnoy (3 parts de metanol i 1 part d’acid aceétic), primer gota a gota i agitant
fins a 1-2 mL i després a raig fins a 8-10 mL*.

-Centrifugar 7-8 min. a 1500 rpm.

-Repetir el procés de fixacio (assenyalat anteriorment amb el simbol*) de 3 a5
vegades fins que el sobrenedant sigui transparent i el sediment cel.lular blanc.
-Fer extensions, 4-6 de cada tub. Assecar les extensions a la planxa a 50°C, i

envellir-les a la planxa a 100°C durant 1 hora.

2.2.1.3.2. Tecnica de citogenética convencional en cultius de medul.la

ossia

A. Manipulaciéo del medi de cultiu i de la mostra abans de procedir al
cultiu

-Descongelar un flasc6 amb medi complert (RPMI 1640, Sérum bovi fetal, L-
Glutamina, Penicilina-Estreptomicina, Heparina), a T2 ambient o al bany maria
a 37°C.

-Centrifugar la mostra de medul.la ossia durant 8 minuts a 1500 rpm. Un cop
centrifugada, es procedeix a extreure la capa blanca (rica en cel.lules

mononucleades, entre les quals hi ha els limfocits que ens interessa estudiar)
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amb una pipeta Pasteur esteril. Depenent de la cel.lularitat de la mostra es
posaran de 0.3 a 0.8 mL de la capa blanca per ajustar el cultiu a 2x10° cél/mL.
-Depenent del tipus de céllules que predominin en la medul.la oOssia
(observades en les extensions procedents de I'aspirat medul.lar) s’afegira o no
mitogen al cultiu:

.Si predominen les ceél.lules immadures: sense mitogen

.Si predominen les cél.lules madures: amb mitogen. Afegir 0.1 mL de

TPA.

B. Cultiu
-Obrir una mica el tap del flasco i col.locar-lo a I'estufa de cultiu a 37°C i 5%
CO:s.
-El temps de cultiu dependra del tipus de cél.lules que predominin a la
suspensio cel.lular:

.Si en la medul.la dssia predominen les cél.lules immadures: 24 hores de
cultiu

.Si en la medul.la o0ssia predominen les céel.lules madures: com a minim,
72 hores de cultiu (en cas de coincidir amb el cap de setmana es pot allargar a
96 0 120 hores)

-Remenar el cultiu per inversio una vegada cada dia.

C. Processat de la mostra

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

2.2.1.3.3. Tecnica de citogenética convencional en cultius de gangli

limfatic

A. Obtencio d’una suspensio cel.lular a partir de la peca de gangli limfatic
Previament al cultiu de gangli limfatic cal processar la mostra (peca de teixit
solid) per tal d’obtenir una suspensié cel.lular que sigui possible posar a
cultivar.

-Abans d'iniciar el procés d’obtencio de cel.lules aillades, es talla la peca de
gangli i una part (d’'una mida aproximada de 1,5 x 1,5 x 0,5 cm) s'utilitza per a

fer improntes sobre un portaobjectes. Aixd ens permetra, un cop realitzada una
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tincio de May-Grinwald Giemsa, observar la morfologia de les ceél.lules
obtingudes i orientar el tipus de cultiu a realitzar.

-L’altra part de la peca s'utilitzara per a I'obtencié de la suspensié cel.lular.
Sobre una capsula de petri esteril amb 5 mL de medi RPMI-1640 amb heparina
sodica a I'1% es col.loca la peca. Amb unes pinces o agulla estérils es manté
ferm el fragment de gangli amb una ma. Amb I'altra ma es procedira a punxar el
gangli amb una agulla i xeringa de 5 mL esterils. En una primera etapa es
procedeix a punxar la peca repetides vegades i posteriorment es procedeix a
aspirar el medi de cultiu i a injectar-lo dins la peca. Aquest procés es repetira
moltes vegades, de manera que les cél.lules que hi ha a linterior del gangli
limfatic aniran sortint pels forats que hem practicat a la superficie de la peca.
S’ha d’observar que el medi de cultiu va adoptant un aspecte cada vegada més
térbol, indicatiu de la presencia de cel.lularitat. El procés d’injeccié de medi dins
la peca s’atura quan aquesta ha quedat molt desfeta o bé quan la suspensio
cel.lular és prou rica en cél.lules per a posar el cultiu de citogenetica (dependra
de la mostra).

-La suspensié cel.lular es recull amb una pipeta Pasteur esteril i es col.loca en
un tub de plastic de 10 mL estéril.

-Centrifugar la mostra durant 7-8 min. a 1500 rpm.

-Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment cel.lular.

-Procedir a fer un comptatge cel.lular amb un comptador automatic o amb

camera de Neubauer.

B. Manipulacio del medi de cultiu i de la mostra abans de procedir al
cultiu
-Descongelar un flascé amb medi complert (RPMI 1640, Serum bovi fetal, L-
Glutamina, Penicilina-Estreptomicina, Heparina), a T ambient o al bany maria
a 37°C.
-Depenent del tipus de ceél.lules que predominin en el gangli (observades en la
impronta) s’afegira o no mitogen al cultiu:
.Si en el gangli predominen les cél.lules immadures: sense mitogen.
.Si en el gangli predominen les cel.lules madures: amb mitogen. Afegir
0.1 mL de TPA.
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-Afegir-hi la mostra de gangli limfatic. La quantitat de mostra a afegir esta en
funcié del n° total de cél.lules. Es ideal ajustar el cultiu a 2x10° cél/mL, per tant,
caldra calcular el volum de suspensié cel.lular necessaria per obtenir la

concentracié préviament esmentada.

C. Cultiu
-Obrir una mica el tap del flasco i col.locar-lo a I'estufa de cultiu a 37°C i 5%
CO:s.
-El temps de cultiu dependra del tipus de cel.lules que predominin a la
suspensio cel.lular:

. Si en el gangli predominen les cel.lules immadures: 24 hores de cultiu

. Si en el gangli predominen les cel.lules madures: 72 hores de cultiu

-Remenar el cultiu per inversié una vegada cada dia.

D. Processat de la mostra
El processat de la mostra és el mateix que per sang periférica (veure apartat
2.2.1.3.1).

2.2.1.3.4. Tecnica de citogenética convencional en cultius de liquid pleural

A. Manipulaciéo del medi de cultiu i de la mostra abans de procedir al
cultiu

-Descongelar un flascé amb medi complert (RPMI 1640, Serum bovi fetal, L-
Glutamina, Penicilina-Estreptomicina, Heparina), a T2 ambient o al bany maria
a 37°C.

-Centrifugar la mostra de liquid pleural durant 8 minuts a 1500 rpm. Un cop
centrifugada, es descarta el sobrenedant i es resuspen amb 1-2 mL de medi
RPMI-1640 amb heparina i es procedeix a fer un comptatge de les cel.lules
amb comptador automatic o bé amb camera de Neubauer. Depenent de la
cel.lularitat de la mostra s’afegiran els mL necessaris de suspensio per ajustar

el cultiu a 2x10° cel/mL.
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-Depenent del tipus de cél.lules que predominin en el liquid pleural (observades
en les extensions procedents citocentrifugacié de la mostra) s’afegira o no
mitogen al cultiu:

.Si predominen les cél.lules immadures: sense mitdgen

.Si predominen les cél.lules madures: amb mitogen. Afegir 0.1 mL de

TPA.

-Afegir-hi la mostra de liquid pleural.

B. Cultiu
-Obrir una mica el tap del flascé i col.locar-lo a I'estufa de cultiu a 37°C i 5%
COa.
-El temps de cultiu dependra del tipus de cél.lules que predominin a la
suspensio cel.lular:

. Si en el liquid pleural predominen les cel.lules immadures: 24 hores de
cultiu

. Si en el liquid pleural predominen les cel.lules immadures: 72 hores de

cultiu

C. Processat de la mostra
El processat de la mostra és el mateix que per sang periférica (veure apartat
2.2.1.3.1).

2.2.1.4. Tecniques de bandes

Les preparacions obtingudes s’analitzen seguint la tecnica de bandes G amb
tampd de Sorensen i colorant de Wright. En aquest cas, es tenyeixen les
preparacions amb una solucié composta per 3 parts de tamp6 de Sorensen i 1
part de colorant de Wright (veure apartat 2.3.2) durant 2-6 minuts (dependra de
si el colorant és acabat de fer o és vell), s’esbandeixen amb aigua de l'aixeta i

s’assequen amb un paper de filtre.
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2.2.1.5. Analisi microscopica | nomenclatura de citogenetica

convencional

S’han estudiat un minim de 20 metafases per cada cas al microscopi optic, amb
I'objectiu de x100 d’'immersié. Cal cariotipar un minim de 5 metafases i comptar
les restants. Per al cariotipatge s’ha utilitzat el sistema d’analisi d'imatges digital
Cytovision (Applied Imaging).

Les anomalies cromosomiques s’han descrit seguint la nomenclatura ISCN
1995. Es considera que una alteracio cromosomica és clonal quan la mateixa
alteracio estructural o guany d’'un cromosoma es troba com a minim en dues
metafases 0, en cas de ser una pérdua d’'un cromosoma, es troba com a minim

en tres metafases.

2.2.2. TECNIQUES D’'HIBRIDACIO IN SITU (HIS)

2.2.2.1. Tipus de mostres

Les mostres per a la realitzacié de les diverses técniques d’hibridacio in situ
(HIS) procedien de mostres de citogenética convencional. Aguestes mostres
havien estat emmagatzemades amb solucio fixadora de Carnoy (3 parts de
metanol i 1 part d’acid acetic) a una temperatura de —20°C a —80°C. EIl periode
d’emmagatzematge de les mostres abans de realitzar la tecnica d’HIS va ser

variable, des de pocs dies fins a 5-6 anys.

2.2.2.2. Metodologia d’hibridacio in situ

Al llarg del periode de temps en el qual s’ha realitzat aquest treball
d’investigacid, les técniques d’'HIS han evolucionat considerablement, de
manera que:

- En una primera etapa es va utilitzar una tecnica d’HIS amb marcatge

indirecte de les sondes amb biotina i deteccié immunoenzimatica amb la

reaccio de la peroxidasa. Aquesta tecnica es va aplicar a totes les mostres

procedents de pacients afectes de LCM (article 3) i de LEZM (article 4)

analitzades amb sondes de pintat cromosomic de diferents cromosomes
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(Cambio). També fou aplicada a una part de les mostres de LLC-B atipiques
(article 1) i a totes les mostres de LEZM (article 4) analitzades amb la sonda
centromerica del cromosoma 12 (Oncor).

- En una segona etapa es va utilitzar una técnica de HIS amb marcatge

directe de les sondes amb fluorescéncia. A aquesta técnica se I'anomena

FISH, de I'anglés Fluorescence in_situ_hybridization. Cal esmentar que

s’han utilitzat sondes de FISH marcades amb dos tipus de fluorocroms,
Spectrum Green (color verd) i Spectrum Orange (vermell) (Vysis). Aquesta
metodologia s’ha aplicat a la part restant de LLCa amb la sonda del
cromosoma 12 (CEP 12) i a totes elles amb les sondes de locus especific
LSI 13914 i LSI p53 (article 1). En el cas de la LLCa amb dic(17;18) (article
2) s’han aplicat les sondes centromeriques dels cromosomes 17 (CEP 17) i
18 (CEP 18) i la sonda de locus especific LSI p53. També s’ha aplicat a
totes les mostres de LEZM (article 4) i a la mostra de LBPP (article 5)

analitzades amb la sonda centromerica del cromosoma 3 (CEP 3).

Els protocols per les esmentades tecniques es detallen a continuacio.

2.2.2.2.1. Protocol d’HIS amb marcatge indirecte de les sondes amb
biotina i detecci6 immunoenzimatica amb la reaccié de la peroxidasa.

Sondes centromeriques i de pintat cromosomic

A. Pretractaments de les mostres

-Tractament amb RNAsa

El tractament amb RNAsa té la funcio d’eliminar 'ARN que pugui interferir en la
reaccio d’hibridacié. Per aix0, es cobreixen les preparacions amb una solucio
de RNAsa A a 100 ng/mL en 2" SSC pH7 (200 nL per portaobjectes). Les
preparacions es cobreixen amb un cobreobjectes i s'incuben en cambra humida
a 37°C durant una hora. Posteriorment es renten les preparacions en tres
banys de 2xSSC durant 5 minuts a temperatura ambient i en un quart bany de
2xSSC durant 5 minuts a 37°C.
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-Tractament amb Pepsina

El tractament amb pepsina té la funcio d’eliminar la membrana cel.lular i facilitar
'accés de la sonda a 'ADN diana. També s’ha proposat que aquest enzim podria
hidrolitzar parcialment la sequencia de 'ADN i permetre aixi un millor accés de la
sonda. Tot seguit, es submergeixen en un bany de pepsina 0.1 mg/mL en HCI
0.01 N a 37°C durant 5 minuts. A continuacio, s’esbandeixen en una solucié de

1xPBS a temperatura ambient durant 5 minuts.

-Fixaciéo amb Formaldehid

La fixaci6 amb formaldehid té la funcid de mantenir al maxim l'estructura
cromosomica de I'ADN. Les preparacions es col.loquen en un bany de
formaldehid a '1% i 50 mM de MgCl, en un tampé de PBS durant 10 minuts a
temperatura ambient. Les preparacions s’esbandeixen en una solucio de 1xPBS
a temperatura ambient durant 5 minuts. Les preparacions es deshidraten en una
seérie de banys d’etanol a 70, 90 i 100%, 5 minuts a cada bany, i es deixen

eixugar a I'aire durant un minim de 30 minuts.

B. Desnaturalitzacié de I'ADN de les mostres i de les sondes

La desnaturalitzacio de 'ADN és el procés pel qual la doble helix d’acid nucleic
se separa en dues cadenes senzilles. Aquest procés s’aplica tant a 'ADN de la
mostra com a I’ADN de la sonda (en cas que aquesta estigui formada per ADN
de cadena doble) per tal que la hibridacié entre ells sigui possible.

El metode més utilitzat per a desnaturalitzar I'ADN és el tractament termic (per
cada cas cal establir el temps i la temperatura adequats). En aquest metode
s'utilitza la formamida, un dissolvent organic que disminueix la constant
dieléctrica de la solucié de desnaturalitzacio i redueix I'estabilitat termica de la
doble hélix. La formamida permet, doncs, la desnaturalitzaci6 de I'ADN a
temperatura més baixa, fet que fa mantenir una bona morfologia del nucli i dels
cromosomes. La concentracié optima de formamida es troba entre el 50 i el
70%, i €s la que proporciona una major taxa de desnaturalitzaci6 i hibridacié

posterior sense presentar inespecificitat de marcatge en altres cromosomes.
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-Desnaturalitzacio de les mostres

Es submergeixen les preparacions en un bany de formamida al 70% en 2xSSC
pH7 durant 3 minuts a 70-72°C. Immediatament es procedeix a submergir les
preparacions en un bany d'etanol al 70% fred (0-4°C) durant 5 minuts per aturar
en sec el procés de desnaturalitzacio i evitar la renaturalitzacié de I'’ADN. Tot
seguit es prosegueix amb la resta de banys detanol al 90 i 100% per a
completar el procés de deshidratacid. Les preparacions es deixen eixugar a

I'aire com a minim 30 minuts fins el moment de la hibridacio.

-Desnaturalitzacio de les sondes
La temperatura i temps de desnaturalitzacié de les sondes és diferent si
s'utilitzen sondes centromériques o de pintat cromosomic:

.Sondes _centromeériques: es col.loquen en un eppendorf 0.5 nL de la sonda

centromerica, 1nL d’ADN d’esperma de salmé i 8.5nL de tampd6 d’hibridacié
(formamida al 65%, dextran sulfat al 10% i 20xSSC) (quantitats per cada
mostra). Es barreja bé i es col.loca al bany a 70°C durant 5 minuts. Un cop
transcorregut aquest temps, es col.loca I'eppendorf en gel durant 1-2 minuts.

.Sondes de pintat cromosomic: abans de desnaturalitzar la sonda cal

preescalfar-la, de manera que es col.loca tot el tub de la sonda del cromosoma
que es vulgui hibridar durant 5 minuts a 37°C. Tot seguit, es col.loquen 10 nL
de sonda (per cada mostra) i es desnaturalitzen de 5 a 10 minuts en un bany a
72°C. Finalment, es col.loca I'eppendorf amb la sonda en un bany a 37°C

durant un periode de 30 minuts a 2 hores abans d’hibridar.

C. Reacci6 d’hibridaci6

Les sondes utilitzades han estat les seguents:

-Sondes centromériqgues (Oncor):

Sonda de la regi6 centromérica del cromosoma 12 marcada amb biotina
(pSP12-1, que conté el fragment EcoRl de 340 pb).

82



Material i Métodes

-Sondes de pintat cromosomic (Cambio):

Les sondes de pintat cromosomic estan formades per una bateria o llibreria de
sondes que abarquen la totalitat del cromosoma. En el present treball s’han
utilitzat les sondes dels cromosomes 1, 2, 3, 4, 7, 9, 11, 12, 13, 14, 17, 181 20
(article2)i1, 3,6,7,8,11, 12, 13, 14 i 18 (article 3).

Per tal que tingui lloc la hibridaci6 es col.loquen 10 nL de sonda i tampd
d’hibridacié sobre cada preparacid i es cobreixen amb un cobreobjectes. Es
segellen els cobreobjectes amb cola i s’incuben les mostres durant tota la nit en

una cambra humida a 37°C.

D. Rentats de post-hibridacié

Els rentats de posthibridacié permeten eliminar I'excés de sonda que no ha
hibridat i també dissociar els possibles hibrids no perfectes que s’hagin format
entre regions amb una homologia molt elevada perd no total. L'eficacia
d’aquests rentats dependra de la concentracidé de formamida, la concentracio
de sals i la temperatura (Hopman i col., 1988). Els rentats utilitzats pels
diferents tipus de sondes han estat els seguents:

-Sondes centromerigues: Es realitzen tres rentats en una solucié de formamida

al 65% durant 5 minuts a 42°C, tres rentats en 2xSSC durant 5 minuts a 42°C i

dos rentats en 2xSSC durant 5 minuts a 37°C. Després es col.loquen les
preparacions en una solucié de 1xPBS amb 0.05% de Tween-20 a temperatura
ambient fins el procés de deteccid de senyals.

-Sondes de pintat cromosoOmic: Es realitzen tres rentats en una solucié de

formamida al 50% durant 5 minuts a 45°C i tres rentats en 0.1xSSC durant 5
minuts a 60°C. Després es col.loquen les preparacions en una solucié de
1xPBS amb 0.05% de Tween-20 a temperatura ambient fins el procés de

detecci6 de senyals.

E. Detecci6 dels senyals d’hibridacié pel métode d'immunoperoxidasa

El procés immunoenzimatic de deteccié de senyals es realitza a través d’'una
série d’'incubacions en cambra humida a 37°C amb diferents anticossos. Totes
les dil.lucions, aixi com els rentats, es fan amb una solucié de 1xPBS amb
0.05% de Tween-20.
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-S’incuben les preparacions amb serum normal de conill (NRS) al 2%
durant 30 minuts
-Es realitzen tres rentats de 5 minuts a temperatura ambient.
-S’incuben les preparacions amb serum normal de ratoli al 2% i I'anticos
anti-biotina de ratoli al 2% (MAB) durant 45 minuts.
- Es realitzen tres rentats de 5 minuts a temperatura ambient.
- S’incuben les preparacions amb serum normal de ratoli al 2% i I'anticos
de conill anti-ratoli conjugat amb peroxidasa (RAMPO), dil.lucié 1/80,
durant 45 minuts.
- Es realitzen tres rentats de 5 minuts a temperatura ambient.
- S’'incuben les preparacions a 37°C durant 10 minuts en una solucié de
coloraci6 de diaminobenzidina (70 mL PBS-imidazol, 5 mL
diaminobenzidina i 200nL de peroxid d’hidrogen).
- Es realitzen tres rentats de 5 minuts amb aigua destil.lada a
temperatura ambient.
Les zones hibridades es manifesten com a taques de color ocre més o menys
intens. Per a contrastar els nuclis en interfase i les metafases s'utilitza el

colorant de Wright/Sdérensen (tincié de 2-3 minuts).

F. Observacio al microscopi optic
Les preparacions s’han examinat en un microscopi optic de llum convencional

Olympus BH2 utilitzant els objectius de x10, x50 i x100.

2.2.2.2.2. Protocol d’HIS amb marcatge directe amb fluorescencia. Sondes

centromeriques i de locus especific
El protocol que s'utilitza en aquest tipus de sondes és molt més curt i

simplificat. Se segueixen basicament les instruccions que doéna la casa

comercial (Vysis, en el nostre cas).
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A. Desnaturalitzacio de I'ADN de les mostres i de les sondes

-Desnaturalitzacio de les mostres

Es submergeixen les preparacions en un bany de formamida al 70% en 2xSSC
pH7 durant 5 minuts a 74°C. Immediatament es procedeix a submergir les
preparacions en un bany d'etanol al 70% fred (0-4°C) durant 2 minuts per aturar
en sec el procés de desnaturalitzacio i evitar la renaturalitzacié de I'ADN. Tot
seguit es prosegueix amb la resta de banys d’etanol al 85 i 100% per completar
el procés de deshidratacié. Les preparacions es deixen en etanol al 100% fins

el moment de col.locar la sonda desnaturalitzada.

-Desnaturalitzaci6 de les sondes centromeriques i de locus especific

Es col.loquen en un eppendorf 1ni de la sonda, 2ni d’aigua destil.lada i 7ni de
tampd d’hibridacio (formamida al 65%, dextran sulfat al 10% i 20xSSC)
(quantitats per cada cas). S’agita bé i es tapa amb paper d’al.lumini ja que la
sonda esta marcada directament amb un fluorocrom i el contacte amb la llum li
pot fer perdre intensitat de fluorescencia. Es centrifuga la barreja 5 segons i es
col.loca al bany a 74°C durant 5 minuts. Un cop transcorregut aquest temps, es
torna a centrifugar la sonda per recollir-la tota al fons de I'eppendorf i es
col.loca dins la cambra humida que haurem preparat i col.locat sobre la placa

calefactora a 45-50°C fins el moment d’hibridar.

B. Reacci6 d’hibridacioé

Les sondes utilitzades han estat les seguents:

-Sondes centromeriques:

. Sonda de la regié centromeérica del cromosoma 3 (CEP_3): aquesta sonda

abarca la regi6 pll.1-g11.1 del cromosoma 3. S’ha utilitzat marcada

directament amb Spectrum Orange.

. Sonda de la regié centromeérica del cromosoma 12 (CEP 12, D12Z3): aquesta

sonda abarca la regi6 pl11.1-g11 del cromosoma 12. S’ha utilitzat tan marcada

directament amb Spectrum Green com amb Spectrum Orange.
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. Sonda de la reqio centromérica del cromosoma 17 (CEP 17, D17Z1): aquesta

sonda abarca la regié p11.1-g11 del cromosoma 17. S’ha utilitzat tan marcada

directament amb Spectrum Orange.

. Sonda de la reqio centromérica del cromosoma 18 (CEP 18, D18Z1): aquesta

sonda abarca la regi6 p11.1-g11 del cromosoma 18. S’ha utilitzat tan marcada

directament amb Spectrum Green.

-Sondes especifiques de locus:

. Sonda especifica de locus de la regié 13914 (LSI 13, Rb locus, band 13g14):

aguesta sonda abarca la regié 13914 on es localitza el gen de retinoblastoma

(RB1 o Rb). S’ha utilitzat marcada directament amb Spectrum Orange.

.Sonda especifica de locus de la reqié 17p13.1 (LS| p53): Aquesta zona abarca

una regié de 130 Kb a 17p13.1 on es localitza el gen TP53. S’ha utilitzat

marcada directament amb Spectrum Orange.

La mostra es posa sobre la placa calefactora, durant 2 minuts com a maxim,
abans de posar-hi la sonda. Tot seguit es col.loquen 10 niL de sonda sobre
cada preparacié i es cobreix amb un cobreobjectes. Es segella amb cola i
s’incuben les mostres durant tota la nit en una cambra humida a 37°C. Cal
realitzar el procés en absencia de llum ja que les sondes estan marcades

directament amb fluoresceéncia.

C. Rentats de post-hibridacio

Es realitzen tres rentats en una solucié de formamida al 50% durant 10 minuts
a 45°C, un rentat en 2xSSC durant 10 minuts a 45°C i un rentat en
2xSSC/0.1%Tween-20 durant 5 minuts a 45°C. Es recomanable que la mostra

no s’eixugui del tot abans de posar-hi la contratincio.
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- Contratincio6

Per tal de poder observar el fons de la preparacio (els cromosomes i els nuclis
en interfase) es col.loquen sobre les preparacions 10 nL de DAPI Il (DAPI +
Antifade) a l'area seleccionada i un cobreobjectes a sobre. EI DAPI és un
fluorocrom que s’uneix de forma inespecifica a tot 'TADN i ens permet veure’l de
color blau intens amb un filtre de fluorescencia adequat. Les preparacions es
guarden a —20°C durant 30 minuts i, passat aquest temps, es pot procedir a

I'observacio.

E. Observacié al microscopi de fluorescencia i obtencié d’imatges de
FISH

Les preparacions s’han examinat en un microscopi optic amb dispositiu
d’epifluorescencia NIKON Eclipse 600. S’han utilitzat els objectius de x10 i
x100. Per obtenir imatges de FISH s’ha utilitzat el sistema d’analisi d'imatges

digital Cytovision (Applied Imaging).

2.2.2.3. Criteris de valoracio de la HIS i establiment dels nivells de tall per

a cada tipus de sonda

Els criteris utilitzats en la valoracié de la HIS han estat els seglents:

A. Nombre de cél.lules analitzades:

- Sondes centromeériques: s’han analitzat un minim de 200 nuclis per cas.

- Sondes especifigues de locus: s’han analitzat un minim de 100 nuclis per cas.

- Sondes de pintat cromosomic: s’han analitzat un minim de 10 metafases per cas.

B. Establiment dels nivells de tall per a la determinacié de certesa d’existencia

d’alteracions cromosomiques:

- _Sondes centromerigues i _especifigues de locus: per cada tipus de sonda

(centromeriques dels cromosomes 3 i 12, LSI 13g14 i LSI p53) s’ha aplicat la técnica
d’HIS en una série de 10 individus control sans (mostres de sang periférica, medul.la

ossia i gangli limfatic).
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En les sondes centromeériques s’han valorat un total de 500 nuclis per cas, fent un
recompte del nombre de nuclis amb cap, un, dos, tres i quatre o més senyals. Els
nivells de tall per establir la diferencia entre els resultats veritablement positius i els
falsos positius per a monosomies, trisomies i tetrasomies s’obtenen de calcular la
mitjana + 2 vegades la desviacié estandart (M+2SD). Aquests nivells de tall per a
sondes centromeriques en el nostre laboratori s’han establert a 5% per a trisomies i

15% per a monosomies.

En les sondes especifiques de locus s’han valorat un total de 200 nuclis per cas, fent
un recompte del nombre de nuclis amb cap, un, dos, tres i quatre o més senyals. Els
nivells de tall per establir la diferencia entre els resultats veritablement positius i els
falsos positius per a delecions, trisomies i tetrasomies parcials per la regié estudiada
s’obtenen també de calcular la mitjana £ 2 vegades la desviaci6 estandart (M+2SD).
Aquests nivells de tall per a sondes de locus especific en el nostre laboratori s’han

establert a 5% per deteccio de guanys i 15% per detecci6é de pérdues o delecions.

- Sondes de pintat cromosomic: és molt dificil establir uns nivells de tall per

aguest tipus de sondes, ja que es valoren unes alteracions estructurals
especifiques en cada cas, que pot ser que no es repeteixin en els altres casos.
Aixi doncs, en el nostre cas varem posar a punt la técnica en el laboratori
utilitzant controls sans i varem validar el bon funcionament d’aquesta. En
aguest treball hem considerat un resultat com a positiu quan una alteracié
estructural concreta s’ha confirmat com a minim en dues metafases del mateix

individu.
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2.3. REACTIUS | SOLUCIONS

2.3.1. Components del medi de cultiu

-RPMI-1640 (Biological Industries)

-Heparina sodica 1% (Rovi)

-Sérum bovi fetal (Biological Industries)

-L-Glutamina 200 mM (Biological Industries)

-Penicil.lina (10.000 Ul/mL)-Estreptomicina (10nmg/mL) (Gibco)

2.3.2. Tecnica de citogenetica convencional

1. Mitogens
-Fitohemaglutinina (PHA) (Gibco)

-Acetat de miristat de tetraforbol (TPA) (Sigma)
-Pokeweed mitogen (PWM) (Gibco)
-Lipopolisacarid d’ Escherichia coli (LPS) (Sigma)
-Dextran sulfat (DXS) (Sigma)

2. Antimitotic

- Colcemid 10nmg/mL (Biological Industries)

3. Hipotonic
- Solucio de clorur potassic 0.075 M (Merck)

4. Fixador
- Carnoy
.3 parts de metanol p.a. (Merck)

.1part d’acid aceétic p.a. Merck)
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5. Colorant
-Colorant de Wright (Sigma)

.0.25% en metanol p.a. (Merck)

. Agitar durant una hora a temperatura ambient

. Incubar durant 72 hores en estufa a 37°C

. Conservar a la nevera fins el moment de ser utilitzat
-Tampo6 de Sérensen

4,539 mg/mL fosfat monopotassic (Merck)

.5,938 mg/mL fosfat disodic (Merck)

2.3.3. Téecnica d’hibridacié in situ

1. Pretractaments

- RNAsa (Sigma)

- Pepsina (Sigma)

- Acid clorhidric fumant al 37% p.a. (Merck)

- Formaldehid en soluci6é aquosa al 39% p/v (Merck)
- Solucié de 10xPBS
. 4 mg/mL fosfat monopotassic dihidratat (Merck)
.23 mg/mL fosfat disodic monohidratat (Merck)
.80 mg/mL florur sodic (Merck)

2. Desnaturalitzaci6

- Solucié de formamida al 70%
. Formamida, p.a. (Merck)
. Solucié de 20xSSC (pH 6.2-6.3)
.88.23 mg/mL citrat trisodic dihidratat (Merck)
.175.32 mg/mL clorur sodic (Merck)

3. Deshidratacions
- Solucions d’etanol, p.a. (Merck) al 70, 90 i 100%
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4. Sondes

-Centromériques
. Alpha satellite 3 DNA probe (CEP 3) marcada amb Spectrum Orange
(VYSIS)
. Alpha satellite 12 DNA probe (CEP 12) marcada amb Spectrum Green
o0 Spectrum Orange (VYSIS)
. Alpha satellite 12 DNA probe (D12Z3) marcada amb biotina (Oncor)
. Alpha satellite 17 DNA probe (CEP 17) marcada amb Spectrum Orange
(Vysis)
. Alpha satellite 18 DNA probe (CEP 18) marcada amb Spectrum Green
(Vysis)

-Pintat cromosomic
. Star FISH paint box-Biotin labelled (Cambio)

- Especifiques de locus
. Sonda LSI 13 (13g14, Rb) marcada amb Spectrum Orange (Vysis)
. Sonda LSI p53 (17p13) marcada amb Spectrum Orange (Vysis)

5. Solucié d’hibridacié per la sonda centromérica marcada amb biotina
-Mix d’hibridacio
.Soluci6 de formamida al 65%

.Dextran sulfat 10% (Sigma)
.Solucié de 20xSSC (Merck)
-ADN d’esperma de salmo (Sigma)

6. Rentats de posthibridacio

- Solucié de formamida al 65%

- Solucio de formamida al 50%

- Solucié de 2xSSC (100 mL de 20xSSC i 900 mL d’aigua destil.lada)

- Solucié de 0.1xSSC (5 mL de 20xSSC i 995 mL d’aigua destil.lada)

- Solucié de 2xSSC/Tween-20 al 0.1% (100 mL de 20xSSC, 900 mL d’aigua
destil.lada i 1mL de Tween-20 (Sigma)
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7. Detecci6 de la hibridacio. Métode indirecte

- Reaccié immunocitoquimica
. Serum normal de conill (NRS) (Dako)
.Anticos monoclonal de ratoli antibiotina (MAB) (Dako)
Anticos monoclonal de conill antiratoli conjugat amb peroxidasa (RAMPO)
(Dako)
- Solucié de coloracio
.Tetrahidroclorur de diaminobenzidina 0.5 mg/mL (Sigma)
.Imidazole 0.65% en solucio fosfatada (Merck)
.Peroxid d’hidrogen 0.06% (Merck)

8. Detecci6 de la hibridacio. Métode directe
- DAPI Il (DAPI+Antifade) (Vysis)
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Cytogenetic and in situ hybridization findings in 27 patients with atypical B-cell
chronic lymphocytic leukemia. Haematologica 84: 569-571, 1999.
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We performed FISH using specific centromeric
probes for chromosomes 3, 7, 11 and 18 on cultured
peripheral blood cells, because these are frequently
involved in plasma cell dyscrasias.346 We evaluated
500 nuclei per probe. Trisomy 3 was detected in
34.8% of the cells and trisomy 18 in 27.2%. Disomy
for chromosomes 7 and 11 (94.2% and 91.2% of the
cells respectively) was observed.

The combination of MGG staining and FISH with
a centromeric probe for chromosome 18 was per-
formed as described by Anastasi et al.> Previously
photographed cells were relocated for evaluation of
FISH signals on peripheral blood lymphocytes and
plasma cells. One hundred and fifty-two cells were
studied: 82/116 plasma cells and 10/36 lymphocytes
could be tested for FISH signals. Trisomy 18 was
found in 65% of the plasma cells (52/82) and in 1 out
of 10 lymphocytes (Figures 1 and 2). We observed
that not all but a large proportion of plasma cells
had trisomy 18, suggesting that the numerical cyto-
genetic abnormality could be a secondary change. In
addition, we detected trisomy 18 in only one out of
ten circulating lymphocytes. Although clonotypic
rearrangements as defined by the bone marrow plas-
ma cells in myeloma have been reported among
blood lymphocytes, the precise nature of the periph-
eral blood B cells in MM remains unclear.” Our
results suggest that peripheral blood lymphocytes
probably belong to the malignant clone but we can
not exclude a false FISH signal.

The present report shows the usefulness of the FISH
technique in detecting numerical abnormalities not
observed by conventional cytogenetic studies and
that the combined MGG-FISH technique is a sensi-
tive test for identifying the cell-lineage of cytogenetic
abnormalities.

Elisabet Lloveras, Francesc Solé, Blanca Espinet,
Lourdes Florensa, Antonia Vazquez,* Soledad Woessner

Laboratori de Citologia Hematologica, Unitat d’Hematologia 1973,
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d'Investigaci6 Médica (IMIM), Barcelona, Spain
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Cytogenetic and in situ hybridization findings
in 27 patients with atypical B-cell chronic
lymphocytic leukaemia

Sir,

Atypical B-CLL (aCLL) is a cytologically differenti-
ated form of B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-
CLL) first described by the FAB group.* aCLL is the
variant that has 10-55% of large lymphocytes, pro-
lymphocytes and/or centrocytes.® The most common
cytogenetic abnormality associated with aCLL is tri-
somy 12.27 Other chromosomal abnormalities involve
4q, 6021-923, 11q, t(11;14)(q13;932), 13q14, 17p
and 17q.#%8 The aim of the present study is to
describe the cytogenetic findings in a series of 27
aCLL, focusing our interest on the detection of tri-
somy 12, del(13)(g14) and del(17)(p13) combining
conventional cytogenetics (CC) with insitu hybridiza-
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Table 1. Cytogenetic and ISH features in 27 patients with aCLL.

Case  Karyotype (Conventional cytogenetics) Mitogens used

% Abnormal % Trisomy 12 % Monosomy % Monosomy

metaphases by ISH 13914 by ISH 17p13 By Ish

1 46, XX [51] PHA, PWM, LPS 0% (0/51) 24% 1% 0%
2 46, XY [38] PHA, PWM, LPS 0% (0/38) 1% ND ND
3 46, XY [18] PHA 0% (0/18) 2% ND ND
4 47, XY, +12 [35] PHA, PWM, DXS+PHA

46, XY [15] PHA, PWM, DXS+PHA 70% (35/50) 81% 0% 3%
5 46, XY [20] NM 0% (0/20) 3% 13.5% 0.5%
6 46, XX [18] TPA, PWM

46, XX, +12, -17 [2] TPA, PWM 10% (2/20) 37% ND ND
7 46, XY [29] PHA, PWM, DXS+PHA 0% (0/29) 2% 1% 1%
8 46, XX [39] PHA 0% (0/39) 42% 2% 0%
9 46, XY[34] PHA, LPS 0% (0/34) 1% 2% 2.5%
10 46, XX [18] PHA

46, XX, der(17)t(11;17)(p11;p11) [10] PHA 56% (10/28) 3% ND ND
11 46, XY [32] PHA 0% (0/32) 27% 1% 0.5%
12 46, XY [35] PHA

47, XY, +12 [4] LPS 10% (4/39) 66% 2% 0.5%
13 46, XY [25] PHA

45, XY, -13 [2] PHA 7% (2/27) 30% 1% 1%
14 46, XX [48] PHA 0% (0/48) 60% 1% 3%
15 46, XY [19] PHA

47, XY, +12 [12] PHA, LPS 39% (12/31) 60% 2% 0%
16 46, XX [4] PHA

47, XX, +12 [3] PHA 43% (3/7) 70% 2% 0%
17 46, XY [4]* NM

47, XY, +12 [2]* NM 33% (2/6)* 19%*30% 1% 4%
18 46, XX [22] PHA 8% (2/24) 70%

47, XX, +12 [2] PHA

46, XX [20]* NM]* 0% (0/20)* 20%* ND ND

46, XX [11]° PHA® 18% (3/14) °© 39%°

47, XX, +ac [3]° PHA®
19 46, XX [24]* PHA 0% (0/24)* 12%* ND ND
20 46, XX [46] PHA 2% (1/47) 2% 6% 2%

47, XX, 1(3;15)(q27;026) [1] PHA
21 46, XY [40] PHA 0% (0/40) 9% ND ND
22 46, XX [57] PHA 0% (0/57) 2% 0% 0%
23 46, XY [15] PHA 25% (5/20) 1% ND ND

46, XY, del(7)(q32) [5] PHA
24 46, XY [30] PHA 0% (0/30) 3% ND ND
25 46, XY [23] PHA, TPA 0% (0/23) 2% 0% 0%
26 46, XX [5] PHA, TPA 75% (15/20) 3% ND ND

46, XX, del(14)(q24),

der(18)t(18;22)(q21-22;q11-13)

del(20)(q11), -22, +mar [15]
27 46, XX [48] PHA, TPA 0% (0/48) 22% 2% 0%

NM: No mitogen; Ac: acentric chromosome;*bone marrow sample; °pleural effusion sample; ND: not done (not enough sample to perform ISH).

tion (ISH) techniques.

Twenty-seven patients with aCLL, diagnosed
between 1989 and 1997, were included in this study.
Diagnosis was made in all cases according to stan-
dard clinical, cytologic and immunologic criteria. CC
analyses were carried out on lymphoid cells from
peripheral blood stimulated with different mitogens.
ISH was performed in all patients using a biotin- or
a spectrum green-labeled chromosome 12-specific
a-satellite DNA probe (Oncor/CEP 12, VYSIS). In
those patients from whom material was available
(17/27) a spectrum orange-labeled 13g14 band
DNA probe and a spectrum orange-labeled 17p13.1
band DNA probe (LSI 13 and LSI p53, VYSIS) were
applied to cultured peripheral blood cells. A mini-
mum of 200 nuclei per case were analyzed.

CC and ISH studies are described in Table 1. Clon-
al karyotypic aberrations were detected in 10/27 cas-
es (37%), six (22%) had trisomy 12, four as a sole
anomaly (15%). Other chromosomes involved were
7,11, 13, 14,17, 18, 20 and 22. Seventeen out of 27
patients (63%) showed trisomy 12 by ISH but only six
cases (22%) by CC. The percentage of trisomic cells

ranged between 9 and 81%, the median value being
40%. One patient showed 13914 monosomy, no
patient had monosomy 17p13.1.

Table 2 summarizes the main cytogenetic findings
in aCLL reported by other authors. We have confirmed
our earlier observation* that trisomy 12 represents a
distinct morphologic subgroup of B-CLL. The most
outstanding finding is the different percentage of tri-
somy 12 depending on the method used: 22% (6/27)
using CC and 63% (17/27) when ISH. In the present
series and in others,246 the incidence of trisomy 12
was higher with ISH studies were performed. Taber-
nero et al.? observed a significant association between
trisomy 12 and a high WBC count, but not with clin-
ical stage. In our series, in agreement with others349
we did not find any association between the karyotype
(normal/abnormal/trisomy 12) and the clinical
Binet/Rai stage nor between the karyotype and the
WBC count. As far as concerns other chromosome
anomalies detected by CC, we observed a del(7)(g32),
amonosomy 17 associated with trisomy 12, a der(17)
t(11;17) (p11;p11) and a complex karyotype involving
del(14) (g24) and der(18)t(18;22)(g21-22;911-13).
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Table 2. Comparison between % +12 detected by conven-
tional cytogenetics and by FISH in aCLL series.

Series Number of Clonal ~ +12 detected +12 detected
aCLL patients  karyotypic by conventional by in situ
analyzed  aberrations cytogenetics hybridization
by CC/ISH % % %

Criel et al., 19942 21 57(12/21) 48(10/21) 57 (12/21)
Matutes et al., 19963 39 72(28/39) 56 (22/39) ND

Woessner etal., 19964 13 62 (8/13) 31(4/13)  54(7/13)
Criel et al., 19973 67 55 (37/67) 36 (24/67) ND

Bigoni et al., 19976 43 63 (27/43) 21(9/43)  33(14/43)
Hjalmar et al., 19987 37 ND ND 24(9/37)
Present series 27 70 (19/27) 22(6/27) 63 (17/27)

The table only includes those series in which a distinction between aCLL patients
and tCLL patients was made. CC: conventional cytogenetics; ISH: in situ
hybridization; aCLL: atypical chronic lymphocytic leukemiat; CLL: typical chronic
lymphocytic leukemia.

Despite the fact that del(13)(q14) is associated with
CLL, only one case with this deletion was detected by
ISH.® Dohner et al.1° observed that abnormalities of
chromosome 17 occur at low frequency (9-15%), most
of them being structural abnormalities affecting the
short arm, where the TP53 tumor suppressor gene is
located. However, among our cases analyzed by ISH
no monosomy of 17p13 was detected. Summing up,
it is accepted that aCLL constitutes a subgroup dis-
tinct from typical CLL (tCLL), with different morpho-
logic features, cytogenetic findings and clinical evolu-
tion. Despite the fact that large B-CLL series combine
cytogenetic and ISH studies, few authors have distin-
guished between tCLL and aCLL. Further series would
be warranted in order to consider both subtypes of B-
CLL separately so as to obtain a better characteriza-
tion of their cytogenetic and molecular behaviors.

Blanca Espinet, Francesc Solé, Soledad Woessner,
Lourdes Florensa, Elisabet Lloveras, Carles Besses

Laboratori de Citologia Hematologica. Unitat d’Hematologia 1973;
Laboratori de Referéncia de Catalunya, Hospital de I'Esperanca.
Institut Municipal d’Assisténcia Sanitaria (IMAS), Barcelona, Spain

Keywords
Atypical B-cell chronic lymphocytic leukaemia (aCLL), cyto-
genetics, trisomy 12, 13q14, 17p13, in situ hybridization

Acknowledgements

Supported in part by the grant FI-2.103 about Researchers’
Formation from the “Generalitat de Catalunya” and by the
grant FIS 97/0655 from the “Ministerio de Sanidad y Con-
sumo”. Miguel Gil Garcia, from the “Instituto Municipal de
Investigacion Médica (IMIM)” was the responsible of the sta-
tistical analysis.

Correspondence
Blanca Espinet, Ph.D., Laboratori de Citologia Hematolog-
ica, Unitat d’Hematologia 1973, Laboratori de Referéncia de

Catalunya, Hospital de I'Esperanca, Av. St Josep de la Mun-
tanya, 12, 1°, Barcelona 08024, Spain. Phone: international
+34-93-2850200 ext. 2189-2243 — Fax: international +34-
93-2108406 — E-mail: €0037@imas.imim.es

References

1. BennettJM, Catovsky D, Daniel MT, et al. The French-
American-British (FAB) Cooperative Group: proposals
for the classification of chronic (mature) Band T lym-
phoid leukaemias. J Clin Pathol 1989; 42:567-84.

2. Criel A, Wlodarska I, MeeusP, et al. Trisomy 12 is
uncommon in typical chronic lymphocytic leukaemias.
Br J Haematol 1994; 87:523-8.

3. Matutes E, Oscier D, Garcia-Marco J, et al. Trisomy 12
defines a group of CLL with atypical morphology: cor-
relation between cytogenetic, clinical and laboratory
features in 544 patients. Br ) Haematol 1996; 92:382-
8.

4. Woessner S, Solé F, Perez-Losada A, Florensa L, Vila
RM. Trisomy 12 is a rare cytogenetic finding in typical
chronic lymphocytic leukemia. Leukemia Res 1996;
5:369-74.

5. Criel A, Verhoef G, Vlietinck R, et al. Further charac-
terization of morphologic defined typical and atypical
CLL: a clinical, immunophenotypic, cytogenetic and
prognostic study on 390 cases. Br ] Haematol 1997;
97:383-91.

6. Bigoni R, Cuneo A, Roberti MG, et al. Chromosome
aberrations in atypical chronic lymphocytic leukemia:
a cytogenetic and interphase cytogenetic study.
Leukemia 1997; 11:1933-40.

7. Hjalmar V, Kimby E, Sundstrém Ch, et al. Trisomy 12
and plasmacytoid lymphocytes in chronic leukemic B-
cell disorders. Haematologica 1998; 83:602-9.

8. Pérez Losada A, Wessman M, Tiainen P, et al. Trisomy
12 in chronic lymphocytic leukemia: an interphase
cytogenetic study. Blood 1991; 78:775-9.

9. Tabernero MD, San Miguel JF, Garcia JL, et al. Clini-
cal, biological and immunophenotypical characteris-
tics of B-cell chronic lymphocytic leukemia with tri-
somy 12 by fluorescence in situ hybridization. Cytom-
etry 1995; 22:217-22.

10. Dohner H, Stilgenbauer S, Fischer K, Bentz M, Lichter
P. Cytogenetic and molecular cytogenetic analysis of
B cell chronic lymphocytic leukemia: specific chromo-
some aberrations identify prognostic subgroups of
patients and point to loci candidate genes. Leukemia
1997; 11:519-S24.

Massive hemolysis in Clostridium perfringens
infection

Sir,

Clostridium perfringens infection is a very rare cause of
massive intravascular hemolysis, but it should always
be kept in mind since early treatment can rescue
patients from an otherwise rapidly fatal outcome.
We report a case which illustrates the very fast course
of this disease, and outline some features that can
help to reach a prompt diagnosis.

A 77-year-old woman presented with jaundice and
stupor of recent onset. Her temperature was 38°C and



