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Glosario de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Acido citrico: Acido 3-Hidroxi-1,3,5-pentatricarboxilico.
Ag: Antigeno.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ATM: Ataxia telangiectasia mutated.

BCLI: B-cell leukemia/lymphoma 1.

BCL2: B-cell leukemia/lymphoma 2.

BCLG6: B-cell leukemia/lymphoma 6.

BCR: B cell receptor.

CALA: Antigeno de la leucemia linfocitica aguda comun.

C: Region constante de las IgH.

CCNDI: Ciclina D1.

CD: Cluster differentiation.

CG: Centro germinal.

CDK: Ciclina dependiente de kinasa.

CDR1: Complementary determining regions.
D: Region de diversidad de las IgH.

DAPI: 4’-6"-diamidino-2-feniloide.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

Fig: Figura.

FISH: Fluorescence in situ hybridization.

FR: Framework.

Icr: Intermedial cluster region.

Ig: Inmunoglobulina.

IgH: Cadena pesada de las inmunoglobulinas.
IgL: Cadena ligera de las inmunoglobulinas.
IPI: indice pronéstico internacional.

J: Joining, de union.
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Kb: Kilobases.

Na SCN: Tiocianato sodico.

MYC: Myelocytomatosis viral oncogene homolog.
LB: Linfoma de Burkitt.

LBCG: Linfoma B difuso de Células Grandes.
LDH: Lactato deshidrogenasa.

LNH: Linfoma no Hodgkin.

LCM: Linfoma de Células del Manto.

LF: Linfoma Folicular.

LSI: Sondas de locus especifico.

MMC: Mayor mutation cluster.

MBR: Major breakpoint region.

mcr: Minor cluster region.

MO: Médula 6sea

MTC: Major translocation cluster.

mTCs: Minor tranlocation cluster.

N: Negativa.

NV: No valorable.

ND: No diagnosticado.

OS: Supervivencia global.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
REAL: Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms.
SB: Southern blot.

SI: Sistema inmune.

SSR: Secuencias sefializadoras recombinantes
Pb: Pares de bases.

P: Positiva.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

RT-PCR: Real time polymerase chain reaction.
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S: Region switch de las IgH.
SSC: Standar Saline Citrate Buffer.

TA: Temperatura ambiente.

TdT: Deoxinucleotidil transferasa terminal.

T-E: Tris-Edta.
V: Region variable de las IgH.

ver: Variant cluster region.
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1. Introduccion






Introduccién

Las neoplasias linfoides se entienden como proliferaciones clonales originadas a
partir de una unica célula B o T, que frecuentemente refleja un determinado estadio de

maduracion.

Realizar una clasificacion diferenciada y precisa de los linfomas ha constituido
siempre una fuente de discusion y controversia para clinicos, patélogos e investigadores
basicos, presentando problemas para determinar un diagnostico. De ahi la importancia de
recopilar el mayor nimero de datos acerca de ellas y correlacionar la informacion clinica,

morfoldgica, fenotipica y genética.

En los inicios, el diagnostico histopatologico de las neoplasias linfoides dependia
exclusivamente del reconocimiento de las alteraciones morfoldgicas, mediante un examen
microscopico: detallando el patrén histolégico, la citologia (linfocito o histiocito)' y el
patron de diferenciacion celular (bien diferenciado o pobremente diferenciado). En algunos
casos, las caracteristicas morfoldgicas por si solas, no son concluyentes para afirmar que
un proceso es maligno o benigno, sobre todo cuando se trata de linfomas extremadamente

polimorfos, en lugar de ser una poblaciéon mondtona de células neoplasicas.

A mediados de los 70 aparecen nuevas técnicas de diagnostico que complementan a
las morfologicas. Se trata de técnicas inmunohistoquimicas desarrolladas para hacer un

estudio inmunofenotipico, que ayudan a discriminar y determinan la estirpe celular B.

En la tltima década se produce un avance en el conocimiento de los linfomas,
gracias al desarrollo de las técnicas moleculares, que permiten determinar la clonalidad de
los procesos linfoides e identificar translocaciones cromosomicas caracteristicas. Estas
técnicas son de gran ayuda en el diagndstico de tumores no concluyentes morfologica o
inmunofenotipicamente y han sido incorporadas gradualmente a la rutina diagnostica de
los laboratorios de Anatomia Patologica. Sus resultados han de ser interpretados, dentro de
un contexto clinicopatoldégico, como una herramienta mas de ayuda en el diagndstico

diferencial.

De hecho, el diagnoéstico de los procesos linfoproliferativos debe tener en cuenta la

informacion procedente de:
. Estudio Clinico.

o Estudio Histologico.
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o Estudio Inmunofenotipico.
. Estudio molecular y citogenético.

Es importante recalcar que cualquier resultado ha de ser interpretado en el contexto
de estos criterios. Realizar una buena correlacion entre los datos clinicos, morfologicos,

fenotipicos, y genéticos es clave para un diagndstico correcto y preciso.
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1.1. LINFOMAS; CONCEPTO Y CLASIFICACION.

Los linfomas o neoplasias linfoides son procesos proliferativos clonales malignos
que comprenden varios grupos de entidades. En muchos casos, aunque no en todos, el
fenotipo de la célula neoplasica se parece mucho al de un determinado estadio de la
diferenciacion normal de los linfocitos, dato que se utiliza en el diagnostico y la

. ., 3
clasificacion de estos procesos.

La inmensa mayoria de las neoplasias linfoides (80-85%) tienen su origen en las
células B, y casi todas las restantes son tumores de células T; muy raras veces se observan

tumores derivados de las células NK o de origen histiocitico.’

Clasicamente, se consideran que todas las neoplasias linfoides son malignas, pero
se observan comportamientos muy variables desde las formas aparentemente benignas

hasta otras que son rapidamente mortales.’

La clasificacion y descripcion de los linfomas, ha ido evolucionando paralelamente
con la aparicién de nuevas técnicas. Asi encontraremos multitud de clasificaciones cada
vez de mayor precision, desde la primera descripcion de los linfomas atribuida a Thomas

Hodgkin * en 1832 hasta nuestros dias.

En 1994 la “Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms”
realiza una clasificacion, sustento de la clasificacion realizada en 2001 por la “World

Health Organization Classification of Tumour™ °

, modificada en el 2003 y la vigente
publicada en el 2008’. Se trata de una clasificacion especifica de los tumores
hematopoyéticos y tejido linfoide, en donde se da prioridad a la simplificacion, evitando
hacer una clasificacion compleja y de menor valor practico. So6lo se reconocen
enfermedades con rasgos caracteristicos, tanto morfologicos como clinicos. Se establecen

grados histologicos y grupos prondsticos.

Dentro del amplio grupo de los linfomas, hay que separar, a la enfermedad de
Hodgkin (EH) (Linfoma de Hodgkin) de las otras formas que constituyen los Linfomas no

Hodgkin (LNH), ya que presentan diferencias clinicas, histologicas y reciben distinto
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tratamiento. Nuestro estudio se centrard en 3 tipos de LNH: LF (Linfoma Folicular), LCM
(Linfoma de Células del Manto) y LBCG (Linfoma B de Células Grandes), en la tabla 1

mostramos su clasificacion.

Células precursoras
Leucemia/Linfoma linfoblastica B

Células maduras

Leucemia linfocitica cronica B/Linfoma de linfocitos pequefios.
Leucemia prolinfocitica B.

Linfoma B esplénico de la zona marginal (+/-linfocitos vellosos).
Leucemia de células peludas.
Linfoma linfoplasmocitico.
Linfoma folicular.
Linfoma de células del manto.
Linfoma B de la zona marginal, del tejido linfoide asociado a mucosas.
Linfoma ganglionar de la zona marginal.
Linfoma B difuso de células grandes:
Linfoma primario de cavidades
Linfoma primario mediastinico.
Linfoma de Burkitt.
Granulomatosis linfomatoide.
Neoplasias de células plasmaticas:
Mieloma multiple.
Plasmocitoma.
Gammapatia monoclonal de significado incierto.
Enfermedades por deposito de inmunoglobulina.

Amiloidosis y otras.

Tabla 1. Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de los linfomas B.

Esta clasificacion ha sido posible gracias a la progresion en los campos de la
inmunologia, citogenética y biologia molecular, convirtiendo estas técnicas en

herramientas indispensables para el estudio de estas neoplasias.

Con respecto a las caracteristicas genéticas existen reordenamientos estructurales

bien definidos y de gran ayuda para el diagnostico en LF, LCM y LBCG. Dichos
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reordenamientos, que mas adelante describiremos en profundidad, se pueden detectar

mediante técnicas de PCR y FISH.

A continuacion realizamos una revision de las caracteristicas mas sobresalientes de

estos LNH que en conjunto constituyen la mayor parte de los Linfomas B.

1.1.1. LINFOMA FOLICULAR.

El Linfoma Folicular (LF) es un subtipo de linfoma no Hodgkin de fenotipo B.
Representa alrededor del 22-40% de todos los linfomas®. Es un tumor derivado de
linfocitos del centro germinal, caracterizado por la sobreexpresion de la proteina BCL2.
Denominado folicular ya que la célula tiende a crecer en patrédn circular o nodular en los
ganglios linfaticos. Presenta un crecimiento lento e indolente. La edad media de

., . - . Coe . , ., 9
presentacion es superior a 30 afos, siendo raro verlos en individuos mas jovenes’.

Morfologia: Practicamente todos los casos muestran un patréon folicular aunque
puede afectar tan so6lo a una fraccion del ganglio biopsiado. Ocasionalmente, la
demostracion del patron folicular puede requerir inmunotincién para células dendriticas
(CD21 o CD23). La citologia muestra siempre una mezcla de centrocitos y centroblastos,
si bien lo hace en proporcion variable. Ademds existen abundantes células foliculares
dendriticas y linfocitos T entremezclados con el tumor, hasta el punto de que la abundancia

de células T puede llegar a enmascarar a las células neoplésicas.

Grado del linfoma: El conocimiento del grado del linfoma folicular es de

importancia capital a la hora de plantear el tratamiento mas adecuado.

Atendiendo a la proporcion relativa del centroblasto, se consideran como grados

citologicos provisionales los siguientes:
o Grado I: de 0-15 centroblastos por hpf (high-power field de 0.159 mm?)
o Grado II: Mixto, células pequefias y grandes. 6-15 centroblastos por hpf

o Grado III: células grandes. Predominio de centroblastos. Aqui habrd que
distinguir entre Grado Illa (presencia de centrocitos) y Grado IIIb (ausencia de

centrocitos).
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Los diferentes estudios de correlacion clinica, muestran que el grado III se asocia
con una conducta clinica mas agresiva, si bien su reconocimiento tiene una baja
reproducibilidad. Especificamente se ha encontrado que el tiempo libre de enfermedad es
mas corto en linfomas de grado III, aunque la supervivencia global no parece diferir

. . . 1
significativamente'’,

Desde el punto de vista practico se agrupan los grados I y II como tumores de bajo
grado histologico y el III como tumores de alto grado, algo que ahora reconoce la

clasificacion de la OMS del 20087 ' 12,

Inmunofenotipo: expresan antigenos asociados a células B tales como CDI19,
CD20, CD22, ademéas pueden expresar BCL2+, BCL6+, CD10+, IgG de superficie.
Algunos casos, especialmente el grado IIIb, pueden ser CDI10-, pero mantienen la
expresion de BCL6'> . El 85% de los LF muestran alta expresion de la proteina BCL2.
Esta expresion se ha convertido en un rasgo tutil de diagnostico que permite identificar

fases precoces del LF.
Son negativos para los receptores de antigenos: IgM+/-, IgD-, CD43-, CD23-, CD5-

La inmunotinciéon para marcadores de células dentriticas foliculares revela la
presencia de una malla densa soportando células tumorales. Otro rasgo caracteristico son
los foliculos neoplésicos con bajo indice proliferativo mediante inmunotincion con Ki67 en

casos de bajo grado".

Caracteristicas genéticas: alrededor del 85% de los LF sufren reordenamientos
que afectan al gen BCL2. La variante frecuente es la t(14;18)(q32;q21), otras variantes son
t(2;18)(p12;q21) y la t(18;22) (q21;q11). Dichas alteraciones estan presentes en el 85-90%
de los linfomas de grado I y I y en un 59 % los de grado Illa.'®. Sin embargo esta
alteracion no es caracteristica de los linfomas de grado I1Ib, ya que tan solo aparece en un
13%'% "7, ni para los linfomas cutineos con ausencia de la translocacion y expresion de la

proteina BCL2.

Existe un pequeiio subgrupo de linfomas foliculares que no expresan BCL2 y sin
embargo suelen caracterizarse por tener la t(3;14) u otra de las alteraciones estructurales
3q27 situada en el locus de BCL6'". Normalmente se corresponde con linfomas de grado

I1Ib, lo que apunta a que se trata de un subtipo biologico diferente'®. Esta translocacion
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también puede presentarse asociada al mismo tiempo que t(14;18)(q32;921) o junto a otras

alteraciones que también involucran al locus de BCL2 como puede ser la trisomia 18.

1.1.2. LINFOMA DE CELULAS DEL MANTO.

El Linfoma de Células del Manto (LCM) es un subtipo de linfoma no Hodgkin de

fenotipo B que representa entre un 3 - 10% de todos los linfomas'’.

Se origina a partir de un proceso linfoproliferativo de un subgrupo de células B en
un estadio previo al paso por el centro germinal. Se caracteriza por una proliferacion

monomorfa de linfocitos virgenes entre tamafio pequefio e intermedio®.

El comportamiento bioldgico de LCM es muy agresivo, con una supervivencia

media de 3-5 afios.

Ocurre en individuos de edad avanzada con una media de 60 aflos y principalmente

cn V&TOHGSZl’ 22.

Grado de linfoma: histolégicamente puede presentar un patréon de crecimiento en
la zona del manto, nodular o difuso y muy rara vez un patron folicular?. Aunque
clasicamente se ha postulado que la citologia de los LCM es monomorfa, estos tumores
pueden mostrar cierto grado de variabilidad citolégica, mas acentuada cuando las células

tumorales que infiltran los centros germinales.
Morfologicamente se distinguen dos variantes muy agresivas:

o Blastoide: es la variante mas agresiva, las células presentan una morfologia

similar a los linfoblastos con cromatina dispersa y alto indice mitotico.

. Pleomorfica: las células son muy pleomorficas y aunque poseen un nucleo
ovalado de contorno irregular con un citoplasma claro y prominente nucleolo en al menos

algunas células.

Otras formas menos frecuentes de LCM son: el LCM de células pequefias y el

linfoma Marginal Zone-Like.
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Inmunofenotipo: los LCM expresan como marcadores de células B: CD19, CD20,
ademas se caracterizan por ser CD43+, CD5+, IGD+/- y CD23 -, CD10 -, BCL6 - .

También es tipica la demostracion de una malla laxa de células dentriticas.

Otro signo definitivo de LCM es la sobreexpresion de la ciclina D1 (CCNDI)
presente en el 100% de los casos, aunque algunos estudios encuentran expresion de ciclina

D1 en tan solo el 70%!".

Caracteristicas genéticas: los LCM se caracterizan por la presencia de una
alteracion citogenética considerada como primer evento la t(11;14)(q13:q32)**%*, aunque
también existen otros reordenamientos menos comunes tales como la t(2;11)(ql1;ql3) yla
t(11;22)(q13;q11)”. Estas translocaciones parecen ser las causantes de la sobreexpresion

de la ciclina D1.

La identificacion de muy pocas o ninguna mutaciones somaticas en los genes de
inmunoglobulinas en la mayoria de los LCM ha confirmado su origen en células previas al

centro germinal.

El LCM puede ser dificil de diferenciar citologicamente de otros linfomas no
Hodgkin, sobre todo cuando se encuentra en su fase leucémica, ya que podria confundirse
con la Leucemia Linfocitica Crénica; otro ejemplo seria el de biopsias gastrointestinales
donde pueden plantearse problemas de diagnostico diferencial con otros linfomas menos

30, 31, 32

agresivos . En estos casos la deteccion de la translocacion t(11;14)(ql13;q32)

mediante FISH podria ser muy util.

Con menos frecuencia se encuentran otras alteraciones moleculares o delecciones

en LCM que afectan al gen de la ATM (ataxia telangiectasia mutated)™.

1.1.3. LINFOMA B DIFUSO DE CELULAS GRANDES.

El Linfoma B Difuso de Células Grandes (LBCG) es un subtipo de linfoma no
Hodgkin de fenotipo B. Mdas que una entidad precisa se trata de un grupo heterogéneo de
linfomas B agresivos, con una clinica, morfologia, inmunohistoquimica y caracteristicas
genéticas muy variadas. Representan alrededor del 25-30% de todos los LNH®. Se

caracteriza por la proliferacion difusa de células grandes neoplésicas B, con nucleos de

10
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igual o mayor tamafio que los de los macrofagos, o que presentan el doble de tamafio de los

linfocitos normales’.

Las caracteristicas clinicas, morfologicas y biologicos han permitido su

clasificacion:
Localizacién primaria:
o Ganglionares.
. Extraganglionares.
Caracteristicas morfoldgicas:

o Centroblasticos: Presentan células redondeadas y de tamafio medio respecto

a las células linfoides grandes, con nucleo vesicular y citoplasma escaso.

o Immunoblésticos: A esta variante pertenece el 90% de las células de este

tipo de linfomas, presentan un ntcleo simple con un citoplasma muy basofilo.
. Anaplasicos: Presentan una morfologia similar a las de Reed —Sternberg.
. Variantes morfoldgicas raras.
Inmunofenotipo:
. Linfomas del centro germinal. (CGB) Germinal center-B-cell-like.
. Linfomas fuera del centro germinal. (No-CGB) Activated B-cell-like 3,
Caracteristicas genéticas:
o Los que pertenecen a tumores que surgen de Novo.

o Los que se presentan como linfomas secundarios: correspondientes a
transformaciones de otros tumores menos agresivos; como por ejemplo los linfomas

foliculares, linfoma marginal de células B, o los linfomas nodulares®.

Inmunofenotipo: estos linfomas de células B maduras expresan marcadores: tales

como CD19, CD20, otros marcadores de expresion variable son CD22, CD79, CDS5, CD10
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y BCL6, estos dos ultimos parecen ser importantes como marcadores de los LBCG del

centro germinal estando presentes en la gran mayoria de estos casos.™.

Es positivo para BCL2 en el 50-60% de los casos’, mientras que la ciclina D1

suele ser negativa en la mayoria de los casos que expresan CDS5.

Caracteristicas genéticas: es muy comun la presencia de reordenamientos de IgH
e Igl y muestran mutaciones somaticas en las regiones variables. Puede detectarse la
translocacion de IGH con BCL2 en un porcentaje aproximado del 20% de los casos. Un
porcentaje mayor (alrededor del 30%) tienen translocaciones afectando a la region 3q27
(BCL6), con una frecuencia todavia mayor en los LBCG de origen extraganglionar,
también existen otras alteraciones moleculares que pueden participar en la sobreexpresion

alterada del proto-oncogén BCL6.

1.2. GENES IMPLICADOS EN LA PATOGENIA DE LOS LNH.

La caracteristica bioldgica que diferencia células normales de células tumorales, es
la capacidad de esta ultimas de proliferar de una manera continua y con una diferenciacion
anomala. Estas células presentan cambios de sefializacion que actian sobre la proliferacion
celular, diferenciacién y apoptosis, causados principalmente por alteraciones genéticas

tales como las translocaciones que afectan a la transcripcion y expresion de las proteinas.

El mecanismo oncogenético del que derivan muchos linfomas pasa por la
activacion de proto-oncogenes e inhibicion de genes supresores de tumores que juegan un
papel en la regulacion del ciclo celular, la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis.
En una situacién normal los proto-oncogenes son genes que estimulan la proliferacion
celular mientras que los genes supresores de tumores inhiben casos de proliferacion celular

inadecuada.

Existen diferentes mecanismos que pueden contribuir a la alteracion de un gen, se
trata de diferentes mutaciones. Una mutacion se define como cualquier cambio en la
secuencia de nucleoétidos o en la ordenacion del ADN. Segun el nivel de afectacion, las

mutaciones pueden clasificarse en tres categorias:
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o Mutaciones numéricas (gendémicas): las que afectan al ntmero de
cromosomas en la célula. Se denominan también aneuploidias y pueden suponer ganancia

(polisomias) o pérdida de cromosomas (monosomias).

o Mutaciones estructurales (cromosoémicas): son cambios que implican la
alteracion de so6lo una parte de un cromosoma. Estan relacionadas con la patogenia de
muchos tipos de leucemias y linfomas. Las fundamentales son las delecciones
cromosdmicas (pérdida de una porcién cromosomica) y las translocaciones (intercambio de

dos fragmentos entre cromosomas no homoélogos).

o Mutaciones de secuencia (génicas): son alteraciones de genes individuales.
Incluyen desde la sustitucion de un s6lo nucleétido hasta cambios que afectan a multiples
bases. Entre ellas podemos citar las inserciones (aumento de una o mas pares de bases en la
secuencia del ADN), las delecciones (pérdida de una o mas pares de bases en la secuencia
de ADN) y las amplificaciones (aumento del nimero de copias de un gen, que implica la

sobreexpresion de la proteina codificada).

La existencia de mutaciones en el ADN de células de la linea germinal puede ser
trasmitida a generaciones futuras. En cambio, las mutaciones en el ADN de células
somaticas, no son transmitidas. Estas ultimas se producen por azar s6lo en un subconjunto

de células de ciertos tejidos, como asi se aprecia en muchos tipos de cancer.

El tnico rasgo en comun de las alteraciones malignas en hematologia, es su
asociacion frecuente con alteraciones cromosoOmicas estructurales, que activan la funcion
de los proto-oncogenes e inactivan a genes supresores. Entender, identificar y caracterizar
los genes implicados en estas alteraciones es esencial para comprender qué papel juegan en
la génesis tumoral®®.

Como ya hemos mencionado los Linfomas Foliculares (LF), los Linfomas de
Células del Manto (LCM) y los Linfomas Difusos de Células Grandes (LBDG) son
subtipos de Linfomas no Hodgkin cuya patogénesis se encuentra relacionada con la
presencia de alteraciones cromosdmicas que conducen a la célula a un desarrollo anormal.
Mutaciones estructurales que van a ser caracteristicas para cada uno de estos tumores,

convirtiéndolas en herramienta clave para su clasificacion. Ademas, no sélo pueden ser

13



Introduccion

importantes desde el punto de vista diagndstico y patogénico sino también, prondstico y

terapéutico’’.

Las translocaciones primarias asociadas a estos linfomas estan esquematizadas en
la tabla 2.

LINFOMA MALIGNO TRANSLOCACION GENES INVOLUCRADOS

neoplasias de células B

t(14;18)(q32;q21) IGH/BCL2

Linfoma Folicular £(3;14) (q27:932) BCL6/IGH

Linfoma de Células del #(11;14)(q13:q32)

Manto CCNDI1/IGH
t(8;14)(q24:q932) MYC/IGH
Linfoma de Burkitt t(2;8)(p12;q24) IGK/MYC
t(8;22)(q24;ql11) MYC/IGL
t(11;18)(q21;921) API2/MALTI
Linfoma MALT (932;921)(g32;921) IGH/BCL?2
t(1;14) (p22;933) BCLI10/IGH
LBCG (8,14)(q24:932) MYC/AGH
t(3;22)(q27;q11)
(2:3(q12.27) BCL6/IGA
At IGx/BCLG
neoplasias de células T
LACG (2(;25_)9(1)’(232;23?5))‘ ALK/NMP
>+ NP2 ALK/ VARIOS

Tabla 2. Translocaciones mas representativas de los LNH.

1.2.1. GENES DE LAS CADENAS PESADAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS.

IgH: (Inmunoglobulin heavy Chain gene). Cadena génica situada en la region 32.3
del brazo largo del cromosoma 14. Pertenece a la familia multigénica que forma parte de la

region de las cadenas pesadas de las Igs. Las Igs estan constituidas por: 2 cadenas pesadas
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que pueden presentar 5 isotipos diferentes (u, 0, v, a, €), y dos cadenas ligeras que pueden

presentar dos isotipos diferentes (ILk, y ILA).

La IgH contiene una serie de secuencias codificadoras, llamadas segmentos
génicos, se presentan separados en la linea germinal y durante la maduracion génica de los
linfocitos B se van aproximando. Se trata de una combinacion de regiones variables
formadas por los segmentos variables (V.5), de diversidad (Dj.30), de unién o “joining”
(J1-6), v las regiones constantes (formado por los segmentos constantes: Cp, Co, Cy3, Cyl
Cal, Cy2, Cy4, Ce, y Cal)’®, de modo que se disponen segmentos adyacentes de cada tipo

para codificar la region de IgH.

Proximo a los segmentos J, en el lugar de inicio de la transcripcion para el gen de
IgH, se localiza la region Iy, flanqueada por dos regiones Ep, region “enhacer mu” que
intensifica la transcripcion del gen y por Sp secuencias “switch mu”, sugerida también

como punto de rotura®. (Fig 1)

Los primeros mecanismos para configurar la estructura VDJ se suceden en la fase
independiente del antigeno, aquella en la que los linfocitos estan madurando en la médula

Osea, y previamente a su migracion.

El primer mecanismo que ocurre es la recombinacion que se desencadena en dos

eventos independientes:

1. Un segmento Dy cualquiera se une con uno J (con inversion o delecion del

trozo intercalado no seleccionado). Esto ocurre en células pro-B tempranas.

2. El segmento fusionado Dy. Ji resultante se une a su vez aleatoriamente con
un segmento Vp con el que se obtiene la fusion Vy.DyJy. Este mecanismo ocurre en

células pro-B tardias (Fig 1)

IGH gene complex (#14q32.3)
VHI VH2 VH3 ~ VHB6 ~  DH  JHiEus Cs s C3 s Cyf v s Cal

—I—I—IH/—I—//—H-H-H#—HHMIIII—IIFFOI“—OIII—OII—ODDD—I

—] 12 3427 123456

Fig 1. Complejo correspondiente a los segmentos génicos reordenados de IgH. (Tomada del Eurofish project)
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El mecanismo del reordenamiento de la region variable se debe a unas secuencias
sefalizadoras recombinantes (SSR) en el ADN, son secuencias conservadas que aparecen
flanqueando los segmentos VDIJ; al lado 3" de cada segmento V, al lado 5 de cada

segmento J, y ambos lados de cada segmento D.
Las SSR tienen una estructura primaria caracteristica:
. Un heptamero palindrémico conservado.
° Un nandémero conservado, rico en AT.

Entre el heptamero y el nandmero, existe una secuencia no conservada que se
caracteriza por tener 12 6 23 nucleotidos. Esto supone que podemos distinguir dos tipos de

secuencias SSR.

J SSR de una vuelta (con doce nucledtidos intercalados entre heptamero y el
nandmero).
. SSR de dos vueltas (con veintitrés nucleotidos intercalados).

La forma de emparejarse es siempre un SSR de una vuelta con SSR de dos vueltas.
En las cadenas pesadas, tanto el lado 3" de V' como el 5" de J poseen una SSR de dos
vueltas, mientras que ambos lados de cada segmento D posee un SSR de una vuelta. Esta

regla asegura que los segmentos V-D- J se unan en el orden adecuado.

Estas regiones provocan que la IgH sea el blanco de recombinaciéon con otros

genes.

El segundo mecanismo por el que las Igs adquieren una mayor variabilidad es la
diversidad de union, esta caracterizada por la adicion de N-Nucleotidos a nivel
polipéptido. Las zonas de union Dy. Juy Vu-Du contienen algunos aminoacidos que no
estan codificados en los respectivos segmentos VDJ. De hecho estos aminoacidos no
tienen una codificacion propiamente dicha, sino que vienen determinados por los llamados

nucleotidos N, que se adicionan durante la fase de union D-J, VDJ.

La reaccion viene catalizada por la desoxinucleotidiltransferasa Terminal (TdT) que
va afiadiendo aleatoriamente hasta 15 nucledtidos, de modo que la region final la podemos

representar como Vy-N-Dy-N-Jg,
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El tercer mecanismo por el que las Igs adquieren un nivel adicional de variacion es
la hipermutacion somatica: se produce una vez que los linfocitos B entran en contacto
con el antigeno y migran a los foliculos linfoides para crear los centros germinales. Los
genes reordenados de las regiones V, tanto de las cadenas H como L, sufren una altisima
tasa de mutacion, que va generando nuevas variantes de Igs a partir de la reordenacion

génica original.

Gracias a estos mecanismos las Igs producidas por linfocitos B son capaces de
reconocer a cualquier antigeno. La suma de todos los anticuerpos distintos que puede

e 10, 11
generar un individuo

se conoce como repertorio de anticuerpos y su alto valor
diferencial es debido a la propia organizacion de los genes de las inmunoglobulinas y a su

peculiar mecanismo de expresion.

Por ultimo, podriamos sugerir como cuarto mecanismo, el cambio que van a sufrir
la Igs, un cambio de clase denominado: Conmutacion de la clase de la inmunoglobulina;
es un proceso biologico que tiene lugar tras la activacion de los linfocitos B, lo cual le
permite la produccion de diferentes clases de anticuerpos (IgA, IgE, o IgG) Estas clases
estan definidas por las regiones constantes (C) de la cadena pesada de la Ig. Inicialmente
los linfocitos B virgenes expresan solo IgM e IgD de superficie con regiones de union al
antigeno idénticas. Cada isotipo esta adaptado para una funcion distinta y por tanto, tras la
activacion se necesita un anticuerpo con un efector IgG, IgA o IgE para la eliminacion
eficaz del antigeno. La conmutacion de clase permite a la progenie de un solo linfocito B
producir anticuerpos de diferentes isotipos. Solo la region constante de la cadena pesada
del anticuerpo cambia durante la conmutacion de clase. Las regiones variables, y por tanto
la especificidad de antigeno, permanece invariable. De ese modo se producen efectores con
la funcién adecuada para cada antigeno. La conmutacién de clase es iniciada por
citoquinas. El isotipo generado depende de qué citoquinas estén presentes en el entorno del

linfocito B.

El proceso tiene lugar en el gen de la cadena pesada por un mecanismo conocido
como recombinacion de conmutacion de clase ("class switch recombination” o CSR)
(Fig 2). Este mecanismo se basa en secuencias de nucledtidos conservadas, llamadas
regiones de conmutacion (Regiones switch o S), que se encuentran en un punto de la
secuencia de ADN anterior a los genes de la region constante (excepto en la cadena d). La

hebra de ADN se escinde por la actividad de ciertas enzimas en dos regiones S concretas.
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El ex6n del dominio variable se vuelve a empalmar mediante un proceso llamado union de
extremos no homologa ("non-homologous end joining” o NHEJ) a la region constante
elegida (y, a o €). Este proceso concluye formando un gen de inmunoglobulina que

codifica un anticuerpo de un isotipo diferente.

Genes del locus de la cadena pesada de un linfocito B que expresa IgM

o

“. . Transcrito deIgh

.

Eliminacién del segmento de ADN por actividad enzimatica entre las regiones cambiantes

R 0 dagt

2

Unidn a la terminacion no homéloga de ADN en las regiones cambiantes

3 9

Genes del locus de la cadena pesada de un linfocito B que expresa IgG

vV DJ
—

Transcrito de IgG1
Segmento de ADN escindido

Fig 2. Representacion de como se recombinan las diferentes clases de Igs.

1.2.2. GEN DE BCL2 . TRANSLOCACION t(14;18)(q32;q21).

BCL2 (B-cell CLL/ Iymphoma 2) es un proto-oncogén situado en el brazo largo del
cromosoma 18, banda 2, subbanda 1. Pertenece a la superfamilia de BCL2 involucrada en
la regulacion de la apoptosis, que codifica para miembros antiapoptdticos como son BCL2
(B-cell lymphoma protein 2) BclxL, Mcll, Bclw y Bfll o Al y miembros pro-apoptoticos:

como Bax y Bak.

El gen de BCL2 media el control transcripcional por dos promotores. El promotor

5’-P1 que esta localizado en 1386-1423 pb hebra arriba del lugar de inicio transcripcional,
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esta region es una TATA-less, promotor rico en CG donde se une varios factores de
transcripcion. El otro promotor es 3'- P2 que se encuentra localizado 1.3 Kb hebra abajo

del promotor 5°-P1.

El gen de BCL2 esté constituido por 3 exones. El exon 1 y la parte 3" del exon 3
son regiones no codificadoras. Las regiones codificantes de BCL2 por “splicing”
(ensamblamiento alternativo) van a dar lugar a dos transcritos que originan dos

isoproteinas que difieren en su C-terminal. Presentando variaciones en la region 3'UTR.

o “B-cell lymphoma protein 2 alpha isoform”: representa la isoforma de
mayor tamafio, una proteina de 26.2 kDa (239 aminoacidos). Contiene la cola hidrofobica
que se ancla a la membrana que parece ser esencial para la funcién anti-apoptoética.

, . .. . . . ., 40
Ademés contiene los dominios necesarios para la homo o heterodimerizacion (BH)™.

. “B-cell lymphoma protein 2 beta isoform”: es la isoforma mas corta, con 25

kDa (205aminodacidos).

Su mision principal es el bloqueo de la muerte por apoptosis de células
linfocitarias*' confiriendo longevidad a las cé€lulas en fase Gy. Los mecanismos mediante

los cuales ejecuta su accion son diversos:

. BCL2 forma complejos con las caspasas 9 y Apafl que inhiben la cascada
de proteasas que da lugar a la apoptosis. Esta funcion la lleva a cabo en una gran variedad
de células donde ademas regula la permeabilidad de la membrana mitocondrial evitando la

) ., . 4
liberacion del citocromo C™.

o Mediante la formacién de dimeros con Bax. En la célula normal existe un
balance de equilibrio entre los miembros de esta familia. BCL2 actia como antagonista de
Bax en una accion reciproca. Los miembros de las familias anti y pro-apoptdticas pueden
formar homo y heterodimeros y se piensa que segin su concentracion, actian de una
manera u otra sobre el programa apoptotico. Se ha podido comprobar que los dominios de
union con BH1, BH2 y BH3 son los més importantes en este tipo de interacciones. Se trata
de potentes dominios de muerte celular pertenecientes a Bax que se pueden conjugar con
BCL2 como una interaccion proteina-proteina, formando dimeros. La célula en estado
basal forma homodimeros de BCL2. Cuando se dafia se empiezan a formar heterodimeros

de BCL2-BAX y cuando este dafio es irreparable se forman los homodimeros BAX que
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permitiran la salida al citoplasma del citocromo C y el desencadenamiento de los procesos
apoptoticos. Si hay demasiada proteina BCL2 se unira a BAX, inhibiendo Ila

desencadenacion de la apoptosis.

. BCL2 junto con C-MYC, también inhibe el transporte de p53 desde el
citoplasma al ntcleo durante la fase Go/G; del ciclo celular, periodo en que la célula seria

susceptible de induccion a apoptosis dependiente de p53.

El producto normal de BCL2 se va a expresar durante el estadio madurativo de pre-
B cell La expresion de esta proteina se puede localizar en la membrana externa
mitocondrial, en el reticulo endoplasmatico liso, y en la membrana perinuclear. . La
desregulacion de la expresion de BCL2 provocada por alguna anomalia hara que se

. . 43
exprese en los centros germinales, en células B maduras.

TRANSLOCACION t(14;18)(q32;921):

Citogenéticamente, la translocacion t(14;18)(q32;q21) (immunoglobulin heavy
Chain/B-cell leucemia/lymphoma 2) se encuentra presente en el 70%-80%'" ** de LF
(excepto para los Linfomas Foliculares ITIb)*’, en el 30% de los LBCG, en el 10-40% de
Linfomas Hodgkin, esporadicamente aparece en el Linfoma de Burkitt'” * y en
Leucemias Linfociticas Cronicas. Se podria decir que estd presente en el 25% de todos los

linfomas de células B, aunque también se ha detectado en algunas hiperplasias

foliculares®.

Esta translocacion afecta al gen de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas(IgH) situada en el cromosoma 14, en el brazo largo(q) de la region 3,
banda 2 y al gen de BCL2 ubicado en el cromosoma 18, en el brazo largo(q) de la region 2,

banda 1°°. (Fig 3).
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Fig 3. Representacion cromosomica de la t (14;18).

Los puntos de rotura causantes de la translocacion son variables, tanto en el gen de

BCL2 como en el de IgH.

El gen de BCL2 va a presentar a partir del extremo 3" del exén 3 un conjunto de

puntos de rotura que se extienden a lo largo de unas 30Kb (Fig 4).

La regién mas importante de rotura consta de 150 pb, localizadas en el extremo 3’
del exon 3 y se denomina MBR (Major Breakpoint region). Proxima a ésta, hebra abajo
(en la region mas distal del exon 3), se localiza la region de rotura 3'MBR. Entre ambas
regiones se localizan el 70% de las secuencias génicas donde se originan las translocacion.
(Fig 4)

Siguiendo la direcciéon 3’, a unas 4.3 Kb de MBR, y ya fuera del exén 3,
Buchonnet’! descubrié otro cluster adicional de rotura denominado 3'BCL2. En esta

region se encuentran entre el 5-10% de los puntos causantes de la translocacion’ **. (Fig

4)

Siguiendo la misma direccién a una distancia de 14.6Kb de 3'BCL2, se localiza
ICR (intermedial cluster region’). La frecuencia de las translocaciones que implican a

estos puntos es todavia mas baja que la de 3’'BCL2. (Fig 4)
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A 9.3 Kb hebra abajo de la region ICR, encontramos la region mcr (minor cluster
region). Se trata de un cluster de unos 500bp donde se distribuyen los puntos de rotura con

una frecuencia del 10-15%°> %3738, (Fig4)

A 1,8 Kb de mer Buchonnet™ describio otra region de rotura que se denomind

5'mcr, y cuya frecuencia ronda el 5%. (Fig 4)

Existe ademads otra region de rotura descrita; localizada en una region distinta, en el
extremo 5° del primer ex6n del gen de BCL2, denominado vcr (variant cluster region) que
tiene una mayor tendencia a sufrir reordenamiento con los /oci que codifican para las
cadenas ligeras de las Igh”, aunque también puede hacerlo con IgH. Incluso se han
descrito linfomas foliculares con un doble reordenamiento de la region 3"y 5° de BCL2

con inclusion en locus IgH>*°. (Fig 4)

En la actualidad se siguen descubriendo nuevos puntos de rotura localizados entre

. . 1 . . .
las regiones de icr y mer®', que se caracterizan por sufrir un reordenamiento con IgH.

Centromere IgH breakpoinis Telamere
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I.EI'I ¥ al vl B 6 4
14932.3 = w v we v wSuBU  JH D (20 v 5

< —_— -

| 1 MB

3’MBR
Smer ., MBR FVER
mer 3'bcl2
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Fig 4. Puntos de rotura implicados en la t(14;18)(q32;q21)*.
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Los puntos de rotura correspondientes al cromosoma 14 (Fig 4) se encuentran localizados
en el area cercana a los miembros de la familia génica que codifican para JH entre los
segmentos J y D. Generalmente se localizan en un cluster cerca del final J, en el cuarto o
sexto segmento de JH °* % lugar de combinacién con las regiones D por las secuencias

SSR. Estos puntos se sitian muy proximos a las regiones Ep de la Ig.

Otro punto de rotura descrito para IgH puede encontrarse en el extremo final 3’

entre ol y €2 aunque este punto ha sido detectado en muy pocas ocasiones®.

En un principio, el origen de la t(14;18)(q32;q21) se relacionod solo a los estadios
iniciales de maduracién de los linfocitos B: pre-B-cell, al mismo tiempo que ocurria el
reordenamiento de los segmentos D y J. Se produce como resultado de un error en la
recombinacion de estos segmentos’® que, cuando se recombinan, lo hacen en dos
cromosomas distintos, en vez de ensamblar los segmentos separados en el mismo
cromosoma. Con el paso del tiempo se ha demostrado que la translocacién puede ocurrir

como un evento tardio durante el desarrollo de células B en el centro germinal®.

La causa de que /gH recombine con el gen de BCL2 puede ser motivada por que las
regiones de MBR y mcr sean estructuras vulnerables y con capacidad de unidén a otras
proteinas, con elementos que pueden facilitar la recombinaciéon homoéloga. MBR y mer
contienen regiones polipurinas-polipiramidinas que potencian las conformaciones
alternativas de ADN (ADN-Z o ADN-H) con secuencias repetitivas Alu (encontradas
también para el punto de rotura de C-MYC) y octameros de “Chi-Like” parecidas a las que
recombinan Escherichia Coli®°. Ademés en la region polipurinica existe una secuencia

rica en tetranucleotidos G muy similar a la encontrada en la clase S de la IgH.

Al suceder la translocacion, el oncogén BCL2 queda bajo el control de /gH Ep

(region de expresion génica muy alta®®). (Fig 5)
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Fig 5. Posibles dimeros /IGH-BCL2 que se originan como resultado de la translocacion.

El resultado del reordenamiento es una proteina de estructura normal, porque los
puntos de rotura estan localizados fuera de la region codificante (Fig 4). Lo que va a
experimentar es una desregulacion en la expresion del gen de BCL2 con la consiguiente
sobreexpresion proteica. Como BCL-2 funciona como un factor de supervivencia celular
protegiendo a las células frente a la apoptosis, provoca que los linfocitos portadores de la
translocacion IgH-BCL2 no entren en apoptosis, teniendo una mayor supervivencia aunque
con ello no se esté aumentando la proliferacion de células B que desarrollan el LF. Otro

dato a tener en cuenta es que la translocacion por si sola no va a originar la neoplasia.

Aunque la translocacion caracteristica por excelencia de los LF es la
t(14;18)(q32;q921), existen otras de menor frecuencia donde también se va a ver
involucrado el gen de BCL2. Se trata de la t(18;22)(q21,q11), una translocacion que
implica al gen de BCL2 con la cadena ligera de las /gL, y la t(2;18)(p11.q21) que implica a
los genes de BCL2 con IgLk. Incluso hay descritos casos donde existe una translocacion

que implica a 3 genes t(3;14;18)%".

1.2.3. GEN DE LA CICLINA DI. TRANSLOCACION t(11;14)(q13:q32).

CCNDI1 o6 BCLI (B-cell leukemia/lymphoma I) es un proto-oncogén también
conocido como ciclina D1, D11S287E, PRAD1, U21B31. Se situa en el locus BCLI, 1 en

el cromosoma 11, banda 1, subbanda 3.
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El gen de la ciclina DI esta constituido por 5 exones con un total de 13,37 Kb y
codifica una proteina CCND1 que puede ser transcrita en dos isoformas, de 4,5 Kb y de
1.5 kb. Ambos transcritos contienen todas las regiones codificantes y difieren tinicamente
en el extremo 3" de la region no codificante. E1 ARNm de 4.5 Kb tiene en su extremo 3’
una region AUUUA que disminuye la estabilidad de la CCNDI, por lo que existira una

mayor expresion de proteinas en LCM de la isoforma 1.5 Kb®.

La CCNDI interviene en la regulacion del ciclo celular, durante la transicion de la
fase G1 a S. Altos niveles de CCND1 pueden traer como consecuencia el acelerar la
transicion de la fase G1 a S con la consiguiente proliferacion de células tumorales. Esto se

produce mediante dos mecanismos:

. La CCNDI se ensambla con el dominio catalitico de las kinasas
dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK4 y CDK®6). El resultado es la fofosforilacion e
inactivacion del Rb (retinoblastoma), inhibiendo su efecto represivo en la proliferacion del

ciclo celular® .

J El complejo CCND1/CDK puede secuestrar a los inhibidores de CDK que
son p27, kipl y p21 y se encuentran por lo general unidos al complejo CDK2/ciclina E.
Este, en estado libre de sus inhibidores va a fosforilar al Rb provocando una aceleracion

del ciclo celular.

Todos estos estudios sugieren que la sobreexpresion de CCND1 juega un papel
importante en la patogénesis de los LCM. Ya que permite un mayor crecimiento de las
células linfomatosas. Se produce una proliferacion de las células incontroladas, un

crecimiento anormal de los tejidos y como consecuencia la posible aparicion del tumor.

TRANSLOCACION t(11;14)(q13;932):

Citogenéticamente la t(11;14)(q13;q32) es el resultado de la yuxtaposicion del
locus de BCL-1 e IgH. Es altamente especifica de linfomas de células de manto ya que se
encuentra en el 95% de los casos. Aunque puede aparecer en otros linfomas pero en un
porcentaje mucho mas bajo, por ejemplo, en un 20% de las Leucemias Prolinfociticas

consideradas ya LCM en su fase leucémica, entre un 2 y 4% de los Mielomas Miltiples™,
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en el 1%’" de Linfomas de Linfocitos pequefio SLL y Leucemias Linfociticas Cronicas

(CLL), y muy raramente en linfomas esplénicos con linfocitos vellosos.

L]
m14C]+
D
1q
11':”3 . »u W) E jg
bei-1

t11:14

Fig 6. Representacion cromosomica de la translocacion t(11;14) (q13;q32)

La translocacion suele ocurrir en los estadios iniciales de los linfocitos B “naive-B-
cell” células B tempranas’”. Los analisis de los puntos de rotura de Ju/BCL-1 han sugerido
que esta translocacion se genera como consecuencia de un error en el reordenamiento de
Dy-Ji. Otros estudios han demostrado que la translocacion también ocurre en etapas mas

maduras de los linfocitos B.”

Esta translocacion afecta al gen de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
(IgH) situada en el cromosoma 14, en el brazo largo(q) de la region 3, banda 2 en la region
de union J (joing) y se yuxtapone con el locus de BCLI en cuyo borde telomérico se
encuentra el gen ciclina D1, situado en el cromosoma 11, en el brazo largo(q) de la region

1, banda 4™, que va a codificar para la proteina ciclina D1 (Fig 6).

Los puntos de rotura para el locus de BCLI son muy variados y se encuentran
dispersos a lo largo de 140 Kb del genoma. El principal se localiza en una region de mas de
120 Kb hebra abajo’ del gen CCND! y se conoce como “major translocation cluster”
MTC, se corresponden con una region de 80pb causante del 40% de las translocaciones
76.77. 78 Qe trata de una secuencia con caracteristicas especificas que le van a permitir

recombinar con segmentos de IgH, ya que tiene determinados motivos de heptdmeros y
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nandémeros, regiones de uniéon nucleadas y secuencias “chi-like” que permiten la

recombinacion.””.

Existen otras dos regiones a unas 22 Kb y 110 Kb hebra arriba de MTC
respectivamente, donde se encontraran otros dos cluster de rotura :*minor tranlocation
cluster” mTCs1”, donde la translocacion surge con una menor frecuencia (15%) hacia el

extremo telomérico, y la mTCs2%.

En lugares todavia mas distales a mTCS1 y mTCs se han encontrado otros puntos

de rotura muy dispersos®'.

Los puntos de rotura para el cromosoma para IgH se localizan generalmente en la

region 5” de Jy.

Cuando se produce la t(11;14)(q13;932) la expresion de BCL-1 queda bajo el
control de IgH Ep (region muy alta de expresion génica)’® (Fig 7). Esta yuxtaposicion
conduce a la desregulacion de la proteina CCND1, con la subsiguiente sobreexpresion de
CCNDI1 que juega un papel muy importante en el control del ciclo celular y no suele estar

expresada a altos niveles en células B normales.

La t(11;14)(q13;932) es considerada como el evento inicial oncogenético para el
desarrollo de linfomas del manto, una vez la célula haya pasado por el centro germinal se
manifiestan otras alteraciones cromosomicas y moleculares secundarias que van a interferir
en el funcionamiento del ciclo celular. El conocimiento de estos mecanismos y su
influencia en el comportamiento del tumor estan facilitando el desarrollo de modelos
prondsticos con una prediccion mas exacta de la evolucion clinica de los pacientes®. El
estudio con ratones transgénicos sugieren que la sobreexpresion de CCND1, aunque causa
la desregulacion en el ciclo celular no es suficiente por si sola para desarrollar por un

fenotipo maligno®™ 7" %,

Estudios recientes muestran que un 20-30% de LCM muestran hipermutaciones
somaticas de los genes de las Ig, con una tendencia a la utilizacion del gen VH 4-34, un
gen utilizado preferentemente por las células B involucradas en fendémenos autoinmunes,
sugiriendo que estos tumores podrian originarse en poblaciones especificas de células

. 2
autorreactivas B'%.
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A Normal Chromosome 14q32

IgH
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Fig 7. A: Locus para IgH. B: Locus de la CCNDI. C: dimero originado como resultado de la
t(11;14)(q13;q32)"'.

1.2.4. GEN DE BCL6. ALTERACIONES CROMOSOMICAS DEL 3q27.

BCL6 (B-cell leukemia/lymphoma 6) es un proto-oncogén, también designado como
BCLS5, BCL6A, LAZ3, ZBTB27, ZNF51. Se encuentra localizado en el brazo largo del

cromosoma 3, region 2 banda 7.

El gen de BCL6 esta constituido por 10 exones con un total de 26Kb. La ATG sefial

para el inicio de la sintesis de la proteina se encuentra localizada en el exén 3.

El gen deBCL6 codifica para una fosfoproteina nuclear de 92-98 KDa, que es un
factor represor de la transcripcion. La funciéon de esta proteina es silenciar el

funcionamiento de genes en células B y otras células del SI (sistema inmune).

La proteina BCL6 tiene un C-terminal correspondiente con una estructura
constituida por 6 dedos de zinc Cys, —His; “kruppel” que se une a secuencias especificas
del ADN™, regulando la transcripcién. El dominio N- terminal contiene un motivo
conservado de interaccion proteina-proteina; se trata de un dominio POZ cuya funcion es
la homo®” y heterodimerizacion de otras proteinas con dominios POZ que actian como
correpresoras tales como son NCoR, SMART y BcoR capaces de reclutar a deacetilasas

dependientes de Histonas DAHC ™. Asimismo existe un dominio central con lugares
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potencialmente fosforilables que puede unirse a mSINIIla y POZ viéndose involucrado en

la represion de la transcripcion independientemente de su dominio POZ.

Esta estructura proteica de BCL6 permite la ejecucion de la represion
transcripcional sobre un gran numero de genes, tales como IL-4, BCR y CD40,
imprescindibles para el normal desarrollo de los linfocitos B. Ademas actiia sobre otros

genes cuyas funciones vienen detalladas en la Tabla 3.

Blancos de BCL6 Expresion Funcion relevante
Ig linea germinal € Activacion de células B g switching y produccion
CD69 Activacion de células By T Marcador temprano de B, T
CD44 Leucocitos Dirigir y activar linfocitos

EBI12 Linfocitos B Activacion inducida de linfocitos

B
1d2 Ubiquitinacion Reguladpr ne gativo de
diferenciacion celular
Ciclina D2 Ubiquitinacion Control del ciclo celular
p27kipl Ubiquitinacion Control del ciclo celular
STAT 1 Ubiquitinacién Sefializacion de citoquinas
Blimp-1 Plasma celular Diferenciacion de células B
Activacion de células By Activacion y diferenciacion de
B7-1 fo .
dendriticas. células B
IP-10 Macroéfagos Induccion IFNy

Tabla 3. Funciones mas representativas de BCL6 *°

BCL6 e sintetiza solamente en etapas especificas del centro germinal, es decir esta
especialmente requerida para la formacion del CG, no hay expresion de BCL6 en células B
virgenes ni en las que salen del CG los cuales derivan en procesos de apoptosis, células de
memoria o células plasmaticas®. Otro lugar donde se ha encontrado expresion de BCL6
son algunas células T, CD4+, y en una pequeia poblacion perifolicular CD30+. En

definitiva BCL6 es un marcador del paso celular por el CG *° .
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En ratones se ha evidenciado que la expresion de BCL6 juega un papel regulador
muy importante del desarrollo y funciones de los Linfocitos B’!, quedando patente la

contribucion de BCL6 a la linfomagénesis™

ALTERACIONES CROMOSOMICAS DEL 3q27.

Alteraciones estructurales de la region promotora del gen BCL6, bien sea por
hipermutacion somadtica de la region regulatoria 5° o alteraciones cromosomicas,
representan la lesion mas frecuente’” asociada a los LNH, afectando sobre todo a linfocitos
B, especialmente a LBCG derivados del CG, LF, MCL, LB”. El aumento de la expresion
de BCL-6 fuera del CG genera clonalidad de las células grandes B e impide la maduracion

de estas células.

La translocacion cromosomica que afecta al gen de BCL6 3q27, aparece
representada en el 8% de todos los LNH**. La encontramos en un 5% de LCM, en el 15-

38% de los LF y del 20-40% de los LBCG®**.

La translocacion del gen de BCL6 se origina entre dos grupos distintitos de genes

clasificados como: Ig y No-IgH

Los genes de IgH con los que se puede reordenar BCL6 son los 3 genes clasicos
que van a codificar para el loci Ig originandose la t(3;14)(q27:q32)(BCL6/IgH)*°, la
t(2;3)(p12;927)(IgLlx/BCL6) y la t(3;22)(q27;q1 1)(BCL6/IgL/1)97.

A diferencia de de otros proto-oncogenes BCL6 también puede reordenarse con un
grupo heterogéneo de genes denominados No-Ig, los mas representativos son 77F, BOB-1,
H4, 1(3;4), t(3;11), y t(3;6), pero citogenéticamente se han identificados unos 20 genes con

los que se puede translocar BCL6™* *®.

Los puntos de rotura para el gen de BCL6 se localizan en su gran mayoria en una
region de altamente conservada: MMR (major mutation region) o también conocido
como MBR (Fig 8), se situan entre el primer exén no codificante donde se localizan los
dos promotores: pA y pB y el extremo 5" del primer intrén’*. En la mayoria de los casos
los puntos de rotura se encuentran localizados en el extremo 3" del primer exdn, se ha visto

que esta rotura es clasica en LBCG® ',
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Existe otro region alternativa donde también se localizan otro conjunto de puntos
de rotura, se trata de la region ABR (alternative breakpoint region) (Fig 8), situada a 245

y 285 pb en sentido 5°del primer exon de BCL6'®' mas relacionado a los LF'* '%%,

Los puntos de rotura para IgH son invariables y estan en la region S“switch” siendo

Sy la mas afectada.

BCL6 (3927.3)
Centromere . I . m . Telomere
"o 1 e 295 5
470 kb * 750 kb MBR
g18 kE 440 RE ABR
| 4

Fig 8. Representacion esquematica de las localizaciones de los diferentes puntos de rotura para el gen de
BCL6 '

Los puntos de rotura para la /gL son variables e incluyen la region 5 de V,Ji, el

punto entre V2-1y 3"V y segmentos entre J y CA (Fig 9).

Cuando se origina la translocacion la region codificante de BCL6 va a permanecer
intacta, quedando soélo sustituidas las secuencias reguladoras de la transcripciéon de BCL6
por la secuencia heterdloga del cromosoma derivativo. El resultado de esta recombinacion
es la formacion de un transcrito quimérico regulado por el promotor de la pareja con la que
se haya recombinado. En el caso de la t(3;14) el gen de BCL6 va a quedar bajo el control

de los promotores Epny I'y.
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BCL6 gL
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Fig 9. Dimeros originados tras la translocacion de el gen BCL6 con las cadenas ligeras de las Igs’

Cuando la translocacion se origina con genes no-Ig es mas dificil encontrar genes
que aporten datos con propiedades comunes y explicar su relaciéon con la sobreexpresion
de BCL6. Lo que si se conoce es que estas translocaciones producen un mayor crecimiento
de las células neoplasicas frente a las normales. La fusion del gen se producira en la misma
orientacion transcripcional, y los puntos de rotura de estos genes se localizan proximos a

su secuencia promotora.

El reordenamiento de BCL6 es una alteracion primaria, se cree que se origina
cuando la Ig ya ha tenido contacto con el antigeno, en la etapa de conmutaciéon de clases

de la inmunoglobulina

Existe otro mecanismo por el que también se desregula la expresion de BCL6. Se
trata de un fenémeno de hipermutacion somatica que ocurre a unos 730 pb del dominio
MMC (major mutation cluster), en una region entre el primer intrén y exén que afecta no
solo al gen de BCL6 en los LNH sino también a células B de individuos normales. Es
decir, van a existir mutaciones somaticas en extremo 5" no codificante y en la region
reguladora 5"; esto aparece independientemente de que exista translocaciones o su
histologia. Estas mutaciones de BCL6 han sido propuestas como marcador para saber si las
células B han pasado por el CG ya que se han encontrado en LF y LBCG y estan ausentes

en leucemias linfoblasticas y LCM.
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La propuesta de como la alteracion de BCL6 afecta a la homeostasis de células

normales es por tres vias:

J Aumentando el crecimiento y proliferacion celular.
J Previniendo la muerte celular.
J Bloqueando la diferenciacion terminal a célula plasmatica'®.

1.2.5. GEN DE MYC. TRANSLOCACION t(8;14)(q24:;q32).

MYC (myelocytomatosis viral oncogen homolog) se trata de un proto-oncogén

situado en el cromosoma 8§, en el brazo largo banda 2.

Estd presente en casi todas las células eucariotas y pertenece a los genes de
respuesta precoz inmediata, genes que se activan rapidamente cuando las células en reposo

reciben la sefial que promueve la division.

Se encuentra constituido por 3 exones, en donde el primer exén no tiene la sefial de
inicio AUG. Segun donde se encuentre la pauta de lectura para la traduccion de la proteina,
bien en el exon 2 en su fragmento AUG o en la region no-AUG cerca del extremo 3" del

exon 1, puede presentar dos isoformas variando en su N-terminal'®.

C-MYC es una fosfoproteina nucleares de transcripcion, la forma de actuar es
entrando en el nucleo y mediante sefales de vias de traduccién contactan con diferentes
genes que responden a ellas. La proteina se une al ADN mediante secuencias especificas
de aminodacidos llamados motivos hélice-giro-hélice, dedos de zinc y cremallera de
leucina. Esta union se puede producir en lugares especificos donde pueden activar o inhibir
la transcripcion de genes adyacentes. En el caso de C-MYC no se conocen del todo las
bases moleculares de su funcion, pero si que tras su traduccion pasa rapidamente al nucleo,
y forma un heterodimero con otra proteina llamada MAX. El heterodimero MYC-MAX se
une a unas zonas especificas del ADN (llamadas zonas E) convirtiéndose en un potente
activador. Max también se puede unir a otra proteina MAD que forman un heterodimero
que inhibe la transcripcion. De ello se puede deducir que el grado de activacion de C-MYC
no soélo depende de los niveles de proteinas MYC, sino también de la abundancia y

disponibilidad de las proteinas MAX y MAD.
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Sus fundones mas caracteristicas son

J Progresion del ciclo celular. Controla el paso de Gy a G; en la proliferacion
celular. y tras un aumento transitorio del ARN del C-MYC la expresion vuelve a descender

a sus valores iniciales.
. Apoptosis.
o Transformacion celular.
o Funciona como factor de transcripcion nuclear

La mutacion sobreexpresion, reordenamiento y translocacion de C-MYC ha sido
relacionada con diversos tumores hematopoyéticos, especialmente con el linfoma de

Burkitt',

TRANSLOCACION t(8;14)(q24;q32).

La t(8;14)(q24;932) translocacion, y sus variantes t(2;8)(p12;q24) vy
t(8;22)(q24;q32), se detectan en el 80% de los linfoma de Burkitt (BL), pero también se
han encontrado en un 15%, LBDCG °, en un 2% de LF y en otros NHL.'"’

La t(8;14)(q24;932) involucra al oncogén MYC que se yuxtapone con la cadena
pesada de la IgH, en la translocacion resulta alterada la expresion de MYC lo que va influir
en el desarrollo de la neoplasia. Similarmente las variantes de esta translocacion involucran

al gen MYC con lo genes de las cadenas ligeras IgLx en 2p12, y IgL en 22ql1.'*® (Fig10).

Los puntos de rotura para C-MYC son muy variados, uno de ellos se cree que esta
en el extremo 5" exdn no codificante pero que se encuentra involucrado en la expresion del
gen, mutaciones en este punto pueden ser responsables de la actividad transcripcional. Otro

punto de rotura se localiza en el 3’MYC.

Asimismo IgH va a tener diferentes regiones recombinantes lo que sugiere
diferentes modelos de activacion del gen. Generalmente se ven involucrados en la
translocacion los segmentos VDJ. Aunque una de las primeras recombinaciones estudiada
ha sido la regién Sp “switch” de las IgH con la region 5" entre el primer intrén y primer

GXén.IOS’ 109
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Pese a los diferentes puntos de rotura el dimero de fusion c-MYC-IGH que se

origina en LB y en LBCG, es el mismo, compartiendo las mismas caracteristicas clinicas

. ., . 110
aunque con una distribucion diferente de edades.

B-cell

midg+ m8a+
L3

=

endBL t 8:14

P~

spBL t38;14

Fig 10. Representacion cromosomica de las translocaciones t(8;14), t(8;22) y t(8;2).

Que haya puntos de rotura tan heterogéneos va implicar la existencia de varios
mecanismos que produzcan la sobreexpresion de MYC. Estos todavia no se conocen con

exactitud pero si las consecuencias de la translocacion:

o Actividad transcripcional propiciada por la proximidad a secuencias Ep.
o Actividad transcripcional distanciada de las secuencias Ep'!'".
. Inactivacion del extremo 5 regulador de las secuencia de MYC, provocada

por la actividad mutacional de IgH.
J Alteracion la vida media y cinética de la proteina MYC.

Como consecuencia de ello se produce una sobreexpresion de MYC que implica:
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o Un aumento de la apoptosis.
. Promueve continuamente la proliferacion de la célula y retarda la
diferenciacion .

1.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LOS LINFOMAS B.

Las técnicas moleculares nos van a permitir, en general, sondear la complejidad y

variabilidad del contenido genético de un organismo.

En el estudio de los linfomas, las técnicas moleculares tienen un valor confirmativo
de la hipotesis diagndstica planteada en base al estudio histologico e inmunohistoquimico.
En la mayoria de estas técnicas los resultados positivos ayudan a inclinar la balanza para
un diagndstico, sin embargo los resultados negativos tienen mucho menos valor, debido a

las limitaciones del método.

En el momento actual las técnicas moleculares utilizadas para diagnostico tienen

dos objetivos:
° Deteccion de clonalidad.

) Deteccidn de translocaciones.

1.3.1. DETECCION DE CLONALIDAD.

La respuesta inmune adaptativa estd mediada por los linfocitos B. Estas células son
capaces de reconocer antigenos solubles y sintetizar anticuerpos especificos. Para ello se
valen de una estructura de membrana, un agregado de proteina denominado receptor para
el antigeno del linfocito B (complejo BCR) B cell receptor. La parte variable de este
complejo BCR Ia constituye la molécula de inmunoglobulina (Ig) que es el componente
implicado en la union con el ligando (antigeno), por lo que las Igs son distintas en cada

linfocito B*® (gracias a que sus genes se reordenan como explicamos en el apartado 1.121)

De este modo, todos los linfocitos circulantes presentan una secuencia reordenada

especifica que da lugar a la gran variedad de receptores antigénicos. Sin embargo, en una
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neoplasia linfoide, al proceder todas las células de una clona maligna, éstas presentaran el

ADN reordenado de la misma forma.

El estudio del reordenamiento de los genes que codifican las cadenas pesadas de las
Igs puede ser utilizado como detector en el estudio de clonalidad. Dichos genes se
presentan en su configuracion germinal como segmentos discontinuos de ADN tales como:

regiones variables (V), de diversidad de union (D), joining (J), y constantes (C).

Las regiones de variabilidad (V) de las IgH estin formadas por tres regiones
hipervariables denominadas regiones determinantes de complementariedad con el antigeno
(complementary determining regions CDR1, CDR2 y CDR3). Las regiones CDR alternan
con cuatro regiones relativamente invariables denominadas Framework region (FR1, FR2,

FR3, FR4), blancos de las regiones de estudio' > ',

Existen varios métodos para estudio de clonalidad por técnicas moleculares.

Los primeros estudios fueron por Southern-blot (SB). Se trata de una técnica muy
especifica pero que presentaba ciertas limitaciones. A mediados de los 80 aparece PCR
(“polymerase chain reaction’), y soluciona parte de los problemas de SB. Con esta técnica
puede usarse muestras fijadas en formol o incluidas en parafina, es una técnica simple y
rapida con una eficacia mayor que el SB y es indispensable para el analisis de clonalidad
en los procesos linfoproliferativos. Se trata de obtener producto amplificado de la region de
interés. Utilizando cebadores consenso de las secuencias mas conservadas de las regiones
V (FR3 y FR2) y J del gen de IGH'". Los cebadores deben flanquear los sitios de union V-
(D)-J, donde se genera a una gran heterogeneidad de tamanos si el ADN procede de una
poblacion policlonal, mientras que se obtendrd un Unico producto PCR dominante en
células tumorales detectando clonalidad en un 30-70% de los linfomas B'", por lo que

sigue siendo una técnica con limitaciones.

La visualizacion del producto de PCR se puede realizar mediante electroforesis en
geles de acrilamida o electroforesis capilar. Lo que observaremos son multiples bandas
discretas en el caso de una poblacidon policlonal o una o dos bandas en el caso de una
poblacion monoclonal (Figl1C). Mediante electroforesis capilar observaremos multiples
picos con una distribucion Gaussiana de pesos moleculares en el caso de poblaciones

policlonales y uno o dos picos en las poblaciones monoclonales. (Fig 11B).
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Fig 11. A. Interpretacion esquematica de la union de los cebadores con su secuencia diana en el DNA. B
Visualizacion del producto de PCR para estudios de clonalidad en electroforesis capilar. Visualizacion del
producto de PCR para estudios de clonalidad en geles de acrilamida''®

Los resultados de estudios moleculares deben ser siempre interpretados en un
apropiado contexto clinico y morfolégico ya que la PCR es una técnica con limitaciones

que puede dar:

“Falsos” positivos por estar detectando subclones seleccionados por una respuesta
inmune exagerada en situaciones reactivas (infecciones por EBV (Epstein Barr),
CMV(citomegalovirus), linfadenitis hiperinmunes,...) o por una técnica inadecuada (de

PCR o de electroforesis), con excesiva sensibilidad o escasa capacidad de resolucion.

“Falsos” negativos en el 30% de los procesos neoplésicos. La razén por la cual no
se detecta clonalidad en la totalidad de caso son varias: presencia de mutaciones que
impiden que los cebadores se unan al ADN, neoplasias que se originen en una célula
progenitora muy inmadura en la que todavia no se ha producido el reordenamiento de los
genes de las Igs, ADN no amplificable, inadecuado anillamiento de los cebadores,
mutaciones somaticas o reordenamientos de IgVH en neoplasias post-foliculares, presencia

de reordenamientos aberrantes, infidelidad de linea, neoplasias bilineales, ...).
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Por eso encontrar un resultado negativo no quiere decir que no sea una neoplasia.

Hay que tener en cuenta que clonalidad no equivale necesariamente a malignidad.

1.3.2. DETECCION DE TRANSLOCACIONES.

A través de estudio citogenéticos se observd que en los linfomas de células B
existian mutaciones estructurales caracteristicas; se trataba de translocaciones especificas
de cada subtipo de linfoma. La identificacion de estas alteraciones citogenéticas en los
desordenes neoplasicos contribuyen a entender lo mecanismos oncogenéticos que sufren

. .z y o 2
las células en su transformacién, y son marcadores genéticos de la enfermedad™.

Se trata de alteraciones primarias caracterizadas por el paso de material genético de
un cromosoma a otro. Por lo general son translocaciones reciprocas, donde los puntos de
rotura suelen localizarse cerca de los telomeros de los cromosomas acrocéntricos,
implicando una rotura en al menos dos cromosomas no homdlogos, con intercambio de
fragmentos. Cuando el intercambio reciproco se produce en fragmentos mas o menos del

mismo tamafo es muy dificil detectarlo por técnicas citogenéticas.

Estos errores suceden como consecuencia de fallos fisiologicos ocurridos durante
los reordenamientos de los genes que codifican para receptores de antigenos, se trata Igs
(IgH, x, 2)* y se van a translocar reciprocamente con genes que presentan puntos de rotura
variables, generalmente oncogenes, cuya expresion es desregulada por yuxtaposicion con

el gen receptor antigeno.

Para la determinacion de las translocaciones, los laboratorios han empleado
diversas estrategias, las de mayor éxito son: citogenética convencional que aunque tiene un
bajo coste econdomico, aporta informaciéon sobre todos los cromosomas, tiene ciertas
carencias ya que requiere células en division del clon neopldsico, presenta una
interpretacion dificultosa en caso de obtener cromosomas de mala calidad, permite el
analisis de pocas células y tiene una baja sensibilidad, ademas es proceso largo que puede
durar semanas. Por lo que su uso para deteccion exclusiva de translocaciones es poco
recomendado. Como alternativa a la citogenética en la bisqueda de translocaciones surge
la PCR que nos permite trabajar con nucleos en interfase y metafase, con material

parafinado y es mucho mas sensible. Esta técnica tampoco esta exenta de problemas sobre
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todo cuando los puntos de rotura son excesivamente amplios y variables, podemos obtener
falsos negativos. En respuesta a estas carencias surge otra técnica, la FISH, como
problemas podriamos decir que su coste econdomico es mas elevado, y aunque en estudios
genéticos sobre frotis de sangre periférica de leucemias su uso estd muy extendido,

. , . . <y . . . 11
presenta dificultades técnicas para su realizacion en cortes de tejido incluido en parafina''®.

Por otro lado debemos tener muy presente que translocaciéon no es siempre
sinonimo de malignidad, resultados positivos deben ser interpretados con precaucion y en

su contexto clinicopatologico.

Dada la importancia del estudio de las translocaciones como informacion adicional
para el diagnostico de linfomas debemos desarrollar herramientas fiables, sencillas y poco
exigentes en cuanto a las condiciones de conservacion tisular, de forma que puedan

realizarse estudios tanto prospectivos como retrospectivos.

Nuestro trabajo se centrard en el estudio de la eficacia de las técnicas de PCR y
FISH para la clasificacion de LF, LCM, LBCG en tejidos incluidos en parafina. Estos
linfomas presentan alteraciones genéticas recurrentes muy caracteristicas y por tanto de

gran interés diagnostico.

El material incluido en parafina es la forma mas usual de conservacion de los
tejidos y representa la principal fuente de trabajo en los laboratorios anatomopatdlogos,
permitiendo realizar estudios retrospectivos. Un buen resultado va a depender en gran
medida del procesamiento previo de la muestra. Cada fase en la secuencia de fijacion,
deshidratacion, inclusion, corte, puede provocar artefactos (distorsiones de la arquitectura

celular, por ejemplo arrugas).

El tipo de fijacion previa a la inclusion en parafina, refiere una mencion aparte, ya
que un problema frecuente tanto en microscopia oOptica, electronica o de fluorescencia es la
necesidad de evitar la degeneracion autolitica y conservar la estructura celular. Para ello se
recurre a fijadores como el formaldehido, glutaraldehido, B-5 (Zenker-Formol) que evitan
la aoutolisis y putrefaccion derivada de la muerte celular y tratan de conservar la
arquitectura y composicion tisular conforme se conservaba el organismo in vivo. En este
caso, el fijador que vamos a usar es formol o formaldehido al 10%, ya que otros como el

B-5 dificultan el éxito tanto las técnicas de PCR como de FISH.
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Desde el punto de vista quimico, el formaldehido en disolucion acuosa se hidrata a
radical metilenglicol. Esta sustancia tiende a formar enlaces con todos los grupos quimicos,
excepto con los de cardcter acido. Por este motivo tras la rotura de los puentes de
hidrégeno intramoleculares forma puentes metilicos entre las moléculas proteicas
adyacentes, de forma que los surgidos entre los grupos amino, imino, imido, guanidil,
hidroxilo, carboxilo y sulthidrilo son reversibles. Por el contrario, los que se forman entre
aminoacidos aromaticos, como la tirosina, son indelebles. Estos puentes que detienen la
degradacion biologica y hacen que las células acepten mejor la tincion''’, pero dificultan la
accesibilidad de la sonda para unirse al ADN en el caso del FISH , o los cebadores en el

caso de la PCR!''8.

Desde el punto de vista de la fijacion, los artefactos mas notables son desgarros y
retraccion que ocurre entre las diferentes partes del tejido al someterlo a la accion de un
agente fijador. Por lo comin estos cambios se relacionan sobre todo con la distinta
proporcion de agua que albergan los tejidos, y resultan potenciados por las notables

diferencias que existen entre la presion osmotica del fijador y de los tejidos'".

El tiempo de fijacion en formaldehido no debe superar las 24h si queremos

disponer de un ADN celular en buenas condiciones para técnicas de biologia molecular.

La inclusion en parafina es preferible realizarla con deshidratantes y liquidos
intermediarios donde el punto crucial es la conservacion de la temperatura por debajo del

limite de 60°C, ya que elevaciones incluso transitorias, provocan inactivacion génica.

1.3.2.1. Técnica de PCR.

Es una técnica molecular desarrollada por Mullis en 1983, mediante la cual
podemos obtener copias in vitro de un fragmento de ADN o ARN de forma rapida y
economica. En realidad lo que hace esta técnica es reproducir en un tubo de ensayo el
fendmeno natural de replicacion del ADN aunque en condiciones definidas para que tan
s6lo una precisa region del ADN sea duplicada por la enzima ADN polimerasa. Esta region
es acotada por dos oligonuleotidos sintéticos, cebadores, que se aparean con las hebras
monocatenarias de ADN una vez que la configuracion de doble cadena se ha

desnaturalizado por accion del calor. En presencia de abundantes deoxinucledtidos
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trifosfatos y magnesio, la enzima ADN polimerasa sintetiza un nuevo filamento de ADN
usando la molécula madre como molde y empezando por el extremo 3° del cebador

hibridado. El proceso se sucede del siguiente modo:
J Desnaturalizacion térmica del ADN.
o Hibridacion de cebadores especificos al ADN de cadena sencilla.
o Extension enzimatica (taq polimerasa) del ADN.

Si este proceso se repite un numero (n) de veces, al final del proceso tendremos 2"

copias (amplicones) de la region delimitada por los cebadores.

La reaccion de PCR admite la amplificacion de ADN de diferente integridad y
pureza. Ello hace que sea una técnica aplicable a ADN extraido de muestras clinicas de
diversa naturaleza, tales como tejidos incluidos en parafina, citologias, sangres. No
obstante, hay que tener en cuenta que el ADN de estas muestras se encuentra parcialmente
degradado y que rara vez sera util amplificar fragmentos de mas de 500 pb(pares de bases),

recomendandose secuencias de tamafio en torno a los 200 pb.

El estudio de translocaciones mediante PCR se basa en la deteccidon mediante
amplificacion de secuencias de ADN que, en condiciones normales no se hallan en
continuidad. Ello se lleva a cabo utilizando cebadores disenados para que se unan a ambos
lados de los puntos de fusion de estas secuencias que la translocacion ha fusionado. Lo
hace mediante cebadores 5'-3" que reconocen una region del gen de interés y el otro 3°-5°

que se unen con una region consenso de J-H.

Varias son las caracteristicas principales que deben tener los cebadores para que
aumente la especificidad, de forma que hibriden s6lo con la secuencia de interés. Algunas

de esta son:

e Longitud adecuada (si son muy cortos pueden ser complementarios a un

mayor nimero de secuencias, por lo que el tamafio ideal es de 20 a 25 pb),

e (Contenido CG: cebadores con mayor contenido C:G producen hibridos mas

estables, por lo que deben tener un contenido C:G en torno al 40-50%.
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e Los extremos 3" de los cebadores no deben ser complementarios ya que se

sintetizarian dimeros de cebador.

e La temperatura de anillamiento. Se ha demostrado que aumentos graduales
en la temperatura de “annealing” de 55 a 67°C aumenta la especificidad de
los productos de la PCR, eliminado secuencias inespecificas y no teniendo
que recurrir a la “neested” PCR que incrementa la posibilidad de

contaminacion.”®

1.3.2.2. Técnica de FISH: Definicion. Etapas principales. Sondas.
Definicion.

Es una técnica citogenética desarrollada en los afios 80, basada en las técnicas de
hibridacion in situ, consiste en la deteccion de secuencias concretas de acidos nucleicos
(ADN o ARN)'?® mediante el empleo de sondas especificas marcadas radioactivamente o

. . . 121
con sustancias no radiactivas, como en ¢l caso de la FISH

que no es mas que una
progresion de la metodologia del HIS (Hibridacion in situ) donde se sustituye los isétopos

radiactivos por un fluorocromo.
Los dos componentes principales de la técnica de FISH convencional son:
e lasonda de ADN marcada con fluorescencia
e la secuencia diana en la muestra tumoral.

La FISH nos permite detectar secuencias especificas de acidos nucleicos sobre
cromosomas bien sea en la metafase cromosdmica o en el nlcleo en interfase. Permite
trabajar en tejido en fresco, muestras congeladas, muestras citologicas o tejidos incluidos
en parafina (preservando las caracteristicas morfologicas de la muestra permitiendo una
b : . . . i 122

uena correlacion con su morfologia y la citogenética encontrada “), lo que hace que esta
técnica sea muy util en estudios retrospectivos de tumores soélidos. Tiene alta sensibilidad y
especificidad. Es una técnica rapida (24-48h) y pueden ser analizadas un gran numero de

células en poco tiempo.

Ademéas la FISH no solo se utilizara en el estudio de translocaciones sino que:
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o Permite monitorizar el seguimiento de ciertas enfermedades como el cancer
de mama.
o Permite monitorizar el seguimiento de la terapia antitumoral, deteccion de

recaidas y cuantificacion de células genéticamente alteradas.
o Permite la deteccion de delecciones. Segln la sonda empleada.

J Es muy util para detectar alteraciones cripticas concretas o

microdelecciones, no visibles en el cariotipo.

o Es de gran utilidad en investigacion genética médica, determina la
localizacién precisa de los puntos de rotura en tumores y detectar y localiza genes de

interés conocido.

En sus comienzos se utilizo s6lo como herramienta s6lo en investigacion, pero con
el desarrollo de sondas marcadas con fluorocromos estandarizadas y los nuevos sistemas

de visualizacion han hecho del FISH una herramienta valida y util en la rutina diagnostica.
Aunque presenta algunos inconvenientes tales como:

J No es una técnica de screening (se elige la sonda en funcién de la anomalia

cromosOomica que queramos detectar).

o No suele emplearse como técnica Unica sino complementaria al cariotipo, si

este no resulta informativo.
o Elevado coste, tanto de las sondas como de los analizadores de imagen.
o Su utilizacion depende de la disponibilidad de los sondas de ADN.

. Debido a hibridaciones inespecificas es necesario calcular en cada sonda la
tasa da falsos positivos y falsos negativos. Puede existir ambigiiedad a la hora de

interpretar los resultados” .
o No pueden ser detectadas muchas alteraciones simultaneamente.

o Con el tiempo pierde la fluorescencia, no permite su almacenamiento.
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o El uso de material parafinado para la FISH presenta numerosos problemas

técnicos.

Es importante destacar que no es una técnica de busqueda de nuevas alteraciones
cromosdmicas, sino que detecta inicamente aquello que buscamos, el resto del genoma

permanecera oculto.

La clave del éxito de la FISH radica en usar un protocolo eficiente que exponga el
blanco de los genes y permita la penetraciéon de la sonda, pero simultdneamente que

mantenga la morfologia y la estabilidad de la célula'®.

Se trata de una técnica al igual que la PCR que mide una Uinicamente una alteracion
puntual con los cual no debemos basar un diagnostico de un linfoma exclusivamente en la

FISH.

Etapas principales.

Realizacion del corte: Esta es una etapa esencial. Las secciones se realizaran a
3um. Es necesario que el corte sea homogéneo para que la técnica salga bien. Cortes
demasiados finos podrian seccionar los niicleos '**. En las extensiones observamos la
imagen en el microscopio de toda la célula, lo que hace que la deteccion de su sefial sea
inequivoca. En cortes parafinados dependera del plano que haya sido cortada la célula y

del grosor del mismo aunque es raro que abarque la totalidad de la célula (Fig 12).
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Fig 12. Posibles secciones celulares que podemos hacer con el microtomo'?

Fijacion: lo que se hace es a través de fijadores es detener el metabolismo celular e
inactivar enzimas lisosomicas como ARNasas endogenas, para conservar la morfologia y
la integridad de los acido nucleicos. Fijadores como el formol actuan formando puentes de
metileno entre los grupos amino del ADN o las proteinas. Esto ayuda a preservar la
integridad del tejido pero reduce la penetracion de las sondas. El tiempo de fijacion afecta

. . ., . . . 31
directamente al la hibridacién y a la eficiencia de la fluorescencia®'.

Pretratamiento: El objetivo de los pretratamientos es permitir la accesibilidad de
la sonda al acido nucleico diana. La asociacion del ADN con las proteinas, reforzada por la
fijacion, dificulta el acceso de la sonda y es necesario un pretratamiento que
“desenmascare” el ADN, mediante un agente quimico y el color destruiremos estos
puentes. Posteriormente, se eliminaran las proteinas y restos citoplasmaticos mediante una

enzima proteolitica, posibilitando asi, la accesibilidad de la sonda al ADN.

Desnaturalizacion: Consiste en la separacion de las dos hebras del ADN. El
aumento de temperatura debilita y rompe los enlaces covalentes (puentes de hidrogeno). La
temperatura de desnaturalizacion variard dependiendo sobre todo del contenido de bases en

G-C que son las que confieren una mayor estabilidad.

Hibridacion. Es el paso en el que la sonda se une al ADN en base al grado de
homologia o complementariedad que presente con la secuencia diana. Se produce una

renaturalizacion del ADN con su secuencia diana a una temperatura entre 37-45°C.

Lavados: Tienen como finalidad eliminar la hibridacion inespecifica que produce

fondo y enmascara la hibridacion especifica. Permite controlar la especificidad con la que
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se va llevar a cabo la reaccion. El rigor con el que se realiza la hibridacién determina la
fidelidad de la misma, o sea, el porcentaje de nucle6tidos correctamente apareados para
ello se atenderd a la temperatura y a la concentracion ionica. La concentracion de sal
(Nat) es inversamente proporcional a la estabilidad de los hibridos. Los lavados en
concentraciones decrecientes de Na+ entrafian la disociacién de los hibridos segin su
estabilidad: los menos estables seran desnaturalizados antes que los hibridos mas estables.
Al aumentar la temperatura progresivamente s6lo permaneceran unidos los hibridos que

tienen un mayor grado de homologia.

Deteccion: segun el marcador empleado en este caso un fluorocromo se trata de

una deteccion directa al microscopio Optico con los filtros anadidos.

La capacidad sistema Optico para mostrar detalles es como la del microscopio
optico. La resolucion es de 0,2um, distancias superiores entre dos objetos que se
encuentren separados entre si se veran como uno so6lo. La transmision de electrones a
través del haz del tejido produce una imagen de bidimensional del plano de corte, el estado
de las células es en tridimensional con lo que bien podriamos estar dejando de ver alguna

sefal que quedara fuera de plano.

Sondas.

Una sonda, es una cadena de nucledtidos cuya contenido (o secuencia de bases
nitrogenadas es conocida) y complementaria de la secuencia que se quiere detectar
denominada “secuencia diana”. En los ensayos de FISH las sondas contienen genes de
interés cuyo estado se va analizar en la muestra. La sonda reconoce y se une a la secuencia
complementaria de ADN (target) presente en la muestra, de la misma forma especifica que
la descrita por Watson y Crick (a través de las bases nucleicas). Es decir, disponemos de
sondas especificas para cromosomas individuales y para regiones cromosOmicas, que
permiten identificar reordenamientos particulares, u obtener un diagnoéstico de la existencia

de un niumero anormal de cromosomas.

Las sondas de FISH pueden estar marcadas directamente con fluorocromos que no
necesitan anticuerpos para su deteccion (sondas directas) o con moléculas marcadoras que

si necesitan anticuerpos para su deteccion (sondas indirectas). Se obtienen a partir de ADN
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clonado de las regiones cromosomicas que queramos examinar -° o mediante PCR y RT-
PCR), y reciben el nombre de sondas convencionales; si se desarrollan por medio de una

sintesis quimica de nucleotidos se denominan sondas sintéticas.
Las sondas convencionales, también llamadas sondas gendmicas, comprenden:

. Sondas de ADN de doble hebra: se forman a partir de fragmentos de ADN
clonados o por PCR. Su longitud es variable; de 100 pb a cientos de Kb. Tienen el

inconveniente que precisan desnaturalizacion antes de la hibridacion.

. Sondas de ARN o ribosondas: Sondas sintetizadas a partir de la

transcripcion de un fragmento de ADN previamente clonado. Son muy sensibles.

Las sondas sintéticas son en general mas cortas que las anteriores y hay los

siguientes tipos:

o Oligonucledtidos u oligos: sondas cortas de ADN monocatenario (15-30
pb). Su sensibilidad es menor debido al menor nimero de moléculas marcadas que pueden

incorporar.

. Sondas PNA (peptide nucleic acid): Anélogo sintético de un
oligonucleotido, en el cual el esqueleto de las pentosas se reemplaza por una cadena
peptidica, sobre la que se insertan los residuos de nucledsidos. Las sondas de PNA

presentan mayor especificidad que las de ADN.

En general el estudio de las neoplasias se emplea diferentes sondas sintéticas PNA

que segun a la region del cromosoma que se unan distinguimos:

L. Sondas centroméricas.

2. Sondas de pintado cromosémico.

3. Sondas de locus especifico.

1. Las sondas centroméricas: estan formadas por secuencias repetitivas de

ADN e hibridan en la region centromérica del cromosoma. Estas, permiten detectar

alteraciones cromosomicas de tipo numérico y valorar la ausencia o presencia de
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alteraciones numeéricas (monosomias, trisomias) tanto de nucleos metafdsicos como

interfasicos, sin la necesidad de tener células en division.

2. Las sondas de pintado cromosomico: estan formadas por una bateria de
sondas que en su conjunto hibridan con todo el cromosoma. Permiten visualizar
alteraciones citogenéticas tanto numéricas como estructurales, pero solo lo hacen sobre
metafases. Confirman de forma inequivoca cariotipos con translocaciones complejas o con
cromosomas marcadores, esta técnica es de gran utilidad cuando los cromosomas son de

mala calidad y la citogenética convencional, por si sola no puede resolver el cariotipo.

3. Sondas de locus especifico (LSI): se conocen también con ¢l nombre de
sondas de secuencia Unica, hibridan con el ADN de una region gendmica concreta,
correspondiente a un gen o una banda cromosomica. Con ellas es posible detectar
alteraciones numéricas y estructurales tanto en metafase como en interfase. Estas sondas
son de gran utilidad para detectar alteraciones cromosémicas dificiles de identificar en las

técnicas de bandeo convencional, como translocaciones cripticas o microdelecciones.

Seglin la estrategia empleada para la deteccion de translocaciones con sondas de

locus especifico se distinguen dos tipos de sondas:
I11A: Sondas de fusion o de colocalizacion.

I11B: Sondas de separacién, “split” o “Break-Apart”.

I11A: Sondas de fusion o colocalizacion: se basan en el empleo de una sonda
especifica para cada uno de los /oci involucrados en la translocacion, de tal manera que
presentan dos fluorocromos, uno denominado Spectrum Orange que tiene un espectro de
absorcion de 559-560nm y emite a 588nm, es lo que vemos como color rojo, en un
determinado par cromosomico, y el otro es Spectrum Green con un espectro de absorcion a
497-509nm y emite a 538-524nm, es lo que vemos como color verde, en un par
cromosOmico distinto. La presencia de la translocacion producird una yuxtaposicion de
sefales (roja y verde juntas o color amarillo si hay una gran superposicion). Existen varios

tipos:
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3.A.a. Sondas Dual Color dual fusion.
3.4.b. Sondas Dual-Color Extra-Signal (ES).

3.A4.c. Sondas Dual-Color Single Fusion.

3.A.a. Sondas “Dual color dual fusion”. Son las mas utilizadas en el estudio de
translocaciones en linfomas. Se trata de una mezcla de dos sondas para los dos genes
implicados en la translocacidn, cada una de ellas marcadas con un fluorocromo distinto y
disefiadas de tal modo que ambas se extienden a ambos lados del punto de rotura, de tal
manera que veremos en un color (rojo) un determinado par cromosémico y en otro color
distinto (verde) el cromosoma reciproco. El disefio de estas sondas disminuye el limite de
deteccion de la técnica, al obviar resultados falsos positivos por colocalizacion espacial de

la senal (Figl3).

Con estas sondas, si la célula presenta un patrén normal veremos 2 sefiales rojas y

dos senales verdes.

Cuando se produce la rotura y la translocacion los fragmentos implicados se
intercambian, apareciendo sefiales de fusion en ambos derivativos. Los nucleos con
translocacion equilibrada presentaran una sefal roja (cromosoma A normal), una sefal
verde (cromosoma B normal) y dos sefales de fusion correspondientes a los dos

derivativos (roja y verde juntas o color amarillo si hay una gran superposicion) (Fig 14).

Fig 13.  (A) Célula con sondas dual fusion normal  (B) Célula con sondas dual fusion translocada
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Fig 14. Representacion esquematica de como hibridan las sondas dual color dual fusion con su secuencia
blanco. El primer esquema se corresponde con el patron de no translocacion, y el segundo con el patron
translocado.

3.A.b. Sondas Dual-Color Extra-Signal (ES): Al igual que la anterior se trata de
una mezcla de dos sondas para los dos genes implicados en la translocacion, cada una de
ellas marcadas un fluorocromo diferente. Pero en este caso estan disenadas de tal modo
que una de ellas (la que se ve como una sefial roja) se extiende a ambos lados del punto de
rotura, mientras que la otra sonda (la verde) finaliza cerca del punto de rotura, sin
atravesarlo. Cuando se produce la rotura y la translocacion, los fragmentos implicados se
intercambian y aparece una sefal de fusion (der. B) mas una sefal extra roja (der. A) (Fig

15).

El patron de normalidad es el mismo que el de las sondas anterior: dos sefiales rojas

y dos senales verdes, correspondientes a las dos copias de cada uno de los loci implicados.

Al igual que en el caso anterior puede darse la colocalizacion de las senales sin

translocacion.

Los nucleos con translocacion equilibrada presentaran una sefial roja (cromosoma
A normal), una senal verde (cromosoma B normal), una sefial de fusion correspondiente a

uno de los derivativos y una sefial roja extra (Fig 15).
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Fig 15. Representacion esquematica de coémo hibridan las sondas Dual-Color Extra-Signal con su
secuencia blanco. El primer esquema se corresponde con el patrén de no translocacion, y el segundo con
el patrdon translocado.

3.A.c. Sondas “Dual-Color Single Fusion”: Se trata de una mezcla de dos sondas
para los dos genes implicados en la translocacion, cada una de ellas marcadas un
fluorocromo diferente. Pero en este caso ambas sondas finalizan cerca del punto de rotura,
pero sin atravesarlo. Cuando se produce la rotura y la translocacion los fragmentos
implicados se intercambian y aparece una sefial de fusion (derivativo. B), sin dejar ninguna

sefal en el otro cromosoma derivativo A (Fig 16).

El patron de normalidad: dos sefales rojas y dos sefales verdes, correspondientes a

las dos copias de cada uno de los loci implicados.

Los ntcleos con translocacion equilibrada presentaran una sefial roja (cromosoma
A normal), una sefal verde (cromosoma B normal) y una sefial de fusion correspondiente a

uno de los derivativos. El otro cromosoma derivativo no presenta sefial ninguna. (Fig 16)
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Fig 16. Representacion esquematica de como hibridan las sondas Dual-Color Single Fusion con
su secuencia blanco. El primer esquema se corresponde con el patron de no translocacion, y el segundo

con el patron translocado.

3.B: Las sondas de separacién, “Split o Break-Apart”: Estas sondas han sido
disenadas para la deteccion de translocaciones de loci que pueden reordenarse con diversos
cromosomas es decir son muy utiles para el estudio de translocaciones en los que los genes

diana presentan multiples posibles “partners’” son muy promiscuos.(Figl8)

Van dirigidas contra regiones que flanquean el punto de rotura de modo que una de
ellas se extiende desde el punto de rotura hacia el centromero y la otra desde el punto de
rotura hacia el telomero de un mismo gen. En este caso se trata de una mezcla de dos
sondas cada una de ellas marcadas con un fluorocromo: uno denominado Texas Red que
tiene un espectro de absorcion de 595nm y emite a 620nm, es lo que vemos en color rojo,
en un segmento del par cromosémico, y el otro es FITIC con un espectro de absorcion a
595nm y emite a 620nm, es lo que vemos en color verde, en el otro segmento del mimo

par cromosomico.

Por tanto, en el patron de normalidad se ven dos sefiales yuxtapuestas. Cuando se

produce la rotura y la translocacion uno de los fragmentos implicados permanece en el

53



Introduccion

cromosoma derivativo A, mientras que el otro se separa. Asi, los nticleos con translocacion
presentardn una sefal roja correspondiente a un derivativo, una sefial verde
correspondiente al otro derivativo y una sefial de fusion correspondiente al cromosoma

normal (Fig 17).

Fig 18. (A) célula con sondas split normal (B) célula con sondas split translocada

LSI —locus 1 en cromosoma A Punto de ruptura

Centrémero Telémero
— #

Cualquier otro loci
implicado

“.Punto de ruptura ™=,
Centrémero l i Telémero

'

Sefal roja sobre derivativo A

Punto de ruptura

Centrémero Teldmero
— *

[

Sefial verde sobre el otro
derivativo implicado )
Centrémero J' Telémero

__ T 2 e .

Punto de ruptura

Fig 17. Representacion esquemética de como hibridan las sondas “Split o Break-Apart”’ con su secuencia
blanco. El primer esquema se corresponde con el patréon de no translocacion, y el segundo con el patron
translocado.

Todas las sondas pueden ser sintetizadas y marcadas facilmente, con una mezcla de

oligonucleotidos frente a diferentes areas de la secuencia diana para incrementar la

sensibilidad. Las sondas de mayor tamafio formaran hibridos mas estables permitiendo
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detectar casi el 100% de los puntos de rotura. Sin embargo es recomendable para el estudio
de las neoplasias el uso de sondas desarrolladas comercialmente que permiten estandarizar

el método y poder trabajar de forma homogénea en todos los laboratorios.'?’
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Justificacion y Objetivos

JUSTIFICACION.

El diagnostico y clasificacion de los linfomas se encuentra en continua evolucion
desde hace 50 afios. La clasificacion de los linfomas ha sido siempre fuente de controversia
debido a la gran heterogeneidad clinica y biologica que presentan. La aparicion de técnicas
moleculares ha supuesto un importante avance en la determinacion de los distintos tipos
LNH’. Definir las entidades clinicopatolégicas, mediante por ejemplo, el estudio de
determinados reordenamientos, nos ayudara a entender la patogénesis del tumor abriendo

nuevas perspectivas para el prondstico y tratamiento de los pacientes.

La asignacion de una determinada alteracion estructural con un tipo de linfoma se
encuentra bien definida en la literatura'®®. Los datos obtenidos mediante técnicas
moleculares e integrados a los datos clinicos, morfologicos, inmunohistoquimicos,
permitirdn una asignacion mas precisa del diagnostico diferencial de los LNH. Sin
embargo, existe un punto controvertido en cuanto a la implicaciébn prondstica que
representa la translocacion. Esclarecer este punto puede ser decisivo para determinar la

evolucion del paciente y el tipo de tratamiento que se debe administrar'> ',

El analisis de las alteraciones genéticas se va a realizar mediante técnicas de FISH o
PCR. Estas se ven limitadas cuando el material de trabajo es tejido incluido en parafina'**
127 que por otra parte, es la fuente principal de trabajo en los laboratorios de Anatomia

Patologica.

Una interpretacion incorrecta de las biopsias en los procesos linfoproliferativos,
puede ser el resultado de problemas técnicos o de interpretacion en una de las fases del
proceso diagnéstico'*'. Por ello, debemos disponer de herramientas fiables que nos ayuden
a una correcta valoraciéon. Definir una técnica apropiada de estudio y optimizar los
parametros sera un punto clave en la obtencion de resultados fiables. Nosotros valoraremos
las técnicas mas apropiadas para el estudio de translocaciones caracteristicas de LNH B

frecuentes.
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OBJETIVOS.

1. Optimizacion de la técnica de FISH para la deteccion de las translocaciones

mas comunes en linfomas sobre muestras incluidas en parafina.

2. Comparar el rendimiento de la técnica de FISH con el de las técnicas de

PCR para la deteccion de dichas translocaciones.

3. Establecer la frecuencia de dichas translocaciones en los tipos de linfomas
estudiados.
4. Evaluar la posible asociacion de dichas translocaciones con determinados

rasgos de expresion inmunohistoquimica.

5. Investigar el valor del reordenamiento de BCL2, BCL6 y MYC en relacion

con la presentacion, evolucion clinica y supervivencia de los LBCG.
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Material y Métodos

3.1. MATERIAL.

En este trabajo se estudiaron 177 biopsias de material incluido en parafina:

. 64 LBCG.
) 59 LF.
. 30 LCM.

Como controles adicionales de técnica se emplearon: 9 Linfomas de Burkitt y 15

amigdalas reactivas.

Las muestras proceden del archivo de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico

Universitario de Santiago de Compostela, y se recogieron entre los periodos 1996 y 2008.

Se revisaron 60 historias Clinicas de los pacientes diagnosticados con LBCG,
recogiendo los datos correspondientes a presentacion clinica y evolucion; en 4 casos no se

pudo acceder a esta informacion.

3.2. METODOS.
3.2.1. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.
Fijacion: 12-72 h. en formol tamponado al 10%.

Inclusion en parafina: deshidratacion mediante pases en alcoholes de graduacion
creciente (70°C; 96°C, 96°C, 100°C, 100°C, xilol, xilol (liquido aclarante)). Poner la

maquina “tissue-Tek cryo console” para 4 bafos en parafina.
Enfriar el bloque en el congelador al menos durante 15 min.
Posteriormente realizar cortes con el microtomo (Leica RM2255).

Cortes a 4um para realizar una hematoxilina-eosina de las muestras que nos

interesan. Seleccion de la region tumoral.
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. Cortes a 4um para el estudio inmunohistoquimico. Posteriormente se estiran
en agua destilada y se recogen en portas silanizados. Desecar las secciones a + 55°C toda

la noche.

o Cortes a 3pum del tejido para estudio de translocaciones mediante la técnica
FISH, igualmente las muestras se estiran previamente en agua destilada y se recogen en

portas silanizados. Desecar las secciones a +55°C toda la noche.

o Cortes a 14um para la extraccion de ADN, depositar en tubos eppendorf en

condiciones estériles para extraccion y posterior estudio de PCR.

El tissue array se construyd a partir de 12 bloques independientes de parafina,
donde a través de una hematoxilina buscabamos la region tumoral de interés que
posteriormente selecciondbamos con MTA- (Manual Tissue Arrayer Beecher Instruments,
Sun Prairie, WI, USA) con una aguja de 1.5 mm que luego introduciamos en otro bloque
de parafina. Esta misma operacion se repetia con todas las muestras, de tal manera que el
disefio del bloque parafinado resultante era: 5 muestras puestas consecutivamente en la
primera fila, 5 muestras en la segunda fila y dos muestras en la tercera fila. El mismo
esquema lo pondriamos por duplicado en las siguientes filas. De modo que integramos en

un mismo bloque parafinado 10 muestras tumorales y 2 controles (todo por duplicado).

3.2.2. TECNICA DE FISH.

Se realizaron cortes a 3um del tissue array, 1 amigdala reactiva, 2 LBCG, 2 LF.
Para la optimizacion de la técnica de FISH se sometieron las muestras a 5 soluciones de
lavado distintas y en todas ellas se probaron diferentes temperaturas: segun el siguiente

protocolo:
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3.2.2.1. Optimizacion de las soluciones y las temperaturas.

EDTA. Tiocianato Ac. Citrico Citrato Pretratamiento
Protocolo Sodico Protocolo Sodico. de DAKO.
FISH Protocolo FISH Protocolo Protocolo FISH
FISH FISH
Desparafinacion (Xilol).........coooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 2 X S
Rehidratacion
Etanol 1000.......ooiii e e 2x3
Btanol 000, . ..o 2x3
SoluciOn de 1avado. . ..o 2x3
EDTA 1mM NaSCN 1Mm Ac Cltrico Citrato Sédico. Pretratamiento de
Baiio Maria 30’ Baiio Maria 30’ 10mM Baiio Maria 30’ Dako
80°C 80°C Bafio Maria 30" 80°C Bafio Maria 30" 80°C
Microondas 10” 0 80°C 0 0
99°Cy 15 TA Microondas 10° 0 Microondas 10° Microondas 10”
0 99°Cy 15 TA Microondas 10 99°Cy 15 TA 99°Cy 15 TA
Olla a presion 0 99°Cy 15 TA 0 0
10"sobre 100°C Olla a presion 0 Olla a presion Olla a presion
10’sobre 100°C Olla a presion 10’sobre 100°C 10’sobre 100°C
10’sobre 100°C

SSC2X— 2x57

Vaso con 50 mL con agua destilada +10mL HCL 37% +50 mL pepsina 0.01M

SSC2X— 2x5°
(0 5 A PR URTR 2’
OH 85%C ..ot 2’
OH 90C.......eooeeeeeeeeeeeeeee et 2’
SCCAT TA.....oooooeiiii et 107

Echamos 3 uL Sondas Split DAKO:BCL2 Echamos 3 pL Sondas Dual fusion

VYSIS t(14;18)(q32:q21)

Incubar a 45°C toda la noche
Incubar a 37°C las Sondas Dual Fusion

Lavar a 65°C con stringent wash buffer | toda la noche.

durante 10’ Lavados:

Lavar 3"en solucion de lavado. SSC 0.4X /0.3% NP-40
73°C..cciiiiiii.... 3’

Deshidratar con etanoles. SSC 2X/0.1% NP-40
TA...oooii, 1

Dejar secar 10°.
Anadir 10uL de DAPIL.
Almacenar a 4°C durante 15" antes de ver la hibridacion

Tabla 4. Protocolos empleados para la realizacion de la técnica FISH.
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Soluciones de trabajo.

EDTA1mM : Empleamos 50 mL, pH 8.

NaSCN 1M: Empleamos 50 mL de NaSCN 1M.

Acido Citrico 10mM: Empleamos 50 mL a pH 6.

Citrato Sodico IM: Empleamos 50 mL a pH 6.

J Pretratamiento de DAKO: Son pretratamientos comerciales que vienen

concentrados al 20X, trabajaremos al 1X.
. SSC2X: Empleamos 50mL, pH 7 —7,5.

o El uso de HCL 0.2M es recomendado porque puede actuar como agente

desproteinizante incrementando la penetracion de la sonda. 100 mL A-D + 2 mL HCI 37%.

J SSC 0.4X / NP-40 0.3% (pH 7 — 7,5): Empleamos 50mL. Preparamos una
disolucion para 500 mL, 50 mL de SSC20X en 400mL de agua destilada y afadir 1,5 pl de
NP-40, ajusta a pH 7.5. Enrasar a 500 mL con agua destilada.

o SSC 2X / NP-40 0.1% (pH 7-7.5): Empleamos 50mL. Disolver para 500
mL, 50 mL de SSC20X en 400mL de agua destilada y afiadir 5 p de NP-40, ajusta a pH

7.5. Enrasar a 500 mL con agua destilada.

Material utilizado.
o Olla a presion Duromatic Supreme.
° Bafio Maria BO2-2 200°C.

o Microondas Whirpool JT359 tiene un sensor que cuando la temperatura baja

o sube de lo requerido, la vuelve a ajustar.
. Hybridizer Dakocytomation: desnaturaliza el ADN e incuba toda la noche.

o Microscopio (Olympus: DP70, Tokio, Japon) para visualizar las muestras

resultantes de la hibridacion: equipado con un filtro para el DAPI y un filtro doble para
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Texa-Red/FITIC espectro verde y naranja. Observamos las muestras con el objetivo de
inmersion 100X. Con este microscopio trabajaremos tanto para ver y hacer fotos de FISH

con la fluorescencia, como para ver con luz normal la inmunohistoquimica.

Las fotos fueron realizadas con los programas DP-manager que visualiza la
imagen, DP-controller desde donde hacemos las fotos y ajustamos el color, y el Adobe
PhotoShop CS2 para fusionar los nucleos tefiidos con el DAPI con la foto de los ntcleos

con las senales de hibridacion.

3.2.2.2. Optimizacién de los tiempos de digestion.

Para monitorizar la digestion trabajamos con 5 LBCG. De cada una de las muestras

se hicieron 4 cortes seriados a 3 micras.

Realizamos los pasos correspondientes al FISH tal y como aparece en la tabla 4,

con el pretratamiento de NaSCN.

En el paso de la digestion enzimatica, dejamos el primer corte de una misma
preparacion 5 min digiriéndolo en pepsina, el siguiente corte de la misma preparacion
estaba los 5 min (como el primero) y a mayores 3-5 minutos mds en pepsina y asi

sucesivamente para las 4 preparaciones del mismo tejido.

Al parar la reaccion en SSC2X, se deja secar la muestra, inmediatamente después

se observa su morfologia al microscopio.

Después se continia con el proceso de hibridacion. Para realizar el estudio
utilizamos las Sondas LSI Dual fusion de Vysis, para las translocaciones:

t(14;18)(q32;q921), t(11;14)(q13;q32), t(8;14)(q24;q932).

Posteriormente se realizd6 mediante este método el control de la digestion mediante

la forma de helecho en un total de 36 casos correspondientes a:

. 8 LF correspondientes con dos bloques endoscopicos, tres quirirgicos y tres
autopsias.
o 4 LCM correspondientes con dos bloques endoscépico, dos quirirgicos.
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. 9 LBCG correspondientes a tres bloques endoscopico, tres quirurgicos, tres
autopsias.

o 9 LB correspondientes a tres bloques endoscdpico, tres quirurgico, tres
autopsias.

. 6 amigdalas reactivas: correspondientes a tres bloques quirurgicos y 3
autopsias.

Proteasas utilizadas:

Pepsina: Una solucion stock con SmL de glicerol, SmL de aguay 0'1 gr de pepsina.
Preparamos 10 mL de HCI al 0,01N y afiadimos 50ul de la solucidon stock. Nuestra

solucion final de trabajo es pepsina sigma 0.5 mg/mL en solucion de HC1 0.01N.

También se probo a digerir las muestras con otra pepsina comercial de Dako cuya

concentracion desconocemos, pero las muestras adquirian la forma de helecho antes.

Otra proteasa con la que probamos fue Proteinasa K: Solucion de Trabajo de
Proteinasa K (50 u/mL): Proteinasa K liofilizada 5 mg, afiadimos 500 puL agua destilada.
Cogemos 500 pL Solucion Stock de Proteinasa K y ponemos en 10 mL TE (Tris 10mM,
EDTA 1 mM, pH 8).
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3.2.2.3. Comparacion entre sondas: colocalizacion o separacion.

La eficacia de las sondas de “splif” (separacion) o “dual fusion” (colocalizacion)
fueron probadas en 4 LCM, 4 LF, 4LBCG y 4LB. Algunos de estos tejidos se
corresponden con muestras antiguas donde la realizacion de la técnica FISH presenta

mayores complicaciones.

Sondas de “Dual Fusion” de la casa comercial VYSIS:

. La sonda utilizada que detecta la t(14;18)(q32;q21) es la LSI IGH/BCL?2
dual fusion (Fig 20y 21)

Centromere 14G32 region Telomers
Immunoglobulin Haavy Chain Locus
88
i
Constant gane sagmants §n ‘Variable gane segments
3 5
-1.5Mb -
LSIIGH

Fig 20. Sonda que hibridara con el cromosoma 14 para el locus de /GH abarcando una region de 1°5 Mb, que
incluye casi el locus entero para IGH y 300 Kb mas alla del extremo final 3". Su espectro se vera en color

verde. Esta serd la empleada tanto para el estudio de la t(14;18)(q32;q21)como de la t(8;14)(q24; q32).

Centromears 18421 region Talomers
= @ o - &
2 = o -
: 8 &3 88 & &
| | =mm s | |
F ~750 kb !
LSl BCL2

Fig 21. Sonda para el cromosoma 18 para el locus de BCL2 abarca una region de 750Kb que va incluir la
secuencia entera del gen BCL2 y 250 Kb mas del extremo distal y proximal de este gen. Su espectro se vera
en color rojo.
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o La sonda que detectan la t(8;14)(q24;q32) es la LSI IGH/MYC,CEPS§ tri-
color dual fusion. (Fig 22)

Centromere 8q24 region Telomers
E 2
i 4 _ g g
g E £ £z
523 o n -
| ~821 kb I
LSIMYC

Fig 22. La sonda roja se va unir al cromosoma 8g24 en una region de 821Kb y emitiendo un espectro rojo y
también se unira al centrdmero emitiendo un espectro aqua que queda enmascarado por el DAPI. La sonda
que detecta el cromosoma 14 es la misma que la de la Fig 17.

o La sonda que detecta la t(11;14)(q13;q32) es la LSI IGH/CCNDI dual
fusion (Fig 23).

sntromere 14932 ragion Telome
Immunoglobulin Heavy Chain Locus
w -
55
Constant gene sagmeants. § F Varisble gens segmants
S e
3 5
I I
LS1 IGH (constant probe) LSI IGH (variable probe)
| —— 450 kb ———— e 450 kb ————— = 450 kb ———=|
LSIIGH
entromers 1113 region Telomere
MTC CCND1 FGF4 FGF3
| 5' [l 3
I ~350 kb -
LSICCND1

Fig 23. Las sondas marcaran en verde el locus de /GH flanqueado por dos regiones de 450 Kb y en rojo el
gende la CCND! y alo largo de 350Kb.
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Preparacion de las Sondas de Dual Fusion de VYSIS:
7uL LSI/YWCP Hybridization Buffer + 1uL de sonda.+ 2uL de agua ultrapura
Centrifugar la mix 3"'-Vortex- Centrifugar 3"".

La interpretacion para un niicleo de células normales sera: dos sefiales rojas y dos

sefales verdes separadas.

Para una célula con la translocacion veremos una sefial roja, una verde separadas y

dos senales fusionadas.

A veces puede que en lugar de ver una unica sefial roja o verde aislada aparezcan
tres o cuatro sefnales procedentes de una unica seial que se veran en un area muy cercana
esto es debido al grado de condensacion de los cromosomas. No estariamos viendo una
amplificacion para que esto sucediera tendriamos que ver tres o cuatro sefiales en la

mayoria de las células.

Adicionalmente puede que falte una senal roja en todas o casi todas las células seria

el caso de una delecion.

Sondas de Split casa comercial Dako:
Sondas de PNA que reconocen un unico locus:

. BCL2 FISH ADN probe split DAKO: reconoce cualquier translocacion en la
que este involucrada el locus de BCL2.(Fig 24)

BCL2Upstromm BOL2 Downstream

Fig 24. La sonda se va unir hebra arriba y hebra abajo entre los 3 exones del gen, quedando unida la sonda
verde a un segmento de 641 Kb hacia la region telomérica, y la roja sobre un segmento de 375Kb hacia la
region centromérica.
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o CCNDI FISH ADN probe split DAKO: est4 indicada para translocaciones
donde participa el locus de BCLI. (Fig 25)

M COMND I owastrosm

Fig 25. La sonda se va unir hebra arriba y hebra abajo entre los 5 exones del gen quedando unida la sonda
verde a un segmento de 644 Kb hacia la region telomérica, y la roja sobre un segmento de 163Kb hacia la

region centromérica.

o MYC FISH ADN probe split DAKO: esta indicada para translocaciones
donde participa el locus MYC. (Fig 26)

[IIEIII'EII

5 Brwabpaint 1ere adgpeint 3 Breakpsint

Fig 26. La sonda se va unir hebra arriba y hebra abajo a partir de los 3 exones que originan el gen, quedando
unida la sonda roja a un segmento de 418Kb hacia la region telomérica, y la verde sobre un segmento de

652Kb hacia la region centromérica.

J BCL6 MYC FISH ADN probe split DAKO: esta indicada para

translocaciones donde participa el locus BCL6.(Fig 27)

10 9-65 432 1

Bre: oint
BCLG-Downstream BCL6-Upstream
573 kb EETTY

Fig 27. La sonda se va unir hebra arriba y hebra abajo a partir de los 10 exones que originan el gen, quedando
unida la sonda roja a un segmento de 352Kb hacia la region telomérica, y la verde sobre un segmento de

573Kb hacia la region centromérica.
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3.2.2.4. Niveles de corte.

Para cada una de las sondas (fusion y colocalizacion) establecimos los niveles de
corte, "cut off” estudiando 15 amigdalas reactivas. Asi compardbamos split DAKO BCL2
frente a Dual Fusion de Vysis IGH/BCL2, split DAKO CCNDI frente a Dual Fusion de
Vysis IGH/CCND1; y split C-MCY frente Vysis IGH/MCY en las 15 amigdalas
indistintamente. Para cada una de las muestras analizadas se contaron 100 nucleos,
anotando las separaciones encontradas para las sondas de separacion, y las fusiones
encontradas aunque so6lo fuera una para las sondas de dual fusion. Los resultados los
analizamos con el programa estadistico SPSS, segun la férmula estadistica descrita por

Haralambieva®’.

3.2.2.5. Aplicacidn de la técnica de FISH.

Analizamos 59 LF, 30 LCM, 64 LBCG, para estudiar las translocaciones mediante
la técnica de FISH. Utilizando para el estudio LF las sondas Vysis que detecta la
t(14;18)(q32;q21) LSI/IGH/BCL2, las sonda de BCL6 split DAKO. Para el estudio de
LCM la sonda de Vysis para t(11;14)(q13;q32) LSI/IGH/CCNDI y las sondas BCL2,
BCL6, MYC sondas split DAKO en los LBCG.

3.2.3 TECNICA DE PCR.

Se procedié a la extraccion de ADN de muestras parafinadas segun el siguiente

protocolo: KIT PUREGENE,; Gentra Systems.
Poner 5-10mg de tejido en tubo de 1,5 ml. Cortes a 14 micras.

Desparafinacion.

1. 500 pl de xilol. Incubar 5 min. con agitacion suave.

2. Centrifugar a 24°C-14.000 rpm — 3 min — Ovillo — retirar xilol.
3. Repetir 2 veces. (3 lavados).

4. 500 pl de etanol (100%). Incubar 5 min. con agitacién suave.

73



Material y Métodos

5. Centrifugar a 24°C-14.000 rpm — 3 min — Ovillo — retirar etanol.

6. Repetir 1 vez. (2 lavados).

7. Decantar y dejar secar.

Lisis celular.

1. 300 pl de solucion de lisis. Homogenizar (golpecitos).

2. 3 ul de proteinasa K. Mezclar invirtiendo el tubo 25 veces e incubar a 55°C

toda la noche (invirtiendo el tubo).
Tratamiento con RNAasa.
1. 1,5 pl de solucion de RNasa.
2. Mezclar invirtiendo el tubo 25 veces e incubar a 37°C - 1 hora.
Precipitacion de proteinas.
Enfriar muestra a temperatura ambiente.
1. 100 pl de solucién de precipitacion de proteinas.
2. Vortex fuerte durante 20 seg.
3. Centrifugar a 24°C-14.000 rpm — 3 min — Ovillo.
Precipitacion de ADN.
Enfriar muestra a temperatura ambiente.

1. Recoger sobrenadante (ADN) en tubo limpio de 1,5ml con 300 pl de

isopropanol.
2. Invertir tubo 50 veces.
3. Centrifugar a 24°C-14.000 rpm-5 min.

4. Retirar sobrenadante y dejar secar el tubo sobre un papel absorbente limpio.

Anadir 300 pl de etanol 70%; lavar el ovillo de ADN invirtiendo el tubo.
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5. Centrifugar a 24°C-14.000 rpm-1 min. Retirar cuidadosamente el etanol para no

perder pellet.
6. Invertir tubo y dejar secar sobre un papel absorbente limpio 10-15 min.
Hidratacion de ADN.
1. Anadir 120 pl de solucion de hidratacion.

2. Incubar muestra -1 hora a 65°CC- (o noche a temperatura

ambiente).Golpear el tubo periddicamente.
3. Almacenar ADN a 4°CC (mucho tiempo a —20°CC 6 —80°CC).
4. Medir la concentracion y pureza del ADN.
Estudio por PCR.

En el estudio de t(14;18)(q32;q21) preparamos por un lado un tubo eppendorf con
los reactivos descritos a continuacion para detectar MBR-JH y otro tubo eppendorf

independiente para mecr-JH. Para un volumen total de reaccion de 30 uL.
ADN: 250pg.
Buffer 10X: SuL.
Mg 1.25mM.
dNTPs: 0.13mM.
TaqPolimerasa: 2.5Ul. (Taq Platinium Invitrogene)
MBR: 0.33uM 5'- GAGAGTTGCTTTACGTGGCCTG-3" (forward)'*
mer: 0,33uM 5'-CGCTTGACTCCTTTACGTGCT-3" (forward)'**
JH: 0,33uM 5" ACCTGAGGAGACGGTGACC-3’ (reverse)'*

En caso de la t(11;14)(q13;932) utilizamos las mismas cantidades pero los

cebadores eran distintos:

MTC: 0,33uM 5-ATAAGGCTGCTGTACACATCGGTG-3" (forward)
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mTCs: 0,33uM 5'-CTACTGAAGGACTTGTGGGTTGCT-3" (forward)
JH: 0,33uM 5'-GTGACCAGGGTNCCTTGGCCCCAG-3’ (reverse)

Programa de PCR, desnaturalizacion previa a 95°C durante 5 min. A continuacion
n* ciclos con: desnaturalizacion a 94°CC/1 min, hibridacién 65°C/1min, elogancién72°C/

30 seg.

* Para los cebadores MBR-JH fueron un total de 34 ciclos, mientras que los MTC-

JH fueron 24ciclos.
Se corren las muestras en geles de agarosa al 2% o de acrilamida-bis (19:1,40%).
3.2.4 TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA.

Analizamos 59 LF, 30 LCM, 64 LBCG de tejidos incluidos en parafina. Para el
estudio de inmunohistoquimica utilizamos un agente desenmascarente T-E. La técnica se
realizd6 con un inmunotefiidor automatico (7echmate, Dako) y se utilizaron anticuerpos

especificos primarios segun lo que ibamos a detectar.

Para la deteccion se utilizo un kit con un segundo anticuerpo universal que usa un
polimero de dextrano ligado a un conjugado-peroxidasa (Dako envision peroxidada/DAB;

DAKO), con el fin de evitar los falsos positivos de la avidina endogena.

En la tabla se recogen las caracteristicas y tratamientos de recuperacion antigénica

y la procedencia de los distintos anticuerpos comerciales que se han utilizado.

CLON DILUCION PRETRATAMIENTO PROCEDENCIA

BCL-2 124 1/20 Barfio Maria-TE Dako
.. . . Master
Ciclina D1 SP4 Prediluido Microndas T-E . :
Diagnostico
CD10 56C6 1/100 Microndas T-E Dako
CD20 L26 1/5 Bafio Maria T-E Biosystems
BCL6 PG-B61 1/20 Baiio Maria-TE Dako

Tabla 5. Anticuerpos comerciales empleados.
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3.2.5. ESTUDIO DE CORRELACION CON LA EVOLUCION CLINICA Y LA

SUPERVIVENCIA.

Buscamos 64 pacientes diagnosticados entre el ano 2003-2008 como LBCG (6
LBCG transformados de LF, 5 LBCG transformados de otros linfomas y 53 LBCG de

novo), realizamos el estudio de los reordenamientos: BCL2, BCL6, MCY mediante técnicas

de FISH en tejido parafinado con sondas Split-Dako. Comparamos la expresion proteica de

BCL2, BCL6, CCNDI con el reordenamiento. Analizamos las historias clinicas de 60 de

estos pacientes (hubo 4 historias clinicas que no se encontraron) y rellenamos para cada

paciente el siguiente cuestionario.

Pegatina al
ingreso

" [T

LINFOMAS TRANSLOCACIONES
RESPUESTA AL TRATAMIENTO.

1

Datos generales del paciente

Nombre y apellidos*

Fecha de nacimiento

(T[]« (TTT]

Edad

[

Sexo

[ hombre

D mujer

Peso

Kg

NUmero de biopsia

DATOS CLINICOS

Fecha diagnéstico

[T e[ T ] [TTT]

Edad al diagnéstico

1]

Diagnéstico

IP1

Estadio

Edad al diagnéstico

Niveles LDH

Estado funcional ECOG

Namero de
localizaciones
extraganglionares

Namero de
localizaciones
ganglionares

TRATAMIENTO

No Si Namero de Fecha de inicio.
Especif si QuUIMIO ciclos Fecha finalizacion
hubo(cirugia o
raditp)
R-CHOP Tl Jee[ [ Jee [[11]
e [OI0
R-
MEGACHOP [T]e[T]e Dj:D
(e[« [OI0
OTROS
(el T]e T1T]
(10T [T

a
5
o
&

RESPUESTA EL TRATAMIENTO

Fecha

1 REMISON COMPLETA QNoQsi
2 REMISION PARTCIAL QnNoQsi
3 RECAIDA QONoQsi

SITUACION ACTUAL

Q| Vivo sin enfermedad

Q| Vivo con enfermedad

Q| Pérdida del seguimiento

@ | Muerte por linfoma o tratamiento Fecha
@ | Muerte por otras causas Fecha

En caso de remision completa: Supervivencia libre de enfermedad (meses de remision
completa hasta recaida, fin de seguimiento o muerte)

muerte)

Supervivencia global (meses desde la fecha del diagnéstico hasta Ultima revision o

Cuestionario de Linfomas, Translocaciones y Respuesta al Tratamiento empleado.
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Los datos obtenidos se introdujeron en el SPSS 12.

Dividimos a los pacientes en dos grupos, segun presentaban o no la translocacion.
Correlacionamos la presencia o ausencia del reordenamiento para los genes de BCL2,
MYC, BCL6, con los factores clinicos de riesgo que definen a los LBCG. Identificando
diferentes grupos de riesgo segtin el IPI (Indice de pronéstico Internacional) y asociandolos

a estos reordenamientos.

Mediante el estadistico apropiado (generalmente Chi-cuadrado o el estadistico

exacto de Fisher) con el programa SPSS.12 buscamos si existen diferencias significativas.

La supervivencia global OS (Overall Survival) era calculada desde el comienzo del
diagnostico de la enfermedad, definimos como evento la muerte del paciente por linfoma.
Las curvas de supervivencia eran estimadas de acuerdo con el método de Kaplan-Meier y
la diferencia entre las curvas se valor6 con el Test de Log-Rank. El intervalo de confianza

era calculado para el 95%.
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4.1. OPTIMIZACION DE LA TECNICA FISH:
4.1.1. SOLUCIONES DE LAVADOS Y TEMPERATURAS

La temperatura es condicionante en la técnica de FISH. Las sefales de hibridacion
mas nitidas se obtienen a una temperatura de 99°C durante 10 min seguido de enfriamiento

durante 15 min a T.A. (Fig 28).

El tipo de pretratamiento no influye en mejorar el rendimiento de la técnica de
FISH, se obtienen sefales de hibridacion interpretables con todas las soluciones de lavado
(Ac Citrico, Citrato Sodico, NaSCN, EDTA, la solucion de pretratamiento comercial
DAKO). Aunque podemos decir que las sefales mejor definidas las obtenemos con la

solucion comercial. (Tabla 6) (Fig 28)

El tipo de pretratamiento no es el causante de que exista un mayor desprendimiento
de los tejidos en el tissue array, ya que éste no se produce durante el paso de las soluciones
de lavado, sino en el paso previo de la rehidratacion con alcoholes, por lo que es un

problema de como el tejido se fija al cristal, y no de la solucioén de lavado empleada.

4.1.2. OPTIMIZACION DE LOS TIEMPOS DE DIGESTION.

Tiempos de digestion cortos o excesivos van a enmascarar la presencia de la senal.

(Fig 29 y 30).

La mejor sefial de hibridacion se corresponde siempre con el tiempo de digestion en
el que el tejido muestra la formacion de una especie de “helecho” al microscopio Optico,
independientemente de la sonda empleada (Fig 30). El control de la digestion mediante la
forma de helecho es la forma mas adecuada para monitorizar la digestion. Ya que los
tiempos de digestion van ser siempre muy variables de unas muestras a otras dependiendo

del tiempo de fijacion y de la concentracion de enzima que estemos utilizando.

Como regla general podemos decir que a igual concentracidon enzimatica, las
autopsias necesitan un mayor tiempo que las muestras quirtrgicas y estas que las

endoscopicas (Tabla 7).
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4.1.3. ELECCION DE LA SONDA ADECUADA.

Para poder determinar un diagndstico acertado es necesario buscar la interpretacion
visual mas sencilla. Tanto las sondas de separacion como las de colocalizacion ofrecen esta
oportunidad en las 16 muestras analizadas, pero cuando existe mucha autofluorescencia de
fondo bien por la antigiiedad de la muestra o por el propio tejido, es mucho mas grafico
tratar de localizar sefiales aisladas (muestras positivas con sondas de splif) que buscar
sefales fusionadas (sonda dual fusion) que podrian proceder de la interaccion de la sefial

de la sonda con la autofluorescencia de fondo.

En la Fig 31 A analizamos una muestra con mucha autofluorescencia de fondo,
donde la senal positiva para LSI/IGH/BCL2 “Sondas Dual Fusion” es dificil de interpretar,
no se puede decir si hay sefales de fusion ni dar un diagnostico. En la Fig 31.B analizamos
la misma muestra pero con las Sondas “Split Dako”, aunque la morfologia celular no esta
definida, y existe mucha inespecificidad de fondo podemos interpretar sefales, se observan

sefales separadas que se pueden interpretar como positivas para la translocacion.

Las sondas de “split” ofrecen un patrén de interpretacion mucho mas claro.

4.1.4. NIVELES DE CORTE.

El resultado de analizar 15 amigdalas reactivas contando 100 nucleos y anotando
las sefiales que encontramos positivas, se muestra en la Tabla 8. Se calcula la media de sus

. .. , IR , ’ . 3
frecuencias positivas mas 3 veces la desviacion estandar, segiin Haralambieva®'.

Resultado: 8.533+11.1599 = 19.7% de falsos positivos para las sondas de dual

fusion.

Resultado: 3,800+6.23127 = 6.11% de falsos positivos para las sondas de split.

4.2. LINFOMA FOLICULAR:

Estudiamos 59 LF de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina.
Correspondientes con 26 LF de grado I, 15 LF de grado II, 6 LF de grado Illa, 9 LF de
grado IIIb, 2 LF in situ y 1 LF en anillo de sello.
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Los resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 9 y se describen a continuacion.

(Fig 32)

4.2.1. DETECCION DEL DIMERO BCL2-IGH Y REORDENAMIENTO DE BCL6
MEDIANTE FISH.

El estudio de la t(14;18)(q32;921) mediante técnicas de FISH con sondas dual
fusion resulta positivo en 39/59 LF analizados. Es decir el 66,1% de las muestras son

positivas para el dimero BCL2-IGH. (Tabla 9).

El estudio del reordenamiento de BCL6 mediante técnicas de FISH con sondas split
resulta positivo en 7/59 LF analizados. Es decir el 11,9% de muestras son positivas para el

reordenamiento de BCL6. (Tabla 9).

4.2.2. RELACION ENTRE LA t(14;18)(q32;q21), REORDENAMIENTO DE BCL6 Y
GRADO HISTOLOGICO EN LF.

Estudiamos 26 LF grado I. La incidencia para la presencia de la t(14;18)(q32;q21)
es del 73% (19/26 muestras analizadas). Para el estudio del reordenamiento del gen de
BCL6 s6lo hay una tnica muestra positiva (1/26), esta misma muestra también mostraba
positividad para el reordenamiento de BCL2 es lo que se denomina una translocaciéon de

double-hit (Tabla 9).

Estudiamos 15 LF de grado Il. La incidencia para la presencia del dimero IGH-
BCL?2 es del 73.3% (11/15 muestras analizadas). Para el reordenamiento del gen de BCL6
solo hay una unica muestra positiva (1/15). Al igual que ocurre con la muestra del LFI esta

muestra también es positiva para BCL2, se trata de una translocacion de double-hit (Tabla

9).

Estudiamos 6 LF grado llla. La incidencia para la presencia de la t(14;18)
(q32:;921) es del 16,6% (1/5 muestras analizadas). La incidencia para el reordenamiento de
BCL6 fue del 40%(2/5). Las 2 muestras positivas para BCL6 resultaron negativas para la
translocacion que implica al gen de BCL2 (Tabla 9).

Estudiamos 9 LF grado IlIb. La incidencia para la presencia del dimero IGH-
BCL2) es del 55,5% (5/9 muestras analizadas). La incidencia para el reordenamiento de
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BCL6 fue del 33%(3/9), una de las muestras también resulta ser positiva para el
reordenamiento de BCL2 (double-hit) y las otras 2 son negativas para éste reordenamiento

(Tabla 9).

Se estudian dos variantes del linfoma folicular, dos LF in situ y uno en anillo de
sello. Las 3 muestras resultaron positivas para la alteracion t(14;18)(q32;q21) y negativas

para el reordenamiento de BCL6 (Tabla 9).

42.3. ESTUDIO COMPARATIVO FISH-PCR PARA DETECCION DE
t(14;18)(q32;921).

En el estudio de la t(14;18)(q32;g21) mediante técnicas de FISH con sondas dual
fusion pudimos valorar 59/59 casos analizados (100%), y son positivas para este
reordenamiento 39/59 casos. Mientras que para técnicas de PCR pudimos valorar 57/59
casos analizados (96,6%), y son positivas para el dimero JH-MBR 24/57 casos. En las
muestras que son negativas para JH-MBR (33 casos) se analizé otro punto de rotura, la
region mer-JH, y encontramos positividad en 4/33 casos. Es decir que el total de muestras
positivas obtenidas para el dimero de IGH-BCL2 por técnicas de PCR es 28/57 casos
analizados (Tabla 10).

Si comparamos las muestras positivas para la t(14;18)(q32;q21) obtenidas por FISH
y por PCR, obtenemos tal y como se muestra en la Tabla 10, un 26.3% mas de muestras
positivas mediante la técnica de FISH (hay que tener en cuenta que hay 2 muestras que no
se pueden valorar por PCR por lo que no las comparamos). Esto demuestra que la técnica
de FISH es mas sensible para detectar la presencia de t(14;18)(q32;q21) frente a la técnica
de PCR.

42.4. COMPARACION ENTRE LAS TRANSLOCACIONES Y EXPRESION
PROTEICA DE BCL2 Y BCL6.

En el estudio de la expresion de BCL2 por métodos THQ hemos encontrado
positividad en el 89.8% de los casos (53/59), una positividad débil en el 8.5% (5/59) de los
casos y negatividad en un 1.7% (1/59) (Tabla 11).
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La translocacion positiva y la expresion inmunohistoquimica positiva estan
presentes en 38 muestras. Mientras que hay 15/53(22,6%) casos que muestran expresion
proteica por técnicas IHQ pero no se detecta presencia de la translocacion por técnicas de

FISH (Tabla 11).

En los casos diagnosticados con expresion de positividad débil, 4 muestras se

corresponden con translocacion negativa y 1 muestra con translocacion positiva (Tabla 11).

En el unico caso donde no hay expresion de BCL2 tampoco se encuentra la

translocacion.

4.3. LINFOMA DE CELULAS DEL MANTO.
4.3.1. DETECCION DEL DIMERO CCND1-IGH MEDIANTE FISH.

Estudiamos 30 casos diagnosticados como LCM para la t(11;14)(q13;932) con
sondas dual fusion. Los 30 muestras estudiados de LCM resultan positivas para la
translocacion, es decir 100% de positividad. Los resultados se reflejan en la Tabla 12. Fig

33.

432. ESTUDIO COMPARATIVO FISH-PCR PARA DETECCION DE
t(11;14)(q13;q32).

En el estudio de la t(11;14)(q13;q932) mediante técnicas FISH con sondas dual
fusion pudimos valorar 30/30 casos analizados (100%), resultaron positivos 30/30 casos de
LCM. (Tabla 12). Mientras que para técnicas de PCR pudimos valorar 29/30 casos
analizados, y obtuvimos resultados positivos para el dimero JH-MTC en 18/29 casos. En
las muestras negativas para JH-MTC (11casos) se valora la region JH-mTCs donde no se

encontrd ninguna muestra positiva. (Tabla 13).

Lo que viene a significar que mientras por técnicas FISH obtuvimos positividad

para un 100% de los casos, s6lo un 60% resultaron positivos mediante PCR (Tabla 13).

Con la técnica de FISH obtenemos un 36,7% mas de resultados positivos (hay que

tener en cuenta que hay 1 muestra que no se puede valorar por PCR) (Tabla 13), lo que
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convierte al FISH en una técnica mas sensible para detectar la presencia de la translocacion

t(11;14)(q13;932) frente a la técnica de PCR.

4.3.3. COMPARACION ENTRE LA TRANSLOCACION Y EXPRESION PROTEICA
DE CCND1

En el estudio de la expresion de CCND1 encontramos positividad en 29/30 casos

(96.7%), y negatividad 1/3 (3,3%) casos.

Hay un caso que fue negativo por IHQ y sin embargo por FISH result6 tener el

reordenamiento de la CCND1. (Tabla 12).

Mientras que por FISH obtuvimos un 100% (30/30) de reordenamientos para la
CCND, la expresion mediante técnicas IHQ es del 96,7% (29/30), lo que implica que por

ambas técnicas se obtienen resultados similares.

4.4. LINFOMA B DIFUSO DE CELULAS GRANDES:
4.4.1. DETECCION DE LOS REORDENAMIENTOS DE BCL2, BCL6 Y MYC.

Los resultados de los 64 pacientes diagnosticados como LBCG, se corresponden a
53 LBCG de Novo, 6 LBCG transformados de LF y 5 LBCG transformados de LNH,
vienen reflejados en la Tabla 14 (Fig 34).

Se estudiaron las siguientes alteraciones estructurales:

El estudio del reordenamiento de BLC2 mediante sondas split es positivo en 13/64
(20.3%) LBCG analizados. De las muestras positivas 6 muestras se corresponden con los 6
LBCG transformados de LF 6/6 (100%) y las otras 7 proceden de los 53 LBCG de Novo
7/53 (13,2%)(Tabla 14).

El estudio del reordenamiento de BLC6 mediante sondas split es positivo en 15/64
(23.4%) LBCG analizados. De los resultados positivos, 2 muestras se corresponden con
LBCQG transformados de LNH 2/5 (40%) y 13 muestras lo hacen con LBCG de Novo 13/53
(24,5%) (Tabla 14).
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El estudio del reordenamiento de MYC mediante sondas split es positivo en 5/64
(7.8%) LBCG analizados. De los resultados positivos 1 muestra se corresponde con LBCG
transformado de un LF que a su vez se presenta con el reordenamiento de BCL2,
translocacion de double-hit. Los otros 4 reordenamientos positivos para MCY se
corresponden con LBCG de novo (4/53), una de estds muestras también presentaba una

doble translocacion con el reordenamiento de BCL6 (Tabla 14).

En conclusion, 2/5 (40%) casos analizados para el reordenamiento de MYC se
manifestaban con otra alteracion, lo que indica que es frecuente que el reordenamiento de

MYC ocurra como una lesion secundaria.

Resumiendo los datos de nuestro estudio podemos afirmar que alguno de estos tres
reordenamientos estan identificados en el 46,9% (39/54) de los LBCG de nuestra serie
(Tabla 14). De las muestras positivas un 43,3% estaban representadas por el
reordenamiento de BCL2, un 50% por el reordenamientos de BCL6, y un 16,6% se
correspondian con el reordenamiento de MYC. El reordenamiento del BCL6, BCL2 son los

mas comunes en LBCG.

4.4.2. COMPARACION ENTRE EL REORDENAMIENTO Y EXPRESION PROTEICA
DE BCL2 Y BCL6.

En el estudio de la expresion de BCL2 por métodos IHQ encontramos positividad
en el 83.8% (52/62) de los casos, negatividad en el 16,2% (9/62) y 3/64 (4,7%) muestras

que no pudieron ser valoradas por técnicas IHQ. (Tabla 15).

Hay 12 casos que muestran translocacion de BCL2 positiva y presentan expresion
proteica. Mientras que hay 40/52 (76,9%) casos que muestran expresion proteica por

técnicas THQ pero no se detecta la translocacion por técnicas de FISH (Tabla 15).

Hay un caso que es negativo por IHQ y sin embargo por FISH resulta tener el

reordenamiento de BCL2.

En el estudio de la expresion de BCL6 por métodos IHQ encontramos positividad
en 44/59 (81,4%) y positividad focal en 7/59 (11.8%), negatividad en 8/59 (13,5%) y hay
5/64 (7,8%) muestras que no pueden ser valoradas. (Tabla 16).
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Encontramos 11 casos que muestran expresion proteica y translocacion positiva.
Mientras que hay 33 casos que muestran expresion de BCL6 por técnicas IHQ pero no se
detecta la translocacion por técnicas FISH (Tabla 16). En cuanto a las muestras
diagnosticadas con positividad focal 5 de ellas no presentan el reordenamiento de BCL6
por técnicas de FISH y dos muestras si la presentan. Si consideramos como positivas las
muestras focales podemos afirmar que por técnicas IHQ encontramos 74,5% (38/51) de

muestras con expresion de BCL6 y reordenamiento negativo de BCL6 por FISH.

4.4.3 IMPLICACION DE LAS ALTERACIONES GENETICAS EN EL PRONOSTICO
Y LA SUPERVIVENCIA.

Comparamos el reordenamiento de BCL2, BCL6 y MYC con los siguientes

parametros:

Sexo, edad, localizacidén, estadio, ECOG, LDH, ntmero de localizaciones
ganglionares, numero de localizaciones extraganglionares, infiltraciéon de médula 6sea, IPI,
y respuesta al tratamiento. No hay ninguna asociacion estadisticamente significativa entre
estos pardmetros y los reordenamientos, por lo que no existe una implicacion del
reordenamiento de BCL2, BCL6 ¢ MYC y el impacto pronostico. Tan s6lo hay una
asociacion estadisticamente significativa (p<0,005) entre el reordenamiento de BCL2 y el

estadio ( Tablas 17, 20, 23).
Supervivencia

La prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia mediante el estadistico de

contraste Log Rank (Manrel-Cox) muestran los siguientes niveles de significacion:

. Para el reordenamiento de BCL2, BCL6 y MYC y supervivencia: p=0,557,
p= 0,581, p= 0,387, respectivamente.

o Para los 3 reordenamientos y la supervivencia p=0,518.

o Para la sobreexpresion de BCL2 y BCL6 y supervivencia p= 0,762 y p=

0,037 respectivamente.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre los reordenamientos de

BCL2, BCL6 y MYC'y el tiempo libre de supervivencia. (Tabla 18, Tabla 21, Tabla 24).
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No hay diferencias estadisticamente significativas entre el conjunto de los 3

reordenamientos y el tiempo libre de supervivencia. (Tabla 25).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la sobreexpresion de BCL2,

y el tiempo libre de supervivencia (Tabla 19).

Si existen diferencias estadisticamente significativas entre la sobreexpresion de
BCL6 y el tiempo de supervivencia (p<0,005). Las formas que presentaban sobreexpresion

de BCL6 tienen una supervivencia global mayor.
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4. 5. FIGURAS.

HaSCH 58

ELTA4 29°

Fig 28. Diferentes pretratamientos a 85°C durante 30 min ¢ 99°C durante 10 min y 15 min a temperatura
ambiente. Dako split signal BCL2 FISH ADN probe.
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Fig 29. Tiempos de digestion excesivos. A) Imagenes de tejido sobredigerido, B) fluorescencia
sobredigerida, no se obtiene sefial de hibridacion C) DAPI sobredigerido, nuicleos fantasmas.
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120 MIN
Fig 30. Digestion de un LBCG con pepsina al 0,1M, sondas dual fusion de Vysis LSI BCL2/ IGH. Las
imagenes de la derecha muestran la morfologia del tejido en el microscopio optico con diferentes tiempos de
digestion y las imagenes de la izquierda muestran los resultados obtenidos por FISH sobre esos tejidos.
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Fig 31. A: FISH positivo con autofluorescencia de fondo con LSI/IGH/BCL2 Sondas Dual Fusion.
B: FISH positivo con autofluorescencia de fondo con sondas BCL?2 split Dako.
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Fig 32. A: Imagen histologica de LF de grado 1, técnica (H-E 40X.) B: FISH de LF con sondas dual fusion de Vysis, translocacion
negativa para la t(14;18)(q32;q21)(100X). C: Imagen histologica de LF de grado 2, (H-E 40x). D: Inmunohistoquimica de LF para
BCL2(40X). E: Gel acrilamida Estudio por PCR en la t(14;18)(q32;q21) cebador MBR-JH, correspondiente con un marcador de pesos
moleculares (pBR), control doble negativo C- (agua), un control doble positivo C+ y tres muestras por duplicada M1 (negativa), M2
(positiva), M3 (positiva). F: FISH de LF con sondas dual fusion de Vysis, translocacion positiva para la t(14;18)(q32;q21)(100X). G:
Imagen histologica de LF grado Illa (H-E 20X). H: FISH de LF con sondas split DAKO para el estudio de la alteracion 3q27, resultado
negativo. I: Imagen histoldgica de LF de grado IIIb, (H-E 40X). J: FISH de LF con sondas split DAKO para el estudio de la alteracion
3927, positiva,(100X).
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575

D BE C+ C+ C C- M1 M1 MZ M2

c

Fig 33. A: Imagen histolégica LCM (H-E 40X). B: Inmunohistoquimica de la expresion de la CCNDI.
C: FISH de LF con dual fusion de Vysis para el estudio de la t(11;14)(q13;932), positiva (100X). Gel de
agarosa al 3%. D: Estudio de PCR en la t(11;14) cebador mcr-JH, correspondientes con un marcador de
pesos moleculares (pBR), un control doble positivo C+, control doble negativo C- (agua), y dos muestras

dobles M1 (positiva), M2 (negativa).
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Fig 34. A: Imagen histoldgica de LBCG, técnica (H-E 40X). B: IHQ de LBCG anticuerpo de BCL2(40x). C:
IHQ de LBCG anticuerpo de BCL6 (20X). D: FISH de LBCG con sondas split, translocacion positiva para
BCL2. E: FISH de LBCG con sondas split, translocacion negativa para BCL2 (100X). F: FISH de LBCG con
sondas split, translocacion positiva para BCL6(100X). G: FISH de LBCG con sondas split, translocacion
amplificacion de MYC(100X). H: FISH de LBCG con sondas split, translocacion positiva para MYC(100X).
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4.6. TABLAS.
Pretratamiento Citrato Ac citrico NaSCN EDTA
DAKO soédico
Dual fusion +++ 4+ ++ ++ ++
Split 4+ ++ -+ ++ ++

Tabla 6. Exito en la técnica de FISH con diferentes pretratamientos a 99° 10 min y 15 min TA.

autopsia quirurgica endoscépica
LE 357 14’ 7 minimo
40’ 33’ 127 maximo
- 20’ 7 minimo
LCM - 257 107 maximo
LB 40’ 207 107 minimo
707 35’ 127 maximo
707 127 107 minimo
LBCG 1207 357 157 maximo
amiadala 40’ 157 - minimo
9 60’ 20’ - maximo

Tabla 7. Méaximos y minimos de los tiempos digestion en distintas muestras hasta encontrar la forma de

helecho.

Sondas dual fusion LSI VYSIS

Sondas Split DAKO

Sefiales . Setiales .
.. frecuencias .. frecuencias
positivas positivas

3 2 1 2

5 1 2 3

6 2 3 3

7 2 4 1

8 1 5 2

9 1 6 2

10 1

11 1

12 1

13 2

15 1

Tabla 8. Frecuencias de las sefiales positivas contabilizadas en 100 nucleos de 15 amigdalas reactivas.
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3 N IHQ IHQ FISH FISH
N° afio edad sexo tejido Grado CD10 BCL?2 BCL2 MBR mcr BCLG
1 1996 61 V GL I P P P P ND N
2 1996 60 H GL 11 P P P P ND N
3 1996 69 H GL I P P P P ND N
4 1996 96 H GL Ila P P P P ND N
5 1996 54 V GL | P P P P ND N
6 1997 66 H GL I P P P P ND N
7 1997 57 H GL 11Ib P P P P ND N
8 2000 76 V GL | P P P N N N
9 2001 91 V. GL 11 P débil P N N N
10 2001 43 H GL | P P P P ND N
11 2001 76 H GL I P P P P ND N
12 2001 53 H GL I P P P N P N
13 2002 81 H GL I P P P N N N
14 2002 58 H GL II N P N N N N
15 2002 47 V GL 11Ib P P P P ND N
16 2002 88 V GL II P P P N N N
17 2003 79 V. GL I P P P N N N
18 2003 66 H GL 11Ib P P P P ND N
19 2003 53 V. GL II P P P N P P
20 2003 69 V. GL I P P P P ND N
21 2003 82 V GL I debil P N N N N
22 2003 50 V GL I P P P N N N
23 2003 84 H glateo 11Ib P P N N N P
24 2003 56 V GL | P P P N P N
25 2003 50 H GL I P P N N N N
26 2003 77 H GL II P débil N N P N
27 2004 62 H GL Illa P P N N N N
28 2004 33 V GL 1IIb P P N N N N
29 2004 55 V GL 1IIb P P N N N N
30 2004 68 V GL II P P P P ND N
31 2004 73 V GL I P P P N N N
32 2004 73 V GL I P P P N N N
33 2004 60 H GL I débil N N N N
34 2005 61 V GL I P P P N P P
35 2005 36 H GL II P P N N N N
36 2005 80 H GL LF anillo sello P P P P ND N
37 2006 44 H GL I P P N N N N
38 2006 52 H GL Illa P P N N N N
39 2006 68 H GL Illa P P N N N P
40 2006 78 H GL II débil  débil N N N N
41 2006 62 H GL ITla P N N N N N
42 2006 59 H GL I P P N N N N
43 2006 48 H parauterina I P P N N N N
44 2006 35 H GL I P P N NV NV N
45 2006 71 V GL II P P P P ND N
46 2006 48 V GL II P P P P ND N
47 2006 60 V GL 11Ib P P P P ND N
48 2006 58 H GL | P P P P ND N
49 2006 65 H GL I P P P N N N
50 2007 75 V GL I P P P P ND N
51 2007 75 H GL LF In Situ P P P P ND N

O
o0



Resultados

52 2007 44 V GL I P P P P
53 2007 74 VvV GL II P P P P
54 2007 38 V GL LF In Situ P P P NV
55 2007 48 V GL I P P P N
56 2008 55 V GL I11b P débil N N
57 2008 65 V GL LBCG vs 11Ib P P P P
58 2008 75 H GL L] débil P N N
59 2008 77 V  duodeno I P P P P

ND
ND
NV
N
N
ND

N
ND

ZwomwwzZzZ2zZ2Z

Tabla 9. V: varén, H: hembra; GL: ganglio linfatico; LF: linfoma folicular, LBCG: linfoma de células

grandes; VS: versus, P: positiva, N: negativa, NV: no valorable: ND: no diagnosticable.

PCR: JH-MBR, JH-mTCs

- — Total
negativo positivo

negativa 19 0 19
& % de FISH-BCL2 100,0% 0% 100,0%

BCL2/FISH 5 % i
positiva o 4. FISH-BCL2 26.3% 73.7% 100,0%

Total 29 28 57
% de FISHB-CL2 50.9% 49.1% 100,0%

Tabla 10. Comparacion entre las frecuencias encontradas para el reordenamiento de BCL2 mediante

técnicas de FISH y PCR en LF.

débil BS;ZtiI\ZQ oositiva | O
negativa o4 FISH.BCL2 20%0/ 5 (lw 75130/ 103%<y
BCL2/FISH - o e T : ° N o 2 0 3 °
POSIIVA o o FISH-BCL2  2.6% 0% 97.4%  100,0%
ol 5 1 53 59
% de FISH-BCL2  8.5% 1,7% 89.8%  100,0%

Tabla 11. Relacion de la sobreexpresion de BCL2 con el reordenamiento de BCL2 en LF.
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N° afio Edad sexo fijador Tejido IHQ IHQ FISH MTC mTCs
CD5 CCND1 CCND1
1 2000 50 H formol GL NV P P P ND
2 2000 35 A% formol GL P P P P ND
3 2001 77 H formol GL P P P N ND
4 2001 67 Vv formol GL P P P N ND
5 2003 67 A% formol GL N P P N N
6 2003 82 H formol GL P P P N N
7 2003 69 A% formol GL P P P N N
8 2004 67 H formol Lengua P P P P ND
9 2004 50 H formol GL P P P N N
10 2005 53 v formol GL ND N P N N
11 2005 62 H formol GL P P P P N
12 2005 93 A% formol GL ND P P P ND
13 2005 53 A% formol GL N P P P ND
14 2005 71 A% B5 MO P P P P ND
15 2005 53 A% B5 MO P P P P ND
16 2005 53 H formol GL P P P P ND
17 2005 71 H formol GL P P P P ND
18 2005 83 H formol GL N P P P ND
19 2005 56 A% formol GL N P P P ND
20 2006 79 A% formol GL N P P P ND
21 2006 65 A% formol GL P P P P ND
22 2006 70 A% formol GL P P P N N
23 2006 70 A% formol GL P P P N ND
24 2006 70 \% formol GL ND P P N N
25 2007 176 A% formol GL P P P P ND
26 2007 61 A% formol GL P P P P ND
27 2007 90 H formol GL débil P P N N
28 2007 82 A% B5 MO P P P NV NV
29 2008 72 H formol GL P P P P ND
30 2008 70 \Y formol GL P P P ND

Tabla 12. V: varén. H: hembra. GL: ganglio linfatico. MO: Médula 6sea. P: positivo. N: negativo. NV: no
valorable. ND: no diagnosticable.

PCR: JH-MTC, JH-mTCs

- — Total
negativo  positivo N.V.
11 18 1 30
FISH/CCND1 iti

POSTEIVA o e FISH-CCND1  36,7% 60,0% 3,3% 100,0%

11 18 1 30

Total

% de FISH-CCND1 36,7% 60,0% 3,3% 100,0%

Tabla 13. Comparacion entre las técnicas de FISH y PCR para el estudio de la t(11;14)(q13;q32)

100



Resultados

IHQ IHQB EISH EIHS FISH
Ne ANO SEXO EDAD DIAGNOSTICO ORIGEN BCL2 BCL6 BCL2 MYC BCL6
1 1999 H 63 LBCG EX P N N N N
2 2003 H 76 LBCG G P NV N N P
3 2003 H 76 LBCG G P P N N P
4 2003 H 60 LBCG G N N N N N
5 2003 H 58 LBCG EX N N N N N
6 2003 H 66 LBCG transf LF G P P P N N
7 2003 H 70 LBCG G P NV N N N
8 2003 H 63 LBCG transf LF G P P P N N
9 2003 \% 60 LBCG EX P P N N P
10 2004 VvV 80 LBCG G P P N N N
11 2004 H 79 LBCG G N P N N N
12 2004 H 85 LBCG EX P P N N N
13 2004 H 56 LBCG G P P P N N
14 2004 A% 43 LBCG G NV  focal N N N
15 2004 A% 45 LBCG G N P N P N
16 2004 H 27 LBCG G P P N N N
17 2004 H 68 LBCG EX N P N N N
18 2004 H 59 LBCG G P P P N N
19 2004 A/ 23 LBCG EX P P N N N
20 2004 A% 48 LBCG G P P N N N
21 2005 H 62 LBCG EX P P N N P
22 2005 H 28 LBCG G P P N N N
23 2005 H 68 LBCG G P P N P N
24 2005 A% 68 LBCG G P P N N N
25 2005 A% 58 LBCG EX P P N N N
26 2005 VvV 91 LBCG G P P N N N
27 2005 H 85 LBCG EX N P N N N
28 2006 V 74 LBCG EX P P N N N
29 2006 V 64 LBCG EX P P N N P
30 2006 A% 72 LBCG EX P focal N N N
31 2006 A% 44 LBCG G P N N P N
32 2006 H 74 LBCG EX P P N P P
33 2006 A% 57 LBCG transf LF EX P focal P N N
34 2006 A/ 67 LBCG EX P P N N N
35 2006 Vv 73 LBCG G N P N N P
36 2006 H 64 LBCG G P P N N N
37 2006 H 74 © Biggamf EX NV NV N N P
38 2006 A% 65 LBCG G N P P N N
39 2006 H 61 LBCG G P focal N N N
40 2006 VvV 71 LBCG EX P focal N N P
L BCG transf
41 2006 A% 60 LNH G P N N N N
42 2006 A% 48 LBCG EX NV P N N N
43 2007 H 45 LBCG transf LF G P P P N N
44 2007 H 66 LBCG EX P P N N N
45 2007 H 73 LBCG EX P P N N P
L BCG transf

46 2007 A% 48 LNH G N NV N N N
47 2007 H 53 LBCG G P P P N N
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48
49
50
51
52

53

54
55
56

57

58
59
60
61
62
63
64

2007
2007
2007
2007
2007

2007

2007
2008
2008

2008

2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
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42
92
81
35
58

62

71
71
70

77

26
58
93
66
75
65
82

LBCG
LBCG
LBCG
LBCG
LBCG

L BCQG transf

LNH

LBCQG transf LF
LBCQG transf LF

LBCG
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LBCG
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LBCG
LBCG
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Tabla 14. Varén; H: hembra; LBCG: linfoma B difuso de células grandes; LBCG Transf LNH: linfoma B de
células grandes transformado de un linfoma no Hodgking. LBCG Transf. LF: Linfoma B de células grandes
transformado de Linfoma Folicular. G: ganglionar; Ex: extraganglionar; P: positiva; N: negativa.

BCL2/IHQ

- — Total
negativa positiva N. V.

BCL2/FISH negativa 8 40 3 51
% BCL2FISHS 15,7% 78,4% 5,9% 100,0%

positiva | 12 0 13
% BCL2FISHS 7,7% 92,3% ,0% 100,0%

Total 9 52 3 64
% BCL2FISHS 14,1% 81,3% 4,7% 100,0%

Tabla 15. Tabla de contigencia relacion entre la sobreexpresion de BCL2 y el reordenamiento en LBCG

- B.C.:L/6IHQ Total
negativa  positiva  focal N.V.

BCL6/FISH negativa 8 33 5 3 49
%BCL6FISH 16,3% 67,3% 10,2%  6,1%  100,0%

positiva 0 11 2 2 15
%BCL6FISH ,0% 73,3%  13,3% 13,3% 100,0%

Total 8 44 7 5 64
%BCL6FISH 12,5% 68,8%  109% 7.8%  100,0%

Tabla 16. Tabla de contigencia relacion entre la sobreexpresion de BCL6 y el reordenamiento en LBCG
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BCL-2 BCL-2

germinal N° (%) reordenado N°(%o) P
SEXO
mujeres 27 (52.9) 9(69.2)
hombres 24(47.1) 4(30.8) NS (Fisher)
ANOS media+DT
<65 24(47.1) 8(61.5)
>65 27(52.9) 5(38.5) NS (Fisher)
LOCALIZACION
ganglionar 29(56.9) 11(84,6) 0,052 (Fisher)
extraganglionar 22(43.12) 2(15,4)
ECOG
0 10(20.4) 5(41.7)
1 15(30.6) 4(33.3) NS(Chi-cuadrado)
2 11(22.4) 1(16.7)
3 5(10.2) 1(8.3)
4 8(16.3) 0(0)
ESTADIO
I 6(11.8) 1(7.7)
11 11(21.6) 0(0)
m 6(11.8) 6(46.2) 0,035(Chi-cuadrado)
v 26(51) 5(38.5)
NV 2(3.9) 1(7.7)
LDH
NORMAL<250 7(14.3) 2(16.7)
ALTA>250 42(85.7) 10(83.3) NS (Fisher)
N°  LOCALIZACIONES
EXTRAGANGLIONAR.
ninguna 6(11.8) 3(23.1)
1-2 31(60.8) 4(30.8) NS(Chi-cuadrado)
>2 12(23.5) 5(38.5)
MO
libre 27(52.9) 7(53.8)
infiltrado 11(21.6) 2(15.4) NS (Fisher)
NV 13(25.5) 4(30.8)
N°  LOCALIZACIONES
GANGLIONARES
ninguna 8(15.7) 2(15.4)
1-2 14(27.5) 4(30.8)
>2 27(52,9) 6(46.2) NS(Chi-cuadrado)
IPI
bajo 0-1 10(20.4) 3(25)
Intermedio bajo (2) 9(18.4) 3(25)
Intermedio alto (3) 18(36.7) 4(33.3) NS(Chi-cuadrado)
alto (4 -5) 12(24.5) 2(16.6)
Respuesta
Remisién completa 21(41.2) 5(38.5)
Remision Parcial 2(3.9) 0(0) NS(Chi-cuadrado)
recaida 8(15.8) 5(38.5)
no respuesta 16(31.4) 3(23.1)
NV 4(7.8) 0
(ON] 23(95%CI36,3-65,4%) 5 (95% CI 32,58-116,6%) NS (Log-Rank)

Tabla 17. Relacion entre el reordenamiento de BCL2, evolucion prondstica y supervivencia. NS: no

significativo
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Censurado
BCL2/FISHS  N° total N° de eventos N° Porcentaje
negativa 47 23 24 51,1%
positiva 13 5 8 61,5%
Global 60 28 32 53,3%
1,0
REORDENAMIENTO
0,8 BCL2
< —ITnegativa
E 1 positiva
g —+ negativa-censurad
é 0.6 — positiva-censuradc
E #
=
E 0,4
)
0,2
0,0
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Supervivencia en meses
Censurado
BCL2/IHQ N° total ~ N° de eventos N° Porcentaje
negativa 9 4 55,6%
positiva 49 23 26 53,1%
Global 58 27 53,4%
1,0
EXPRESION
0,8— PROTEICA DE
BCL2
I Tnegativa
T positiva
0,6 tiva-
+ ggr%:urado

Supervivencia acumulada
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0,4

0,2

T

T
25,00

T T T
50,00 75,00 100,00

Supervivencia en meses

T
125,00

- positiva-censurac

Tablal8.
Resumen del
procesamiento de
los casos para la
curvay

curva de
Supervivencia
global (Kaplan-
Meier)
comparacion
entre pacientes
diagnosticados
con LBCG con y
sin
reordenamiento
de BCL2

Tabla 19.
Resumen del
procesamiento
de los casos para
la curvay

curva de
Supervivencia
global (Kaplan-
Meier)
comparacion
entre pacientes
diagnosticados
con LBCG con y
sin expresion de
BCL2
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BCL-6
BCL-6 germinal (%) reordenado (%) P

SEXO
mujeres 28(57.1) 8(53.3) NS (Fisher)
hombres 21(42.9) 7(46.7)
ANOS media+DT
<65 26(53.1) 6(40) NS (Fisher)
>65 23(46.9) 9(60)
LOCALIZACION
ganglionar 33(67.3) 7 (46.7) NS (Fisher)
extraganglionares 16(37.7) 8 (53.8)
ECOG
0 12(25.5) 3(21.4)
1 16(34) 3(21.4)
2 10((21.3) 3(21.4) NS (Chi-cuadrado)
3 3(6.4) 3(21.4)
4 6(12.8) 2(14.3)
ESTADIO
I 7(14.3) 0(0)
II 8(16.3) 3(20)
I 9(18.4) 3(20) NS (Chi-cuadrado)
v 23(46.9) 8(53.8)
NV 2(4.1) 1(6.7)
LDH
NORMAL<250 8(17) 1((7.1) NS (Fisher)
ALTA>250 39(83) 52(85.2)
MO
libre 27(55.1) 7(46.7)
infiltrado 10(20.4) 3(20) NS (Fisher)
NV 12(24.5) 5(33.3)
N° LOCALIZACIONES
EXTRAGANGLIONAR.
ninguna 5(10.2) 4(26.7)
1-2 26(53.1) 9(60) NS (Chi-cuadrado)
>) 16(32.7) 1(6.7)
N° LOCALIZACIONES
GANGLIONARES
ninguna 9(18.4) 1(6.7)
1-2 1(6.7) 1(6.7) 0,059(Chi-cuadrado)
>2 21(42.8) 12(80)
IPI
bajo 0-1 11(23.40) 2(14.28)
Intermedio bajo (2) 10(21.3) 2(14.28)
Intermedio alto (3) 16(34) 6(42.9) NS (Chi-cuadrado)
alto (4 -5) 10(21.27) 4(28.57)
Respuesta
Remision completa 18(36.7) 8(53.3)
Remision Parcial 2(4.1) 0(0)
recaida 12(24.5) 1(6.7) NS (Chi-cuadrado)
no respuesta 14(28.6) 5(33.3)
NV 3(6.1) 1(6.7)
(OR] 14(95%CI 53,13-94,23%) 6(95%CI 9,48-21,68%) NS Log-Rank

Tabla 20. Relacion entre el reordenamiento de BCL6, evolucion prondstica y supervivencia.
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Resultados

Censurado
BCL6/FISH N° total N° de eventos N° Porcentaje
negativa 46 21 25 54,3%
positiva 14 7 7 50,0%
Global 60 28 32 53,3%
1,0
REORDENAMIENTO
0.8 DE BCL6
— I Tnegativa
= — I positiva
L.; —+ negativa-censurad:
g 0,6 —— positiva-censuradc
§ +
2
£ 0.4
&
0,2+
0,0
0.00 25100 50.00 7500 100,00 125,00
Supervivencia en meses
Censurado
BCL6/IHQ  N°total  NOde eventos Ne Porcentaje
negativa 8 7 1 12,5%
positiva 47 20 27 57,4%
Global 55 27 28 50,9%
1,0
EXPRESION
0,8 PROTEICA DE
- BCL6
E — [T negativa
g — T positiva
= 0.6 —+ negativa-censurad:
; + positiva-censuradc
g +
2
Z 0,4
(53
&
0,2
0,0
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Tabla 21.
Resumen del
procesamiento
de los casos
parala curvay
curva de
Supervivencia
global
(Kaplan-
Meier)
comparacion
entre pacientes
diagnosticados
con LBCG con
y sin
reordenamien-
to de BCL6.

Tabla 22.
Resumen del
procesamiento
de los casos
para la curva 'y
curva de
Supervivencia
global
(Kaplan-
Meier)
comparacion
entre pacientes
diagnosticados
con LBCG
cony sin
expresion de
BCL6



Resultados

MYC germinal (%) MYC reordenado(%o) P
SEXO
mujeres 34(57.6) 2(40)
hombres 25(42.4) 3(60) NS (Fisher)
ANOS media+DT
<65 26(53,1) 6(40)
>65 23(46.9) 9(60) NS (Fisher)
LOCALIZACION
ganglionar 36(61) 4(80)
extraganglionar 23(39) 1(20) NS (Fisher)
ECOG
0 14(25) 1(20)
1 17(30.4) 2(40)
2 13(23.2) 0(0) NS (Chi-cuadrado)
3 4(7.1) 2(40)
4 8(14.3) 0(0)
ESTADIO
I 7(11.9) 0(0)
11 11(18.6) 0(0)
I 11(18.6) 1(20) NS (Chi-cuadrado)
v 27(45.8) 4(80)
NV 3(5.1) 0
LDH
NORMAL<250 8(14.3) 1(20)
ALTA>250 48(85.7) 4(80) NS (Fisher)
MO
libre 32(54.2) 2(40) 0,054 (Fisher)
infiltrado 10(16.9) 3(60)
NV 17(28.8) 0
N° LOCALIZACIONES
EXTRAGANGLIONAR.
ninguna 8(13.6) 1(20)
1-2 32(54.2) 3(60) NS(Chi-cuadrado)
>2 16(27.1) 1(20)
NV 3 0
N° LOCALIZACIONES
GANGLIONARES
ninguna 10(16.7) 0(0)
1-2 17(28.8) 1(20) 0,55(Chi-cuadrado)
>2 29(49.2) 4(80)
NV 3(5.1) 0
IPI
bajo 0-1 13(23.21) 0(0)
Intermedio bajo (2) 10(17.85) 2(40) NS(Chi-cuadrado)
Intermedio alto (3) 20(35.71) 2(40)
alto (4 -5) 13(23.21) 1(20)
Respuesta
Remisién completa 25(42.4) 1(20)
Remision Parcial 1(1.7) 1(20)
recaida 12(20.3) 1(20) NS(Chi-cuadrado)
no respuesta 17(28.8) 2(40)
(ON] 24(95%CI 36,3-65,13%) 4(95%CI 32,58-116,6%) NS (Log-Rank)

Tabla 23. Relacion entre el reordenamiento de MYC, evolucidn prondstica y supervivencia.
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Resultados

Censurado
MYCFISH Ne total N° de eventos N° Porcentaje
negativa 55 24 31 56,4%
positiva 5 4 1 20,0%
Global 60 28 32 53,3%
1,0 REORDENAMIENTO
—ITnegativa
— I positiva
< 287 —+ negativa-censurad:
Zg —+ positiva-censuradc
g
g 0.6
=
g
-
'S 0.4
2,
A
0,2
0,0
0,00 2500 50,00 75.00 100,00 125,00
Supervivencia en meses
REORDENAMIENTOS:BCL2,BCLS6, N° N° de Censurado
MYC total eventos  N°  Porcentaje
negativa 31 15 16 51,6%
positiva 29 11 18 62,1%
Global 60 26 34 56,7%
1,0
REORDENAMIENTOS

Supervivencia acumulada
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Looking for Ferns: Optimization of Digestion Pretreatment
in Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) Technique
on Paraffin-embedded Tissues
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Abstract: Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a useful
cytogenetic technique for the detection of chromosome aberra-
tions. However, applying this technique routinely on paraffin-
embedded tissue is hampered by technical problems. The
efficiency of hybridization is influenced by formalin fixation
time, and this may vary considerably between specimens. We
present a simple method for improving hybridization by
microscopically monitoring the time of enzymatic digestion.
To establish optimal digestion time, enzymatic digestion was
stopped at 3-minute intervals for biopsies and 10-minute
intervals for autopsies in 24 paraffin-embedded samples. At
every stop, tissue morphology was examined under light
microscopy to determine if observed changes could be correlated
with subsequent FISH results. The appearance of fernlike
formations was found to mark the optimal digestion time that
produced the strongest hybridization signals. Using this method
of digestion time control, an additional 41 cases were evaluated
for FISH with various types of probe. Monitoring under the
microscope could be more spaced if the morphology did not
change after the first visual control and could be adapted to the
type of sample (in general, endoscopic samples, total digestion
time of about 10 min; routine biopsies, 15 to 30 min; autopsy
samples, 20 to 40min). In every case, the appearance of the
fernlike pattern correlated with proper hybridization signal.
Monitoring digestion time for the appearance of fernlike
structures is a useful method for improving reproducibility of
FISH technique on paraffin-embedded samples. It is particularly
useful when dealing with samples under heterogeneous fixation
conditions (consultations, autopsies, etc.), because it eliminates
the need for repetition.
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luorescence in situ hybridization (FISH) is a useful

technique for the study of numerical and structural
genetic abnormalities in metaphase and interphase cells.
It has important advantages over other genetic testing
methods, such as polymerase chain reaction (PCR),
reverse transcription-PCR, and conventional cytoge-
netics.! It is widely used on cell suspensions, imprints,
and frozen tissues. However, its routine application on
paraffin-embedded tissues, which represent the major
source of diagnostic material in anatomic pathology
laboratories, is hampered by technical problems.*7 The
most common include weakness or inconsistency of
hybridization signals and the presence of high back-
ground fluorescence, which can render results uninterpre-
table. In addition, the interpretation of FISH on tissue
sections may be more complex by truncated and/or
overlapping nuclei (resulting in lack and/or overlap of
hybridization signals).® To overcome these difficulties,
some authors have advocated the use of isolated nuclei
from thick tissue sections®?; however, this method is
limited because morphologic correlation cannot be
made.* In our opinion, the ideal technique continues to
be FISH on whole thin section, as the overall structure is
preserved and comparison can be made with hematoxylin
and eosin and/or immunostainings performed in serial
sections.

The technical problems with FISH on paraffin-
embedded tissue can be divided into 2 related groups.
First, there are factors inherent to tissue conditions,
namely initial tissue handling, fixation conditions, para-
ffin-embedding process, and even specimen age.”!”
Second, there are factors involving the technical steps of
FISH designed to minimize the impact of previous tissue
conditions, that is enzymatic pretreatment, hybridization
conditions, and posthybridization washing conditions.’
A particularly important factor is fixation, because it
influences the efficiency of hybridization and, unfortu-
nately, may be highly variable between specimens. For
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most Anatomic Pathology laboratories, formalin is the
standard fixative. Formalin results in the formation of
methylene bridges between amino groups in the DNA
and/or proteins, which helps to preserve the cellular
composition and morphology of the tissue but reduces the
penetration of acid nuclei probes.!! Therefore, pretreat-
ment of sections, usually in the form of enzymatic
digestion, is a key step in FISH technique on formalin-
fixed tissues.

An extended fixation time is known to substantially
reduce the number of hybridization signals.’> There is
general agreement that the longer the fixation, the
stronger should be the pretreatment of tissue sections,!?
which is similar to other techniques, such as immunohis-
tochemistry.'? As fixation may be quite variable between
specimens, the use of a standard pretreatment may result
in failure of FISH technique. Consequently, if initial
results are unsatisfactory, a “trial and error’ approach is
usually performed; that is, analysis is repeated with
increased pretreatment.!* However, this may be time
consuming. Another option is to perform FISH simulta-
neously on several sections from the same specimen with
different pretreatment intensities. However, this requires
tissue sections that could be employed for other purposes.

There are considerable technical variations in FISH
on paraffin-embedded samples, especially regarding fac-
tors such as section thickness and dilution as well as time
and type of enzyme. Pepsin and proteinase K are widely
used in enzymatic digestion. With these proteases,
digestion usually takes between 10 and 30 minutes, which
is obviously influenced by tissue-section thickness and
enzyme concentration.!-8-15-16

We present a simple method that improves hybri-
dization in FISH on paraffin-embedded samples by
monitoring the time of enzymatic digestion under
microscopic control and also saves time and reactives
by reducing repetition and increasing reproducibility.

MATERIALS AND METHODS

Tissue Samples

To perform this study, we analyzed 65 formalin-
fixed paraffin-embedded tissue samples from the Hospital
Clinico-Universitario de Santiago: 12 normal tonsils as
negative control for translocation for each probe set, 15
follicular lymphomas, 15 mantle cell lymphomas, 15
Burkitt lymphomas, and 8 anaplastic cell lymphomas.
Three-micron thick sections were cut from each case and
placed in pretreated slides (ChemMate Capillary
Gap Microscope Slides, DakoCytomation, Glostrup,
Denmark).

Probes

The detection of chromosome translocations was
carried out using 4 probe sets from Vysis, Inc (Downers
Grove, IL): (1) LSI IGH SpectrumGreen/LSI BCL2
SpectrumOrange for #(14;18) detection, (2) LSI IGH
SpectrumGreen/LSI  CCNDI1  SpectrumOrange for
t(11;14) detection, (3) LSI IGH SpectrumGreen/MYC
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SpectrumOrange/CEP8 SpectrumAqua for #(8;14) detec-
tion, and (4) LSI ALK Dual Color Probe Spectrum-
Green/SpectrumOrange for translocations involving band
2p23.

Pretreatment Protocol

Slides were dried overnight at 55°C or at 60°C for 20
minutes. Deparaffination and rehydratation was carried
out with 3 xylene washes, 2 absolute-alcohol washes, two
96°C alcohol washes, and 1 distilled-water wash, each for
a period of 3 minutes.

After deparaffination and rehydratation, slides were
placed in SSC2 x (saline sodium citrate) wash for 3
minutes in water bath. To avoid or mitigate tissue
autofluorescence, slides were immersed in HCI (acid
chlorhydric) 0.1 M for 20 minutes (in our experience, this
step is not essential).

Paraffin-embedded sample pretreatment was carried
out with a NaSCN (sodium thiocyanate) 1 M, at 80°C for
30 minutes (some samples were pretreated with citric acid
yielding similar results). Afterwards, slides were placed in
distilled water for 1 minute and in SSC2 x for 5 minutes.

Enzymatic Digestion

To perform the enzymatic digestion protocol, we
used 0.05mg/mL pepsin solution in HCl 0.01N or
0.01 mg/mL proteinase K solution in buffer TE (Tris
10mM, ethylene diaminetetra acetic acid 1 mM pH 8).
Initially, to find optimal digestion time, series sections
were made for 24 cases. Enzyme activity for the various
sections taken from each specimen was stopped at
different times (3-min intervals for biopsies and 10-min
intervals for autopsy samples). Stop process consisted in
slide immersion in SSC2 x for 1 minute and tissue drying
in thermal plate at 45°C; this wash step proved to be
indispensable for discerning morphologic tissue modifica-
tions, as we will describe later. Tissue appearance was
then observed under light microscopy with 10 x and 40 x
lenses with slightly closed diaphragm. After that, the
FISH technique was continued to evaluate the efficiency
of each digestion time. From these initial tests, it became
evident that optimal tissue digestion was achieved when
tissue showed fernlike formations under light microscopy.

This method for optimizing digestion was then
applied to the remaining routine pathologic diagnostic
samples (41 more cases).

After detecting fernlike formations, the slides were
placed in 2 baths of SSC2x for 3 minutes and
dehydrated in increasing alcohol solutions of OH70,
OH96, and OH100°C for 2 minutes each. Then the slides
were air dried at room temperature for 15 minutes.

Probe Preparation and Hybridization

Probe mix was carried out according to the
manufacturer’s specifications. We avoided using forma-
mide because of its health risks. Hybridization was
performed either on a thermal plate or on the DakoCy-
tomation Hybridizer (Dako Co, Denmark), first at 84°C
for 5 minutes and finally at 37°C overnight.

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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Stringent Wash and Preparation Mounting

For posthybridization washes, we used SSCO0.4 x
with 0.3% NP-40 (Nonidet P-40) at 73°C for 3 minutes.
Then the slides were placed in SSC2 x with 0.1% NP-40
at room temperature. Afterwards, the slides were air dried
for 20 minutes and mounted in DAPI II (4'-6'-diamidino-
2-feniloide) counterstain from Vysis, Inc (Downers
Grove, IL).

Image Analysis

Image analysis was performed and photographed
using an Eclipse E400 Nikon fluorescence microscope
(Nikon, Tokyo, Japan) equipped with DAPI (nuclei) and
SpectrumGreen/SpectrumOrange dual bandpass filter
sets.

RESULTS

As previously described, we initially tried to
optimize the digestion step in 24 paraffin-embedded
samples by stopping enzymatic digestion at 3/10-minute
intervals. Every stop was followed by observation of
tissue appearance under light microscopy. After that, the
FISH technique was continued to evaluate the effective-
ness of different digestion times.

We found that optimal tissue digestion was achieved
when tissue showed fernlike formations under light
microscopy, regardless of whether pepsin or proteinase
K was used. When fernlike formations were not observed,
either by shorter or longer digestion, the hybridization
signals were lacking or very weak. It must be stressed that
the only stop solutions with which we found fernlike
arrangement was SSC2 x .

This method for optimizing digestion was then
applied to the remaining routine pathologic diagnostic
samples (41 additional cases). Accordingly, digestion time
was highly variable and related to the type of sample. The
extreme values were 9 and 120 minutes; the longest value
was extraordinary and occurred in only one autopsy
sample (Fig. 1). The usual digestion times were 9 to 12
minutes for endoscopic biopsies, 15 to 30 minutes for
surgical biopsies, and 25 to 40 minutes for autopsies.

With this microscopic monitoring of digestion time
procedure, an adequate hybridization signal was obtained
in every case.

DISCUSSION

FISH is a powerful technique for the detection of
numerical and structural chromosomal aberrations. In
this respect, it has well-known advantages over classic
cytogenetics and molecular techniques such as Southern
blot and PCR; for example, the ability to study interphase
cells, and its very high sensitivity. The availability of
commercial probes for FISH detection of chromosomal
abnormalities has facilitated its incorporation into the
routine diagnostic armamentarium, best exemplified in
hematopathology.!”-18

FISH is a well-established technique that is easy to
perform in fresh cell suspensions or lymph node imprints

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins

that have been fixed with methanol and glacial acetic acid.
However, its application on paraffin-embedded tissues is
hampered by several technical problems, mainly the
inability to obtain an optimal signal from probes. One
reason for this is that fixatives and paraffin interfere with
the hybridization step that can give rise to nonconclusive
results.’ Nevertheless, efforts must be made to solve such
problems, because paraffin-embedded samples are a
common source of diagnostic material in pathology
laboratories and are essential for carrying out retro-
spective studies.!'>!?

A variety of pretreatments, such as microwaving
and/or protease digestion,!>1® has been proposed for
obtaining good results with FISH on paraffin sections.
With respect to protease digestion, both proteinase K and
pepsin have been used, but there is considerable hetero-
geneity among studies concerning their concentration and
digestion time. Although relatively good results have been
reported using a common digestion time for all biopsies
in paraffin sections (usually ranging from 10 to
30min),"'%-!%16 individual optimization is often recom-
mended to obtain best results and greater reprodu-
cibility.?°

In our opinion, empirical optimization is a time-
consuming and reactive-consuming approach, owing to
ample variations in biopsy fixation times. This is
particularly evident in samples of consultation cases from
other centers, it may be even more dramatic in autopsy
samples,?! where fixation is usually intense. An extreme
example was one autopsy case in which digestion
pretreatment was as long as 120 minutes.

When we began method testing (24 initial cases),
we checked the morphologic appearance of the tissue
in 3/10-minute intervals (see section Materials and
Methods). Afterwards, when additional cases were
being evaluated, we realized that monitoring under
the microscope could be more spaced if the morphology
did not change after the first visual control, and it could
be adapted to the type of sample, thus avoiding
unnecessary morphologic checking: in general, endo-
scopic samples required a total digestion time of about
10 minutes, routine biopsies 15 to 30 minutes, and
autopsy samples 20 to 40 minutes. On the other hand, if
the fernlike pattern begins to appear, usually in the edge
of the section, the digestion should be stopped shortly
thereafter.

Required digestion time is influenced not only by
fixation and enzyme concentration, but also by thickness
of paraffin sections. In our experience, 3-um thick sections
were most suitable for digestion control and interpreta-
tion of the results (data not shown). Thicker sections need
longer digestion and are more prone to overlapping of
nuclei.®2?

The fernlike pattern was observed regardless of
whether pepsin or proteinase K were used. Proteinase K
has been reported to leave highly fluorescent speckles
within the cells.!! Other authors mention the influence of
enzymatic pretreatment on the efficiency of hybridization,
and they note that the best results were obtained with
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5.

FIGURE 1. An outstanding example of the influence of digestion time in tissue morphology and hybridization efficiency (autopsy
sample): as digestion time increases (A, B), 10 minutes; (C, D), 40 minutes; (E, F), 80 minutes; (G, H), 120 minutes fernlike image
(left side) is more clearly displayed and hybridization signals are improved (right side). BCL2/IgH probe set from Vysis, Inc
(Downers Grove, IL) (green signals, IgH; red signals, BCL2; no nuclear counterstaining).

pepsin.® However, these observations are not supported As we have done for FISH, some authors have also
by our experience. The advantage of using pepsin is thatit  stressed the appropriateness of other PCR techniques for
is dependent on pH and ceases to act without the need for the morphologic evaluation of pretreated samples. For
a stop reactive when pH is changed. in situ PCR, Bagasra and Harris?* recommend stopping
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digestion when small round bubbles appear on the
cytoplasmic membrane of the cells-of-interest.

In conclusion, the method here proposed, control-
ling digestion time until visualization of fernlike struc-
tures on the sample under light microscopy, is highly
useful insofar as optimizing the results of hybridization is
concerned. Repeated attempts are not necessary for a
successful technique, thus saving time and reactives and it
is particularly useful when dealing with consultation cases
or autopsy samples.
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6. Discusion






Discusion

El estudio de las anomalias genético-moleculares en tumores, es importante tanto
desde el punto de vista patogénico como diagndstico, prondstico y terapéutico. “The World
Health Organization” (WHO) reconoce las alteraciones genéticas como uno de los
criterios mas fiables que ayudan a la clasificacion de los linfomas. Realizar una correcta
diferenciacion de los linfomas, va a ser factor clave en el tratamiento y la supervivencia.
Asi por ejemplo, los MCL son de peor prondstico y menor tiempo de supervivencia que los
LF. Por ello es necesario desarrollar herramientas y técnicas fiables, sencillas y poco
exigentes en cuanto a las condiciones de conservacion tisular, de forma que se puedan
realizar estudios tanto prospectivos como retrospectivos; técnicas que nos permitan

diferenciar y clasificar estos tumores correctamente’>*.

6.1. ASPECTOS METODOLOGICOS DE LA TECNICA DE FISH EN EL
MATERIAL HISTOLOGICO DE RUTINA.

A principios de los afios 90 se introdujo en los laboratorios de hematologia la
técnica HIS, aplicada en el seguimiento de las neoplasias malignas. Se trataba de una
técnica complementaria a la citogenética convencional, con la gran ventaja que la HIS era
capaz de detectar alteraciones cromosOmicas que afectaban a regiones génicas muy
pequeiias, incluso en ntcleos en interfase. Esta técnica se vio mejorada con la aparicion de
sondas marcadas con fluorocromos: la FISH. Su uso pronto se popularizé para el estudio
de las alteraciones cromosomicas, tanto en tejidos frescos como en sangre periférica, y se

135, 136

extendi6 como método de trabajo en los laboratorios de hematologia , convirtiendo la

técnica de FISH en una herramienta fundamental para la clasificacion y prondstico de los

LNH."’

El desarrollo de la FISH, permite trabajar con distintos materiales, improntas de

.. 138, 139
tejido fresco ™™

37, 140, 141

, material congelado, sangre periférica, e incluso tejidos incluidos en
parafina , permitiendo la posibilidad de estudiar series mucho mas amplias, que

conduciran a un conocimiento mas preciso de la biologia de los linfomas.

Mientras que el empleo de la FISH en tejido fresco estd completamente
estandarizado, su aplicacién en material parafinados se ha visto restringida'*?, debido a que

37, 126, 127, 143

presenta numerosas dificultades técnicas , y todavia es poco reproducible en la

rutina diagnostica. El principal problema, pasa por la obtencion de sefiales demasiado
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débiles o enmascaradas por una autofluorescencia de fondo que van a impedir la correcta

interpretacion de los resultados.

Se pueden reunir en dos grupos las dificultades de la técnica FISH. Por un lado las
derivadas de factores inherentes al propio tejido (tejido inicial, edad de la muestra,
inclusion en parafina, fijacion) y por otro los debidos a la propia técnica (pretratamiento,
digestion enzimatica, temperatura, lavados). Todo esto va a interferir en la eficacia de la
hibridacion. Ademas, la interpretacion de los cortes en tejidos parafinados es complicada y
puede llevar a error, debido a que a veces puede existir una colocalizaciéon de la sefial

. . .., , 144
producida por el azar o por la disposicion de los cromosomas en los nticleos ™.

Para solventar estos problemas relacionados con la inclusion, fijacion, e
interpretacion de los tejidos parafinados, se han propuesto algunos cambios de variacion

protocolaria en la técnica FISH, como son: el aislamiento de nucleos a partir de tejido

139, 145, 146,32, 142, 146 32, 142,147 El

parafinado o la extraccion de los nucleos con aguja fina
objetivo de todos ellos es mejorar el método. Sin embargo nosotros consideramos que una
de las principales ventajas de la FISH es poder trabajar con secciones finas de tejidos
incluidos en parafina, ya que permite hacer una valoracion de los linfomas en su propio
contexto histolégico. En esta técnica va a ser un factor fundamental, asegurarse que lo que
estamos viendo son células tumorales para no dar falsos resultados. Un ejemplo muy
significativo, son los linfomas foliculares in situ donde las células tumorales se encuentran
confinadas en regiones muy pequefias y seria muy facil dar un diagnostico erroéneo si lo
que estamos valorando no la hacemos in situ, tal y como pudimos comprobar en nuestros
casos de linfoma folicular in situ. Realizar un andlisis genético molecular en su contexto

histologico nos permite correlacionar lo que vemos en la FISH con la Hematoxilina-

Eosina, y analizar subpoblaciones del tumor.

Consideramos que lo ideal es mejorar el rendimiento de la FISH sobre cortes finos
de material parafinado. Para ello hay que tener en cuenta todos los factores que pueden

intervenir a la hora de conseguir resultados. 6ptimos

Establecer el espesor del corte mas adecuado ha sido un aspecto muy debatido en la

. 124, 125, 142, 143
literatura =" "= °

. Los primeros estudios revelaban que habia diferencias en los
resultados al realizar un corte a 15-20pum o a 5-6um. En cortes demasiado finos podriamos

estar seccionando alguna de las sefiales de hibridacion al seccionar parte de la arquitectura
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celular '*% 1%

, constituyendo un problema, sobre todo si buscamos amplificaciones o
duplicaciones de genes. Prueba de ello es que podriamos observar hasta 8 patrones
artefactazos de diferentes sefiales segin dénde coincida el corte celular'*. Por otro lado,
cortes demasiado gruesos exigen un pretratamiento mas agresivo que dafia la morfologia y
un procesamiento de la muestra mucho mas largo, ademas requieren una mayor cantidad
de tejido. Otra desventaja es que requieren tecnologia mas avanzada, como por ejemplo
microscopia confocal'*, que permite hacer el solapamiento de los distintos planos, y de la
que no se dispone en todos los laboratorios de Anatomia Patolégica. De nuestra
experiencia, concluimos que es mejor trabajar con secciones finas, ya que lo que estamos

analizando son translocaciones reciprocas. La interpretacion se realizara valorando sélo los

nucleos intactos, aunque se hayan seccionado algunas células.

Tedricamente obtendriamos una mayor informacion si observamos todos los

. ~ , 3 .y . .
patrones con las diferentes sefiales de los niicleos®’, pero la confusién que implica esto es
mucho mayor que los datos que pueda aportar en el estudio de translocaciones para la

rutina diagndstica.

Nomal tissue Tumour tissue
Intact g) N
nuclei 8 e/
Tissue b C‘}Q - 0 \'ﬁ%ﬂ'
section o8 3aum 6 R s la S<

Fig 35. Analisis de las distintas posibles secciones de cortes en tejido parafinado™’.
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El siguiente problema que plantea esta técnica, es la eleccion del pretratamiento
mas eficaz para desenmascarar la secuencia diana de los acidos nucleicos antes de la
hibridacion. Lees et al'® demostraron que en tejidos parafinados, lavados a altas
temperaturas (80°C) con Ac Citrico durante 2 horas, seguido de la digestion con enzimas
proteoliticas mejoraba la accesibilidad de la sonda a su secuencia diana. Las altas
temperaturas y el ambiente 4cido ayudaban a eliminar las proteinas unidas al ADN,
dejando la secuencia al descubierto. Desde entonces se ha debatido cudles son los

: . 123, 131
soluciones y temperaturas mas eficaces = .

Las soluciones comtnmente empleadas en el estudio de translocaciones son
NaSCN (Tiocianato Sodico), T-E (TRIS/EDTA), Citrato Sédico y Ac Citrico®”
152153155 Pero no existe un acuerdo con los tiempos ni con las temperaturas a las que se

123 . . s .
1'“ afirmaron que tiene mayor eficacia el Ac Citrico (bien sea

deben utilizar. Chin S-F et a
induciendo el calor con olla a presion o con microondas) frente al NaSCN, y ademas evita
un mayor desprendimiento de los tejidos en los tissue array. Nuestros resultados muestran
que cualquiera de los pretratamientos empleados va a conseguir una eficacia similar, y que
el desprendimiento del tejido del fissue array es problema de como la muestra se fija al

cristal y no depende del pretratamiento utilizado.

La temperatura a la que se deben emplear estas soluciones también va a variar
, : 156 30, 64
segun los diferentes autores, los rangos recomendados van desde los 45°C ™" a 8§5°C™ ™
1 . I . .
>’ aunque la mayoria se inclinan por temperaturas mas elevadazas (85°C). El método de
calentamiento para alcanzar la temperatura deseada también es diferente, los mas comunes
N . . : 131 -
son bafio maria, olla a presiéon, o microondas °~'. Tampoco existe un acuerdo entre los
tiempos recomendados de permanencia en las soluciones de lavado, que varian desde los

10 hasta los 30 min.

En lo que si parece haber acuerdo es que cuando la sefial es demasiado débil se

debe aumentar la temperatura o los tiempos de pretratamiento’".

En nuestra opinion, la temperatura es un factor clave para la obtencion de buenos
resultados, independientemente del tipo de pretratamiento. La temperatura ideal es 99°C
durante 10 min, seguido de 15 minutos a temperatura ambiente y, como otros autores,

158, 159

recomendamos el uso del microondas (para intensificar la sefal obtenida) . Lo que
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ademas asegura que la muestra va a mantenerse todo el tiempo a la temperatura deseada,

sin oscilaciones.

Otro paso fundamental en la técnica de FISH es definir la concentracion y tiempo

160, 161 . Y . .
» 7', Las enzimas de digestion mas usadas en la literatura son la

de las proteasas
proteinasa K y la pepsina y los tiempos recomendados varian entre los 10 y 30 minutos.>”
61. 131133, 162 Qe trata de un paso delicado puesto que tiempos de digestion insuficientes
generaran sefiales deficientes y tiempos da digestion demasiado largos originan los

denominados “nucleos fantasmas”, con pérdida de senal.

El tiempo de digestion se va a correlacionar directamente con el tiempo de fijacion
previo de la muestra. Se demostr6 que una fijaciébn excesiva reducia la sefal de

163 tal y

. . <y 12 , . ,
hibridacion'*®, y que esto deberia ser compensado con un pretratamiento mas largo
como ocurre en las técnicas de inmunohistoquimica'®. En la literatura recomiendan que
como los tiempos de fijacién son variables entre muestras, en el caso de no obtener una

165
. Nosotros

buena hibridacion repetir todo el proceso alargando los tiempos de digestion
consideramos que esto supone un consumo de tiempo excesivo para ser aplicado en las
muestras de rutina. Otra propuesta es realizar varios cortes de un mismo tejido y aplicar
diferentes tiempos de pretratamiento, lo que implica un gasto de material extra innecesario.
Estos datos daban una idea de la importancia de la digestion en todo el proceso, y de la
necesidad de poder preestablecer el tiempo de digestion de cada muestra. Nuestra
propuesta'®® es la de monitorizar y controlar la digestién observando al microscopio optico
la morfologia que va adquiriendo el tejido deteniendo la digestion cuando el tejido
adquiere forma de “helecho”. Esta técnica va a solventar no sélo los problemas derivados

de la fijacion sino los problemas debidos al grosor del corte y el tipo y concentracion de

enzima utilizada.

6.1.1. VISUALIZACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

La visualizacion de las senales de hibridacion requiere de patrones bien

preestablecidos y de fijar unas directrices similares para todos los casos.

Para a una buena visualizacién de la imagen, lo primero es tratar de visualizar las

sefales en todos los planos posibles, es muy importante mover el micrométrico mientras
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estamos haciendo la valoracion, puesto que la célula es tridimensional y en el microscopio

vemos un unico plano.

También es fundamental asegurarse de las horas de uso de la lampara de
fluorescencia, a veces la obtencion de sefiales débiles no se deben a problemas técnicos

sino a que lampara tiene demasiadas horas de uso.

Para evaluar los resultados lo primero que se debe tener en cuenta es qué regiones
se van a valorar. Si se encuentran zonas tisulares donde las células estin muy apelmazadas,
zonas muy densas, zonas sobredigeridas o con una pobre hibridacion, esos resultados
deben de ser ignorados. Siempre hay que trabajar en regiones donde las sefiales sean
interpretables. Es inevitable que aparezcan nucleos seccionados, regiones donde por azar
se hayan solapado dos células o las sefales coincidan en el mismo plano de foco,
obteniendo resultados alterados. Por lo general si tenemos conocimiento de que existe
tejido tumoral en los bordes de la muestra, es mejor cuantificar las sefiales de los ntcleos

en el tejido de la periferia, donde no suele haber tanto solapamiento'*.

Para calcular el nivel de corte o numero de sefiales a partir de las cudles podemos
considerar la translocacion como positiva, se utilizd la féormula estadistica descrita por
Haralambieva™” '*. Este fue definido en base al ratio de falsos positivos obtenidos en 15
amigdalas reactivas. En nuestro caso los falsos positivos fueron de un 6% sondas split y de
un 19% en sondas dual fusion. Los valores encontrados en la literatura son también

variables, rondan entre 3- 13%!143: 167

segun la sonda y tejido empleado. Este valor no es
unanime pero, por norma general, cuando esta presente la translocacion somos capaces de
visualizarla en la mayoria de las células tumorales, por lo que estas diferencias del 3 al

20% no son importantes cuando examinemos un gran nimero de células.

La recomendacion es que la valoracion por muestra se haga sobre 100 nucleos en
interfase. Resultados obtenidos contabilizando un mayor numero de nucleos de forman
automatizada'® llegaron a cifras similares de corte que contando 100 nucleos. Nosotros
hemos valorado 100 y 200 nucleos y los resultados fueron similares en cuanto a los niveles

de corte.

Optimizando todos estos parametros se conseguira aplicar en las muestras

parafinadas la técnica de FISH en la rutina diagnostica con un 100% de éxito, lo que
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supone una gran ventaja ya que el material parafinado es la mayor fuente de trabajo en los

laboratorios de Anatomia Patologica.

6.1.2. ELECCION DE LA SONDA.

Otro problema que se plantea, independientemente de los aspectos técnicos, pasa
por la eleccion del tipo de sonda. Como ya hemos descrito existen dos tipos de sonda
indicados para el estudio de las translocaciones. Escoger la mas adecuada segun lo que

queremos detectar evitard también la aparicion de falsos resultados.

Las sondas de split son muy utiles para el estudio de translocaciones en los casos en
la que los genes diana presentan multiples posibles parejas cromosdémicas, como ocurre
con MYC, BCL6 o ALK. Las sondas de dual fusion, cuando existe un patron alternativo a la
translocacion de estudio no va a ser detectado, originando falsos negativos. Para evitar esto
habria que realizar varios FISH con sondas dual fusion especificas para cada uno de los

posibles partners.

En cuanto a la interpretacion, las sondas split van evitar muchos mas falsos
positivos por azar’’ respecto a las de separacion, debido a la estrategia que siguen para su
deteccion. Ademas a la hora de interpretar nucleos artefactados o con sefiales débiles, en
los ensayos de separacion, es mas facil de reconocer las sefiales'®, tal y como muestran

nuestros resultados en la Fig 31.

Por otro lado, las sondas de fusion ofrecen una informacién mas precisa, ya que nos
indican con qué pareja génica se va translocar el gen de estudio, esto puede ser util a nivel
de conocimiento molecular y justificar si existe una relacion entre la translocacion y la
sobreexpresion de la proteina. Ademads, estas sondas van a permitir diferenciar entre
euploidias y aneuploidias, ya que marcan dos genes en diferentes cromosomas. Otra

ventaja es que los filtros comerciales son mas apropiados para este tipo de sondas.

La estrategia que emplean las sondas de dual fusion intenta reducir el numero de
posibles falsos positivos por colocalizacion azarosa de una sefial que generan las sondas
single fusion. En las dual fusion al tener que ver dos senales fusionadas para considerar
positivo, se reducen los falsos positivos. En teoria esta estrategia acercaria los niveles de

corte entre sondas split y dual fusion. Aunque esto no va a ser del todo cierto en la practica,
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porque no siempre va estar presente la doble sefial de fusion, como por ejemplo si hay
delecion del cromosoma derivativo, con nucleos truncados o si se secciona una de las
sefales al cortar el tejido, se estima que estos artefactos ocurren con una frecuencia del 5-
10% en las células y hay que tenerlo en cuenta a la hora del andlisis. Asi, por ejemplo,
encontrar una Unica sefial es muy comun en LBCG con las sondas dual fusion. Por lo que
para establecer los niveles de corte hemos tenido que considerar como positivo células con
una Unica senal de fusion, lo que justifica que nuestros niveles de corte sean mucho mas

altos en las sondas dual fusion (20%) frente a las sondas splits (6%).

De nuestra experiencia podemos concluir que las sondas de split en el estudio de las
translocaciones cubren un espectro mas amplio, son mas faciles de interpretar cuando la
muestra tiene mucha autofluorescencia y reducen el nimero de falsos positivos. Por ello
parecen las mas adecuadas para este tipo de estudios. Siempre teniendo la idea de que es
posible combinar ambas estrategias o utilizar una u otra sonda dependiendo de la

informacion que nos interese obtener.

6.2. ESTUDIO COMPARATIVO FISH-PCR PARA DETECCION DE LAS
TRANSLOCACIONES.

El diagnostico de translocaciones por técnicas de PCR se basa en la deteccion
mediante la amplificacion de secuencias de ADN que, en condiciones normales, no se haya
en continuidad. Este proceso se lleva a cabo utilizando cebadores disefiados para que se
unan a ambos lados de los puntos de fusion de estas secuencias que la translocacion ha
combinado. Se trata de una técnica molecular que mide una alteracion puntual, por lo que

no se debe basar un diagnostico de linfomas de manera exclusiva en esta técnica.

Durante los afos 90, la PCR fue utilizada con gran éxito en la deteccion de
t(11;14)(q13:932) v t(14;18)(q32;921)'*'”, por sus multiples ventajas. Es una técnica
muy sencilla, sensible, rapida, altamente reproducible y su manejo estd muy estandarizado
en todos los laboratorio, aunque al igual que la FISH su indice de deteccion se ve reducido

por la calidad del ADN de partida'*"- '™

Se ha demostrado que la fijacion con formol disminuye el rendimiento de la

amplificacién por PCR''®. Como ya hemos mencionado, para la inclusiéon de tejidos
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parafinados es imprescindible un paso previo en formol, donde el ADN forma numerosos
enlaces cruzados > que impiden la amplificacion de fragmentos grandes. La primera
limitacion de esta técnica es que en tejidos parafinados el tamafio de amplificacion de los

fragmentos estara entre los 200-500pb.

Para la obtencion de buenos resultados mediante la técnica de PCR es fundamental
la forma en la que se presenta el material de partida. Asi, por ejemplo, diversos estudios
citan un 100% de éxito de esta técnica en tejido fresco o congelado y del 70 al 40% en

SR 170, 174
muestras incluidas en parafina ™

. Nuestros datos son algo mas alentadores pero
tampoco fuimos capaces de obtener amplificacion en 2LF y ILCM. Se trata de una
limitacion que no deriva de la técnica, sino del material de partida, de la calidad del ADN

que debe ser integro necesariamente en toda la pauta de lectura.

En la FISH también hay diferencias segiin el material de estudio sea tejido
congelado o parafinado. Aunque estas no van a ser tan significativas, esta descrito que el
éxito con material congelado es del 100% y en parafinado del 80%®. Sin embargo el éxito

para nuestras muestras fue del 100%.

Es decir, que partiendo del mismo material de trabajo (muestras incluidas en
parafina) tanto para la FISH como para la PCR, hemos encontrado diferencias en el éxito
de ejecucion de ambas técnicas para el estudio de los dimeros de fusion. La FISH se pudo
valorar en todas las muestras, mientras que para la técnica de PCR hubo 3 muestras (2 LF y
1 LCM) que no se pudieron valorar. Esto demuestra que la técnica de FISH no va a ser tan

exigente en la calidad del ADN de partida como la PCR.

También hemos encontrado diferencias en la sensibilidad de los resultados.
Obtuvimos un 34.5% mas de resultados positivos por FISH para la t(14;18)(q32;921) y un
36.7% mas de resultados positivos por FISH para la t(11;14)(q13;q32).

Estos resultados se justifican debido a que cuando se genera el dimero BCL2-IGH
como consecuencia de la t(14;18)(q32;q21) su tamafio puede ser muy variable desde los 80

a los 1500pb, por dos razones fundamentales:

e Los puntos de rotura para el locus de BCL2 van a ser variables. Si los puntos se
localizan en la region MBR y 3'MBR (frecuencia del 70%) el dimero que se

origina en la translocacion tiene un tamano 100 a 275pb, lo que permite ser
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detectado por PCR. Pero si lo hacen en la region mcr (frecuencia del 20%) el
segmento resultante de la translocacion BCL2-JH varia entre 350-1000 pb, asi que
habra dimeros donde la PCR de falsos negativos. Si lo hacen en icr, 3'BCL2, o

5 mcr se sitian de forman muy variada y no van a ser detectados por PCR.

e La variacion en el tamafio del dimero JH. En LF es caracteristico que las regiones
de JH sufran mutaciones somaticas en curso, afiadiendo nucleotidos a la region J
que aumentan el tamafio del fragmento, ademas originan cambios en su secuencia

. . 141
haciendo que estos fragmentos no sean reconocidos por los cebadores de la PCR.

Al existir tantos puntos diferentes de rotura, para evitar falsos negativos deberemos
analizar todas las regiones. La FISH tiene capacidad de analizarlos todos, mientras que la
PCR aunque intenta desarrollar estrategias que traten de combinar estos puntos no es capaz

de analizarlos todos.

En el estudio de CCNDI-IGH los resultados descritos son parecidos, s6lo que los
puntos de rotura todavia son mas variables lo que explica que hayamos encontrado todavia
un porcentaje mayor de falsos negativos en la técnica de PCR frente al FISH que para el
reordenamiento /GH-BCL2. El 80% de los puntos de rotura se extienden por un area que
abarca entre 15 y 400kb, esto representa un fragmento demasiado grande para los

cebadores de la PCR que no cubriran ni el 50% de esos puntos' .

Al igual que ocurria con el dimero /IGH-BCL2, el analisis de un mayor nimero de
puntos de rotura reduciréd el numero de falsos negativos. Asi, por ejemplo, se ha descrito en
la literatura que si solo analizaremos los MTC con técnicas de PCR obtendremos entre un
60-70 % de falsos negativos y si analizaramos MTC+mMtc un 50% de falsos negativos.
Poe ello es necesario estudiar un mayor nimero de regiones. Por el contrario nuestros

analisis de la region de mMTc no aportaron ninguna positividad afiadida.

En resumen, las diferencias entre los ratios de deteccion positivos existentes entre
el FISH y la PCR encontradas en nuestros, datos pueden justificarse por las limitaciones

especificas de cada método'?.

La PCR tiene la escasa aplicabilidad cuando hay
variabilidad en los puntos de rotura, los cebadores de la PCR requieren secuencias
absolutamente complementarias para la deteccion de la translocacion y solo se unen a la

region a la que van dirigida. Las sondas de FISH tienen un mayor tamaio, se extienden a
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lo largo de toda la region de estudio y cubren todos los posibles puntos de rotura, ademas

no necesitan ser totalmente homologas para unirse a la region de interés.

Independientemente de los aspectos técnicos existen otras desventajas de la PCR

frente a la FISH.

La PCR no puede correlacionar las alteraciones genéticas con determinadas
poblaciones celulares en el tejido de estudio. Ademas ofrece una informacidon mas escasa
limitandose a detectar presencia o ausencia de la translocacion. La técnica de FISH permite
valorar si existe un patron de translocacion complejo, independientemente de estudiar la
sefal de colocalizacion, estas mismas valen para detectar otras anomalias genéticas tales
como delecciones o amplificaciones. Por ultimo, el estudio de las translocaciones mediante
PCR no va a poder estar disponible en muchas de las translocaciones genéticas, ya que la
PCR amplifica una alteracion puntual, no puede examinar miles de genes. S6lo podemos
estudiar aquellas translocaciones en las que conozcamos el partner con el que se va a
translocar. Por eso, la mayoria de los autores detectan por PCR los dimeros CCND1-IGH 6
BCL2-IGH pero tanto la CCDNI como BCL2 van a tener otros partners reconocidos tales
como los genes que codifican para las cadenas ligeras de Ig. Cuando esto sucede
obtendriamos de nuevo falsos negativos, la solucion pasaria por usar cebadores especificos
que reconozcan /gLx, IgL/. En este sentido la PCR nos daria la misma informacién que las

sondas de fusion.

. . ] 58, 115
Pese a los diferentes esfuerzos hechos para mejorar las técnica de PCR™ ",

basados en la aparicion de cebadores que reconocen nuevos y mas puntos de rotura, siguen

siendo mas eficientes las sondas de FISH!!6 176,

Los datos obtenidos en nuestro estudio coinciden con otros estudios, en los que se

afirma la superioridad de la técnica de FISH frente a la PCR>® 61 116 147 174. 176 176, 177

Hasta ahora se habia recomendado utilizar las técnicas de FISH combinadas con
PCR®, o utilizar la PCR como técnica de cribado y hacer sélo por FISH los casos que
salen negativos por PCR'’, debido a que la FISH es una técnica mas cara y las dos
técnicas conjuntas pueden aumentar la sensibilidad'’®. Sin embargo, nosotros creemos que
ya existen suficientes datos que demuestran que el porcentaje de éxito en tejido parafinado
de la técnica FISH es mucho mayor que el de la PCR, siendo ademas la FISH una técnica

mucho maés especifica y donde es muy dificil que se produzcan resultados erréneos. Por
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todo ello postulamos que deberia ser la técnica preferentemente empleada para el estudio

de las translocaciones en el diagnostico de linfomas de Anatomia Patoldgica.

6.3. LINFOMA FOLICULAR:

6.3.1. DETECCION DEL DIMERO BCL2-IGH Y REORDENAMIENTO DE BCL6
MEDIANTE FISH. RELACION ENTRE LA t(14;18)(q32;q21), REORDENAMIENTO
DE BCL6 Y GRADO HISTOLOGICO EN LF.

Los LF son neoplasias caracterizadas por un patréon histologico que contiene la
arquitectura y las caracteristicas citologicas del centro germinal, comprendiendo una gran
variedad de centrocitos y centroblastos. Segun la proporcion de centroblastos se distinguen
3 categorias: grado I, grado II, grado III. Las 2 primeras entidades son consideradas como
LF de bajo grado. Mientras que los LF grado III son denominados de alto grado. Estos
ultimos se subdividen en grado Illa (con centrocitos) y grado IIIb (sin centrocitos)

. ’ r 1
considerados de alto grado y como una categoria no homogénea del tumor'’.

Nuestros resultados, al igual que lo descrito en la literatura, encuentran una mayor
incidencia de la t(14;18)(q32;q21) para linfomas foliculares de grado I y II. Esto puede
justificarse porque la expresién de BCL2 bloquea la muerte celular'”’ manteniendo la
viabilidad de las células. Ademds conduce a la acumulacion celular de las formas iniciales
tumorales que llevan dicha translocacion, méas que a la evoluciéon del tumor con la
consiguiente adquisicion de nuevas alteraciones, que seria mas propio de fases mas

avanzadas'®’.

Las frecuencias obtenidas para la t(14;18)(q32;q21), son iguales entre los grados I y
II, ambos del 73%, sugiriendo que no existen diferencias moleculares entre estos dos
subtipos de linfoma y que quizds puedan ser diagnosticados como una unica entidad
agrupada en linfomas de bajo grado. Este 73% es un valor un poco mas bajo de lo
referenciado para la poblacion Europea (entorno al 85-90%'®''%%), sobre todo cuando nos

referimos a los linfomas de bajo grado.

En cuanto a la incidencia de la translocacion de BCL2 en el estudio de linfomas
foliculares independientemente del grado, ésta fue aun mdas baja (66%). En este caso

. . , <z . : 185
nuestras frecuencias coinciden mas con las de la poblacion China descritas por Loke ™,
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Chen'®®, Sekiguchi et al'™® que atribuian la baja incidencia de la translocacion a una
distribucion poblacional, siendo mas alta en Europa y América y mas baja en Asia'®’. Sin
embargo nosotros presentamos frecuencias parecidas indicando que posiblemente la

translocacion no va a depender de la localizacion geografica.

La transformacion histoldgica de linfomas foliculares de bajo a grado alto grado
durante el curso clinico, suele estar presente entre el 60% al 80% de los pacientes. Los
eventos que conducen a esta transformacién aun no se comprenden bien, y el background
biolégico de los linfomas de grado III estd pobremente entendido. Aun asi, se definen
como entidades mas agresivas y de peor pronodstico y deberan ser tratadas de acuerdo con

188, 1
esto'*% 1%,

La WHO recomienda la subdivision de los linfomas de grado III basandose en
diferencias bioldgicas y morfolégicas, haciendo distincion entre grado IIla y IIIb'°. Las
principales diferencias que intentan establecer hacen referencia a que los LF de grado Illa
presentan una proporcion de centrocitos, ademas de la t(14;18)(q32;q21) en un porcentajes
60% y tienen mas caracteristicas en comun con los linfomas de grado I y II. En cambio los
LF de grado IIIb estan compuestos tinicamente por centroblastos y so6lo un 13% de ellos
tienen la t(14;18)(q32:q21), teniendo mas caracteristicas en comun con los LBCG'®. En
contraste a esta baja frecuencia del reordenamiento de BCL2, presenta reordenamiento del

gen BCL6.

Nuestros datos, no muestran estas variaciones citogenéticas entre el grado Illa y

10, 11, 191 .
> 77, La frecuencia

IITb. Es mas son contradictorios con lo citado por algunos autores
para la t(14;18)(q32;921) en linfomas de grado Illa fue del 16%, distando mucho del 60%
referenciado en la literatura, la razoén podria deberse al bajo nimero de casos analizados
(tan solo 6). Por otra parte en los linfomas de grado IIIb encontramos un 55% de
positividad (en 9 casos analizados) para el dimero de BCL2-IGH, un valor muy alto con
respecto al 13% encontrado en la literatura. Ademas la frecuencia del dimero de BCL6 es
mas o menos igual para los dos grupos (30-40%), incluso algo mayor en los de grado Illa
(40%). Estos datos nos hacen pensar y siempre con precaucion, debido a la baja serie
analizada, que no existe una gran diferencia a nivel molecular entre los linfomas de grado

IITa y I1Ib. Este hecho nos ayudaria a justificar que entre ambos subgrupos no se hayan

. . . . . . 192
encontrado diferencias que afecten a la supervivencia o al tiempo libre de enfermedad .
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Aunque se ha postulado que los grados Illa y IIIb tienen caracteristicas
citomorfoldgicas, inmunohistoquimicas y citogenéticas diferentes, la bibliografia no ha
sido capaz de evidenciar la implicacién en la respuesta al tratamiento o la mayor
supervivencia de una entidad respecto a otra, ya que ambos grados se comportan igual. En
donde si se encuentran estas diferencias es en el curso clinico de los linfomas de alto grado

(ITla y IIIb) respecto a los LF de bajo grado (I y II).

La frecuencia del reordenamiento del gen de BCL6 en linfomas de grado [ y II, en
nuestro estudio han sido muy bajas, so6lo del 3%, y como peculiaridad se manifestaban
paralelamente con el dimero /GH-BCL2. Lo cual refuerza la teoria de que la alteracion de
BCL6 se adquiere también en etapas tempranas de la evolucion histologica, como

afirmaron Keller et al'®

, ¥y no es exclusivo de la etapa de diferenciacion de isotipos en el
CG. Ademas demuestra que la alteracion del BCL6 en linfomas de bajo grado se adquiere
consecuentemente como una alteracion secundaria, gracias al alargamiento de la vida
celular provocada por la expresion de BCL2. Alteraciones secundarias que sumadas a las
primarias se podrian relacionar con la progresion del tumor'®, de hecho se cree que la
existencia de esta mutacion juega un papel importante en la transformaciéon de LF a
LBCG'”. Pero no hay una opinién undnime en este tema ya que otros estudios no

encuentran aceleracién en la progresion de la enfermedad”’ y la presencia del

reordenamiento de BCL6.

Nuestros datos han mostrado la alteracion de la region 3q27 en el 40 y 33% de los
linfomas de grado Illa y IIIb respectivamente, siendo estos negativos para la
t(14;18)(q32;q21) (a excepcion de un caso en que hemos encontrado doble
reordenamiento). Esto evidencia que la alteracion de BCL6 puede surgir en este grado de
linfoma como una alteracion primaria. Ambas alteraciones BCL2 y BCL6 surgiran como
eventos primarios aislados y se cree que estan relacionadas con las diferentes vias de
transformacion del tumor'’. En el caso de los LF Illa la presencia de la alteracion de BCL6
se cree que tiene que ver con la progresion del tumor a LBCG. Sin embargo en los LF IIb
se ha demostrado que el punto de rotura que conlleva a la alteracion del gen de BCL6 se
produce en region de ABR, mientras que en los LBCG el punto de rotura se localizaré en la

regiéon MBR'?, por lo tanto no habria una progresion de los LF I1Ib a LBCG.

La frecuencia 33-40% de muestras reordenadas para BCL6, no se puede considerar

muy alta con respecto a lo citado en la bibliografia (50%). Esta diferencia se puede
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justificar porque nuestros datos son unicamente referidos a la translocacion del gen de
BCL6 y esta no es la tnica alteracion por la cual la proteina va a ser sobreexpresada, ya
que existen otros mecanismos como amplificacion de la region la 327 o hipermutaciones

que provocan la sobreexpresion de BCL6™.

En resumen, podemos hablar de dos grupos de linfomas claramente diferenciados
por sus caracteristicas genéticas: los de bajo grado, caracterizados por estar presente el

dimero de IGH-BCL2 y los de alto grado, caracterizados por el reordenamiento de BCL6.

6.3.2. TRANSLOCACIONES Y EXPRESION PROTEICA.

La deteccion de BCL2 mediante técnicas de inmunohistoquimica es de gran ayuda
en el diagnodstico de LF, el patron de sobreexpresion que presenta en los nucleos permite
distinguir centros germinales de centros reactivos'®’. La expresion alterada de la proteina

BCL2 se encuentra en el 90% de los LF.

Aunque en un principio se sugirid que la t(14;18)(q32;q21) era la Gnica causante

41, 196 64, 197

directa de la expresion de BCL2 en estas neoplasias se ha visto que no es asi
Existe un porcentaje de casos de LF que tienen sobreexpresion de la proteina y sin
embargo no presentan la translocacion. En nuestro caso, la proteina BCL2 se expresaba en
el 90% de los casos mientras que la translocacion so6lo era positiva en el 66%. Estos
resultados implican la existencia de otros mecanismos moleculares que pueden ser

responsables de la desregulacion y consiguiente sobreexpresion de BCL-2:

. Anomalias del cromosoma 18: la existencia de una copia extra del

198
8

cromosoma 1 o la amplificacion del gen de BCL2, que se aparecen en un porcentaje

. a7 1
similar al de la translocacion'®.

° Interacciones con otros miembros de la familia de BCL2%.

Ademés la translocacion también podria estar enmascarada por complejos

reordenamientos cripticos™".

Otro motivo que puede justificar ausencia de la translocacion pero la
sobreexpresion de la proteina, es que la translocacion pase desapercibida porque existe una

3 .7 11 g o
variacion muy grande de los puntos de rotura'’, pasando desapercibidos.
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Incluso se ha sugerido que los casos con t(14;18)(q32;921) negativos y con
expresion de BCL2 merecen ser considerados como otro subgrupo'’, aunque la implicacion

130, 202

prondstica no estd muy bien conocida . De nuestro estudio, 17 casos pertenecerian a

este grupo.

Otro grupo diferenciado seria el que presenta la t(14;18)(q32;q21) y expresa BCL2.
En la literatura estos casos se asocian por lo general con un mejor pronostico % 2*%,
aunque existen autores que afirman que representa un peor curso clinico ***. Esta
contrariedad se puede deber a que el punto de rotura donde ocurre dicha translocacion

podria influir en el prondstico'*’.

En nuestro estudio hemos encontrado un caso donde no hay translocacion ni
expresion de BCL2. En un principio se sugirid0 que estos casos con ausencia de
translocacion y expresion de BCL2 representaban un subtipo de enfermedad de peor
pronostico con caracteristicas clinicas mas agresivas, y deberian ser clasificados como otra

entidad. Pero existen muy pocos en la literatura como replantearla clasificacion.

Otros dos casos donde a pesar de que la expresion de BCL2 era muy débil, si habia
translocacion. Este hallazgo lo podemos relacionar con los casos donde estd presente la
t(14;18)(q32;q21) pero no hay sobreexpresion de BCL-2**. Este fenomeno podria deberse
a que BCL?2 puede sufrir otras mutaciones somaticas que originan cambios en la secuencia
aminoacidica de la region del epitopo que es reconocida por el anticuerpo. En realidad si
existe expresion de BCL2 pero no es reconocida por el anticuerpo, serian pues falsos

. 44. , . . .
negativos para BCL2"" Todavia se desconoce su importancia clinica.

La presencia o ausencia conjunta de la translocacion y estudio inmunohistoquimico
puede ser muy util para diferenciar grupos de LF que permitan monitorizar la progresion

de la enfermedad® "

6.4. LINFOMA DE CELULAS DEL MANTO:
6.4.1. DETECCION DEL DIMERO CCNDI1-IGH MEDIANTE FISH.

La t(11;14)(q13;q32) fue detectada en el 100% de nuestros casos, poniendo de

manifiesto que es un marcador clave para confirmar el diagnostico de estos linfomas.
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Incluso hay casos en la literatura donde la presencia del dimero /GH-CCNDI ha servido

para confirmar el diagnéstico de LCM con un inmunofenotipo raro™”.

La CCNDI-IGH funciona como un oncogén aunque las habilidades para la
transformacion y la formacion del tumor son menos potentes que las de un oncogén.
Ratones transgénicos para la CCNDI no eran capaces de desarrollar espontdneamente
linfomas y necesitaban la cooperaciéon de otros oncogenes alterados como MYC *° para
poder desarrollarlos. A menudo la t(11;14)(ql3;932) puede ser detectada en células
sanguineas normales, esto refuerza la hipdtesis de que se necesitan otros mecanismo para
poder desarrollar el tumor, ademdas es un reflejo de que la técnica de FISH debe ser
integrada dentro del contexto clinico de cada paciente, entendiendo sus resultados como

tal.

La t(11;14) (q13;932) no es la tinica alteracion encontrada en los LCM** ya que se
han descrito multiples inestabilidades cromosdmicas que surgen como eventos

secundarios, pero si que es la inica comin que se puede utilizar para su diagndstico.

6.4.2. TRANSLOCACIONES Y EXPRESION PROTEICA.

En lo referente a la expresion de la CCDNI1 en LCM podemos decir que existe una
muy buena correlacion entre la sobreexpresion de la CCDNI y la existencia de la
translocacion como ya quedara patente en otros estudios”’. Ha sido descrito algiin caso
donde habia expresién de CCNDI y ausencia de translocacion, aunque esto es muy raro™ .
En algunos casos lo atribuyen a que el andlisis se hizo en cultivos celulares donde

209 :
. En nuestra serie no hemos

evolucionaron las células normales en vez de las tumorales
encontrado ningun caso con estas caracteristicas. La translocacion estaba presente en el
100% de los casos y coincidian con la sobreexpresion de la CCND1, a excepcion de un
caso donde estaba presente la translocacion pero no habia expresion de CCND1 esto se
puede ser explicado por una mutacién en la region del epitopo que es la que reconoce al

anticuerpo, al igual que sucedia con BCL2, otro motivo tendria que ver con problemas

derivados de una mala fijacion que alterase la proteina.

En un principio se creia que la sobreexpresion de ciclina D1 era imprescindible

para el desarrollo de la patogénesis de LCM, sin embargo en la literatura se ha descrito
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casos de células tumorales que no expresan CCNDI1 ni tampoco la translocacion (aunque
no son muy abundantes). En un primer momento se atribuy6 a un error diagnostico, a un
inadecuado andlisis genético o a una mala inmunohistoquimica. Estas sospechas quedaron
desechadas tras el empleo de técnicas mas sensibles como la RT-PCR o cADN
microarrays™° y vio que habia casos de LCM que no expresaban CCNDI. Yatabe Y. et
al’'! consideran que estos casos con CCNDI negativa representan una entidad diferente y
que deberian ser clasificados en grupos distintos, debido a que los casos CCND1+, tienen

ro- , <211,
un curso clinico mas agresivo

Kai Fu et al *'?

observaron en reducido numero de pacientes con morfologia y
caracteristicas genéticas de LCM que carecian de expresion de ciclina D1 y t(11;14), pero
en su lugar sobreexpresaban CCND?2 (ciclina D2) CCND3 (ciclina D3). La sobreexpresion
no se debia a amplificaciones o translocaciones en los genes CCND2 Y CCND3, y
clinicamente los pacientes se comportaban como los casos CCNDI positivos. En
conclusion, la desregulacion de CD2 y CD3 provoca el mismo efecto que la de la CCNDI.

Esto vuelve a justificar la estrecha relacion entre la desregulacion de las ciclinas y la

aparicion del tumor, convirtiendo a las ciclinas en marcadores de LCM.

A pesar de que existe algin caso aislado descrito en la literatura de ausencia de
translocacion en CCND1 y linfoma del manto, podemos decir que la translocacion y la
sobreexpresion de la ciclina D1 es un método sensible y fiable para la deteccion de linfoma
del manto®” *"*. Como marcador de supervivencia, los casos con CCNDI presentan mejor
pronostico aunque hay que tener en cuanta que existen otros factores como son las

. . , . . . 214
delecciones o ganancias cromosdmicas que afectan a la supervivencia de LCM™ .

6.5. LINFOMA B DIFUSOS CELULAS GRANDES.
6.5.1. DETECCION DE LOS REORDENAMIENTOS DE BCL2, BCL6 Y MYC.

Los LBCG son considerados como una entidad definida en la clasificacion de la
WHO, pero su presentacion clinica, morfoldgica, genética y molecular sugiere que estos
tumores representan a un grupo heterogéneo de neoplasias’. Se trata del grupo mas
frecuente perteneciente a los LNH, por lo que es muy 1til ampliar los conocimientos sobre

su comportamiento. En la actualidad se han definido varias subcategorias de estos tumores.
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Entre ellas encontramos los LBCG que pueden surgir de Novo (referidas a las formaciones
primarias) aquellos que representan la progresion y transformacion de un tumor previo
menos agresivo como el linfoma folicular (referidos como secundarios)’. Otra
clasificacion hace referencia a su ubicacion ganglionar (con nddulos linfaticos
involucrados) o extraganglionar (Médula 6sea, tracto intestinal, higado, tejido, piel, ovario,
tiroides, pulmon, prostata)’’”, o la que hace referencia al subgrupo molecular CGB (centro

germinal B-Cell-Like) o ABC (activado B-Cell-Like) post-CG activados®'®.

Parametros clinicos pronosticos tales como el IPI (indice de Pronéstico
Internacional) es utilizado en los LBCG como un modelo predictivo del curso clinico de
los pacientes, aunque se ha visto que pacientes con el mismo IPI exhiben un pronostico
variable. La identificacion de un grupo de pacientes de riesgo con mayor probabilidad de
recaida podria ser beneficioso®* para establecer un tratamiento protocolario que permita la
remision completa de la enfermedad. Sin embargo este modelo predictivo se encuentra

.. 7 21
condicionado por marcadores moleculares que van a afectar a la evolucion de los LBCG*'.

Las diferencias entre las caracteristicas clinicas y la respuesta al tratamiento
dependeran de las caracteristicas moleculares que modifican la enfermedad
agresivamente”'®. La heterogeneidad del curso clinico que presenta cada paciente puede ser
el reflejo de las diferentes caracterizaciones biologicas de las células tumorales. Por lo que
debemos buscar nuevos marcadores que ayuden a predecir el curso de estas
enfermedades®'’. En la literatura se ha referenciado que el desarrollo de los LBCG se ha
asociado con algunas alteraciones moleculares concretas, aunque el papel que desarrollan
como marcador pronostico y significancia clinica es todavia controvertido a diferencia de

otro tipo de linfomas®*'*

. De aqui, la importancia de nuestro estudio que trata de
esclarecer el papel que juega los reordenamientos de BCL2, BCL6 y MYC en la evolucion

de los pacientes.

Las frecuencias que encontramos en cuanto a los 3 reordenamientos demostraron
que su identificacion puede ser de gran ayuda en el diagndstico de los diferentes subgrupos

de LBCG.

Se detectd el reordenamiento de BCL2 entre los 64 casos de LBCG analizados en
un porcentaje del 20.3%, De éste el 100% de los pacientes que debutaron en su forma

primaria como LF tenian esta translocacion, mientras que los que provenian de otro tipo de
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LNH no tenian el reordenamiento de BCL2. Esto nos permite pensar que la presencia de
BCL2 se puede usar para determinar si el LBCG es transformado de LF***. Un 13.2% de
muestras positivas para el reordenamiento de BCL2 procedian de muestras diagnosticadas
como LBCG de Novo, esto podria ser debido a que el tumor no fue detectado clinicamente

221,222 ..
%7, Otro dato a tener en cuenta es que de las muestras positivas,

en su forma primaria
el 84.6% eran de origen ganglionar, siendo el reordenamiento de BCL2 mas tipico de las

formas ganglionares.

En cuanto al reordenamiento que afecta a la region 3q27, esta translocacion fue

encontrada en un 23.4% de las muestras respecto al 35% referenciado en la literatura”” '**

22 . . .
3, estando presente con mayor frecuencia en casos de origen extraganglionar que es

como se suelen manifestar clinicamente’®> 2%*

. En ningun caso se encontraron LF
transformados a LBCG con el reordenamiento de BLC6. Los motivos pueden ser varios, el
reordenamiento de BCL6 se manifestd en nuestra serie como reordenamiento Unico,
generalmente la mayoria de los casos transformados de LF a LBCG que presentan el
reordenamiento de BCL6 lo hacen paralelamente con el de BCL2, es decir, BCL6 surgiria
como alteracion genética secundaria que ayudaria a la transformacién del tumor, pero no se
presentarian como reordenamiento unico , forma mas tipica en los LF IIIb que como ya

hemos mencionado, estas formas no presentan el mismo punto de rotura que en los

LBCG", por lo que no representarian una progresién de los LF IIIb.

Otro dato a tener en cuenta es que 13 de los 15 casos que eran positivos para la
alteracion de BCL6 se correspondia a LBCG de Novo, lo que refuerza la hipdtesis de que

este reordenamiento es mas tipico de los LBCG de Novo.

El reordenamiento de MYC fue encontrado en un 7,8% de todas las muestras
analizadas en nuestro estudio siendo destacable que el 40% presentan un doble
reordenamiento, siendo ésta la alteracion que con mayor frecuencia se manifiesta con otros

reordenamientos en LBCG*%.

6.5.2. TRANSLOCACIONES Y EXPRESION PROTEICA.

Nuestros datos muestran sobreexpresion de la proteina BCL2 en el 83% de las

muestras y reordenamiento solo en un 20%, quedando patente que la translocacion no es el
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1 %2% afirman

unico mecanismo fisiopatolégico que afecta a la expresion de BCL2. Igbal et a
que mecanismos alternativos tales como amplificacién 18q21 parecen ser los principales
responsables de la sobreexpresion de BCL2. En este caso los mecanismos alternativos por
los que se produce la alteracion de la expresion de BCL2 cobran mucho mas protagonismo

y son mas frecuentes que la translocacion.

De nuestra serie destacamos un caso que por inmunohistoquimica resultdé negativo
mientras que por FISH era positivo para el reordenamiento. La causa ya comentada de esta
disparidad puede estar motivada por la existencia de mutaciones somaticas en BCL2 que
originan cambios en la secuencia aminodacidica de la region del epitopo. Es decir que
puede existir sobreexpresion de BCL2 pero no se pudo demostrar por técnicas IHQ y si por
técnicas citogenéticas. Esta disparidad refuerza la idea de que ambas técnicas deben ser

complementarias.

En cuanto a la expresion de BCL6, al igual que para BLC2, obtuvimos
reordenamiento en el 23% de las muestras, pero se detectd expresion de BCL6 en el 74%
de las muestras analizadas, quedando patente que existen otros mecanismos ya

mencionados, por los que se puede producir la alteracion del gen BLC6.

La sobreexpresion de BCL6 es tan importante que un principio se considerd
indispensable para la formacién del desarrollo de los LBCG*?’, aunque estudios posteriores
comprobarian que esta alteracidon por si sola no era suficiente para la transformacion de

células malignas*.

6.5.3. IMPLICACION DE LAS ALTERACIONES GENETICAS EN EL PRONOSTICO
Y LA SUPERVIVENCIA.

El papel del reordenamiento de BCL2 como marcador de supervivencia en LBCG

, . . .. . . 129. 22
es polémico. Algunos estudios afirman que no es predictivo para la supervivencia' >’ 2%

228 . . o . 204 e
mientras que otros dicen que es marcador de peor supervivivencia® . Otra afirmacion

es que el valor predictivo de este reordenamiento es independiente de su expresion

229-231

proteica , Y asocian la sobreexpresion de BCL2 en pacientes diagnosticados con

ros 12
LBCG con un peor curso clinico'*”.
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Nuestros datos coinciden con los de Pulivarthi®*?

y muestran diferencias
significativas entre el reordenamiento de BCL2 y una asociacion a un estadio avanzado de
la enfermedad, pero no encontramos diferencias significativas entre la presencia de la
translocacién y un curso mas agresivo de la enfermedad y corta supervivencia'>. Otros

, ., . . 233234, 2
autores si han encontrado una asociacion con peor supervivencia 33234, 235

, no para los
LBCG en general, sino en un subgrupo de pacientes de peor pronostico que presentaban
translocacion BCL2 positiva y sobreexpresion de BCL2 en los LBCG ganglionares. Es por
tanto importante conocer la expresion proteica y donde debuta por primera vez el tumor
para tener en cuenta BCL2 como marcador prondstico™°. Estos datos no dejan de ser
contradictorios porque no explican por qué afectaria el reordenamiento de BCL2 a un

subtipo de LBCG y a otros no.

Por ultimo, otra razén que nos lleva a pensar que el reordenamiento BCL2 no tiene
significacion prondstica por si sola, se debe a que cuando la t(14;18)(q32;q21) esta
presente en células pequenas de LF es generalmente sintoma de mejor prondstico, mientras
que cuando esto ocurre en LBCG es sintoma de peor pronodstico'”. Esto no tendria mucho

sentido, mas cuando estos linfomas derivan de LF.

Igbal et al realizaron un analisis de sobreexpresion en el subgrupo de los LBCG
ABC y encontraron un peor pronodstico aunque no una peor supervivencia. Nuestros
resultados tampoco relacionaron la sobreexpresion de la proteina de BCL2 con una peor
supervivencia. Otros resultados si que fueron capaces de demostrar que enfermos con
sobreexpresion de BCL2 presentaban un mayor riesgo de recidiva y una supervivencia mas

237
corta.”” .

En cuanto al reordenamiento de BCL6 y su significado pronostico existen datos
contradictorios, aunque varias series independientes refieren la remision de esta entidad
con quimioterapia intensiva. Existen discrepancias entre los que afirman que no existen
diferencias en el curso clinico’” '** #*° de los pacientes con reordenamiento para BCLG,
coincidiendo con nuestros datos, y los que dicen que la translocacion implica una

. . . . . . 223
supervivencia y una supervivencia libre de enfermedad superior al resto

. Un grupo
japonés refiere un platé de supervivencia libre de enfermedad en torno al 40% a partir de
del tercer afio para el LBCG con BCL6 translocado™’. Otros grupos afirman que
representa un peor pronostico''” **. A dia de hoy no hay un consenso unénime acerca del

papel del reordenamiento de BCL6 y la supervivencia'®.
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Nuestros datos confirman que el reordenamiento de BCL6 no es predictivo para la
supervivencia.”’ Si nos fijamos en las Tablas 21 y 22 se puede observar que para el
reordenamiento de BCL6 no existen diferencias significativas para la supervivencia,
mientras que para la sobreexpresion de la proteina BCL6 si da un resultado significativo,
pacientes con expresion alterada de esta proteina tendran una mayor supervivencia global.
Esta contradiccion refuerza la idea de que la translocacion por si sola carece de valor

predictivo.

Para utilizar BCL6 como marcador de supervivencia debemos tener en cuenta todas
las mutaciones moleculares que pueden participar en la expresion alterada de este oncogén
de BCL6. A nivel molecular el reordenamiento de BCL6 esta presente en el 30-40% de los
LBCG’" *%, pero la mutacién que implica al gen de BCL6 estd presente siempre en un
porcentaje mayor de los casos (en torno al 70-80%). De nuestro estudio concluimos que
para utilizar BCL6 como marcador de supervivencia ha de tenerse en cuenta mediante el

.. . ;. . r oz 2
estudio inmunohistoquimico ya que el reordenamiento por si solo carece de valor™”.

El estudio para el reordenamiento de MYC es todavia mas complicado, ya que su
presencia en los LBCG esta representado en un porcentaje muy bajo (7-15%) en nuestro
caso en torno al 7.8%. La cantidad de muestras positivas fueron demasiado bajas para
intentar obtener una buena correlacion estadistica. Las 5 muestras que fueron positivas se
correspondian con un estadio alto de la enfermedad, LDH elevado, MO infiltrada,
extension a localizaciones extraganglionares, aunque seguramente por el bajo nimero de

resultados positivos no encontramos diferencias significativas. (Tabla 23)

En cuanto al reordenamiento de MYC y la supervivencia tampoco obtuvimos

- e . 107, 128, 129, 204
diferencias significativas > > 7

al igual que Ofiit, Kramer o Yunis. Al analizar
solamente la grafica (Tabla 24) parece apuntar diferencias, siendo el reordenamiento de
MYC marcador de peor supervivencia que es lo que generalmente se afirma en la

110, 219, 240

literatura , aunque para confirmar esta afirmacion seria necesario un estudio de

mayor numero de muestras

Es muy comtin que MYC se presente con otros reordenamientos, tratandose de una

alteracion secundaria (en nuestros casos esto sucedia en el 40% de las muestras) y esto se
. f i 225 11 218 ., .

asocia a un peor prondstico™”. Le Gouill “* analiz6 16 casos con doble reordenamiento de

t(14;18)(q32;921) y 8q24/C-MYC y lo asociaron con un subgrupo de peor prondstico y un
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curso clinico mas agresivo, ademds identificaban 4 casos que tenian el doble
reordenamiento y procedian de linfomas indolentes, ofreciendo la posibilidad de que el
reordenamiento de MYC surja como un evento oncogenético adicional que ayuda a la
transformacion agresiva de los linfomas indolentes. El nico caso que obtuvimos con el
doble reordenamiento de t(14;18)(q32;921) y 8q24/C-MYC también procedia de un LF
trasformado a LBCG, lo que apoya esta teoria. En ratones también se demostrd que
hiperplasias foliculares indolentes con sobreexpresion de BCL2 desencadenaban LBCG

cuando adquirian el reordenamiento de MYC.2

En general todas estas contradicciones descritas en la literatura se pueden justificar
porque la mayoria de los estudios se llevan a cabo con series limitadas de pacientes y con
un seguimiento escaso, por lo que es dificil extraer conclusiones. El tratamiento que recibe

cada paciente también puede estar afectando a este tipo de estudios

Para una mejor comprension de la biologia de estas entidades se deben realizar
estudios de expresion que precisen mas los resultados de pérdidas o ganancias
cromosdmicas como pueden ser las técnicas de CGH e identificar otras alteraciones

cromosdmicas acompafiantes iniciales con cierto significado pronostico.

De nuestro estudio podemos concluir que las alteraciones genéticas estudiadas por
si solas no son un buen marcador predictivo del curso clinico de los LBCG. El curso
clinico de cada paciente dependera de una concatenacion de eventos. Sin embargo si que

son buenos marcadores para diferenciar subtipos de LBCG.

Demostramos que el analisis en secciones finas de tejidos incluidos en parafina
usando sondas split, constituye una buena herramienta para la determinacién de las
alteraciones estructurales de BCL2, BCL6 y MYC. Esta técnica también puede ser

utilizada en ausencia de tejido fresco para la caracterizacion citogenética de poliploidias.
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La temperatura es un factor decisivo para obtener una buena senal de hibridacion en
la técnica de FISH. Altas o bajas temperaturas pueden enmascarar la sefial de
hibridacion. Es mds importante que se alcance la temperatura adecuada que el

pretratamiento utilizado.

El control del tiempo de digestion mediante el método descrito (observacion de
“helechos”) mejora la reproductibilidad de la FISH en tejidos fijados e incluidos en
parafina. Este método es particularmente util cuando se trata de muestras con fijacion
heterogénea (casos consulta, autopsias,...), ya que evita repeticiones de la técnica y

las consiguientes pérdidas de tiempo, material y reactivos.

Las sondas de “split” resultan de interpretacion mas facil e intuitiva que las sondas
“dual fusion”, y por tanto constituyen la opcioén preferente a la hora de integrar la

técnica de FISH en la rutina diagnoéstica de un laboratorio de Anatomia Patolégica.

La técnica de FISH es superior a la técnica de PCR, tanto a nivel de rendimiento

como de sensibilidad, en el estudio de la t(14;18)(q32;q21) y la t(11;14)(q13;q32).

Los LF de bajo y alto grado muestran diferente perfil molecular. En general los
linfomas de bajo grado (I y II) se asocian con la t(14;18)(q32;q21), mientras que los
de alto grado (Illa y I1Ib) lo hacen con el reordenamiento de BCL6.

En los LF y LBCG la t(14;18)(q32;921) se asocia practicamente en todos los casos a
la sobreexpresion de la proteina BCL2 pero no ocurre igual a la inversa, ya que

existen otros mecanismos alternativos que aumentan la expresion de BCL2.

En los LCM la t(11;14)(q13;q32) y la sobreexpresion de la CCNDI1 muestran una
estrecha correlacion. La inmunohistoquimica seria por tanto la primera opcion para el
diagnostico de LCM, mientras que utilizariamos la FISH en aquellos casos negativos

o que persista la duda diagndstica.

En los LBCG los reordenamientos de BCL2 y BCL6 parecen asociarse a
caracteristicas clinico-patologicas diferentes. El reordenamiento de BCL2 se asocia
mas frecuentemente con la transformacion previa de un LF y origen ganglionar,

mientras que el reordenamiento de BCL6 no se asocia con evidencia de LF previo.
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9. En los LBCG el estudio de correlacion entre los reordenamientos de BCL2, BCL6 y
MYC, y caracteristicas clinicas, demostrd asociacién entre BCL2 y estadio clinico

avanzado, pero no entre dichas alteraciones moleculares y supervivencia global.

10. Enlos LBCG la sobreexpresion de BCL6 predice una mayor supervivencia global.
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