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RESUM

El LZME és un tipus de limfoma B poc freqlent (<2% de tots els limfomes no-
Hodgkin). Aproximadament un 70-80% dels pacients amb un LZME presenten
alteracions citogenétiques i/o moleculars, perd sense que s’hagi descrit una especifica
d’aquesta patologia. En el primer treball (Salido i cols., 2010) es descriu el perfil
d’'alteracions citogenetiques a una serie amplia de pacients diagnosticats d'un LZME
(n=330), mitjancant les tecniques de citogenética convencional (CC) i FISH. Aquest
estudi identifica subgrups citogenetics amb rellevancia pronostica, destacant la
necessitat de realitzar estudis citogenétics tan pel diagndstic com per la correcta
estratificaciéo pronostica d’aquests pacients. A més, en aquest estudi es confirma la
elevada heterogeneitat clinica i biologica del LZME.

El gen EZH2 (7g36.1) es trova localitzat a una de les regions més freqientment
alterades al LZME. En el segon treball (Salido i cols., 2011) s’analitza [|'estat
mutacional d’aquest gen per la seva implicacié a altres limfomes de cél-lules B. Els
resultats suggereixen que les mutacions a aguest gen no juguen un paper important a

la patogenia d’aquesta entitat.

ABSTRACT

Splenic Marginal B-cell Lymphoma (SMZL) is a rare low-grade B-cell lymphoma (<2%
of all non-Hodgkin Ilymphomas). Approximately 70-80% of patients presented
chromosomal aberrations, however, without a disease-specific cytogenetic/molecular
alteration. The first paper (Salido et al., 2010) describes the cytogenetic profile of a
large series of patients diagnosed with a LZME (n = 330) using conventional
cytogenetic techniques (CC) and FISH. This study identifies cytogenetic subgroups
with prognostic significance, highlighting the need for cytogenetic studies for the correct
prognostic stratification of these patients. In addition, this study confirms the biological

and clinical heterogeneity of LZME.



EZH2 gene (7g36.1) is located at 7q, a region frequently altered in LZME. This gene
was frequently mutated in Diffuse Large B-cell Lymphomas and altered in other
neoplasms. In the second paper (Salido et al., 2011) the mutational status of this gene
was analysed by direct sequencing, although no mutations were observed suggesting

that EZH2 does not play an important role in the pathogenesis of this entity.
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Introduccié

1.1 LIMFOMAGENESI

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

- Organs limfoides primaris o centrals: en I'adult estan constituits per la medul-la ossia i

el timus. En aquests organs, s'originen els limfocits B (a medul-la dssia) i el limfocits T
(al timus) a partir de cél-lules mare hematopoetiques pluripotents, i posteriorment
maduren sense necessitar la preséncia d’antigens.

- Organs limfoides secundaris o periférics: comprenen els ganglis limfatics, la melsai el

teixit limfoide associat als epitelis mucosos dels tractes gastrointestinal, respiratori i
genitourinari (anomenat MALT, de I'angles mucose associated lymphoid tissue) i de la
pell. En aquests organs s’inicien les respostes immunitaries, de forma que els limfocits
entren en contacte amb els antigens i amb les ceél-lules accessories del sistema
limfoide o cél-lules presentadores d'antigen. Aquestes pertanyen al sistema dendritic i
reben diferents noms segons el teixit on es troben (cél-lules de Langerhans a la pell,

cél-lules dendritiques fol-liculars als ganglis, etc) (Figura 1).

Organs limfoides Organs limfoides
primaris secundaris
Medul-la s
ossia
@ \ Ganglis
Limfocit B —lp limfatics
. Limfocit B
CeI-IgIa mare madur
pluripotent
@ Melsa
Teixit
Medul-la o limfoide
ossia Limfocit T cutani,
mucosa i
Timus —_— . S_ang, ell
Limfocit T Limfa / p
madur

Figura 1. Sistema limfoide. Maduracié dels limfocits.



Introduccié

Els limfocits B son els responsables de produir antigens com a resposta a l'estimul
antigenic i els limfocits T son els responsables de les respostes immunes produides per
cel-lules.

El procés de diferenciacié dels limfocits B i T es produeix en dos fases, una antigen-
independent, que es produeix a la medul-la ossia i al timus, i una altre antigen-depenent.
En la primera etapa les cel-lules son cél-lules mare (stem cells) amb capacitat
d’autorenovar-se. En fases més avancades, les cel-lules estan en repds, amb una vida
mitja molt llarga que pot oscil-lar des de setmanes a anys (Delves i Roitt, 2000A; Delves i

Roitt, 2000B).

1.1.1 El gangli limfatic

El gangli limfatic esta format per una capsula de teixit connectiu a partir de la qual es
formen septes que divideixen el gangli en diferents compartiments formats per un sinus
subcapsular, diversos sinus medul-lars, fol-licles limfoides i cordons limfatics, un sistema
vascular sanguini i limfatic i una estructura formada per cél-lules reticulars (Figura 2).
L’estructura caracteristica del gangli limfatic consta d’'una capa externa o capsula, una
escorca o0 zona B, una paraescorca o zona T i una capa interna o medul-la. A la zona de
l'escorca se situen els fol-licles primaris, estructures arrodonides colonitzades per
limfocits B verges procedents de la medul-la o0ssia. Quan els limfocits del fol-licle primari
pateixen una estimulacidé antigenica es constitueixen els fol-licles secundaris. En aquests
casos, els limfocits estimulats esdevenen cel-lules blastiques i tendeixen a disposar-se al

centre del fol-licle formant el centre germinal, i al seu voltant s’observa una corona de

limfocits petits que es denomina mantell fol-licular. Dins del centre germinal es diferencien

dues zones, una zona fosca on es localitzen els centroblastes, una altra de clara basal,
on es troben els centrocits i les cél-lules fol-liculars dendritiques, i una zona clara apical
on es troben els centrocits i els precursors de les cél-lules plasmatiques. Als fol-licles
secundaris també s’hi poden trobar cel-lules dendritiques fol-liculars, macrofags i algun
limfocit T (Woessner i Florensa, 2006). Les cel-lules plasmatiques i les cel-lules

4



Introduccié

plasmocitoides, també anomenades limfoplasmaocits, constitueixen la fase final del procés
de diferenciacid del blast B del centre germinal. Els precursors de les cél-lules
plasmatiques migren des del centre germinal cap a la medul-la 0ssia i pateixen una
transformacié a cél-lula plasmatica madura. Per altra banda, la cél-lula plasmatica també
pot originar-se al gangli a partir del centrocit o de les cél-lules de la zona marginal. En
alguns organs limfoides secundaris com a la melsa, als ganglis mesentérics i a les
plagues de Peyer de l'intesti, es pot trobar una capa de cél-lules que envolta el mantell

fol-licular anomenada zona marginal.

Els fol-licles limfoides es troben envoltats per limfocits T, disposats de forma difusa que

constitueixen la zona paracortical o zona T. Aquesta zona conté moltes cél-lules

interdigitants procedents de la pell (cel-lules de Langerhans) o de les mucoses (cel-lules
dendritiques), que tenen nivells d’'expressid molt elevats d'antigens de superficie del
sistema d’histocompatibilitat de classe Il i que transporten antigens processats des
d’altres zones del cos cap els noduls limfoides.

La zona més interna del gangli, la medul-la central, esta formada per cordons cel-lulars
(formats per limfocits T i B, cel-lules plasmatiques i macrofags) separats per sinusoides
limfoides que drenen al sinus terminal o hili, on s’origina el vas limfatic eferent (Figura 2).
El gangli limfatic posseeix una estructura constituida per una xarxa de fibres reticulars

gque esdevenen el suport dels macrofags i les cel-lules presentadores d'antigens.
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Capsula

Escorgao ZonaB

Paraescorgao ZonaT
Fol.lid e primari

Medulla
Predomini de limfocits B
Hili

——» Vas limfatic eferent

Cord6 lumbar
Predominide limfocits T

Sinus subcapsular

Vas limfatic aferent Trabécula

Centre germinal d un fol. licule secundari

Figura2. Esquema de lestructuraanatomica d'un gangli limfatic.

El funcionament normal del gangli limfatic és el seguent: els limfocits procedents del
torrent sanguini entren al gangli limfatic pels vasos limfatics aferents que penetren a
través de la capsula i desemboquen en el sinus subcapsular marginal. Des d’aquest punt,
travessen I'endoteli de les vénules postcapil-lars (també anomenades venes de I'endoteli
de cél-lules altes), fenomen que fa que la limfa circuli més lentament a aquest nivell i es
faciliti la fagocitosi i els processos relacionats amb la formacié d’anticossos.

El sinus subcapsular i els sinus medul-lars en disposicioé radial, que generalment se situen
al llarg d'una trabecula, convergeixen als vasos limfatics eferents a I'hili ganglionar. Des
d’aquest punt, els limfocits circulen cap el conducte toracic i finalment van a parar a la

circulacié sanguinia.
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1.1.2 LaMelsa

La melsa esta formada per una capsula externa fibrosa més gruixuda a nivell de I'hili i des
de la que s’origina I'estroma, teixit connectiu de suport de les trabécules que transporten
els majors vasos sanguinis per tota la melsa. El parénquima de la melsa (o polpa)
s'estructura en dos grans compartiments: la polpa vermella, teixit connectiu reticular
envoltat per sinusoides esplénics ampliament interconectats; i la polpa blanca, formada
per teixit limfoide. Envoltant aquesta Ultima trobem teixit reticular ric en eritrocits, la zona

perifol-licular (Wheater i cols., 1996; Sternberg, 1997).

Figura 3. Esquema de I'anatomia de la melsa. (obtingut de la revista Nat Rev. Pillai i Cariappa i

cols., 2009).
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Polpa Blanca: L’artéria esplénica es ramifica quan entra per I'hili esplénic formant les
arteries trabeculars que donen lloc a les arterioles. Dins el parénquima de la melsa les
arterioles, que passen a anomenar-se arterioles centrals, queden envoltades per teixit

limfatic formant les beines limfoides periarterials (PALS, periarterial lymphatic sheats),

riques en limfocits T. En el curs de les arterioles centrals trobem els corpuscles esplénics

o fol-licles de cél-lules B que consten de centre germinal, zona del mantell i zona
marginal. La formacié d’aquests fol-licles és indicatiu de resposta immune humoral, amb
proliferacio de limfocits B i transformacié a cel-lules plasmatiques. En molts casos
l'arteriola central queda desplacada cap a la zona marginal de la polpa blanca, zona de
contacte amb la polpa vermella rica en macrofags i cél-lules dendritiques o presentadores
d’antigen.

Polpa vermella: Ocupa el 75% del volum de la melsa, i esta formada per plaques

anastomotiques, els cordons de Billroth, sostinguts per un estroma o xarxa reticular que

conté una elevada poblacié de macrofags i fibroblastes. Aquest estroma reticular és molt

ric en capil-lars i sinusoides esplénics ampliament interconnectats, i que representen el

30% de la polpa vermella. Els sinusoides estan entapissats per cel-lules endotelials
allargades i fusiformes formant un epiteli discontinu amb una lamina basal discontinua i
abundants macrofags. Els eritrocits i altres cel-lules sanguinies poden passar per aquests
espais discontinus i circular cap i des de els cordons. Les cel-lules fagocitiques dels
cordons realitzen la destruccio final de les cél-lules sanguinies envellides o danyades que
circulen per aquesta “xarxa filtradora” de la melsa (Figura 3).

La melsa té una funcié hemodinamica, hematopoética i hemostatica: elimina eritrocits
anomals (eritrofagocitosi) i emmagatzema ferritina, intervé en la maduracié dels
reticuldcits i emmagatzema plaquetes i eritrocits. A més, també té una funcié immunitaria
important.

1.1.3 Ontogeénia dels limfocits B

Els limfocits B procedeixen d’'una cél-lula germinal limfoide pluripotent i esdevenen

competents immunologicament a la medul-la ossia, al fetge fetal i possiblement a la

8
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placenta, i actuen com a equivalents de la Bursa de Fabricius de les aus. Aquest procés
esta presidit pel reordenament dels gens de les immunoglobulines (Ig) i I'expressié a la

membrana cel-lular dels receptors de reconeixement antigenic, les Ig de superficie (IgS).

Cal recordar que les Ig tenen una unitat basica constituida per dues cadenes pesades (Y,
M, a, &1 €) i dues cadenes lleugeres (K i A). Cada cél-lula B esta compromesa a una

cadena lleugera, K 0 A, i tota la seva descendéncia expressara la mateixa cadena. Altres

components del receptor de cél-lules B son les molecules CD79a i CD79b.

Els gens de la regio variable (V), diversitat (D) i de unié (J) codifiquen per la regié variable
de la cadena pesada de les Ig (IGHV) (figura 4) i constitueixen, junt amb la porcié variable
de la cadena lleugera de les Ig, el lloc de uni6 a I'antigen en el receptor de cél-lules B
(RCB). L'Us de determinats gens V i combinacions preferents amb gens especifics D i J

doéna lloc a un RCB estereotipat (Murray i cols., 2008).
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Figura 4. Esquema del reordenament dels gens de les IGHV (Chiorazzi i cols., 2005).
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Els diferents estadis de maduraci6 de la cél-lula precursora B sén principalment quatre:

- El precursor més immadur del limfocit B es denomina limfocit pro-B (o pre-pre-B) i és
identificable fenotipicament mitjancant anticossos monoclonals. Aquesta cél-lula expressa
CD34, HLA-DR, CD10 (CALLA), CD19, CD24 i I'enzim TdT. A mida que el progenitor
limfoide comu progressa cap el llinatge B, s'inicia el reordenament dels gens de les Ig,
gque comenga per les cadenes pesades (H, heavy, mapades a 14932.33) amb la
recombinacio dels segments D-J (cel-lula pro-B inicial) i segueix amb la recombinacié del

segment V amb el complex D-J recombinat (cél-lula pro-B tardana). Aquest estadi
presenta reordenament, doncs, de la cadena H de la IgM, anomenada cadena [, que

representa la primera indicacié de compromis amb la linia B, perd encara no s'expressen
immunoglobulines de superficie.

- El seglent precursor en la linia de maduracio és el limfocit pre-B. Es passa a aquest
estadi quan un segment recombinat V-D-J és productiu i dona lloc a la sintesi de
cadenes. Encara no s’expressen cadenes lleugeres ni immunoglobulines de superficie.
En aquesta etapa encara hi ha expressio de TdT i CD10 i a més s’expressen els antigens
HLA-DR, CD19 i CD24. Apareix I'expressio de CD20 i de la molécula especifica de
llinatge, el CD22. En aquesta fase s’expressa l'antigen leucocitari comu, el CDA45.
Aquests precursors B també expressen CD79a, molécula que associada a les IgS esta

implicada en la transduccié de senyals per unié de I'antigen. En aquesta etapa podem
detectar les cadenes pesades [ a linterior del citoplasma, en abséncia de cadenes

lleugeres i de Ilg de membrana.

- A mida que la maduracié va avancant, es perd el CD10 (que es tornara a expressar
guan el limfocit sigui estimulat per un antigen). Posteriorment té lloc el reordenament dels
gens de les cadenes lleugeres (L, light): en una primera etapa es reordenen els gens V-J
del locus kappa (IGK@, mapat a 2p11.2), i si cap dels productes obtinguts és productiu,
té lloc el reordenament del locus lambda (IGL@, mapat a 229l1l1.2). Quan un

reordenament és productiu es sintetitzen les cadenes L, que s’uneixen amb les cadenes
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M i la cel-lula passa a expressar IgM a la membrana. En aquest moment passem a

denominar a aquests limfocits: limfocits B immadurs, amb IgM sense autoreactivitat, i que
migren cap a la periféria per a completar la seva maduracié i esdevenir limfocits B
madurs.

- Els limfocits B _madurs passen a expressar també IgD a membrana. Aquest tipus

cel-lular continua expressant CD19 i CD24, aixi com CD20 i CD22. També passa a
expressar CD21, molecula que reconeix un epitop del receptor del complement CR2, que
constitueix el receptor per al virus d’Epstein-Barr. Son també positius pel CD23 i algun
poden expressar antigens pan-T CD5. Els limfocits B verges o naive expressen també la

proteina bcl-2, facilitant la seva supervivéncia (Figura 5).

| ETAPA INDEPENDENT D’ANTIGEN >

. 1 1 . 1 N
Cél-lula mare ; Precursor ' Precursor ; Pre-B ; Limfocits B ; Limfocit B
pluripotent ; Pro-B ! Pro-B ; : immadur ; madur
[}
@ - " @® - @® - @
[} [}
i i
: Reordenaments X X
Reordenament ! gen IG . .
gen IG ! genlG ! cCadenes : :
! I Pesades ! ! !
! 1 DJ ! Cadenes ! !
1 v V-DJ 1 Lleugeres 1 1
| | VDJ-CIJ | V-J ) 1
X X VJ-Ck/A ; X
! . . IgM . IgM, IgD
Molécules Ig ! NO ! NO 'ocit ' Superficie ! Superficie
| | | i [
Expressio ' TdT ! TdT ! TdT ! TdT ' HLA-
de ! CD34 | CD34 ! HLA- ! HLA- ' DR
Molécules 1 HLA-DR 1 HLA- ] DR 1 DR 1 CD19
; CD19 ; DR : CD19 i CD19 ; CD24
;  CD24+/- CD19 ; CD24 ; CD24 ;  CD20
CD38 ! CD24 . CD10 . CD20 - CD22
! ! CD10 ! CD20 ! CD22 ' cbp21
! ] CD20 ! CD22 ! CD21 I *CD5
1 | | CD21 | ]
| | | | |

Figura 5. Esquema de diferenciacié dels limfocits B.

*present només a una subpoblacié limfocitaria circulant.
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Els limfocits B madurs naive (migM+, migD+) passen de la medul-la 0ssia a la sang
periférica, on representen només un 5-15% de la poblacié limfocitaria circulant, i es
dirigeixen als organs limfoides secundaris on es situen les zones immunologicament B
dependents.

Una part dels limfocits B circulants (10-30%) de I'adult es caracteritzen per expressar la
molécula CD5, antigen de diferenciacio propi de les cel-lules T madures. Aquests limfocits
sbn els primers que apareixen en l'ontogénia dels limfocits B i durant la vida fetal
predominen per sobre dels limfocits CD5 negatius, aixi com en la infancia fins els 7 anys.
En l'adult aquesta poblacié disminueix i se situa en els organs limfoides secundaris, a
nivell del mantell fol-licular, al marge del centre fol-licular.

En els organs limfoides secundaris, quan el limfocit B madur entra en contacte amb
I'antigen, amb la cooperacié del limfocit T CD4+, té lloc un procés d’activacio i proliferacio
gue dona lloc a una expansié clonal. Les cel-lules B madures que no han rebut un estimul
antigénic tenen els gens de les cadenes pesades de les Ig reordenats, perd no mutats.
Cada cel-lula esta compromesa a una cadena pesada i a una cadena lleugera
determinades, i tota la seva progenie expressara les mateixes cadenes. Mentre que els
precursors B son céllules proliferatives que donen lloc a limfocits B madurs
immunoincompetents, les cel-lules verges es troben en fase de repos fins que
interaccionen amb Il'antigen. Quan el limfocit B madur naive colonitza el fol-licle limfoide i
entra en contacte amb I'antigen doéna lloc a cél-lules_blastiques que entren en el fol-licle i
formen el centre germinal. Els blastes proliferen i donen lloc al centroblastes, que no
expressen IgS. Posteriorment, els centroblastes esdevenen centrocits, que tornen a
expressar 1gS. Els centrocits sén estimulats per antigens presentats per les cél-lules
dendritiques fol-liculars i s'activen. Llavors abandonen els fol-licles secundaris com a

limfocits B memoria o com a precursors de les cél-lules plasmatiqgues. La majoria dels

precursors de cél-lules plasmatiques migren des del gangli cap a la medul-la dssia per

transformar-se en cél-lules_plasmatigues madures; una minoria poden madurar a cel-lula

plasmatica en el propi fol-licle. Les cel-lules plasmatiques secretores d’immunoglobulines
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representen l'estadi final de transformacié antigenica del limfocit petit B verge, i tenen
com a caracteristica la detecci6 d’'lg en el seu citoplasma.

El limfocit B reconeix I'antigen quan entra al centre germinal gracies a I'anticos que té unit
a la membrana cel-lular. Durant aquest procés, el seu ADN genomic pateix
hipermutacions. Durant aquest procés, 'ADN genomic del limfocit pateix una série de
canvis de nucleotids, que poden determinar canvis en I'afinitat i especificitat de I'anticos
per l'antigen. Els limfocits que pateixen hipermutacions somatiques que augmenten la
seva afinitat per l'antigen sén seleccionats i sobreviuen, mentre que els limfocits que les
hipermutacions somatiques els fan disminuir o perdre afinitat per I'antigen, entren en
apoptosi i moren (Kuppers i cols., 1999).

Alguns limfocits B que surten del fol-licle tornen a I'estat quiescent del limfocit B petit amb
memaria immunologica i poden sobreviure mesos o anys. Aquestes cél-lules presenten
caracteristiques morfologiques i immunofenotipiques indistingibles del limfocit B madur,
tot i que a la membrana ja no expressen IgD sin6 1gG, IgM i IgG o IgA, i tenen activitat
ATPasa i 5-nucleotidasa. Aquests limfocits passen a integrar-se al reservori de limfocits

B recirculants del mantell 0 corona, i en la resposta secundaria a anticossos seran els

precursors de les cél-lules secretores d’'anticossos. Alguns limfocits B madurs que no han
estat activats per antigens, es situen a les zones T del gangli i alla, després de rebre un

estimul antigénic, esdevenen immunoblastes, cél-lules que poden seguir el procés

d’estimulacié fins a cél-lula plasmatica (Figura 6) (Woessner i Florensa, 2006).
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Bone marrow Peripheral lymphoid tissues
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Figura 6. Procés de diferenciacié dels limfocits B: estat dels gens de les immunoglobulines (IGH,
@IGK i @IGL) en el diferents estadis de diferenciacio del limfocit B. (Esquema extret de la revista

Nat Rev Cancer. Jares P i cols., 2007).
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1.2. NEOPLASIES DE CEL-LULES B

1.2.1. Introduccio

Les neoplasies de cel-lules B son proliferacions clonals de limfocits que mimetitzen el
diferents estadis de diferenciacié de les cél-lules B normals (des de cél-lules verges a
cel-lules plasmatiques madures). Anomenem limfoma a les neoplasies que es produeixen
per la proliferacié de cel-lules del sistema limfatic, en qualsevol dels seus estadis de
diferenciaci6. Es distingeixen dos categories principals de limfomes, els limfomes de
Hodgkin (LH) i els limfomes no-Hodgkin (LNH). Dins el limfomes no-Hodgkin (LNH) els
més frequents son els de cel-lules B (90%) i només un 10% dels casos son de cel-lules T.
El grup de LNH-B inclou diferents tipus de limfomes que es diferencien per la seva
localitzacié anatomica, morfologia, expressié d’antigens de superficie i IG i alteracions

genetiques.

1.2.2. Classificacio de les neoplasies de cel-lules B

L’aparicié de noves tecnologies com la immunologia, la citogenética i la biologia molecular
aporten una informacié addicional no recollida en les anteriors classificacions.
L'International Lymphoma Study Group (ILSG), varen crear una nova classificacido que
tingués en compte les noves aportacions d’aguestes técniques. Es va arribar a la conclusié
gue la importancia de cada una de les caracteristiques varia per a cada una de les
patologies, perd no existeix un “dnic principi” classificatori. El resultat del consens de ''lLSG
va dur a l'aparici6 d'una nova classificacid, la classificaci6 REAL (Revised European-
American Classification of Lymphoid Neoplasms, Harris i cols., 1994). Aquesta classificacio
va resultar ser molt Gtil per definir, a la practica, les diverses entitats, perd també va
presentar alguns defectes. Des de 1995, els membres de les societats europea i americana
d’hemopatologia van col-laborar a I'elaboracié d’una nova classificacio, la classificacio de
I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) (WHO, World Health Organization Classification

for Hematologic Malignancies) (Harris i cols., 1999). Aquesta classificacié ha patit diverses
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revisions pels limfomes i s’ha usat també per la classificacié de les neoplasies mieloides i
histiocitaries (Jaffe i cols., 2001; Swerdlow i cols., 2008).

Tant la classificaci6 REAL com la Classificaci6 de 'OMS diferencien tres categories
principals dins de les neoplasies del sistema limfoide: neoplasies de cél-lules B, neoplasies
de cel-lules T/NK i malaltia de Hodgkin/limfoma de Hodgkin.

El treball que es presenta es basa en I'estudi del limfoma de la zona marginal esplénic
(LZME), una sindrome limfoproliferativa cronica de cel-lules B (SLPC-B). Aquesta entitat
va ser descrita inicialment al 1992 (Schmid i cols., 1992) i considerada una entitat
provisional per la REAL. Posteriorment, per les seves caracteristiques cliniques i
biologiques ben definides, va ser inclosa a la classificacié de la OMS publicada al 2001
(Jaffe i cols., 2001) i es va diferenciar d’altres limfomes de la zona marginal (LZM nodal i
del teixit limfoide associat a mucoses, MALT). Recentment, a la ultima revisié de la OMS
al 2008 (Swerdlow i cols., 2008), s’ha descrit una nova entitat provisional, separada del
LZME classic, el limfoma/leucemia esplénic, no-classificable, que inclou el limfoma de
cél-lula B petita esplénic amb infiltracié difusa de la polpa roja i la tricoleucémia variant.

La classificacio definitiva segons I'OMS 2008 de les neoplasies limfoides B es mostra a la

taula 1.
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Taula 1. Les neoplasies de cel-lules B madures (OMS 2008).

Leucémia limfocitica cronica/limfoma de cél-lula petita
Leucémia prolimfocitica de cél-lula B
Limfoma de la zona marginal esplénic
Tricoleucémia
Limfoma/leucémia esplénic, no-classificable
Limfoma de cél-lula B petita esplénic i infiltracié difusa de la polpa roja*
Tricoleucémia variant*
Limfoma limfoplasmocitic
Macroglobulinémia de Waldenstrém
Malalties de les cadenes pesades
Malaltia de la cadena Alfa
Malaltia de la cadena Gamma
Malaltia de la cadena Mu
Mieloma
Plasmocitoma solitari de I'os
Plasmocitoma extra ossi
Limfoma de ceél-lula B marginal extranodal del teixit limfoide associat a limfoma de mucosa
(limfoma MALT)
Limfoma de ceél-lula B marginal nodal (MZL)
MZL nodal de tipus pediatric
Limfoma fol-licular
Limfoma fol-licular de tipus pediatric
Limfoma fol-licular cutani primari
Limfoma del mantell
Limfoma difas de cél-lules grans B (DLBCL), no especificat
Limfoma de cél-lula B ric en cél-lules T/histiocit
DLBCL associat a inflamacio cronica
DLBCL Epstein-Barr virus (EBV)+ de la gent gran
Granulomatosis limfomatoide
Limfoma de cél-lula gran B primari del mediasti (Timic)
Limfoma de cél-lula gran B intravascular
DLBCL primari cutani, de les cames
Limfoma de cél-lula gran B ALK+
Limfoma plasmablastic
Limfoma efusi6 primaria
Limfoma de cél-lula gran B associat a la malaltia de Castleman HHV8+
Limfoma de Burkitt
Limfoma de cél-lula B, no-classificable, amb caracteristiques intermitges entre limfoma difls de
cel-lula gran B i limfoma de Burkitt
Limfoma de ceél-lula B, no-classificable, amb caracteristiques intermitges entre limfoma difus de
cel-lula gran B i limfoma de Hodgkin classic

*Entitats o subtipus provisionals; Les patologies marcades en cursiva corresponen a les noves
entitats incloses en la classificacié de la OMS 2008

1.2.3. Alteracions cromosomiques a les neoplasies de cél-lules B madures
L'aplicacio de la citogenetica convencional a l'estudi dels limfomes ha estat i és basica
per la troballa d'alteracions genétiques recurrents. Aixi, és ben conegut que les

translocacions cromosomigues que impliquen l'activacio andomala de proto-oncogens per

juxtaposicié amb sequéncies reguladores del gen de les immunoglobulines (localitzats a:
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IGH 14932, IGK: 2p12 o IGL: 22g11.2) juguen un paper important en la limfomagenesi i
s'associen a tipus especifics de limfomes, permetent el seu Us diagnostic (Seto, 2004)
(Taula 2). Respecte al seu origen, recentment s’ha suggerit que aquestes translocacions
son afavorides per errors en el programa de recombinacio V-D-J del gen IG (en el cas
dels LF i dels LM) o per errors al class switching i hipermutacions del gen IG, que es
produeixen als centres germinals fol-liculars (en el cas del limfoma B difus de ceél-lula gran
(LBDCG) i el limfoma de Burkitt (LB)). Altres models suggereixen que el primer event de
la limfomagénesi és una modificacié epigenética aberrant d’alguns gens que permetrien a

la cél-lula adquirir comportaments de stem-cell. (Martinez-Climent i cols., 2010).

Taula 2. Translocacions cromosomiques caracteristiques de les Neoplasies de cél-lules B

madures.

ALTERACIO -
NEOPLASIA CITOGENETICA GEN IMPLICAT FREQUENCIA

LF t(14;18)(g32;921)
t(2;18)(p12;921) BCL-2 85%
t(18;22)(g21;911)

LDCGB t(3;v)(q27;v) BCL-6 30-40%
t(14;18)(932;921) BCL-2 20-30%
t(8;14)(q24;932) MYC >10%

LDCGB primari del SNC t(3;v)(927;v) BCL-6 30-40%

LB t(8;14)(q24,932) 80%

t(2;8)(p12;924) MYC 15%
t(8;22)(g24;911) 5%

Limfoma B no-classificable t(v;18)(v;g21) BCL-2 15%

Entre LBDCG i LB t(8;v)(q24;v) MYC 35-50%

LM t(11;14)(g13;932) CCND1 90-100%

MALT t(11;18)(g21;921) API2/MALT1 30-50%
t(14;18)(g32;921) MALT1 5%
t(1;14)(p22;932) BCL10 5%
t(3;14)(p14;932) FOXP1 5%

Limfoma de cél-lules B t(2;17)(p23;923) CLTC/ALK 75%

ALK+

t(2;5)(p23;935) ALK/NPM1 17%
t(2;?)(p23;?) ALK/? 8%

LF: limfoma fol-licular; LDCGB: limfoma difus de cel-lula grans B; SNC: sistema nervios central; LB:
limfoma de Burkitt; LM: Limfoma del Mantell; MALT: teixit limfoide associat a mucoses.

D'altra banda, es coneix que les translocacions cromosomiques per si soles no sén les

causants de malignitat, encara que confereixen a les cél-lules una major taxa de
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proliferacio, inhibicié de la diferenciacié i activitat anti-apoptotica (Bernicot i cols., 2007).

Son, per tant, les alteracions secundaries addicionals a les translocacions

cromosomiques (guanys, pérdues i amplificacions de regions especifiques) les que
confereixen una major agressivitat al tumor. Aquestes alteracions secundaries s6n un
indicador de inestabilitat genética i tenen influéncia en la evoluci6 d'un limfoma
(Johansson i cols., 1995). Aixi, en molts tipus de limfomes un elevat nUmero d’alteracions
secundaries s’'associa a un pitjor pronostic (Bea i cols., 2008). Per tant, és necessari un
estudi citogenétic complet per tal de coneixer alteracions addicionals a les purament
diagnostiques. Durant els ultims anys, la técnica de hibridacié genomica comparada
(HGC) ha complementat la citogenética convencional en [l'estudi d’alteracions
secundaries, degut a que permet caracteritzar facilment i d’'una manera fiable guanys i
pérdues de material genétic a partir de ADN, sense necessitat de realitzar un cultiu de la
mostra (Kallioniemi A i cols., 1992). Els arrays de BACs (bacterial artificial chromosomes),
oligonucleotids o SNPs (single nucleotide polymorfism), introduits més recentment,
augmenten la resolucié en la deteccié d'aquestes alteracions (Bea i cols., 2005; Bea i
cols., 2008). A la taula 3 es recullen les alteracions secundaries més frequents als
diferents tipus de limfomes B. Entre un 70-90% dels limfomes B presenten alteracions
secundaries. La leucémia limfatica cronica (LLC) és la neoplasia B amb el menor nimero
de pacients amb alteracions (63%) i menor nimero de canvis genetics per cas (2.5
alteracions). En canvi, el limfoma del mantell (LM) presenta el major nimero de pacients

amb alteracions (93%) amb una mitja de 5 alteracions per cas (Bea i cols., 2008).
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Taula 3. Alteracions secundaries als LNH-B: frequiencia de guanys i pérdues detectades

per HGC (Bea i cols., 2008).

GUANYS S PERIVES %

Tg+ 2p+ 3g+ Tp+ Bg+ Sp+  T2g+  Thge 1P-  6g- 7Fg- 8p- OSp- Tiy- I3g-  17p-
e - - - - - - - 65 L - - | 65 32
s - - T 27 32 - 30 25 L 33 37 - 33 30 36 63 30
iLF 0 10 10 2 - - 18 29 LF 2% M - - - - 15
LEZN 1" - k| - - - 18 1" LEZIM —- 10 [16 - - - - 10
LOCGERARG 12 15 33 10 10 - - 34 LADCEABC - 4 - 10 - - - 18
LoCEECES 10 A7 - 1\ 0N - 33 10 LAOCE CGA - 22
LAMCA - 4T 16 - 1 | 56 - 16 LPCA - - - 16
] 43 - - - - - 26 - LB - - - 17

LLC: Leucémia limfatica cronica; LM: Limfoma del Mantell; LF: limfoma fol-licular; LZME: limfoma
de la zona marginal esplénic; LDCGB-ABC: limfoma difis de cel-lula grans de cél-lules B
activades; LDCGB-CGB: limfoma difus de cel-lula grans del centre germinal; LPMCB: limfoma

primari del mediasti de cel-lules B; LB: limfoma de Burkitt.

Malgrat la variabilitat, existeixen alteracions secundaries comuns entre el diferents LNH-
B. Per exemple, els guanys de 3q son freqlents al LM, LZME i al LBDCG, i les pérdues
de 13g14 ala LLC i al LM. Tot i aixi, és dificil establir una regié minima d’'alteracio entre
els diferents tipus de LNH-B i fins i tot dins de cada grup de limfomes. En algunes regions
comunament alterades a diferents LNH-B s’han identificat gens supressors de tumors
com el gen TP53 (17pl3) i els gens CDKN2A i CDKN2B (9p21) que es consideren
alteracions d’alt risc perqué s’associen progressié de la malaltia (Jardin i cols., 2010; Bea
i cols., 1999). A més a meés, les perdues de 11g22-23 son un factor pronostic advers a la
LLC (Zenz i cols., 2007), aixi com les delecions de 6g25-27 son predictores de menor
supervivéncia al LF (Viardot i cols., 2002). Al LM el guany de 3q, les perdues de 8p, 9p21,
9g i 13g14 s’han associat a una menor supervivencia (Salaverria i cols., 2007; Espinet i
cols., 2010). Als LDCGB el guany/amplificacio de la regi6 18921 (que inclou els gens
BCL2 i MALT1) s’associa a una supervivencia escurcada i a un elevat risc de recaiguda

(Bea i cols., 2004; Dierlamm i cols., 2008).
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1.3. LIMFOMA DE LA ZONA MARGINAL ESPLENIC (LZME)

1.3.1. Introduccié6 i epidemiologia

El LZME és un tipus de limfoma B poc frequent (<2% de tots els LNH-B) caracteritzat per
la presencia d'esplenomegalia i que en la majoria de casos es presenta amb expressio
hemoperiférica i afectacié del moll d’os.

El LZME afecta fonamentalment a individus de més de 50 anys amb una distribucio
similar entre ambdds sexes (Franco i cols., 2003; Matutes i cols., 2009). Clinicament
aguesta malaltia presenta un curs indolent amb una mitjana de supervivencia que
excedeix els 10 anys, tot i que un subgrup de pacients (un ter¢ dels malalts) poden
presentar una evolucié més agressiva de la malaltia amb una mitjana de supervivencia de
2-3 anys i un 10% es transformen a limfoma difls de cel-lula gran B (Arcaini i cols., 2010).
A més de l'esplenomegalia i la presencia de limfocits atipics a sang periféerica, alguns
pacients amb LZME presenten anémia i trombocitopénia. El moll d’os esta invariablement
infiltrat perd la infiltracié extraganglionar i la presencia d’adenopaties periferiques son
infreqlients. Aproximadament un ter¢ dels pacients presenten un component monoclonal
séric. S’ha descrit I'associacio del LZME amb la infeccié pel virus de la hepatitis C (HCV)

(Arcaini i cols., 2006).

1.3.2. Caracteristiques histologiques, morfologiques i immunofenotipiques

El LZME implica la substituci6, per part de limfocits de mida petita, dels centres germinals
de la polpa blanca. El diagnostic de LZME es realitza en base al patrd d'infiltracié de la
melsa. La majoria dels pacients presenta un patrd bifasic; una proliferacié de limfocits B
petits que envolten i reemplacen els centres germinals i les zones del mantell fol-licular de
la polpa blanca i, perifericament, es fusionen amb una area periferica de cel-lules
mitjanes/grans, amb citoplasma abundant i pal-lid similars a les de la zona marginal, amb
alguna cel-lula d’aspecte blastic. Posteriorment el limfoma progressa cap a la polpa
vermella en forma de infiltrats micronodulars (Figura 7). Alguns pacients poden presentar
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un marcat predomini de cel-lules grans “similars a les de la zona marginal”’. També podem
trobar casos amb diferenciacié plasmocitica, i casos amb un patré d'infiltracié fol-licular
(Duong van Huyen i cols., 2000; Mollejo i cols., 2009). En aquests casos és essencial el

diagnostic diferencial amb altres tipus de LNH. La transformacio a un limfoma de cél-lules

grans també es pot donar als pacients amb un LZME (Dungarwalla i cols., 2008).

Figura 7. Tall histologic tenyit amb Hematoxilina & Eosina (H&E) de la melsa d'un LZME amb
patré bifasic i infiltraci6 de la polpa vermella (A). En detall, un centre germinal colonitzat pels

limfocits B petits tumorals amb una area marginal de cél-lules més grans (B).

A la practica, I'esplenectomia només es factible a un ter¢ dels malalts amb LZME (als
altres pacients l'esplenectomia clinicament no esta indicada o no presenten
esplenomegalia). En aquests casos el diagnostic és dificil i s’estableix mitjangcant I'estudi
de la histologia del moll d'os, I'estudi morfologic a sang periférica, 'immunofenotip i la
citogenetica. Recentment, el Grup de Limfomes Esplénics (SLBG) ha publicat un
document consens (Matutes i cols., 2008) al qual s’estableixen les proves que s’han de
realitzar per garantir el diagnostic d’aquesta entitat en aquells pacients que no disposen
de histologia esplénica.

El patré d'infiltracié del moll d’és és frequientment micronodular, intersticial i, en algunes

ocasions paratrabecular. S’observa en aquests malalts un patré d'infiltracié intrasinusoidal
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peculiar, caracteristic del LZME, tot i que també s’ha observat en menys frequéncia a
altres tipus de limfoma (Franco i cols., 1996).

A sang periféerica, les cel-lules tumoral es caracteritzen per presentar petites
prolongacions citoplasmatiques (microvilli) (Figura 8) i algunes amb aspecte
plasmacitoide. Per aquest rad el LZME amb expressié periférica es coneix com a limfoma
amb limfocits vellosos circulants esplénic (splenic lymphoma with villous lymphocytes;
SLVL), tot i que s’ha utilitzat a la literatura independentment de I'aspecte morfologic dels

limfocits del LZME (Melo i cols., 1987).

Figura 8. Limfocits peluts (microvilli) a una sang periférica d’'un LZME (x100).

Per citometre de flux, les cel-lules B clonals expressen marcadors de superficie IgM i IgD i

son CD19", CD20", CD22*, CD79a’, FMC7*, CD10, CD43, CD123; CD103" (10%),
CD11c" (50%), CD23" (30%), i CD5 pot ser positiu en un subgrup de casos (20-25%)
(Matutes i cols., 1994; Matutes i cols., 2008). Per immunohistoquimica, Anexina Al i
Ciclina D1 s6n marcadors negatius en aquesta entitat. Els LZME rarament co-expressen
CD5 i CD23, la qual cosa exclou el diagnostic de leucémia limfatica cronica (LLC). En els
LZME CD5+ sense histologia esplenica es planteja el diagnostic diferencial amb el

limfoma del mantell (LM) de curs clinic indolent, que habitualment es presenta amb
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esplenomegalia i expressio leucémica, sense adenopaties periferiques (Fernandez i cols.,
2010). També els LZME CD5+ s’han de distingir dels LM sense t(11;14)(g13;932), ciclina
D1 (CCND1) negatius (Fu i cols., 2005). Recentment s’ha descrit I'expressio especifica de
SOX11 al LM, la qual cosa permet la identificacié d’aquest subgrup CCND1 negatiu
(Mozos i cols., 2009) i s’han descrit també translocacions que afecten les ciclines D2 i D3
(CCND2 i CCND3) en LM CCND1 negatius (Wlodarska i cols., 2008; Quintanilla-Martinez
i cols., 2009). L'abséncia d’expressié de SOX11 i de translocacions que afecten CCNDL1,
CCND2 o CCND3, donarien suport al diagnostic de LZME CD5+. L’absencia d'Anexina
Al al LZME exclou del diagnostic diferencial a la tricoleucemia i la negativitat per CD10 i

BCL6 ajuda a excloure el limfoma fol-licular (LF) (Taula 4).

Taula 4. Limfoma marginal de la zona esplenic. Dades immunofenotipiques Utils pel

diagnostic diferencial.

LZME LLC LM LF HCL HCL-v MALT

IgM +++ +- A+ +++ +++
CD5 + +++ A+ - - - -
CD23 + +++ - + - - -
FMC7 +++ - FH+ A et et
CD11c ++ - - - +++ +++ -
CD103 - - - - 4+ ++ -
CD123 - ; ) L s . )
CD25 + ) ] s . )
CD27 ++ +++ +++ H++ - ++ +

LZME: limfoma esplénic de la zona marginal; LLC: Leucémia Limfatica
Cronica; LM: Limfoma de Cel.lules del Mantell; LF: Limfoma fol-licular;
HCL: Tricoleucémia; HCL-v: Tricoleucémia variant; MALT: Limfoma
extranodal associat a les mucoses.

-, menys del 10% de casos positius; +, 11-35% casos positius; ++, 36-

75% casos positius; +++ >75% casos positius.
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1.3.3. Estat mutacional dels gens de les immunoglobulines

Estudis dels gens que codifiquen per la regié variable de les cadenes pesades de les
immunoglobulines (IGHV) al LZME evidencien que aguesta entitat és heterogenia
respecte a I'is preferencial del repertori de families IGHV, aixi com per I'estat mutacional.
Aproximadament un 50% dels LZME presenten mutacions dels gens IGHV, amb
predomini del gen VH1-2, seqguit pels gens VH3-23 i VH3-30 i VH3-34. (Algara i cols.,
2002; Arcaini i cols., 2009). El impacte pronostic de I'estat mutacional de IGHV esta en
discussio (Hockley SL i cols., 2012).

L’origen cel-lular dels limfocits B patologics no esta clar, tot i que I'is selectiu de certes
sequéencies suggereix que han patit seleccié antigénica (Kalpadakis i cols., 2009).
Recentment s’ha suggerit que el procés de hipermutacié en aquests casos té lloc fora del
centre germinal per tal d’escapar del mecanisme de destruccié per part dels limfocits B

autoreactius que hi ha al centre germinal (Papadaki i cols., 2007).

1.3.4. Caracteristiques citogenétiques i moleculars

Hi ha descrites diverses series de pacients diagnosticats d'un LZME amb dades
citogenetiques. Fonamentalment els pacients estudiats presenten malaltia activa i
requereixen esplenectomia (Taula 5).

Aproximadament un 70-80% dels pacients amb un LZME presenten alteracions
citogenetiques /o moleculars, perdo sense que s’hagi descrit una especifica d’aquesta
patologia. Entre un 50-60% dels cariotips alterats sén complexes, amb més de tres
cromosomes implicats, entre ells els més frequents: 1, 3, 7, 8 i 14. Les anomalies
citogenetiques més frequents son la delecio del brag llarg del cromosoma 7 (bandes 7922
a 7936) seguida pel guany del cromosoma 3 6 del brac llarg del cromosoma 3 (3q), pero
ni sén exclusives d’'aguesta entitat ni la trobem a tots els pacients (Oscier i cols., 1993;
Dierlamm i cols., 1996A; Dierlamm i cols., 1996B; Troussard i cols., 1998; Solé i cols.,

2001; Callet-Bauchu i cols., 2005).
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Taula 5. Alteracions citogenetiques descrites al LZME. Resum de les principals series.

SRl CARIOTIP ALTERAT ALTERA‘CIONS
(%) CITOGENETIQUES
Oscier i cols., 1993 31 87 t(11;14)(q13;932), 79-,
i(170),
t(2p1l)
Dierlamm i cols.,1996 10 70 Guany del cromosoma 3
Troussard i cols., 1998 44 43 alteracions de 14q,
t(11;14)(q13;932),+3,
+12 i alteracions de 17p
(TP53)
Gruzka-Westwood i 59 17 Deleci6 gen TP53 (FISH)
Cols., 2001
Solé i cols., 2001 47 70 79-, +3/+3q i implicacio dels
cromosomes 18
Callet-Bauchu i cols., 77/103* 100** +3/+3q, 7q-, +18/18q, 649-,
2005 +12/+12q, 8p-

*Es van estudiar 103 limfomes marginals No-MALT, 77 dels quals eren LZME. **En aquesta série

es van seleccionar els pacients amb cariotip alterat

Les delecions de 79 tenen una incidéncia del 26% al 40% per citogenetica convencional

(Oscier i cols., 1996; Troussard i cols., 1996; Solé i cols., 2001) i d'un 40-79% si utilitzem
per a la seva deteccio un panell de microsatél-lits de la regié 7q21 a 7936 (Mateo i cols.,
1999; Gruska-Weswood i cols., 2003). Aplicant técniques de FISH amb sondes no
comercials i analisi de microsatél-lits, s'ha observat que la regi6 més comunament
delecionada és 7q31-q32 tot i que s'observen delecions més centromériques i
telomeériques a aquesta regié (Hernandez i cols., 1997; Gruska-Weswood i cols., 2003;
Boonstra i cols., 2003). Estudis recents mitjancant HGC o arrays genomics (aHGC), amb
una resolucié superior a la citogenética convencional, confirmen les delecions a 7q (7q31-
g32) com l'alteraci6 més frequent, tot i que presenten la limitacid de incloure un baix

namero de pacients (Andersen i cols., 2005; Vega i cols., 2008 ; Novara i cols., 2009). Els
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gens POT1 (protection of telomere 1) localitzat a 7931.32 i SHH (sonic hedgehoog)
localitzat a 7936.2 s’han descrit com a gens candidats implicats en aquesta patologia
(Vega i cols., 2008). Recentment Robledo i cols. (2012) han descrit i caracteritzat
mitjancant aHGC la delecio de la regié 7gq22.1 com una altre regié comunament alterada
als LZME. Les translocacions de 7q sén poc frequients. Corcoran i cols. (1999) descriuen
guatre pacients diagnosticats de LZME, tres d'ells presenten una translocaci6 t(2;7)(p12;
g21.2) i un pacient una t(7;21) (q21.2;922). En aquesta regi6é 7g21.2 es localitza el gen de
la ciclina CDK6 (cyclin dependent kinase 6), proteina que es va observar
sobreexpressada en 2 d'aquests 4 pacients. CDK6 juntament amb CDK2 i CDK4 regulen
positivament el pas de la fase G1 a S del cicle cel-lular mitjancant la fosforilacié de la
proteina del retinoblastoma (rb). Aquest fet comporta Il'alliberaci6 de E2F, factor de
transcripcié que controla I'entrada a fase S. Aquestes ciclines depenents de cicle (CDKSs)
es troben regulades negativament per dues families de inhibidors de CDKs que inclouen
el grup INK4 (p15, p16, p18, p19) i el grup Cip/Kip (p21 i p27). Aquest estudi suggereix
que la sobreexpressido de CDK6 podria contribuir a la patogenesi del LZME, tot i que la
incidencia d’aquestes alteracions €s molt baixa. Recentment s’han descrit a aquesta regié
de 7932 dos microRNAs, miR-29b-1 i miR-29a, que regulen el gen TCL1, freqlentment
sobreexpressat al LZME (Ruiz-Ballesteros i cols., 2007). A la taula 7 es llisten altres gens
localitzats a 7g que poden estar implicats en la patogénesi del LZME.

La incidéncia de la trisomia 3 en el LZME varia considerablement entre les diferents
series citogenetiques d'un 2% a un 36% (Oscier i cols., 1993; Troussard i cols., 1996;
Gruska-Weswood i cols., 1999; Solé i cols., 2001). Es produeix sovint en forma de guany
del brag llarg del cromosoma 3 (3q), en alguns casos com a resultat d'una translocacié no
balancejada amb un altre cromosoma. Els cromosomes implicats en aquestes
translocacions soén: 1, 6, 7, 8, 11, 13, 14, 15, 17, 18, 19i 21, (Solé F i cols., 2001; Gazzo i
cols., 2003). No s'ha descrit cap translocacié de 3q amb el gen de les immunoglobulines
(IG), encara que si s'han descrit translocacions amb 7qg31 i 7q34-35, implicant una
trisomia parcial 3q i una delecié de 7q simultaniament. No és estrany, per tant, trobar
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coexistencia d'aguestes dues alteracions. Gazzo i col. (2003) aplicant FISH en 14
limfomes de la zona marginal (LZM), 13 d'ells d'origen esplénic, van observar que la regio
3013.32-3g29 era la més comunament guanyada, suggerint que l'efecte de dosi, més que
I'alteracié en algun gen especific d'aquesta regio, podria jugar un paper important en la
patogenesi del LZME (Gazzo i cols., 2003). Mitjancant la tecnica d’'HGC, les regio del
cromosoma 3 meés representades sén 3923-25 i 3925-29 (Hernandez i cols., 1997). La
trisomia 3, frequent als limfomes marginals en general, es correlaciona amb un curs
indolent de la malaltia. No obstant aix0, s'ha especulat sobre el paper de la trisomia 3 en
la transformacio del LZME (Martinez-Climent i cols., 2003).

Altres alteracions recurrents al LZME perd menys freqlents (<5%) son les translocacions

que impliquen als gens de les cadenes pesades (IGH) o lleugeres (IGK o IGL) de les
immunoglobulines (localitzats a 14932, 2p12 i 22q11, respectivament) (Solé i cols., 2001)
(Taula 6). Els oncogens afectats son: la ciclina D3 (CCND3), implicada en el pas de la
fase G1 a S del cicle cel-lular; BCL-3, disregulat per translocaci6 amb IGH també a la
“LLC de morfologia atipica”, leucémies de limfocits B CD5+ no-classificables i altres

neoplasies de cél-lules B; i CDK6 implicat el control del cicle cel-lular.

Taula 6. Translocacions que impliquen el gen de les Immunoglobulines al LZME.

TRANSLOCACIO GENS
t(6;14)(p21;932) CCND3 (6p21)
t(14;19)(q32;q13) BCL-3 (19q13)
t(2;7) (p12;921.2) CDKG®6 (7921.2)

Referéncies: CCND3: Sonoki i cols., 2001; BCL-3: Martin-Subero i cols., 2007; CDK6: Sonoki i
cols., 2001; Brito-Pabapulle i cols., 2002)

Delecions de la regié 17pl13 (on es localitza el gen TP53) sén poc frequents al LZME
(<5%) (Gruszka-Westwood i cols., 2001), i alteracions que afecten al gen ATM (11g23),
frequents a la LLC i al LM, no s’han detectat a una serie de 16 pacients diagnosticats de

LZME (Salido i cals., 2003).
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Per altre banda, el recull de dades dels estudis d’'HGC sobre cromosomes (3-10Mb de

resolucié) posen de manifest la elevada heterogeneitat genetica en aquests tipus de
limfoma. Els desequilibris observats amb més freqiiéncia son els guanys de 3qi 12q, i la
pérdua de 7q. Amb menys frequencia es van detectar guanys de les regions 5q, 12p, 20q
i 9q, i pérdues de 6923 i 14922-q24.22 (Hernandez i cols., 2001; Andersen i cols., 2005).
Estudis mitjancant aHGC i arrays de single-nucleotide polymorphism (SNP-a) han permes
caracteritzar amb més resolucié aquestes regions freqientment alterades als LZME i
descriure de noves. Les alteracions més frequients en aquesta patologia es detallen a la
taula 7 (Vega i cols., 2008, Novara i cols. 2009, Watkins i cols., 2010; Rinaldi i cols. 2011,
Robledo i cols. 2012).

Recentment, s’han utilitzat els microarrays d'expressié amb la finalitat d'obtenir una patré

molecular caracteristic que ens permeti fer distincié entre els diferents tipus de limfomes
B de cél-lula petita no centre-germinals (Thieblemont i cols., 2004; Ruiz-Ballesteros i
cols., 2005). D’aquests resultats s’extreu que el LZME presenta un perfil d’expressio
homogeni i caracteristic, la qual cosa implica I'existencia d'una entitat molecular Unica
gue es diferencia del LM, LLC i del LF. El perfil d'expressio del LZME és caracteritza per
la sobreexpressio de gens implicats en la via de senyalitzacié de AKTL1, implicat en
supervivencia cel-lular mitjancant la inhibicié de l'accié de proteines pro-apoptotiques
(BAD, FKHR, caspasa 9). Altres gens sobreexpressats son els implicats en la via de
senyalitzacio del receptor de cel-lules B (BCR), en la via del factor de necrosi tumoral
(TNF) i en la via d’activacié de NFkB. En contrast, els gens CAV1, CAV2 i GNG11 situats
a 7g31, un area comunment delecionada als LZME, s’observen infraexpressats (Ruiz-
Ballesteros i cols., 2005). La comparacié de la signatura d’expressié del LZME amb la
signatura d'altres limfomes B de cel-lula petita ha permes identificar 3 gens, ILF1,
SENATAXIN, i CD40, que distingeixen el LZME (Ruiz-Ballesteros i cols., 2005). En un
estudi recent s’ha demostrat que la via de NFkB esta constitutivament activada a la
majoria de LZME (60%) i que aquesta activacidé ve impulsada per alteracions genetiques
a reguladors d'aquesta via de senyalitzacio com: TNFAIP3, IKBKB, BIRC3, TRAF3 i
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MAP3K14

(Rossi i cols., 2011) (Figura 9). Alteracions genétiques a la via NFkB

proporcionen una base molecular nova per a la patogénesi del LZME i ofereix noves

estrategies terapeutiques amb inhibidors d’aquesta via com el Bortezomib (Arcaini i cols.,

2012).

Taula 7. Alteracions més frequents detectades mitjangant aCGH/SNP-a als LZME.

N GUANYS PERDUES GENS
Vegai cols. 2008 8 9pl13-p21 7022-936
aCGH +12 7q31-936 POT1 (7931.32)
13921-933 7931.33 SHH (7936.2)
16p13.1 14g23-g24
Novara i cols. 2009 24  30921.1-g29 1p36.21-p35.3
aCGH 12913.1- 7931.1-g32.3
q21.31 8p21.3-pl2 .
17q24.1-gter  13q14.2-q14.3  TRNA292(7q31)
18qgl1-qgter 17pter-pl2
Xpter-p11.23
Watkins i cols. 2009 25 3026.2-928 6q SND1,IRF5,
BAC-array 9934 7032.1-g32.2 hNIPA, TSPAN33,
12923-g24 8p cluster de
18 17p13 mMiRNAs
(7932.1-932.2)
Rinaldi i cols. 2011 134 3qg13.3-g29 1p36.21-p36.13 NFKBIZ, BCL6
SNP-a 6q27 4p12-pl1 (3913.3-g29)
8p23.1-p22 7931.31-932.3 POT1 (7q31.32)
9p31.1 8p miRNA29a (7g31)
12¢g21.31 17p13.3-p13.1 miRNA29b (7g31)
13g11-g12.11 NFATC1 (18g23)
18923 TP53 (17p13)
21p
Robledo i cols. 2012 57 3 4¢28.3-931.23
BAC-array 5q13.2 7922.1 MUC3, MUC12,
aCGH 6p22.1-p21.1 7931-935 CUX1 (7922.1)
8q 10924.33-925.3 MET, ST7
17q 15q915.1-g21 (7931-935)
18 17p13.3-p13

La incidencia de la t(11;14)(913;932) al LZME varia segons les séries d'un 0 a un 16%

(Oscier i cols., 1993; Troussanrd i cols., 1998; Solé i cols., 2001). A I'estudi de Thiblemont

i cols., dos dels LZME presentaven la t(11;14)(q13;932), tipica del LM, i un perfil
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d'expressio caracteristic de limfoma marginal, suggerint que el punt de trencament de la
ciclina D1 (CCND1) en aquests pacients podria ser diferent del punt de trencament del
LM. Destacar que ambdés casos amb la t(11;14)(q13;q32) presentaven un curs clinic poc

agressiu més caracteristic del LZME que del LM.
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Figura 9. Gens diana per mutacions a la via de NFkB al LZME. (Arcaini i cols., 2012).

L'analisi del perfil d'expressié dels microRNAs (miRNA) també ha demostrat un perfil

d’expressio diferencial en aquesta patologia. Els miRNAs son RNAs no-codificants que
modulen I'expressié de gens a nivell post-transcripcional. La seva desregulacié pot tenir
un paper essencial en la carcinogénesi (Calin i Croce, 2006). Peveling-Oberhag i cols.
(2012) descriuen cinc miRNAs significativament sobreexpressats al LZME, incloent el
miR-21, miR-155 i miR-146a, aixi com set miRNAs infraexpressats entre els que
destaquen el miR-139, miR-345, miR125a i miR126. Els gens d’aquests miRNAs infra i
sobreexpressats es troben localitzats a diversos cromosomes, la qual cosa no permet

relacionar les alteracions citogenétigues amb la desregulacid dels miRNAs. Alguns
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d’aquests miRNAs tenen un efecte activador de la via NFkB, freqientment implicada en la
patogenesi del LZME. A més, el paper oncogénic d'alguns d’aquests miRNAs ha estat
descrit préeviament en altres neoplasies hematologiques. Més recentment, Arribas i cols.
(2013) descriuen la desregulacio de fins a 51 miRNAs al LZME; els més sobreexpressats:
MiR-155, miR-21, miR-34a, miR-193b i miR-100, i els miRNAs més infraexpressats: miR-
377, miR-27b, miR-145, miR-376a i miR-424. A més, van observar que MIiRNAs
localitzats a 14932-31 es trobaven infraexpressats quan es comparaven LZME i teixit

limfoide reactiu.

1.3.5. Alteracions moleculars del gen EZH2

El gen EZH2, localitzat a 7g36.1, codifica per un enzim metiltransferasa d’histones que
regula el complex PRC2 (Polycomb Repressor Complex 2). PRC2 catalitza la trimetilacio
de la histona H3K27 silenciant gens diana implicats en processos cel-lulars basics com la
regulacié del cicle cel-lular, la diferenciacid cel-lular i el cancer (Sauvageau and
Sauvageau, 2010). EZH2 es troba desregulat en molts tipus de cancer (cancer de mama,
prostata, bufeta, colon, pulmé i tumors pancreatics) i té un paper crucial en el
manteniment de ceél-lules mare i el desenvolupament de tumors. La sobreexpressio
d’EZH2 en aquests tumors es correlaciona amb estadis avancgats de la malaltia i mal
pronostic (Chang i cols., 2012). A la medul-la 6ssia, en condicions normals EZH2
s'expressa de manera intensa a les cél-lules pro-B i va disminuint la seva expressio a
mida que la cél-lula avanca a estadi pre-B i cél-lula immadura. Per tant, juga un paper
important en la diferenciacié primerenca dels limfocits B (Su i cols., 2003).

S’han descrit mutacions somatiques a EZH2 que inactiven el complex PRC2 en LBDCG
del centre germinal (14-22%) i en LF (7-22%), perd no en LBDCG de fenotip activat
(ABC) (Morin i cols., 2010; Ryan i cols., 2011; Lohr i cols., 2012). Als limfomes s’ha
descrit que es produeix una mutacié missence heterozigota que resulta en el canvi de la
tirosina Try641 (Y641) per una histidina a I'exé 15, que codifica pel domini catalitic SET
de EZH2 (Morin i cols., 2010). Aquesta mutaci6 afecta a I'activitat catalitica d’'EZH2 sobre
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la histona H3K27 generant-se una proteina amb una menor activitat que la proteina EZH2
intacta (wt) per la catalitzacié de la histona H3K27 mono-metilada, perd que adquireix
més eficiencia a les reaccions posteriors (di-i tri-metilacid). Al presentar-se la mutacio en
heterozigosi, ambdds proteines wt i mutada poden treballar conjuntament augmentant-se
aixi la metilacié de la histona H3K27, la qual cosa equivaldria a la sobreexpressié de
EZH2 descrita a altres cancers (Chase and Cross, 2011). Recentment s’ha descrit una
altre mutacié missence activadora de EZH2 que resulta en el canvi del residu A677 per
una glicina (A677G) a un pacient amb un LBDCG i a linies cel-lulars de limfomes B
(McCabe i cols., 2012).

La inhibicié farmacologica de I'activitat de EZH2 podria fer-se servir en el tractament de
pacients diagnosticats de LBDCG o LF no indolent portadors de mutacions a aquest gen.
GSK126 es una molecula petita capac d’inhibir I'activitat metiltransferasa de EZH2 i que
ha demostrat el seu potencial terapéutic en linees cel-lulars i en models murins (McCabe i
cols., 2012).

En contrast amb les mutacions en el domini SET d’EZH2 descrites als limfomes, les
mutacions descrites a les neoplasies mieloides sén majoritariament mutacions sense
sentit (nonsense) o mutacions que generen un codd STOP, i per tant, son deficients en la
seva activitat metiltransferasa d’histones (Nikoloski i cols., 2010; Ernst i cols., 2010;
Makishima i cols., 2010). Un 6% de les sindromes mielodisplasiques (SMD) i altres
neoplasies mieloproliferatives (leucémia mielomonocitica cronica i pacients amb
mielofibrosi) presenten mutacions a EZH2 pero, a diferéncia dels limfomes, s’ha descrit
una elevada prevalenca de mutacions en homozigosi (Makishima i cols., 2010). Per altra
banda, I'aplicaci6 dels arrays de SNPs a les SMD ha facilitat mapejar regions afectades
per disomies uniparentals (UPDs) a 79 i ha permés detectar microdelecions
monoal-leliques d’'unes 130 kb a 7g36.1 on es localitza el gen EZH2 (Nikoloski i cols.,
2010). La relacio entre les mutacions del gen EZH2 i la delecié de 7q no esta clara (Ernst
i cols. 2010, Makishima i cols., 2010; Jerez i cols., 2012), perd tan les mutacions
patogéniques de EZH2 com les delecions o les UPDs a 7q36.1 suggereixen que aquest
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gen podria actuar com a gen supressor de tumors a les neoplasies mieloides a diferéncia
dels limfomes. En les SMD els pacients amb mutacions d’EZH2 presenten un pitjor
pronostic amb una curta supervivencia (Nikoloski i cols., 2010; Schlegelberger i cols.,

2012).
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1.4. TECNIQUES CITOGENETIQUES | MOLECULARS APLICADES A L’ESTUDI
DELS LZME
Seguidament es resumeixen breument les tecniques citogenetiques utilitzades en

aquesta tesi.

1.4.1. Citogenética Convencional (CC)

L'estudi citogenétic ens permet obtenir una informacié global de tot el genoma mitjancant

I'estudi del cariotip. Durant la divisi6 cel-lular o mitosi, la cromatina (ADN + proteines) es

compacta fins a formar elements independents anomenats cromosomes. Aquests arriben

al grau maxim de compactacié durant la metafase i, per tant, l'estudi citogenétic es

realitza sobre els cromosomes en aquesta fase del cicle cel-lular. Un cromosoma en

metafase consta de (Figura 10):

= Dues cromatides germanes, cadascuna de les quals conté un duplex d’ADN.

= Un centromer, també anomenat constriccié primaria, que divideix el cromosoma en
dos bracos, el brac curt o "p" i el brag llarg 0 "q". Els centromers sdn necessaris per a
la migracié de les cromatides germanes cap a pols oposats durant la divisio cel-lular.
Segons la posicié que ocupa el centromer en el cromosoma, els cromosomes es
classifiquen en:

= Cromosomes metacentrics: el centromer separa dos bracos de la mateixa mida.

= Cromosomes submetacéntrics: el centromer separa dos bracos de diferent grandaria,

sent el brag "p" sempre més petit que el "q".

= Cromosomes acrocentrics: el centromer es troba en un extrem, quedant un brag "p"

molt curt, de vegades gairebé irreconeixible.
= Dos telomers, o extrems del cromosoma. Els teldmers garanteixen la independeéencia i
integritat de cada cromosoma.
Podem diferenciar els cromosomes per la seva mida, la posicié del centromer i la tincié
de bandes. Els colorants utilitzats per la tincié dels cromosomes tenen una afinitat
especial per tenyir determinades regions cromosomiques en funcié de la proporcié de
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Adenina (A)- Timina (T) i Citosina (C)- Guanina (G). Per aquest motiu els cromosomes
apareixen bandejats un cop tenyits. Una banda es defineix com la part d’'un cromosoma
gue pot ser distingida clarament del segment adjacent perque apareix tenyida més clara o
més fosca. El patr6 de bandes obtingut després d'una tincid especifica permet la
identificacié precisa de cada cromosoma i de les regions particulars dins dels bragos de
cada cromosoma. Hi ha diferents tipus de bandes, cadascun dels quals proporciona un
patré diferent. El més utilitzat és el patré de bandes G (tincié amb el colorant Giemsa),
gue en funcié de la resolucié dels cromosomes obtinguts permet obtenir de 300 a 850
bandes fosques i clares. Les bandes G clares presenten un alt contingut en G-C, son
zones de replicacié primerenca i riques en gens (Sumner i cols., 1993). Les bandes
fosques presenten un alt contingut en A-T, s6n zones de replicacié tardana i tenen poc
contingut de gens. Cada cromosoma presenta un patré6 continu de bandes que es

numeren de manera consecutiva des del centromer fins als dos extrems dels bracos p i g.

—34.2
— 33
— 322
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—31.2 p
—o22 —23
:12:132 —* p [=t) 2 — 1al=al P
=12 cen __ W= . R = e Y-S
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— 24 —22.2 q —
—xq —31 :iT.z
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— 422
— 43
Cromosoma 1 Cromosoma 9 Cromosoma 14

Figura 10. Exemple de ideogrames amb bandes G dels cromosomes 1 (metacéntric), cromosoma

9 (submetaceéntric) i cromosoma 14 (acrocentric).

El cariotip huma esta format per 23 parells de cromosomes: els autosomes, de I'1 al 22 en

ordre decreixent de longitud, i els cromosomes sexuals anomenats X i Y. La
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nomenclatura utilitzada per descriure un cariotip normal o patologic s'ha estandarditzat en
una nomenclatura acceptada internacionalment, ISCN (International System for Human
Cytogenetics Nomenclature (ISCN 2005 i ISCN 2009).

L’estudi del cariotip a les neoplasies hematologiques ha permés grans avancos en el
coneixement de la patogenesi d'aquests tumors, i s'utilitza com a eina diagnostica i
pronostica (Heim i Mitelman, 2009). En el cas dels limfomes s’estudien les cél-lules dels
teixits implicats: moll d’os, sang periférica o gangli limfatic. Per tal d’aconseguir una major
eficiencia del cultiu citogenétic, en el cas dels limfomes B amb index de proliferacio
baixos, s’afegeix un agent mitogen (acetat de miristat de tetraforbol, TPA entre d’altres)
que estimula el creixement de les cél-lules tumorals i ajuda a detectar amb major

frequiéncia cariotips anomals.

1.4.2. Hibridacié in situ fluorescent (FISH)

La tecnica d'hibridacio in situ fluorescent (FISH) permet detectar i localitzar sequencies
especifiques d'acids nucleics (ADN o ARN) sobre preparacions cromosomiques,
extensions cel-lulars i talls de teixit (Pardue i Gall, 1969; Jones, 1970; Harper i Saunders,
1981). La utilitzacié de les técniques de FISH ha augmentat en els darrers anys com a
complement de les tecniques de citogenética convencional. L'avantatge de la citogenética
convencional rau en la visualitzacid de tots els cromosomes, per0o presenta diverses
limitacions: cal que hi hagi cél-lules en divisié i en ocasions es poden valorar poques
metafases (menys de 20). D'altra banda, els cromosomes poden presentar unes bandes
cromosomiques poc definides sent impossible detectar alteracions cromosomiques que
afectin a regions genétiqgues molt petites. Per complementar les técniques citogenétiques
convencionals, actualment disposem de les técniques de FISH (Taula 8).

La tecnica de FISH consisteix en utilitzar petites sequencies d'ADN de cadena senzilla, a
les que anomenarem sondes, préviament marcades directament o indirectament amb
molecules fluorescents (ex: FITC o Rodamina). La base metodologica per a la realitzacio
d'aquestes tecniques requereix un procés de desnaturalitzacio de I'ADN tant de la mostra
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com de la sonda a utilitzar (que haura de ser complementaria al fragment d'’ADN que es
desitgi estudiar). Aquest procés es basa en el trencament dels ponts d'hidrogen que
uneixen la doble hélix de I'ADN mitjancant la utilitzacié de temperatures elevades (70-
80°C), quedant ADN de cadena senzilla. La desnaturalitzaci6 de 'ADN també es pot

produir per variacions en el pH.

Taula 8. Avantatges i limitacions de la técnica de CC i FISH.

TECNICA AVANTATGES LIMITACIONS
Aporta informacio de tots els Son necessaries cel-lules en divisié
cromosomes (metafases) del clon neoplasic
cc Baix cost economic La interpretacio de les alteracions
depen

de la morfologia cromosomica

Baixa sensibilitat

Aplicable tant sobre metafases com Aporta informacio concreta
sobre nucli en interfase depenent del tipus de sonda
utilitzada

FISH o ]
Permet 'analisi d’'un major nimero

de cél-lules. Major sensibilitat

Posteriorment es procedeix a hibridar els ADNs de la mostra i de la sonda incubant-los a
una temperatura de 37°C, de manera que es produeixi la unié entre tots dos per
complementarietat de bases (procés de renaturalitzacié). La desnaturalitzacio i
renaturalitzacié (o hibridacié) de I'ADN sén, per tant, processos reversibles mitjancant

canvis de temperatura. La valoracié dels resultats d'hibridacié es fa microscopicament i
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tenint en compte el tipus de sonda utilitzada. Les etapes generals de la FISH es detallen

a la Figura 11.
ADN Sonda ADN mostra
s Fixaci6 al portaobjectes
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Figura 11. Etapes de la tecnica de FISH.

A principis dels anys 90, es van introduir les técniques de FISH en el laboratori
d'hematologia aplicades al diagnostic, pronostic i seguiment de les neoplasies
hematologiques (Chen i cols., 1992; Martin-Subero i cols., 2003).

Sondes aplicades de forma rutinaria (FISH convencional) (Figura 10):

» Sondes centromeériques, que hibriden especificament amb seqiiéncies repetides de la

regid centromerica de cada cromosoma. Permeten detectar alteracions
cromosomiques numeriques (aneuploidies) tant en metafases com en nuclis en

interfase (Figura 12b).

« Sondes telomerigues, que hibriden amb sequéncies repetides de la regié telomeérica

especifiques de cada cromosoma (Figura 12c).

e Sondes de pintat cromosomic, constituides per una llibreria de sondes que abasten tot

un cromosoma especificament. S'utilitzen per identificar alteracions estructurals o
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cromosomes marcadors no ben definits per CC. Per la seva interpretacio es requereix
I'analisi sobre metafases (Figura 12d).

« Sondes de seqgiéncia uUnica (locus especific), marquen regions cromosomiques

concretes o gens. Permeten detectar tant alteracions numeériques com estructurals del

locus o gen estudiat tant en metafases com sobre nuclis en interfase (Figura 12a).

a b c o

I' I. \

II.I - -;

p

| I I |

Sondes de Sondes Sondes Sondes
locus especific centromeriques telomeriques de pm:[at_
cromosomic

Seqiiéncies repetitives

Expert Reviews in Molecular Medicine & 2000 Cambrdge University Press

Figura 12. Principals sondes utilitzades en l'estudi de les neoplasies hematologuiques. a)
Esquema de la hibridacié d’'una sonda de locus especific sobre un cromosoma; b) hibridacié d'una
sonda centromerica sobre un cromosoma; c) hibridaci6 d'una sonda telomérica sobre un
cromosoma; d) hibridacié d’'una sonda de pintat cromosomic sobre un cromosoma. (Esquema

adaptat de la revista Expert Reviews in Molecular Medicine).

Dins el grup de sondes de locus especific troben les sondes dissenyades per la deteccid

de translocacions cromosomiques:

1. Sondes de doble fusi6, marquen els dos gens implicats en una translocacio

cromosomica amb fluorocroms diferents. La detecci6é de dos senyals de fusi6
permet identificar la presencia d’'una translocacio especifica. Aquestes sondes ens

donen informacié de les dues regions cromosomiques implicades en una
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translocacio, i ens permeten detectar patrons de FISH variants (ex: delecions

associades a la translocacio) (figura 13).

Metafase Nuclis en interfase
Normal
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Figura 13. Visualitzacio de la hibridacié sobre cromosomes i sobre nuclis en interfase d’'una sonda
de doble fusié. Dalt s’esquematitza el patré de hibridaci6 normal i sota el patr6 alterat on
s'observen dos senyals de fusié (groc), tant als cromosomes com als nuclis interfasics. (Esquema

extret de la revista Journal of Molecular Diagnostics; Ventura i cols., 2006).

2. Sondes de trencament o break-apart, s'utilitzen també per la deteccido de

translocacions, més freqientment quan I'oncogen afectat presenta un nimero de
parelles de translocacié elevat (Ex: gen BCL6). La principal limitacid d’aquestes
sondes és que no ens donen informacié de la parella de translocacié. En aquests

cas, els extrems a 3' i 5’ del punt de trencament de I'oncogen es marquen amb
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fluorocroms diferents. La visualitzacié de senyals no fusionades és indicativa de

translocacio (figura 14).
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Figura 14. Visualitzacio de la hibridacié sobre cromosomes i sobre nuclis en interfase d’'una sonda
de trencament o break-apart. Dalt s’esquematitza el patr6 de hibridacié normal i sota el patrd
alterat on s’observen les dos senyals verda i vermella separades, tant als cromosomes com als
nuclis interfasics. (esquema modificat obtingut de la revista Journal of Molecular Diagnostics;

Ventura i cols., 2006).

1.4.3. Técniques de Multicolor-FISH

Actualment s’han desenvolupat tot un conjunt de tecniques de hibridacié in situ
fluorescent (FISH): técniques de multicolor-FISH (M-FISH), de Spectral Karyotyping
(SKY), i de cross-species colorbanding FISH (RxFISH) amb la intenci6 de resoldre
algunes carencies de la FISH convencional i aportar una major informacié al coneixement

de les alteracions genétiques a les neoplasies. Amb I'evolucié d’aquestes técniques, s’ha
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augmentat el potencial diagnostic de la FISH, ja que permeten I'analisi de tot el genoma
en un unic experiment.

La FISH utilitzant combinacions de multiples fluorocroms i les seves variants Spectral
Karyotyping (SKY) i multiplex-FISH (M-FISH) fan servir un conjunt de sondes de pintat
cromosomic, marcades amb cinc fluorocroms que permeten la classificacié dels 24
cromosomes humans amb colors diferents (Schrock i cols., 1996; Speicher i cols., 1996).
La M-FISH utilitza un software que permet la deteccio i la discriminacié de 27 sondes
diferents que hibriden al mateix temps. L'SKY en canvi, escaneja les imatges després de
la hibridacié i utilitza per identificar els cromosomes hibridats la visualitzacié de I'espectre
predefinit per cada cromosoma.

La técnica de cross-species color banding o RxFISH, a diferencia del M-FISH o I'SKY, es
basa en la creaci6 de sondes de pintat cromosomic especifiques pels diferents
cromosomes humans a partir d'una barreja d’ADNs de diferents espécies de gib6. L’ADN
utilitzat com a sonda s’obté a partir de cromosomes de diferents especies de gibo

(Hylobates concolor i Hylobates syndactylus) mitjancant flow-sorted. Aquest ADN

s’amplifica utilitzant una reaccié de PCR i es marca combinadament amb tres fluorocroms
diferents (Cy3, Cy5 i FITC) (Mdller i cols., 1997).

L’ADN d’'aquestes espécies de gibo s’ha trobat que presenta un elevat grau d’homologia
amb el de l'especie humana (98%). A més, el procés evolutiu en aquestes especies
resulta en un elevat niamero de reordenaments que ens permet obtenir un patré de
bandes Unic per cada cromosoma huma. Utilitzant aquestes dues caracteristiques, es va
pensar en fer servir aquests ADNs d'especies de gibdé marcats amb fluorescéncia per
obtenir un patré de bandes especific de cada cromosoma huma i utilitzar-los aixi com a
sonda per aplicar sobre metafases humanes i detectar reordenaments intracromosomics.
Es per tant, una técnica que combina el bandeig cromosomic amb la classificacié per
colors a diferéncia d’altres técniques de multicolor FISH.

Amb el marcatge combinatori dels diferents cromosomes de gibé amplificats utilitzant tres
fluorocroms (Cy3, Cy5 i FITC), s’obté un patr6 de bandes on s’observen set colors

43



Introduccié

diferent. En total, a una metafase humana normal, s’obtenen 118 bandes. Entre aquestes
s'inclouen petites arees on no hi ha hibridacié. Aquestes arees de no-hibridacié es
visualitzen com a un vuite color (DAPI) que també actua com a banda cromosomica. Com
a resultat, s’'obté un unic patré6 de bandes cromosomiques que ens permet una facil

classificacié cromosomica.

1.4.4. Tecnica de sequenciaci6 directa o métode  Sanger

Frederick Sanger va desenvolupar a la década de 1970 la técnica que va permetre
sequenciar ADN a gran escala. La tecnica de seqlenciacio de Sanger fa servir
didesoxinucleotids (nucleotids modificats sense grup hidroxil a I'extrem 3’) que provoquen
que s’aturi el procés de sintesi de ADN quan s'incorporen a la cadena que s’esta
sintetitzant. Aixo es degut a que la polimerasa necessita un grup hidroxil a la posicié 3’
per poder agregar el segiient nucleotid. L’ADN es sintetitza in vitro fent servir un motlle de
la cadena de ADN que es vol sequenciar, didesoxinucleotids (ddNTP), un excés de
desoxinucleotids, un cebador o primer i un enzim, la polimerasa.

Una de les variacions de la tecnica Sanger és afegir ddNTP marcats amb una molécula
fluorescent, la qual cosa millora el rendiment de la sequUenciacié. Cada un dels quatre
ddNTPs es marca amb un fluorocrom que emet a una longitud d’'ona diferent. S’han de
realitzar 4 reaccions per separat, després es barregen els tubs i es fan migrar per
electroforesi per poder realitzar la lectura de les sequencies. El procés esta detallat a la

figura 15.
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Figura 15. Sequenciaci6 automatica del ADN. (esquema obtingut de The Cell a Molecular

approach, 2°Ed. Geoffrey Cooper).
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Hipotesi i Objectius

2.1. HIPOTESI

El LZME és un tipus de limfoma no-Hodgkin poc freqlent i recentment descrit per la
classificacio de la OMS 2008 com una entitat diagnostica independent i que presenta
una elevada heterogeneitat clinico-biologica. Per aquestes raons, encara nho es
coneixen marcadors genetics especifics d'aquesta malaltia.

Les técniques de citogenetica i FISH amb sondes de locus especific han permés
detectar alteracions citogenéetiques recurrents a altres tipus de limfomes i neoplasies
hematologiques i representen una eina util per I'estudi de les alteracions del genoma
complert.

La elevada heterogeneitat tant clinica com biologica dels LZME requereix de I'analisi
d’'un nimero elevat de pacients per tal de definir el perfil genéetic d’aquesta entitat. La
troballa d’alteracions citogenetiques recurrents al LZME representara un aveng en el
coneixement dels mecanismes patogénics implicats als limfomes B i ens permetra

definir marcadors de diagnostic i progressio de la malaltia.

2.2. OBJECTIUS

Caracteritzar les alteracions citogenétiques i moleculars de pacients diagnosticats de
LZME i analitzar la relaci6 de les troballes amb les caracteristiques cliniques,

biologiques i evolutives dels pacients.

Objectius especifics

1. Recollir dades clinico-biologiques a nivell europeu d’'una série llarga de pacients
diagnosticats de LZME seleccionats pel Grup de Limfomes Esplénics (SLBG).

2. Analitzar mitjancant citogenética convencional i FISH les alteracions
cromosomiques més frequents al LZME per tal de definir el perfil d’alteracions
citogenetiques d aquesta entitat.

3. Correlacionar les alteracions citogenetiques amb altres caracteristiques de la
malaltia, tals com les dades cliniques i de laboratori, el immunofenotip i I'estat
mutacional del gen IGVH.

4. Definir el valor pronostic de les troballes citogenétiques i d'altres parametres
clinico-biologics.

5. Estudi del gen EZH2 en pacients amb alteracions citogenétiques del brag llarg del

cromosoma 7.
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Resultats

3.1. Article 1
Alteracions citogenétiques i el seu valor pronostic a una serie de 330 pacients
amb un limfoma de la zona marginal esplenic: estudi multicéntric del grup de

limfomes de cel-lula B espléenics. Blood. 2010;116(9):1479-88.

Es va realitzar un estudi retrospectiu col-laboratiu per caracteritzar citogenéticament el
limfoma de la zona marginal esplénic (LZME) i determinar el valor pronostic de les
alteracions cromosomiques. De 330 casos, el 72% presentava un cariotip alterat, el
53% eren complexes, i el 29% tenia un Unica alteracié cromosomica. Les alteracions
predominants van ser els guanys de 3/3q i 12q, les pérdues de 7q i 6q i translocacions
que involucren 8q, 1q i 14qg. Es va detectar expressio de CD5 en 39 de 158 casos
(25%). Les alteracions citogenétiques del grup CD5+ difereixen significativament de
les del grup CD5-. Els casos amb IGHV no mutat es van associar significativament
amb les delecions de 7q i TP53 (detectades per FISH). Es va observar una forta
associacié entre I'is de la familia IGVH1-2 i les delecions de 7q, alteracions de 14q i
cariotip alterat. A I'analisi univariat, els pacients amb dos o més alteracions, afectacio
de 14q i pérdues de TP53 presentaven una supervivéncia més curta; mentre que la
pérdua de 7 no va afectar la supervivencia. En l'analisi multivariat, les alteracions
citogenetiques no van mantenir el seu significat pronostic. Els parametres que van
afectar negativament a la supervivéncia van ser I'hemoglobina i I'edat. En conclusio, el
perfil citogeneétic dels LZME és diferent del perfil d'altres limfomes de cél-lules B. La
complexitat de la cariotip, les alteracions de 14q, i les perdues del gen TP53 son
indicadors de mal pronostic i poden ser considerats, juntament amb altres parametres

clinico-biologics per determinar el pronostic del LZME.
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We conducted a retrospective collabora-
tive study to cytogenetically characterize
splenic marginal zone lymphoma (SMZL)
and ascertain the prognostic value of
chromosomal aberrations. Of 330 cases,
72% displayed an aberrant karyotype, 53%
were complex, and 29% had a single
aberration. The predominant aberrations
were gains of 3/3q and 12q, deletions of
7q and 6q and translocations involving
8qg/1g/14q. CD5 expression was detected
in 39 of 158 cases (25%). The cytogenetic

makeup of the CD5* group differed signifi-
cantly from that of the CD5~ group. Cases
with unmutated IGHV were significantly
associated with deletions of 7q and TP53.
A strong association was noted between
usage of the IGVH1-2 and deletion 7q, 14q
alterations, and abnormal karyotype. On
univariate analysis, patients with more
than or equal to 2 aberrations, 14q alter-
ations, and TP53 deletions had the short-
est survival; 7q deletion did not affect
survival. On multivariate analysis, cytoge-

netic aberrations did not retain prognos-
tic significance; the parameters nega-
tively affecting survival were hemoglobin
and age. In conclusion, the cytogenetic
profile of SMZL is distinct from other
B-cell lymphomas. Complexity of the
karyotype, 14q aberrations, and TP53 de-
letions are poor prognostic indicators
and may be considered together with
other clinicobiologic parameters to ascer-
tain the prognosis of SMZL. (Blood. 2010;
116(9):1479-1488)

Introduction

Splenic marginal zone lymphoma (SMZL) is a rare low-grade
B-cell lymphoma considered as a distinct entity in the World Health
Organization (WHO) classification.!? The diagnosis may be prob-
lematic in cases without spleen histology. For this reason, recently,
the Splenic Lymphoma Group (SBLG) proposed guidelines for the
diagnosis of SMZL and outlined the main clinical, cytogenetic, and
biologic features of the disease.>>

Cytogenetic data have been reported in several series of SMZL,
mainly including patients with active disease that required splenec-
tomy.512 Approximately 70% to 80% of cases have been reported
to exhibit cytogenetic and/or molecular genetic abnormalities,
however, without a disease-specific cytogenetic alteration.> The
most frequent cytogenetic abnormalities are deletions at the

7q22-q32 band, followed by gains of chromosome 3/3q. Complex
karyotypes are common: the chromosomes most frequently in-
volved are 1, 3, 7, 8, and 14.

The true incidence of cytogenetic abnormalities in SMZL has
not been well established. Furthermore, it is still uncertain whether
cytogenetic abnormalities have a prognostic impact in SMZL, as is
the case for chronic lymphocytic leukemia (CLL). Deletions of
chromosomes 7q or 17p have been proposed as adverse prognostic
indicators; however, the true prognostic impact of such abnormali-
ties is difficult to assess, given the small size of the respective
cohorts. 1313

In the present study, we describe in detail the cytogenetic
findings in a large group of well-characterized SMZLs collected by
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the SBLG to ascertain: (1) the true cytogenetic profile of SMZL,
(2) possible correlations between cytogenetic abnormalities and
other disease features, and (3) prognostic implications of cytoge-
netic findings.

Methods

Patients

Actotal of 330 patients with a diagnosis of SMZL were included in the study.
Cases were referred from the French (E. Callet-Bauchu, C.T., and A.T.-G.),
British (D.O. and E.M.), German (R. Siebert and J.D.), Belgian (G.V. and
1L.W.), and Greek (K.S., A.A., and T.P.) groups and the Spanish Cooperative
Group for Hematological Cytogenetics (GCECGH).

For splenectomized cases (n = 143), the diagnosis was established
according to the 2008 WHO classification criteria."> For nonsplenecto-
mized cases (n = 187), the diagnosis of SMZL was established according to
SBLG guidelines,? based on a combination of features, including clinical
presentation, lymphocyte morphology, immunophenotype, and bone mar-
row (BM) histology because of the limited number of cases with splenic
histology for review (n = 143). The phenotype in patients without available
spleen histology was suggestive of SMZL. In particular, it revealed the
presence of a clonal B-cell population with low CLL scores, negative for
either CD103 or (in all tested cases) CD123; a proportion of cases were
CDllc™ and a few weakly expressed CD25; on these grounds, a diagnosis
of hairy cell leukemia was excluded.

Table 1 summarizes the main clinical and hematologic features as well
as follow-up data for all patients with available information (supplemental
Figure 1, available on the Blood Web site; see the Supplemental Materials
link at the top of the online article). Progression was defined as: requirement
to treatment because of development or progression of lymphadenopathy,
systemic symptoms, or histologic transformation into large B-cell lymphoma.

The study was approved by the local Ethics Review Committee of each
Institution, in accordance with the guidelines of the Declaration of Helsinki.

Some cytogenetic, molecular, and clinical information has been re-
ported previously.6-8:10-12

Cytogenetic and FISH studies

Cytogenetic studies were performed in all patients at diagnosis before any
treatment or at the time of splenectomy. Chromosome analysis was carried
out on lymphoid cells from peripheral blood (n = 222), bone marrow
(n = 36), lymph nodes (n = 6), or spleen (n = 66), as previously de-
scribed.!? Cytogenetic analysis with G- and/or R-banding was performed
locally, whereas reports were reviewed centrally by the main investigators
(C.B., M.S., and ES.). Karyotypes were described according to the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature.'®

The following definitions were adopted: (1) complex karyotype: any
karyotype presenting 3 or more cytogenetic aberrations or the existence of
2 or more clones; and (2) ‘“2-aberration” group: patients exhibiting
2 aberrations in the same karyotype or 2 karyotypically independent clones
with a single change. Single aberrations may include numerical or structural
changes; the latter category encompasses derivative chromosomes and
translocations.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed locally in
cases with available fixed cells previously processed for G-banding
analysis, as described.!? The DNA probes used for FISH analyses are listed
in supplemental Table 1. The following cut-offs were used for chromosome
gain, loss, or rearrangement: 5%, 10%, or 5%, respectively.

Cross-species color banding or spectral karyotyping techniques were
applied in some cases with a complex karyotype to accurately define the
chromosomal aberrations; results from this analysis have been reported
previously.!®!7 Based on multicolor FISH findings, the chromosomal
aberrations of these cases were redefined and compiled with the G-banding
karyotype data.
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Table 1. Clinical features of 171 SMZL patients with available
survival data

Feature n (%)
Median age, y (range) 67 (32-88)
Sex, male/female 81/90
ECOG = 2 5(7.1)
Splenomegaly 112/138 (81.2)
Bone marrow involvement 76/81 (93.8)
Lymphocytosis = 5 X 109/L 62/137 (45.3)
Villous lymphocytes 34/52 (65.4)
LDH = 450 mg/L 28/91 (30.8)
B2-Microglobulin = 3 mg/L 48/81 (59.3)
Albumin = 35 g/L 17/74 (23)
Hb < 12 g/dL 75/143 (52.4)
Platelet count = 100 x 10%L 31/143 (21.7)
M component 16/41 (39)
HCV infection 4/48 (8.3)
Autoimmune phenomena 5/36 (13.8)
CD5 expression* 26/115 (22.6)

IG gene rearrangements

Unmutatedt 41/100 (41)
Mutatedt 59/100 (59)
IGHV1-2 32/100 (32)
Follow-up data
Deaths 69/171 (40.3)
Median overall survival, y (range) 10.6 (0.4-18.8)
Median follow-up, y (range) 5 (2 mo-25.3)
lIL score
Low risk 23/65 (35.4)
Intermediate risk 20/65 (30.8)
High risk 22/65 (33.8)
Treatment
No therapy 28/159 (17.6)
Splenectomy 85/159 (53.5)
Chemotherapy 23/159 (14.5)
Splenectomy + chemotherapy 23/159 (14.5)
CR after therapy 22/134 (16.4)
PR after therapy 35/134 (26.1)
Stable disease 11/134 (8.2)
Progression after initial therapy 60/134 (44.8)
Nonresponse 6/134 (4.5)

ECOG indicates Eastern Cooperative Oncology Group; HCV, hepatitis C virus;
and IIL, Intergruppo Itallano Linfomi.

*CD5 expression in PB lymphocytes by flow cytometry.

TAfter the 98% cut-off value for identity to germline.

Statistical analysis

The following parameters were analyzed for possible associations with
survival: gender, age, performance status, hemoglobin (Hb) level, platelet
count, leukocyte and lymphocyte count, serum albumin, serum lactate
dehydrogenase (LDH), and B,-microglobulin levels, CD5 expression,
splenectomy, and chemotherapy treatment. Regarding cytogenetic and
molecular data, the variables analyzed were: complexity of the karyotype
(normal karyotype vs sole anomaly vs 2 alterations vs 3 or more
alterations), 7q deletions, 14q involvement, 14q32 translocations, 14q
deletions, trisomy 18, 6q deletions, gain of chromosome 3/3q by conven-
tional cytogenetics and FISH, and 7P53 status by FISH and IGHV
mutational status.

Statistical associations were assessed using Pearson’s x? test and Fisher
exact test, depending on sample size. The actuarial survival analysis was
performed according to the Kaplan-Meier method, and log-rank test was
used for comparison of survival curves between different groups of patients.
For each patient, overall survival (OS) was calculated from the date of
diagnosis to death (from any cause) or last follow-up. Patients still alive
were censored at the last known date of contact. A total of 95% confidence
limits for OS were computed using the Kalbfleisch and Prentice method.
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Figure 1. The frequency of chromosomes involved in SMZL patients.
For multivariate analyses, only cases with complete data were included Translocations involving the immunoglobulin gene loci. A

(n = 140). Parameters that were statistically significant in the univariate
analyses were included in the multivariate regression procedure. Multivari-
ate analysis was performed using the Cox regression method. All statistical
analyses were performed with SPSS, version 15 (SPSS).

Results
Cytogenetic and FISH analyses

Numerical and structural aberrations. Among 330 SMZL cases
analyzed by G- or R-banding cytogenetics, 239 (72%) displayed an
aberrant karyotype. Within this subgroup, 68 cases (29%) showed a
single cytogenetic aberration (supplemental Table 2); an additional
44 of 239 cases (18%) carried 2 alterations, whereas 127 of
239 cases (53%) showed a complex karyotype (3 or more
cytogenetic abnormalities). Cytogenetic results are summarized in
Figure 1 and Tables 2 to 4.

A total of 882 alterations were identified, of which 216 were
numerical, whereas the remaining 666 were structural. The mean
number of alterations per case was 2.7 (range, 1-25): (1) numerical:
0.6 (range, 0-11); and (2) structural: 2.1 (range, 0-19). Chromo-
somes most frequently involved (in order of frequency) were: 7, 3,
1, 8, 6, 12, and 14. Chromosomal gains (n = 125) were more
frequent than losses (n = 86). The most common numerical
aberrations were gain of material from chromosome 3/3q (60 of
239 cases with aberrant karyotype, 25%), trisomy 18 (25 of
239 cases, 10%), and trisomy 12 (18 of 239 cases, 8§%).

The most frequent chromosomal regions affected by structural
abnormalities were 7q (109 cases), 3q (42 cases), 14q (40 cases), 6q
(37 cases), 1q (30 cases), and 8q (29 cases; Figure 2); the
predominant structural aberration was deletion 7q (94 of 239;
39%). Deletion breakpoints at 7q were heterogeneous, being q21
the most proximal and q36 the most terminal breakpoint. In order
of frequency, 7q22 (35 cases) was the most recurrent breakpoint
followed by 7q32 (22 cases), 7q31 (16 cases), 7q21 (7 cases), 7q34
(6 cases), and 7q33 (3 cases). In 6 cases, this information was not
available. Seventeen of 94 (18%) cases had concomitant deletion
7q and gain of 3q in the same karyotype.

total of 29 of 239 cases with aberrant karyotype (12%) carried a
translocation involving the chromosome 14q32 region (/GH gene
locus), in 2 cases as a single anomaly [both with t(6;14)(p21;q32)].
In 13 of 29 cases with a rearranged chromosome 14q32, the partner
chromosome could not be defined (supplemental Table 3). Among
the remaining cases, the following chromosomal aberrations were
identified: t(14;19)(q32;q13) (4 cases), t(6;14)(p21;q32) (3 cases),
t(9;14)(p13;q32) (4 cases), and t(1;14)(q21;q32) (2 cases); trans-
locations t(1;14)(p34:q32), t(1;14)(p22;q32), t(9:14)(p11.3;q32),
t(11;14)(q21:;q32), and t(12;14)(q23;932) and duplication
dup(14)(q32.1q32.3) were detected in 1 case each. Three of
4 patients with t(14;19) had additional 14q32 alterations. Translo-
cations t(11;14)(q13;932), t(14;18)(q32;q21), and t(3;14)(q27;q32)

Table 2. Summary of the cytogenetic data of 330 SMZL cases
included in the present study

Cytogenetic finding SMZL patients, no. (%; n = 330)

Abnormal/normal 239/91 (72)
Single alteration 68/239 (29)
2 alterations 44/239 (18)
3 alterations or more 127/239 (53)
FE 38 cases
+3q 26 cases
Gain 3/3q 60/239 (25)
+3/+3q as a sole alteration 1/60 (2)
Alteration more frequently associated with +3
+18 12/38 (32)
+12 8/38 (21)
del(7q) 94/239 (39)
del(7q) as a single alteration 22/94 (23)
Structural alterations at 7q 26/239 (11)
concurrent del(7q) and t(7q) 8/94 (9)
+3/+3q and del(7q) 8)
t(14932) 29/239 (12)
del(6q) 28/239 (11.7)
del(13q) 12/239 (5)
t(8g24) 5/239 (2)
+12 18/239 (8)
+18 25/239 (10)
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Table 3. Incidence of individual chromosome abnormalities appearing as single aberrations or associated with other aberrations

Anomaly Total n (% of all cases) Isolated, n (%) Plus a single additional abnormality, n (%) As part of complex abnormalities, n (%)
79— 94 (39) 22 (23) 16 (17) 54 (57)
+3/+3q 60 (25) 4(7) 10 (17) 46 (77)
+1q 15 (6) 0 2(13) 13 (87)
1p— 11(5) 0 2(18) 9 (82)
8p— 9 (4) 0 0 9 (100)
8q+ 4(2) 0 0 4 (100)
t(8q) 21 (9) 1(5) 0 20 (95)
69— 24 (10) 2(8) 5(21) 17 (71)
+12/12q+ 30 (13) 5(17) 5(17) 20 (66)
(14932) 29 (12) 2(7) 5(17) 22 (76)
14q— 8(3) 1(12.5) 3(37.5) 4 (50)

as well as translocations typical of mucosa-associated lymphoid
tissue (MALT) lymphomas were not detected.

All cases with t(9;14)(p13;q32) were CD5". Spleen histology
information was available in 3 cases: interestingly, 2 of 3 showed a
diffuse pattern of infiltration. Finally, FISH analysis was performed
in 3 of 4 cases with t(9;14)(p13;932) and confirmed the involve-
ment of the PAX5 gene.

Translocations involving the immunoglobulin kappa (/GK) or
lambda (/GL) light chain gene loci at chromosomes 2p and 22q,
respectively, were detected in 6 cases, as follows: t(2;7)(p11-12;
q22) (5 cases; 1 confirmed by FISH also involving the CDK6 gene)
and t(8;22)(q24:;q11) (1 case).

Comparison of classic karyotype and FISH results. A
comparison of classic karyotype and FISH results is given in
supplemental Table 4. Notably, no differences were observed with
regard to the frequency of detection of either trisomy 3/3q or IGH
translocations by conventional cytogenetic or FISH analysis. In
contrast, a higher proportion of cases with deletion 17p was
detected by FISH versus conventional karyotype (18% vs 8.7%,
respectively). Among cases with 11q deletion (n = 16), FISH

analysis did not provide evidence of involvement of the ATM gene.
Regarding deletions 7q or 13q as well as trisomy 12, only a few
cases were analyzed by FISH using relevant probes, thus preclud-
ing any meaningful comparisons with the results from classic
cytogenetic analysis.

Cytogenetic profiling of CD5* cases

Among 158 cases with available data, 39 (25%) were CD5™. Table
4 compares clinical features and cytogenetic findings in CD5* and
CDS5~ cases. The CD5* subgroup did not differ from the CD5~
subgroup with regard to age, gender, [3,-microglobulin and LDH
levels, hematologic values, the presence of villous lymphocytes,
and /GHV gene mutational status.

Interestingly, however, despite the relative homogeneity of the
2 groups defined by CDS5 expression, their cytogenetic makeup
differed. In particular, trisomy 3/3q, deletion 6q, and trisomy 18
were significantly more frequent in the CD5" group (P = .045,
P = .004, and P = .038, respectively), whereas a single abnormal-
ity was more common in the CD5~ group (P = .040). Complex

Table 4. Comparison of clinical and cytogenetic data in CD5- versus CD5* SMZL cases

Characteristic CD5-, N (median or %) CD5*, N (median or %) P
Age,y, =65y (68) (67) .898
Sex, male/female 0.85 1.05 712
Hemoglobin, g/dL, = 12 g/dL (11) (11) .959
B2-Microglobulin, > 3 mg/L 31/50 (62%) 16/24 (66.6%) .696
LDH, > 450 mg/L 15/62 (24%) 10/24 (41%) .109
WBCs, X10%L, = 10 X 10%L 100 (12 300) 32 (13 165) .316
Lymphocytes, xX10%L, =5 x 109L 5 (5300) 33 (6900) 454
Villous lymphocytes 27/37 (73%) 12/18 (66.6%) .629
IGHV mutated 30/50 (60%) 9/14 (64%) 771
Median survival time, y 9.4 10.6 .898
Cytogenetic findings
+3/+3qg*t 29/119 (24%) 16/39 (41%) .004§
del(7q) 47/119 (39.5%) 13/39 (33%) 491
+12 7/119 (6%) 3/39 (7.7%) 709
1432 9119 (7%) 3/39 (7%) 1.000
del TP53 11/55 (20%) 6/20 (30%) .367
+18t1 8/119 (7%) 7/39 (18%) .038§
6qt 7/119 (6%) 9/39 (23%) .004§
Abnormal karyotype 90/119 (75.6%) 32/38 (84.2%) .269
Single anomalyt 28/90 (31%) 4/32 (12.5%) .040§
More than or equal to 3 alterations 46/90 (51%) 18/32 (56.3%) .073

WBC indicates white blood cells.

*Karyotype and FISH information was used for the statistical analysis of +3/+3q.
TNever as a single aberration.

FTwelve of 28 patients carried 7q deletion as a single anomaly.

§Significant difference (P < .05).
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Figure 2. SORIs of the main chromosomes involved in SMZL. Red lines represent losses; green lines, gains; red dots, rearrangements; and arrow, the Smallest
Overlapping Region of Imbalance (SORI) 7g32.1-g32.2. The most frequent chromosomal regions affected by structural abnormalities were 7q (109 cases), 3q (42 cases), 14q

(40 cases), 6q (37 cases), 1q (30 cases), and 8q (29 cases).

karyotypes were more frequent among CD57 cases; however, the
difference was not statistically significant (P = .073). CD5 expres-
sion was not associated with trisomy 12, 14q32 translocations, or
TP53 deletions. In contrast, deletion 7q as a single abnormality was
less frequent in CD5™" versus CD5™~ cases (1 of 13 cases, 7.7%; vs
13 of 47 cases, 27.7%; P = .264).

Immunoglobulin gene repertoire, mutational analysis, and
associations with cytogenetic findings

Sequence information about the clonotypic /GHV-D-J rearrange-
ments was available in 100 cases of the present study. The most
frequent IGHV gene was IGHV1-2 (32 cases, 32%), followed by
IGHV4-34 (11 cases, 11%) and IGHV3-23 (10 cases, 10%). After
the 98% identity cut-off value, 59 of 100 cases (59%) from the
present series carried /GHV genes with less than 98% identity to
germline and were defined as “mutated,” whereas the remainder
(41 of 100 cases, 41%) carried “unmutated” IGHV genes; within
the latter subgroup, only 14 cases carried IGHV genes with 100%
germline identity. At the individual gene level, the distribution of
rearrangements of IGHV genes according to mutation status varied
significantly; in particular, /IGHVI-2 rearrangements were more
frequently unmutated compared with other IGHV genes (43.9% vs
23.7%; P = .033).

At cohort level, significant differences were not identified with
regard to clinical features or outcome between cases with mutated
versus unmutated /GHV genes. However, 7q and TP53 deletions
were significantly more frequent in the latter group (P = .006 and
P = .045, respectively). At the individual /IGHV gene level,
IGHV -2 usage was associated with a lymphocyte count lower than
5 X 10°L (P = .024) and Hb level less than 12g/dL (P = .01).
Notably, significant differences were noted with regard to cytoge-
netic profiles between cases expressing the /GHVI-2 versus other
IGHV genes. In particular, 7q deletions, alterations at 14q, and
abnormal karyotypes were significantly more frequent in the
IGHVI-2 group (P = .002, P = .011, and P = .049, respectively;
supplemental Table 5).

Prognostic factors for survival

The results of the univariate and multivariate analysis identifying
significant prognostic factors for OS are summarized in Table 5. On
univariate analysis, age more than 65 years, Hb level less than
12 g/dL, and serum [3,-microglobulin level more than 3 mg/L were
associated with a shorter survival (median 6.4 vs 14.5 years,
P < .001; median 8.5 vs 14 years, P = .004; and median 8.3 vs
14.5 years, P = .008, respectively). Patients with a lymphocyte
count less than 4 X 10%/L and a platelet count less than 100 X 10°
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Table 5. Clinicobiologic parameters influencing OS on univariate
and multivariate analysis

Parameter HR OS, P

Univariate analysis
Age > 65y = .000
Hb < 12 g/dL — .004
B2-Microglobulin level > 3 mg/L — .008
More than or equal to 2 cytogenetic alterations — .038
Alterations at 14q — .013
14q deletions — .007
TP53 deletion (FISH) — .035
Lymphocytes < 4 x 109/L — .027
Platelet count < 100 X 10° — .092
CD5 PB expression — .898
IGHV mutational status — .301
Karyotype, abnormal versus normal — .302
7q deletion — 494
+3/+3q — .379
6q deletion — .307

Multivariate analysis
Age > 65y 3.102 .000
Hb < 12 g/dL 1.915 .014

HR indicates hazard risk; —, not applicable; and PB, peripheral blood.

had a poor prognosis and shorter survival (7.2 vs 11.6 years,
P = .027 and 6 vs 10.8 years, P = .092, respectively; supplemental
Figure 2). CDS5 expression was not found to affect survival
(P = .898).

A total of 74 patients were stratified according to the Inter-
gruppo Italiano Linfomi Score!® in 3 prognostic groups: low-risk
(n = 26), intermediate-risk (n = 24), and high-risk (n = 24; Table
1). The median survival times for each risk group did not differ
significantly (14.5, 8.2, and 7.2 years, respectively; P = .256).

Cytogenetic findings had an impact on OS. Patients with a
single anomaly had a better survival than those with 2 or more
aberrations (median 14 vs 8.4 years, P = .038); however, no
differences were observed between patients with 2, 3, or more
chromosomal alterations. Furthermore, patients with 2 or more
cytogenetic aberrations had a higher risk of progression than
patients with normal karyotype or a single anomaly (53.3% vs
37%, respectively, P = .041); the latter 2 groups experienced
similar survival (P = .619). Moreover, we studied the association
between progression and the most frequent genomic aberrations
detected by classic cytogenetic and/or FISH analysis (7q—, +3/
+3q, and 14q aberrations; 6q—, 1q+, and 8q alterations; and 7P53
deletions); however, no significant associations were identified,
probably because of the heterogeneity of the karyotypes.

In contrast, a significantly shorter survival was noted for
patients with recurrent 14q abnormalities (3.5 vs 10.8 years,
P = .013), which mostly accounted for the markedly inferior
prognosis of cases with 14q deletion. Indeed, the OS of such cases
was only 2.6 years compared with patients with 14q32 transloca-
tions who had an OS of 10.6 years (P = .007). Deletion of 7q (9 vs
10.8 years, P = .613), gain of 3q by cytogenetics and FISH (9 vs
10.6 years, P = .379), trisomy 18 (10.8 vs 10.8 years, P = .960),
and 6q deletion (7.1 vs 10.8 years, P = .307) did not have any
influence on survival. Finally, the presence of TP53 deletions was
an unfavorable indicator (median OS 5.6 vs 11.6 years, P = .035;
Figure 3).

On multivariate analysis, the only parameters that maintained a
negative prognostic influence on OS were hemoglobin less than
12 g/dL and age more than 65 years (Table 5).
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Discussion
Cytogenetic findings

We document the chromosomal alterations identified in a series of
330 SMZL patients, by far the largest to date, with the use of
conventional karyotype and FISH. Previous studies on smaller
patient cohorts have reported clonal chromosomal abnormalities,
with an incidence ranging from 43% to 87%.5-%1%-12 These discrep-
ancies could be attributed to small size of most series as well as
different inclusion criteria, given that some studies included
patients with or without lymphocytosis or were performed after
treatment. In addition, at least a subset of cases included in our
analysis may represent diffuse red pulp small B-cell lymphoma, a
provisional entity recently included in the last review of the WHO
classification. Because of the low number of cases with splenic
histology available, the cases with diffuse pattern of splenic
infiltration were classified according to SBLG.3

In the present series, the overall incidence of chromosomal
abnormalities was 72%, mainly (53%) in the form of a complex
karyotpe. Most frequently involved (in order of frequency) were
chromosomes 7, 3, 1, 8, 6, 12 and 14. In agreement with previous
studies,>*10-12 albeit on significantly smaller series, deletion
7q921q36, gain 3/3q, 14q32 translocations and deletion 6q were the
predominant structural alterations. The most frequent numerical
abnormalities were whole or partial trisomy 3, trisomy 18, and
trisomy 12 (in the latter 2 cases, usually associated with gain of
chromosome 3!0:12.19-21; supplemental Table 6).

Trisomy 3 is a common abnormality in marginal zone B-cell
lymphomas, in particular nodal and extranodal MALT lympho-
mas. 5101921 Tt has been suggested that a gene dosage effect for
genes localized on 3q rather than a specific gene disruption could
be involved in the development and/or disease progression of
marginal zone B-cell lymphomas.??> However, unlike other mar-
ginal cell lymphomas, in which whole trisomy 3 is the most
frequent gain, in SMZL the gain specifically occurs at 3q>* and is
more frequently associated with complex karyotypes. Taking into
account the variety of breakpoints and partners involved in 3q
rearrangements, these structural aberrations probably represent
secondary events.

Deletion of 7q was the most frequent abnormality in the
present series, detected in 39% of patients, a higher incidence
than previously reported (17%-20%)%'° but similar to that
documented by Mateo et al who evaluated loss of heterozygosity
at chromosome 7q.%* In our study, deletion 7q was found to span
from 7q21 to 7q36; 7q22 and 7q32 were the most common
breakpoints, whereas 7q32.1-q32.2 was the smallest overlap-
ping region of imbalance as previously reported by conventional
cytogenetics, loss of heterozygosity, FISH, and comparative
genomic hybridization (CGH).!%232> A recent study by array
CGH?¢ in SMZL has demonstrated a high incidence of major
imbalances, including, among others, deletions at 7q (7q22-
q36). The authors suggested that the SHH (7q36.2) and POTI
(7q32.32) genes could have a potentially relevant role in the
pathogenesis of SMZL.2® Of note, in 22 cases of our series,
deletion 7q was found as a single anomaly, further supporting
the notion that, unlike other aberrations, it may represent a
primary pathogenic event in SMZL.

A significant minority of cases (35 of 239, 15%) carried
abnormalities affecting the immunoglobulin (/G) loci, IGH (14q32),
IGK (2p12), or IGL (22q11). However, recurrent translocations
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Figure 3. Kaplan-Meier survival curves of the cytogenetic findings with prognostic impact. (A) Complexity of karyotype. (B) TP53 status by FISH. (C) 14q

aberrations.

found in follicular lymphoma, mantle cell lymphoma (MCL), or
MALT lymphoma were not identified; only 1 case carried t(8;
22)(q24;q11), typical of Burkitt lymphoma. A previous FISH study
on 220 paraffin-embedded SMZL specimens documented /G
translocations with different partner chromosomes in 6% of cases,
with just a single case exhibiting coexistence of this type of
aberration with deletion 7q.?” This is in contrast to our series, where
a concurrent /G translocation was found in 17 of 35 cases (49%)
carrying deletion 7q. This discrepancy may result from different
methodologies and/or the status of the specimens analyzed (fresh
vs paraffin-embedded).

Our study confirms the low incidence of certain 14q32 translo-
cations, for instance, t(6;14)(p21;q32) and t(9;14)(p13;q32).11.28.2
Translocation t(14;19)(q32;q13), a rare abnormality in B-cell
disorders, documented in cases with “atypical” CLL, small B-cell
unclassifiable CD5* leukemia, and various other B-cell malignan-
cies,0-32 was also rare (4 of 330 cases; 1.2%). Furthermore, in all
cases of the present series carrying t(14;19)(q32;q13), this aberra-
tion was associated with del(7q) and a complex karyotype, in
keeping with a previous report.3

Eight cases exhibited the dell4q abnormality, which has been
reported in low-grade B-cell malignancies, particularly CLL,** and
often associated with trisomy 12 and unmutated /GHV genes. In the
present series, no case with 14q deletion was associated with
trisomy 12, as in a previous report.>* Our findings suggest that 14q
deletions are recurrent but infrequent in SMZL.

Comparison of CD5* versus CD5~ SMZL

The incidence of CDS5 expression in the present series was similar
to previous reports.* It has been suggested that CD5 expression
may portend a more aggressive clinical course in SMZL.3*
Nevertheless, our data do not support this suggestion, as there were
no differences in survival or most other clinicobiologic parameters
between CD5* versus CD5™ cases. Similar results were reported
by Baseggio et al in a series of 24 CD5" SMZLs, in which no
differences in outcome were found.?

Notably, however, we document here, for the first time, that
CD5™" cases have a cytogenetic make-up different from that of
CD5™ cases, with a higher frequency of trisomy 3/3q, trisomy 18,
and deletion 6q and a lower incidence of deletion 7q as a single
anomaly, in the latter case contrasting data recently reported by
Baseggio et al. In addition, in contrast to previous studies by
others and our group that have documented a higher incidence of
TP53 deletion in CD5" SMZL.,?%7 in this much larger series, TP53
deletion was not associated with CD5 expression.

The possibility that the CD5" cases from our series were
indeed t(11;14)(q13:q32), cyclin D1~ MCL cannot be formally
excluded. However, in our cases, the absence of generalized
lymphadenopathy at diagnosis and the indolent clinical course are
in contrast to what has been recently reported for cyclin D1~
MCL?* and argue against this possibility. In addition, all CD5*
cases from our series were negative for t(11;14)(q13;q32), thereby
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excluding the diagnosis of indolent MCL, because, to the best of
our knowledge, all indolent MCLs display this aberration.>

The different cytogenetic makeup of the 2 subgroups of SMZL
defined by CDS5 expression reported here are notable yet admittedly
difficult to interpret, especially given the relative homogeneity of
both subgroups regarding almost all other clinicobiologic parame-
ters. Therefore, future, prospective studies are strongly warranted
to confirm these findings and explore their potential prognostic
significance.

IGHV gene repertoire and mutational status

In keeping with previous reports,'*404! our study documents a
highly restricted /IGHV gene repertoire, with biased usage of the
IGHVI-2 gene. After the 98% identity cut-off value, which is
widely used in CLL to make the clinically relevant distinction
between “mutated” and “unmutated” cases,*>* 59 of 100 se-
quences (59%) from our series were defined as “mutated,” whereas
the remainder (41 of 100 sequences; 41%) had “unmutated” IGHV
genes.

The prognostic implications of /GHV gene mutational status in
SMZL are still contested.!3404346 Some studies have reported an
association between unmutated /GHV genes and a high and
intermediate risk according to the Intergruppo Italiano Linfomi
score,® del(7q), an adverse clinical course!>*7 and 17q deletion.*?
In keeping with previous reports,’> we observed an association
between 7q deletion and unmutated IGHV genes; however, these
parameters did not have an impact in OS. Nevertheless, given the
retrospective nature of our study and the heterogeneity of therapeu-
tic regimens, this issue merits further evaluation in a prospective
fashion.

Interestingly, we identified a significantly higher frequency of
del(7q) in cases expressing the /IGHVI-2 versus all other IGHV
genes (65.6% vs 32.4%, P = .002), independently of the muta-
tional status. This biased cytogenetic profile, reported here for the
first time, recalls the situation in CLL, where different groups have
recently published evidence pointing to recurrent, “stereotyped”
cytogenetic findings in different groups defined by IGHV gene
usage and molecular features, for example, exclusive del(13q) in
cases expressing stereotypical IGHV4-34 gene rearrangements
assigned to subset 4,4 t(14;19)(q32;q13) and concurrent trisomy
12 in cases expressing stereotypical /IGHV4-39 gene rearrange-
ments assigned to subset 8.394%30 Although the underlying pathoge-
netic mechanisms are elusive and will probably prove hard to
decipher, the identified association is too striking to ignore and
might be considered as evidence of genetic evolution along
distinctive, perhaps B-cell receptor-mediated, pathways for sub-
groups of SMZL cases characterized by distinctive B-cell receptor
structures.

Prognosis

SMZL usually runs an indolent clinical course, but some patients
manifest with a more aggressive disease. Clinical and cytogenetic
parameters with prognostic value are not well established. Only a
few studies, including small numbers of cases and analyzing
selected parameters, have been reported (supplemental Table 7). To
the best of our knowledge, this is the first report including a large
number of SMZL cases and also attempting a comprehensive
assessment of the prognostic implications of various clinicobio-
logic parameters, with a special emphasis on cytogenetic profiles.
Considering clinical variables, univariate associations for shorter
OS were identified for age more than 65 years, Hb less than
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12 g/dL, and serum f3,-microglobulin more than 3 mg/L, in keep-
ing with previous reports.*460-53 Hb less than 12 g/dL and age
more than 65 years were the only parameters that maintained
prognostic significance with regard to OS on multivariate analysis,
in concordance with previous reports by Parry-Jones et al> and
Arcaini et al.'® However, we could not confirm the prognostic
impact of serum LDH and albumin, as proposed by the Interruppo
Italiano Linfomi, probably because the number of cases with this
information was relatively small. The finding that only non—disease-
specific parameters (ie, age and Hb) retained prognostic signifi-
cance for OS on multivariate analysis might be taken to imply that
death was the result of incidental causes, at least in a proportion of
cases; alternatively, the evaluated biomarkers could be predictive
of progression but not response to therapy. These issues will require
clarification in large prospective studies.

The heterogeneity of chromosomal aberrations and the high
incidence of complex karyotypes in SMZL hinder the assessment
of the prognostic impact of individual abnormalities. However, our
data indicate that the presence of 2 or more aberrations correlates
with a shorter survival. Interestingly, patients with normal karyo-
type showed an intermediate prognosis. Such cases may carry other
abnormalities that are undetectable by G/R-banding or FISH; in
these cases, the application of single nucleotide polymorphism/
CGH arrays might be useful to find gains and losses.

Our findings do not support results from previous small studies
that reported an adverse prognostic impact of del(7q)"> and/or
associations between trisomy 3, 6q deletion, 7q deletion, 8p
deletion, and trisomy 12.'2 Instead, we provide, for the first time,
evidence to suggest that abnormalities at 14q, especially deletion
14q, may confer an inferior prognosis. However, given that the
number of cases with deletion 14q was small, this observation will
require validation in larger series, especially as this aberration was
usually detected in the context of a complex karyotype, probably
accounting for the unfavorable prognosis.

In conclusion, although our study was retrospective and multi-
centric and had limitations inherent to such analysis (including
missing information and nonhomogeneous treatment), it provides a
comprehensive overview of the cytogenetic profile of SMZL,
identifies undescribed and potentially prognostically relevant cyto-
genetic subgroups, and highlights the need to perform cytogenetics
for diagnostic and prognostic stratification in these patients.
Furthermore, the present study reinforces the clinical and biologic
heterogeneity of SMZL, which creates the need for future prospec-
tive analyses in large series to find powerful prognostic markers
specifically associated with this entity.
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3.2. Article 2
Absencia de mutacions del gen de la metiltransferasa d’histones (EZH2) en el

limfoma de la zona marginal esplénic. Leukemia Research 2011;35(3):e23-4.

El gen EZH2 s’ha observat mutat en pacients amb sindrome mielodisplastic i
preferentment en el grup amb delecié del cromosoma 7. Tenint en compte aquesta
troballa s’ha volgut estudiar I'estat d’aquest gen en el grup de LZME donada la elevada
incidencia de delecions de 7q en aquesta malaltia. S'ha analitzat I'estat mutacional del
gen EZH2 en una cohort de pacients 29 LZME. En primer lloc es van analitzar els
pacients amb delecié 7q detectada pel citogenética (n=11) i després es va estendre
I'estudi a casos amb LZME sense aquesta alteracié (n=7 amb altres alteracions no
del(7q); n=11 amb cariotip normal). No es van trobar mutacions patogéniques (canvi
de marc de lectura o canvi de sentit). En conclusid, encara que la delecié de 7q és una
alteracio recurrent en el LZME, el gen EZH2, que esta situat en 7936.1, no es va trobar
mutat en la nostra série de pacients. Malgrat ser un estudi que implica una serie curta
de pacients, els nostres resultats suggereixen que les mutacions en aquest gen no

juguen un paper important en la patogénia d'aquesta malaltia.
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Letter to the Editor

Absence of mutations of the histone methyltransferase gene
EZH2 in splenic b-cell marginal zone lymphoma

Morin et al. [1] recently reported recurrent somatic mutations
of the EZH2 gene, a histone methyltransferase that modifies the
histone H3 (H3K27), in lymphomas of germinal-center (GC) origin.
These somatic mutations are located within exon 15 that encodes a
portion of the catalytic SET domain of the EZH2 protein and result
in the replacement of a single tyrosine (Tyr641) with a histidine,
reducing the enzymatic activity of EZH2 protein in vitro. This het-
erozygous mutation was found in 21.7% of GC diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCLs) and 7.2% of follicular lymphomas (FLs), but not
in activated B-cell (ABC) DLBCLs, mantle-cell lymphoma or T-cell
lymphomas.

EZH2 mutations have been described recently also in myeloid
disorders [2-4]. Aberrations of this gene were observed in 12-23%
of patients with myelodysplastic syndrome (MDS). Among them,
both EZH2 point mutations and microdeletions or UPDs at 7q36.1,

where the EZH2 gene is located, were detected. The relation
between chromosome 7 loss and EZH2 mutations is yet to be
clarified due to the small cohort harboring these mutation. EZH2
pathogenic mutations, deletions or UPDs at 7q36.1 suggest that
EZH2 may act as a tumor suppressor for myeloid malignances. Of
note, mutations altering Tyr641, which were detected in B-cell
lymphoma patients, were not found in any of the patients with
a myeloid disorder.

Splenic marginal zone lymphoma (SMZL) is a rare low-
grade B-cell lymphoproliferative disorder with characteristic
clinical, cytological, histological and immunophenotypic features.
Approximately 70-80% of SMZL cases exhibit cytogenetic and/or
molecular genetic abnormalities. However, no disease-specific
genetic alteration has been found yet [5]. The most com-
mon cytogenetic abnormality present in 30-40% of the patients
is the hemizygous 7q deletion, that extends from 7q21 to
7q36, but to date the genes targeted by 7q deletion remain
unknown.

Table 1
Cytogenetic and EZH2 mutational status in our series of SMZL.
Case G-banding cytogenetics Mutations ~ Missense
in EZH2 mutation
Karyotype Deletion
location

1 46,XY,del(7)(q32)[4]/46,XY[16] 7q32-qter NO NO

2 46,XX,del(7)(q32)[6]/46,XX[9] 7q32-qter NO NO

3 44-89,XX,+3,der(3)t(3;8)(q27;q24),del(6)(q15), der(6)t(6;8)(q23;q24), 7q32-36 NO D185H
del(7)(q31q36),der(17;18)(q10;q10),+18, i(18)(q10)[cp4]

4 46,XY,del(7)(q32)[3]/46,XY[17] 7q32-qter NO NO

5 47 ,XY,der(6)t(3;6),del(7)(q32),der(19) 7q32-qter NO NO
t(11;19)(q11;q13),+mar[5]/46,XY,der(6)t(3;6),add(18)(q23)[4]/46,XY,der(6)t(3;6), del(7)(q32)[4]/46,XY[3]

6 46,XX,del(7)(q22q35)[2]/46,XX[18] 7q22-q36 NO NO

7 46,XX,del(7)(q22)[17]/46,XX[3] 7q22-qter NO NO

8 46,XX,der(13)t(3;13)(q21;?7q14)[2]/46,XX,del(7)(q22),der(13)t(3;13)(q21;?q14)[10]/46,XX [8] 7q32-qter NO NO

9 46,XX,del(7)(q32),add(19)(q13)[10]/46,XX[10] 7q22-qter NO NO

10 50,XX,+5,del(7)(q22),+der(7)t(3?;7)(p21;q22),i(8q)[8]/46XX[6] 7q22-qter NO NO

11 46,XY,del(7)(q22),add(8)(q24),del(13)(q14)[22]/46,XY[17] 7q22-qter NO D185H

12 46,XY[20] NO NO D185H

13 46,XY[20] NO NO NO

14 46,XX[20] NO NO D185H

15 46,XX[20] NO NO NO

16 46,XY[20] NO NO NO

17 46,XY[20] NO NO NO

18 46,XY[20] NO NO NO

19 46,XX[20] NO NO NO

20 46,XY[20] NO NO NO

21 46,XY[20] NO NO NO

22 46,XY,inv(9)(p11q12)c[20] NO NO NO

23 46,XX,del(14)(q23)[20] NO NO NO

24 45,X,-X [8]/46,XX[1] NO NO NO

25 48,XX,+3,+12[20] NO NO NO

26 47, XX,del(2)(p23),+5,add(17)(p13),+mar,2-4 dmin[6]/46,XX[14]/46,XX[24] NO NO NO

27 46,XY,del(2)(p11),del(6)(q21),del(6)(q23),add(12)(q24),del(17)(p13)[5]/46,XY[25] NO NO NO

28 46,XY,add(4)(q35),t(3;6)(q27;p21),-9,add(19)(p13),+2mar[20] NO NO D185H

29 45XY,t(1;14;17)(q11;932;p13),del(13)(q14),-20,der(21)t(20;21(q11;p11)[9]/46,XY[11] NO NO NO

0145-2126/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.leukres.2010.10.014
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In light of the aforementioned observations we have analyzed
the mutational status of the EZH2 gene in a cohort of SMZL patients.
To our knowledge no study has been published so far analyzing
mutations in this entity. Firstly we analyzed patients with 7q dele-
tion detected by G-banding cytogenetics and then we extended
the study to cases without this aberration. A total of twenty-nine
patients diagnosed with SMZL were screened for mutations in the
EZH2 gene (Table 1). From the whole cohort, 11 patients presented
7q deletion (three of them as single anomaly), 11 had a normal
karyotype and 7 displayed other cytogenetic aberrations. The muta-
tional analysis of the EZH2 gene (reference sequence NM_004456.3)
was performed by direct sequencing using primers covering the
whole exome of the gene. DNA was extracted from purified B-cells
from peripheral blood or from total lymphocytes in those samples
where the percentage of pathologic B-cell was higher than 50%.

From the whole cohort of 29 SMZL patients, no pathogenic
mutations (frameshift or nonsense mutations) were detected in
the EZH2 gene in any of the patients analyzed. Five patients har-
bored the missense mutation D185H in exon 6. This alteration has
been previously described as a single nucleotide polymorphism in
the NCBI SNP database (rs2302427) and was found in 2 cases with
7q deletion, 2 cases with normal karyotype and one case showing
chromosomal abnormalities other than 7q deletion, indicating that
there was no correlation of this SNP with the presence of cytoge-
netic alterations.

In conclusion, although 7q deletion is a recurrent alteration in
SMZL, the EZH2 gene, which is located at 7q36.1, was not mutated in
our series of SMZL patients suggesting that mutations in this gene
do not play an important role in the pathogeny of this disease.
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Discussio

Els resultats presentats en aquesta tesi permeten aprofundir en el coneixement de la
geneética del limfoma de la zona marginal esplénic (LZME). En el primer treball (Salido i
cols., 2010) es descriu el perfil d’alteracions citogenetiques a una série amplia de
pacients diagnosticats d'un LZME (n=330), mitjan¢ant les técniques de citogenética
convencional (CC) i FISH. Els resultats d’aquest estudi han identificat les alteracions
cromosomiques meés freqiients que permeten caracteritzar aquest tipus de limfoma i
identificar subgrups citogeneétics, no descrits préviament, amb rellevancia pronostica,
destacant la necessitat de realitzar estudis citogenétics tan pel diagnostic com per la
correcta estratificacié pronostica d’aquests pacients. A més, confirmen la elevada

heterogeneitat clinica i biologica del LZME.

En el segon treball (Salido i cols., 2011) s'analitza I'estat mutacional del gen EZH2
(7936.1) per la seva implicacio a altres cancers, com les sindromes mielodisplastiques,
on s’han descrit mutacions a aquest gen associades a la pérdua de 7q. Els resultats
del nostre treball suggereixen que les mutacions a aquest gen no juguen un paper

important a la patogenia d’aguesta entitat.

1.1.  Perfil citogenetic del limfoma de la zona marginal esplénic (LZME).

Els estudis citogenétics previs sobre cohorts no gaire llargues de pacients amb un
LZME detecten alteracions cromosomiques clonals, amb una incidéncia que varia del
43% al 87% (Oscier i cols., 1993; Dierlamm i cols., 1996; Dierlamm i cols., 1996;
Troussard i cols., 1998; Solé i cols., 2000; Solé i cols., 2001; Callet-Bauchu i cols.,
2005). Aguestes discrepancies es poden atribuir al baix nombre de pacients inclosos a
la majoria de séries publicades, aixi com els diferents criteris d'inclusié de malalts, atés
que alguns estudis van incloure pacients amb o sense limfocitosi o van ser estudiats
després de rebre tractament. A més, un subconjunt dels casos inclosos en la nostra
serie poden pertanyer a la nova entitat provisional descrita en la dltima revisio de la

WHO, el limfoma de cél-lules B amb infiltracié difusa de la polpa roja. A causa del baix
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nombre de pacients amb la histologia de la melsa disponible, els casos amb patré difus
de infiltracio esplénica es classifiquen d'acord amb el criteris del SBLG (Matutes i cols.,

2008).

En aquesta serie de 330 pacients amb un LZME, la incidéncia global d’alteracions
cromosomiques va ser del 72%, dels quals un 53% presentaven un cariotip complex.
Els cromosomes més frequentment alterats (en ordre de frequéncia) van ser els
cromosomes 7, 3, 1, 8, 6, 12 i 14. D’acord amb les séries citogenétiques estudiades
préviament, la delecié de 7921936, el guany de 3/3q, les translocacions de 14932 i la
delecié de 6q van ser les alteracions estructurals predominants (Oscier i cols., 1993;
Dierlamm i cols., 1996; Dierlamm i cols., 1996; Troussard i cols., 1998; Solé i cols.,
2000; Solé i cols., 2001; Callet-Bauchu i cols., 2005). L'alteraci6 numérica més
frequent va ser la trisomia total o parcial del cromosoma 3, la trisomia 18 i la trisomia
12 (en els Ultims 2 casos, en general associada amb el guany del cromosoma 3) (Solé
i cols., 2001; Callet-Bauchu i cols., 2005; Gruszka-Westwood i cols., 2003; Andersern i

cols., 2005; Brynes i cols., 1996).

El guany del cromosoma 3/3q va ser l'alteracié numérica més freqient (25% dels
casos). La trisomia 3 és una alteracié comu als limfomes de cél-lules B de la zona
marginal, en particular, dels limfomes nodal i MALT extranodal (Brynes i cols., 1996;
Dierlamm i cols., 1996; Solé i cols., 2001; Gruszka-Westwood i cols., 2003). La
incidencia en el LZME varia considerablement entre les diferents series citogenétiques
d'un 2% a un 36% (Oscier i cols., 1993; Troussard i cols., 1996; Gruska-Weswood i
cols., 1999; Solé i cols., 2001). S'ha suggerit que un efecte de dosis genica dels gens
localitzats a 3q en lloc d'una alteracié genética especifica podria ser la responsable de
la progressio i/lo desenvolupament del limfoma de cel-lules B de la zona marginal
(Gazzo i cols., 2003). No obstant aix0, a diferéncia del que passa a altres limfomes
marginals en els quals es guanya tot el cromosoma 3 sencer, en el LZME el guany es

produeix especificament a 3q (Hernandez i cols., 2001) i es troba més freqientment
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associat amb cariotips complexos. Tenint en compte la varietat de punts de trencament
i parelles de translocacié que es reordenen amb 3q, aquestes alteracions estructurals

probablement representen esdeveniments secundaris.

La delecié de 7q va ser l'alteracié més freqlent en la nostra série, que es va detectar
en el 39% dels pacients amb cariotip alterat, una incidéncia major a la publicada
préviament en algunes séries (17% -20%) (Oscier i cols., 1993; Solé i cols., 2001) pero
similar a la que descriu Mateo i cols. quan analitza la perdua d’heterozigositat (LOH)
de la regio 7q (Mateo i cols., 1999) i similar a la publicada pel grup francés (Troussard i
cols., 1998). En el nostre estudi, la delecié de 7q comprén de 7921 a 7q36. Els punts
de trencament més comuns van ser 7q22 i 79q32, mentre que 7q32.1-q32.2 es la regio
minima comunament delecionada (RMD). Aquesta regié critica (7932.1-932.2)
concorda amb la RMD descrita anteriorment mitjangant citogenetica convencional,
LOH i HGC (Hernandez i cols., 1997; Hernandez i cols., 2001; Boonstra i cols., 2003;
Gruszka-Westwood i cols., 2003; Andersen i cols., 2004). Estudis recents mitjancant
arrays genomics (aHGC) confirmen les troballes citogenétiques més frequents
d'aquest treball i les delecions a 7q (7931-g32 i 79g22) com l'alteracié més frequent, tot
i que presenten la limitacié de incloure un nimero més baix de pacients (Vega i cols.,
2008; Novara i cols., 2009; Watkins i cols., 2010; Rinaldi i cols. 2011, Robledo i cols.
2012). S’han suggerit diferents gens que podrien tenir un paper important en la
patogénesi o en la progressié tumoral del LZME localitzats a 7q, com el SHH (7936.2) i
el POT1(7932.32) (Vega i cols., 2008) i miRNAs com el miRNA29a que regula TCL1 i

el miRNA29b (Novara i cols., 2009; Rinaldi i cols., 2011).

Es de destacar que en 22 casos de la nostra série, la delecié a 7q es va trobar com a
Unica alteracio la qual cosa indica que, a diferéncia d'altres anomalies, la pérdua a 7q

pot representar un esdeveniment patogenic primari en el LZME.
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Una minoria significativa dels casos (35 de 239, 15%) van presentar alteracions que
afecten els gens de les immunoglobulines (I1G), IGH@ (14932), @IGK (2p12), o @IGL
(22911). No obstant aixd, no es va detectar cap de les translocacions recurrents
tipiques del limfoma fol-licular, limfoma de cél-lules del mantell (LCM), o limfoma
MALT, i només es va detectar un cas amb una t(8;22)(q24;q11), tipica del limfoma de
Burkitt. En un estudi de FISH en 220 mostres incloses en parafina de pacients
diagnosticats d'un LZME es descriuen translocacions de IG amb cromosomes diferents
en el 6% dels casos, amb només un cas que va presentar coexisténcia de translocacio
de IG i delecié de 7g (Remstein i cols., 2008). En contrast, a la nostra série, 17 de 35
casos amb translocacié de IG (49%) presenten també pérdua de 7q. Aquesta
discrepancia pot resultar de les diferents metodologies utilitzades i/o el tipus de

mostra analitzada (teixit fresc vs. parafina).

El nostre estudi confirma la baixa incidéncia d’'algunes translocacions de 1432, per
exemple, la t(6;14)(p21;932) i la t(9;14)(p13;932), reportades previament (Solé i cols.,
2000; Sonoki i cols., 2001; Baro i cols., 2006). La t(14;19)(g32;913) és una alteracio
poc freqlent a les neoplasies de cel-lules B, descrita en pacients diagnosticats de LLC
atipica, de leucémia de cel-lules B petites inclassificable CD5+, i d’altres tumors
malignes de cel-lules B (Michaux i cols., 1997; Huh i cols., 2007; Martin-Subero i cols.,
2007;). En la nostra seérie de LZME la frequéencia d’aquesta alteracié també és molt
baixa, només 4 de 330 casos (1.2%) presenten la t(14;19)(g32;q13). A més, destacar
gue en els quatre casos aquesta alteracio es va trobar juntament amb la perdua de 7q
i la preséncia d’'un cariotip complex, en acord amb una anterior publicacié (Martin-

Subero i cols., 2007).

En vuit casos es va detectar una perdua en el brag llarg del cromosoma 14 [del(14q)],
alteracio descrita préviament a neoplasies de cél-lules B de baix grau. En concret a la
LLC es troba associada a la preséncia de trisomia 12 i IGHV no-mutada (Pospisilova, i

cols., 2007). A la nostra serie, cap dels casos amb delecié de 14q presentava trisomia
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12, com ha estat descrit previament a altres LZME (Pospisilova, i cols., 2007). Les
troballes d’aquest estudi suggereixen que la pérdua de 14q és una alteracié recurrent

pero poc frequent en el LZME.

1.2. Comparativa de casos CD5+ versus CD5-.

La incidéncia de I'expressié CD5 en aquesta série (25%) va ser similar a la publicada
anteriorment. S'ha suggerit que I'expressio de CD5 pot predir un curs clinic més
agressiu en el LZME. No obstant aix0, les nostres dades no recolzen aquesta idea, ja
gue no hem trobat diferéncies ni en la supervivencia ni en la majoria de parametres
clinico-biologics estudiats entre els pacients CD5 positius i CD5 negatius (Giannouli i
cols., 2004). Posteriorment, Baseggio i cols. van publicar resultats similars en una
serie de 24 LZME CD5+, en els quals no van trobar diferéncies en la supervivéncia

(Baseggio i cols., 2010).

Cal destacar que en la nostra série de LZME trobem que un perfil citogenétic diferent
en funcié de I'expressio de CD5. Els casos CD5+ presenten una major incidéncia de
trisomia 3/3q, trisomia 18 i delecions a 6q, i una incidéncia menor de delecions a 7q
com a Unica alteracio citogenética, en contrast amb el que descriu Baseggio i cols
(2010). Per altra banda, els casos CD5- presenten una major incidéncia d’alteracions
Unigues al cariotip. No es va trobar associacié entre I'expressio de CD5 i la preséncia
al cariotip de trisomia 12, translocacié de 14932 o delecions del gen TP53. En contrast
amb el que descriuen altres grups, que associen la expressiéo de CD5 amb la pérdua
del gen TP53 (Boonstra i cols., 2003; Gimeno i cols., 2005), en aquest estudi no

trobem associacio entre els dos parametres.

No podem excloure formalment que alguns dels pacients CD5+ de la nostra série
siguin limfomes del mantell (LM) ciclina D1 negatiu, pero I'absencia generalitzada de
limfadenopaties al diagnostic i el curs clinic indolent estan en desacord amb el que ha

estat descrit als LM ciclina D1 negatiu i argumenten en contra d’aquesta possibilitat
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(Fernandez i cols., 2010). A més, tots els casos CD5+ de la nostra série van ser
negatius per la t(11;14)(q13;932), de tal manera que es descarta el diagnostic de LM

indolent (Mozos i cols., 2009).

Les diferencies en el perfil citogenétic dels dos subgrups de LZME definits per
I'expressio de CD5 és dificil de interpretar donada la relativa homogeneitat d'ambdos
subgrups respecte a gairebé tots els altres parametres clinico-biologics estudiats. Per
tant, son necessaris estudis prospectius per confirmar aquestes troballes i explorar el

seu potencial com a marcador de pronostic.

1.3. Repertori d'Us de gens IGHV i estat mutacional

D’acord amb altres estudis previs (Stamatopoulos i cols., 2004; Ruiz Ballesteros i cols.,
2005; Traverse-Glehen i cols., 2005; Bikos i cols., 2012) en aquesta serie observem un
repertori d’ds de gens IGHYV altament restringit, amb un Us esbiaixat del gen IGHV1-2
(32% dels casos). Com a valor de tall per definir un cas com a mutat 0 no-mutat es va
utilitzar el 98% de identitat amb la linea germinal. Aixi, els casos amb menys del 98%
de identitat amb la linea germinal es van considerar mutats. Aquest valor és
ampliament utilitzat en la LLC per fer la distincié clinicament rellevant entre casos
mutats i no mutats (Damle i cols., 1999; Hamblin i cols., 1999; Ghia i cols., 2007).
Utilitzant aquest punt de tall, 59 de 100 (59%) segliencies analitzades a la nostra serie
van ser definides com a mutades i la resta (41 de 100 sequéncies; 41%) presentaven

els gens IGHV no-mutats.

Les implicacions pronostiques de I'estat mutacional del gen IGHV als LZME encara
estan en discussié (Algara i cols., 2002; Traverse-Glehen i cols., 2005; Ruiz-
Ballesteros i cols., 2005; Arcaini i cols., 2009; Kalpadakis i cols., 2009; Rinaldi i cols.,
2010; Hockley i cols., 2012). Alguns estudis descriuen l'associacié entre I'estat no-
mutat de IGHV i un risc intermedi/alt segons el score del grup italia de limfomes

(Arcaini i cols., 2009), la del(7q) (Algara i cols., 2002), un curs clinic advers (Algara i
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cols., 2002; Novara i cols., 2009; Hockley i cols., 2012), delecions de 17p (Novara i
cols., 2009) i una major complexitat genetica (Rinaldi i cols., 2010). D’acord amb
estudis previs (Algara i cols., 2002) vam observar una associacio entre la pérdua de
7q i l'estat no-mutat de IGHV, pero aquests parametres no van tenir impacte en la
supervivencia global. No obstant aix0, donat el caracter retrospectiu i I'heterogeneitat
dels régims terapéutics al nostre estudi fan necessaria una avaluacié d’aquests

parametres en un estudi prospectiu.

Curiosament, hem identificat una frequéencia significativament més gran de del(7qg) en
els casos que presenten IGHV1-2 en comparacio amb la resta de gens IGHV (65.6%
vs. 32.4%; P=.002), independentment de I'estat mutacional. Aquest perfil citogenetic
esbiaixat, reportat en aquest estudi per primera vegada, recorda a la situacié que és
dona a la LLC, on diferents grups han descrit recentment troballes citogenétiques
definides per I'is preferent d’alguns gens IGHV. Per exemple, la del(13q) és frequent
en casos que expressen estereotips IGHV4-34 (subgrup #4) (Stamatopoulos i cols.,
2007; Athanasiadou i cols., 2009), i la t(14;19)(g32;913) concorrent amb una trisomia
12 en casos que expressen estereotips IGHV4-39 (subgrup #8) (Chacon i cols., 2002;
Martin-Subero i cols., 2007; Athanasiadou i cols., 2009). Encara que els mecanismes
patogenics subjacents son esquius i dificils de desxifrar, 'associacié que identifiquem
pot ser considerada com una evidéncia de I'evolucié genetica dels diferents subgrups
de LZME caracteritzats per presentar estructures distintives de receptors de cel-lules B
(RCB). Bikos i cols. (2012) suggereixen que aquestes caracteristiques diferencials dels
RCB podrien indicar la seleccié per un element antigénic en la patogénesi del LZME, i
que certs subtipus de LZME podrien derivar de poblacions de progenitors adaptats als
desafiaments antigénics a traves de la seleccidé d’especificitat del domini VH , en

particular de I'al-lel IGHV1-2*04.
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1.4. Pronostic

EL LZME, en general, segueix un curs clinic indolent amb pacients que sobreviuen
més de 10 anys, pero alguns pacients presenten una malaltia més agressiva amb una
supervivencia entre 1 i 2 anys. El valor pronostic dels parametres citogenétics i
moleculars no esta ben establert. Hi ha pocs estudis que incloguin un nombre elevat
de pacients i alguns analitzen només parametres seleccionats (Gruzka-Westwood i
cols., 2001; Algara i cols., 2002; Ruiz Ballesteros i cols., 2005; Hockley i cols., 2012;
Kiel i cols.,, 2012). En aquest estudi s'inclou un numero elevat de pacients
diagnosticats de LZME per intentar avaluar les implicacions pronostiques de diversos

parametres clinico-biologics, fent émfasi especial en els perfils citogenetics.

Tenint en compte les variables cliniques, I'edat major de 65 anys, la Hb inferior a
12g/dL i la B2-microglobulina major de 3mg/L son variables que confereixen un mal
pronostic, d'acord amb estudis previs de Parry-Jones i cols. (2003) i Arcaini i cols.
(2006). No es va poder confirmar el impacte pronostic de la LDH i I'albimina, tal i com
proposa el grup italia de limfomes (Arcaini i cols., 2006) i estudis més recents del grup
d’estudi dels LZME-SMZLSG (Montalban i cols., 2012), probablement perqué el
nombre de casos amb aquesta informacié és relativament petit. La troballa que només
parametres no especifics de la malaltia ( és a dir, I'edat i la Hb) mantinguin un significat
pronostic en l'analisi multivariant es podria interpretar com que la mort va ser el
resultat de causes accidentals, almenys en una proporcié de casos. Com a alternativa,
els biomarcadors avaluats podrien ser predictius de la progressid perd no de la
resposta al tractament. Aquestes questions requereixen aclariment en estudis

prospectius que incloguin un nimero elevat de pacients.

L’heterogeneitat de les alteracions cromosomiques i I'elevada incidéncia de cariotips
complexos en el LZME obstaculitzen l'avaluacié de el impacte prondstic de les

alteracions individuals. No obstant aix0, les dades aqui presentades, indiquen que la
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preséncia de 2 o0 més alteracions citogenétiques es correlaciona amb una
supervivencia meés curta. Curiosament, els pacients amb un cariotip normal van
mostrar un pronostic intermedi. Aquests casos podrien presentar alteracions no
detectades per bandes G/R o per FISH i el seu estudi mitjangant microarrays genomics

poden ser d'utilitat per detectar guanys o perdues amb major resolucio.

Els nostres resultats no donen suport a resultats d’estudis previs on s'informa de el
impacte pronostic advers d’alteracions cromosomiques com la del(7q) (Algara i cols.,
2002) i/o associacions entre la trisomia 3, del(6q), del(7q), del(8p) i la trisomia 12
(Callet-Bauchu i cols., 2005). Per contra, proporcionem, per primera vegada, dades
gue suggereixen que les alteracions en 14q, especialment la pérdua de 14q, pot
marcar un pitjor pronostic. No obstant aix0, atés que el nombre de casos amb perdua
de 14q és petit, aquesta observacié convindria que fos validada en séries més amplies
de pacients amb aquesta alteracié. A la majoria dels casos, l'alteracié a 14qg es va
detectar en el context d’'un cariotip complex, que per si sol ja presenta un pronostic

desfavorable.

1.5. Mutacions de EZH2 (7g36.1) en el limfoma de la zona marginal esplénic

(LZME)

En aquest estudi, es va analitzar I'estat mutacional del gen EZH2 (seqliencia de
referencia NM 004456.3) en una cohort de 29 pacients diagnosticats de LZME, 11 dels
quals presentaven deleci6 de 7q, amb [l'objectiu de descriure la incidéncia de
mutacions de EZH2, no descrita previament en aquest subtipus de limfoma. El gen
EZH2 es localitza a 7936.1, regié freqientment alterada al LZME mitjancant estudis
genomics i podria tenir un paper en la patogenesi del LEZM afectant altres gens
mitjangcant mecanismes epigeneétics. En el cas dels LBDCG s’han descrit mutacions

que produeixen un guany de funcié de EZH2, que mitjancant mecanismes epigenetics
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actua reprimint la transcripcié de gens i promou l'adquisicié d'un patré d’expressio

genica de centre germinal (Yap i cols., 2011).

En primer lloc es van analitzar els pacients amb delecié de 7q, on es localitza el gen
EZH2, (n=11; 3 amb 7g- com a Unica alteracid) i després es va estendre I'estudi a
LZME sense aquesta alteracié (n=18; 11 cariotip normal i 7 amb altres alteracions
citogenetiques). De tota la cohort de 29 pacients diagnosticats de LZME, no es van
detectar mutacions patogeniques (mutacions sense sentit o amb canvi del pauta de
lectura) en cap dels pacients analitzats. Cinc pacients van presentar una mutacio
sense sentit (D185H) a I'exd 6. Aquesta alteracié ha estat descrita previament com un
polimorfisme de nucleotid Unic a base de dades NCBI SNP (rs2302427). Dos d’aquets
5 casos presentaven una del(7q), dos casos un cariotip normal i un cas presentava
altres alteracions citogenétiques, la qual cosa indica que no havia correlacié entre la
presencia d’aquest SNP i l'alteracié citogenetica.

Mitjancant estudis recents de ultraseqiienciacid, s’ha observat que els LZME
presenten una elevada complexitat genética (25 mutacions per cas), major que a la
tricoleucémia o a la macroglobulinémia de Walsdestrom (MW) i menor que als LBDCG
(Rossi i cols., 2012). Estudis de sequenciacio de tot el genoma i/o de I'exoma han
demostrat que NOTCH2 és el gen més freqientment mutat als LZME (20% dels
casos) i que, en circumstancies normals, és essencial en la diferenciacié del limfocit B
de la zona marginal. A més, les mutacions de NOTCH2 son molt especifiques del
LZME, sent infreqlents en altres tipus de neoplasies limfoproliferatives de cél-lula B
(LLC, LM, LF i LBDCG). També son freqlents les mutacions a gens de la via NF-kB
(gen IKBKB; 7%). A més, sembla que les mutacions en agquesta via son matuament
excloents amb les mutacions de NOTCH2. També s’han descrit mutacions a CARD11
(7%) i MLL2 (15%), tot i que aquestes Ultimes son més freqlients a LBDCG ia LF. A la
taula 9 es resumeixen les troballes més rellevants mitjancant tecniques de

ultrasequenciacio.
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Taula 9. Resum de les mutacions més frequents al LZME observades mitjancant

tecniques de sequenciacié massiva.

Mutacions
somatiques

NOTCH2
MLL2
TBL1XR1
SIN3A
EP300
ARID1A
CARD11
BIRC3
TNFAIP3
IKBKB
MYD88
TPS3

Técnigues
utilitzades

Whole exome
Sequencing
(Ross i cals.,

2012) n=8

Whole
genome
sequencing
(Kiel i cols.,
2012) n=6

Altres
alteracions
genetiques

Delecions
implicant:
7931-32
17p13

Guanys
implicant 3q

Alteracions de
nimero de
copies no-
recurrents

Implicacions
clinico-
patologiques

-Via d’activacio
de NOTCH
(NOTCH2)

-Via d’activacio
de NF-kB
(MYD8S8,
CARD11,

IKBKB, TNFAIP3)

-Mutacions de
NOTCH2
Associades a mal
pronostic

-Alteracions
epigenétiques
(MLL2,
TBL1XR1
SIN3A, EP300)

Estrategies
terapeutiques

Inhibici6 de la via
NF-kB:

-Inhibidor del
proteosoma (e.x.
Bortezomib)

Inhibici6 de la via
de NOTCH

Epigenetica:

- Agents
hipometilants
(e.x. azacitidina)

- HDACI
(e.x.panobinostat)
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Conclusions

La tecnica de citogenética convencional amb bandes G en una serie llarga de
pacients de LZME ha permés definir el perfil d'alteracions cromosomiques
d'aguesta malaltia. Les alteracions més frequentment observades per ordre de
frequencia van ser les pérdues de 7q i 6q, els guanys de 3/3q i 12q i les
translocacions que afecten 8q, 1q i 14q. Agquestes alteracions han estat descrites
en altres series publicades préviament a la literatura, la qual cosa confirmaria la

existéncia d’'un perfil genétic caracteristic d’aquesta entitat.

Les translocacions que afecten la regido 14q32 presenten una baixa incidéncia
(12%) al LZME, a diferéncia d’altres limfomes B. Per altre banda, la perdua de 14q

€s una alteracio recurrent pero molt poc frequent (3%) al LZME.

S’ha definit un perfil citogenétic diferent en funcid de I'expressioé de I'anticos CD5.
Els casos CD5+ presenten una major incidéncia de trisomia 3/3q, trisomia 18 i
delecions a 6q, i una incidéncia menor de delecions a 7q com a Unica alteracio
citogenetica. Per altra banda, els casos CD5- presenten una major incidéencia

d’alteracions uniques al cariotip.

Respecte al repertori d’ds de gens IGHV al LZME, observem un Us esbiaixat de
IGHV1-2 associat a la delecié de 7q i independent de I'estat mutacional de IGHV.
Aquesta associacid podria ser considerada una evidéncia de l'existéncia de
diferents subgrups citogenétics de LZME que presenten receptors RCB diferents,

indicant una possible seleccié antigenica al LZME.

S’ha observat una associacié entre la pérdua de 7q i I'estat no-mutat del gen IGHV,
d’acord amb estudis previs, perd aquests parametres no van tenir impacte en la

supervivéncia global.

85



Conclusions

6. S’han observat alteracions genétiques i caracteristiques cliniques que s’associen

a un pitjor pronostic:

6.1.

6.2.

6.3.

Respecte a les caracteristiques cliniques, la edat superior a 65 anys, la Hb
inferior a 12g/dL i la B2-microglobulina major a 3mg/L sén variables que
confereixen un mal pronostic.

Respecte a les alteracions citogenetiques, la presencia de 2 6 més alteracions
citogenetiques al cariotip es correlaciona amb una supervivencia més curta. La
elevada heterogeneitat d’alteracions cromosomiques i la elevada incidéncia de
cariotips complexos dificulten l'avaluaci6 del impacte pronostic de les
alteracions individuals.

Les alteracions a 14q, especialment la perdua de 14q, semblen conferir mal
pronostic, tot i que son necessaris estudis amb un nombre més elevat de

pacients amb aquesta alteracio.

7. Respecte l'estat mutacional de EZH2, tot i que la delecié de 7g és una alteracio

recurrent al LZME, no s’han trobat mutacions del gen EZH2 (localitzat a 7g36.1) en

la nostra série de LZME. Les mutacions de EZH2 no jugarien un paper important

en la patogénia d'aquesta entitat.
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7.1. ANNEX 1. MATERIAL | METODES

SELECCIO DE PACIENTS

En aquests treball s’han utilitzat mostres de diferents tipus de teixits biologics dels

seguents grups de malalts amb un diagnostic de limfoma esplénic de la zona marginal
(LEZM):

- Article 1. 330 pacients procedents de diferents centres europeus que pertanyen al

“Splenic B-cell ymphoma Group”:

Complejo Hospitalario de Toledo. Espanya.

Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO). Madrid. Espanya.
Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Navarra.
Pamplona. Espanya.

Hospital del Mar. Barcelona. Espanya.

Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona. Espanya.

Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo. Espanya.

Hospital Royal Bournemouth, Anglaterra.

Institute of Cancer Research. Londres, Anglaterra.

Hospital Papanicolaou, Thessaloniki, Grécia.

Hospital Evangelismos, Atenes, Grecia.

Hospital Hamburg-Eppendorf, Hamburgo, Alemanya.

Hospices Civils de Lyon, Centre Hospitalier Lyon Sud, Pierre-Bénite, Franca.
Hépital Saint-Louis, Paris, Franca.

Institute of Human Genetics. University Hospital Schleswig-Holstein. Kiel.
Alemanya

Center for Human Genetics, Catholic University Leuven, Leuven, Bélgica.
University Hospital Gasthuisberg, Leuven, Bélgica.

6,12%

O Espanya
B Anglaterra
@ Franca

m Gréecia

12,84% w3 ] Alemania

33,99%

Figural. Percentatge de malalts amb un LEZM recollits segons la seva procedéncia
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- Article 2. Vint-i-nou pacients procedents de I'Hospital del Mar. La seleccio
d’aquests malalts es va realitzar en funcidé del cariotip: 11 pacients presentaven
deleci6 de la regié 7q, 11 presentaven un cariotip normal i 7 presentaven altres

alteracions citogenétiques diferents de la deleci6 de 7q.

En ambdés estudis, el diagnostic de LEZM es va establir segons la classificacié de la
WHO 2008, i pels casos no-esplenectomitzats, seguint les guies publicades per
“I'Splenic B-cell lymphoma Group” basades en la combinacié de dades cliniques,

morfologiques, 'immunofenotip, citogenetica i la histologia de medul-la ossia.

104



Annexos

TECNIQUES DE CITOGENETICA CONVENCIONAL

Extraccio i conservacio de les mostres
Les mostres utilitzades per a l'estudi citogenétic han estat de quatre tipus: sang
periferica, medul-la 0ssia, gangli limfatic i melsa. Tot seguit es descriu com s’ha

realitzat la seva extraccié i conservacio:

A. Mostres de sang periferica

La sang periférica s'obté de la vena basilica o mitjana cefalica del brag. S’extreuen de
2 a 5 ml de sang periferica en condicions esteérils. La sang es recull en un tub esteril
que conté 0.1 ml d’heparina sodica o heparina de liti, pero mai amb EDTA, ja que
inhibeix el creixement cel-lular.

Si no es possible posar a créixer el cultiu el mateix dia de I'extraccié, es recomana

guardar en nevera (2-4°C) un maxim de 2-3 dies.

B. Mostres de medul-la 0ssia

La medul-la dssia s’obté per puncid d’aspiracio, habitualment a nivell esternal o bé de
I'espina iliaca postero-superior. Després d'anestesiar la zona, s’efectua la puncié, es
penetra a la cavitat medul-lar amb un trocar i es procedeix a aspirar uns 2 ml de
medul-la 0ssia. La primera fraccié de la medul-la 0ssia que s’aspira és la més rica en
cel-lules en divisié, perd a mesura que I'extraccié continua, la mostra es contamina
amb sang medul-lar. Per aquesta ra0, és aconsellable utilitzar la primera fraccio per al
cultiu cel-lular.

La mostra de medul-la 0ssia es recull en un tub de centrifuga amb 5ml de medi RPMI-
1640 i heparina sodica o de liti a I'1%.

La mostra de medul-la 0ssia s’ha de posar a cultivar tan aviat com sigui possible
després de la seva extraccio per obtenir el maxim de metafases. En el cas que la
mostra s’hagi de transportar o guardar, es recomanable fer-ho a T2 ambient o bé a

37°C un maxim de 10 hores.

C. Mostres de gangli limfatic i melsa

L'extracci6 del gangli limfatic o la melsa es realitza per un métode quirargic dut a terme
per un cirurgia. La peca es recull de quirofan en una gasa esteril i es porta en sec al
laboratori d’anatomia patologica. Alla es seleccionara la porcié que s’enviara al
laboratori de citogenetica. Es recomanable processar-lo tot seguit a I'extraccio, ja que

I'eficiencia del cultiu disminueix a mida que el temps després de I'extraccié augmenta.
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Reactius

- Medi RPMI-1640 (Biological Industries)

- Antibiotics, Penicil-lina (10.000 Unitats/ml), Estreptomicina (10 mg/ml unitats)
(Biological Industries)

- L-Glutamina 200mm (Biological Industries)

- Heparina sodica 1% (Rovi)

- Mitogens, Fitohemaglutinina (PHA) (Gibco BRL),Phorbol-12- Myristate 13-Acetate
(TPA) (Sigma)

- Sérum bovi fetal (Biological Industries)

- Colcemid 10ug/ml (Gibco BRL)

Solucions
- Hipotonic:
- Clorur potassic (KCI) 0.075M (Merck)
- Fixador:
- Carnoy:
- - 3 parts de Metanol (Merck)
- 1 part d'acid acétic glacial (Merck)
- Composicié del medi de cultiu:
- 75% RPMI-1640

- 21% Sérum bovi fetal

- 2% L-glutamina
- 1% Heparina sodica
- 1% Penicil-lina-Estreptomicina
Es fan aliquotes de 10 ml del medi complet en falcons de cultiu de plastic esteril de 25
cc. Es poden conservar a —20°C fins al moment del seu Us.
Procediment
Técnica de citogenetica convencional en cultius de sang periférica
A. Manipulacié del medi de cultiu i de la mostra

- Quan la mostra arriba al laboratori, s’ha de fer el recompte del nUmero total de

leucocits amb un comptador automatic. Un cop s’hagi obtingut la xifra de leucocits
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es calculara el volum de sang necessari pel cultiu de forma que la concentracié
quedi ajustada a 2x10° cel/ml.

Deixar descongelar un flasc6 amb 10 ml de medi de cultiu complert, préviament
preparat, a temperatura ambient o al bany maria a 37°C.

Afegir la quantitat necessaria de mitogen. En el present treball s’ha fet servir com
a mitogen per tal d’estimular els limfocits B el TPA. Afegir 0.1 ml.

Afegir la quantitat de mostra ajustada a 2x10° cél/ml.

. Cultiu
Col-locar el flascé en una estufa a 37°C al 5% de CO, deixant el tap una mica

obert. Cultivar durant 72-120 hores barrejant el cultiu per inversié un cop cada dia.

. Extraccio del cultiu

Per analitzar el major numero de metafases, s’afegeixen 100 pl d’antimitotic
(Colcemid) dues hores abans d’extreure el cultiu, i es deixa actuar dins de I'estufa
a 37°C.

Abocar el contingut del flascé dins un tub conic de plastic estéril i centrifugar la
mostra durant 7-8 minuts a 1800 r.p.m.

Decantar i descartar el sobrenedant amb cura de no perdre el boto cel-lular.
Resuspendre el sediment cel-lular.

Afegir solucié hipotonica (hipotonic) de KCI (0.075 M) pre-escalfada a 37°C. Afegir
gota a gota i agitant fins als 2 primers ml per evitar que el xoc de I'hipotonic sigui
molt brusc, i després a raig fins a 8-10 ml.

Deixar actuar I'hipotonic 20 minuts al bany maria a 37°C.

Centrifugar 7-8 minuts a 1800 r.p.m.

Descartar el sobrenedant i resuspendre el botd cel-lular.

Afegir fixador Carnoy ( 3 parts de metanol i una d’acid acetic) per lisar els hematies
i eliminar les restes de citoplasma. Primer afegir gota a gota i agitant fins a 2 ml i
després a raig fins a 8-10 ml.

Centrifugar 7-8 minuts a 1800 r.p.m.

Repetir el procés de fixacio 3-5 vegades fins que el sobrenedant sigui transparent i
el sediment cel-lular blanc.

En I'Gltim rentat, decantar i resuspendre el boté amb unes gotes de fixador.

Fer 4-6 extensions per mostra. Es fan servir portaobjectes netejats amb metanol
fred. Agafar una pipeta Pasteur i tirar 2 gotes des de mig metre d’alcada
aproximadament sobre un portaobjectes. D’aquesta manera obtindrem metafases

més escampades.
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Assecar les extensions en una planxa a 45°C, i deixar-les envellir en una planxa a
100°C durant 1 hora.

Tecnica de citogenetica convencional en cultius de medul-la dssia

C.

Manipulacié del medi cultiu i de la mostra

Descongelar un flascé amb 10 ml de medi de cultiu complert, préviament preparat,
a temperatura ambient o al bany maria a 37°C.

Centrifugar la mostra de medul-la 0ssia durant 8 minuts a 1500 r.p.m. S’extreu la
capa blanca (rica en cél.lules mononucleades, entre les quals hi ha els limfocits
que ens interessa estudiar) amb una pipeta Pasteur esteril. Depenent de la
cel-lularitat de la mostra s’'afegiran de 0.3 a 0.8 ml de la cap blanca per ajustar el
cultiu a 2x10° cél/ml.

Afegir la quantitat necessaria de mitogen. En el present treball s’ha fet servir com

a mitogen per tal d’estimular els limfocits B el TPA. Afegir 0.1 ml.

Cultiu

Col-locar el flasc6 en una estufa a 37°C al 5% de CO2 deixant el tap una mica
obert.

El temps de cultiu dependra del tipus de cél-lules que predominin a la suspensio
cel-lular:

- Cultiu de 24h, si les cél-lules son immadures

- Cultiu de 72-120 hores si les cél-lules son madures

Processat de la mostra

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

Tecnica de citogenetica convencional en cultius de gangli limfatic i melsa

A.

Obtencié de la suspensio cel-lular

Abans de d'iniciar la disgregacio del teixit ganglionar o de la melsa, es talla una
part (1.5x1.5x0.5cm) que s'utilitza per fer improntes. La tincié d’aquestes improntes
amb May-Grinvald Giemsa ens permet observar la morfologia de les cél.lules
obtingudes i orientar el tipus de cultiu a realitzar (curt o llarg).

La resta de la peca s'utilitza per obtenir la suspensié cel-lular. Es col-loca sobre
una capsula de petri esteriil amb 2ml de medi RPMI-1640 complementat amb

heparina sodica a I'1%.
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C.

Es procedeix a punxar la peca repetides vegades amb I'ajuda d’'una pinca i una
xeringa de 5ml estérils. En aquest procés s’afavoreix que les cél.lules del gangli o
la melsa surtin pels forats que hem practicat a la superficie de la peca.

Quan el medi esta prou térbol, indicatiu la preséncia de cel-lularitat al medi, s’atura
la disgregacié mecanica.

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

Centrifugar durant 7-8 min a 1500 r.p.m

Descartar sobrenedant i resuspendre el pellet cel-lular

Comptatge cel-lular amb la camera de Neubauer

Cultiu

Afegir la suspensié cel-lular ajustada a 2x10° cel/ml a 10ml de medi de cultiu.
Col-locar el flasc6 en una estufa a 37°C al 5% de CO2 deixant el tap una mica
obert.

El temps de cultiu dependra del tipus de cel.lules que predominin a la suspensié
cel-lular:

- Cultiu de 24h, si les cel-lules son immadures. Sense mitogen

- Cultiu de 72-120 hores si les cél-lules B son madures. Afegir 0.1 ml de TPA.

Processat de la mostra

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

Tecniques de bandeig cromosomic (bandes G)

Reactius

- Tampo Sorensen pH 6.8:
- 4,539 mg/ml fosfat mono potassic 0.06M, (Merck)
- 5,938 mg/ml fosfat sodic di hidratat 0.06 M, (Merck)
- Colorant: colorant de Wright, (Sigma)
- Es prepara una solucié al 0.25% de colorant de Wright
en metanol (Merck).
- S’agita la barreja 1 hora en una ampolla preservada de la llum.
- Filtrar amb un paper de filtre.

Es guarda a 37°C durant 72 hores. Un cop preparat es conserva a 4°C.
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Procediment

Després de deixar envellir les preparacions 1 hora en una planxa a 100°C, es tenyeix
amb la tincio de Wright durant 2-5 minuts. Per realitzar la tincio, es barregen 3 parts de
tampd amb 1 part de colorant. Per cada portaobjectes es fan servir 3 ml de tampd y 1

ml de colorant. La barreja es prepara al moment de realitzar la tincio i no es reutilitza.

Analisi microscopica i nomenclatura

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

Les anomalies s’han descrit seguint la nomenclatura ISCN 2009. Es considera que una
alteracio és clonal quan la mateixa alteracié estructural o0 guany d’un cromosoma es
troba com a minim en dues metafases o, en cas de ser una perdua, es troba en com a
minim en tres metafases.

En aquests treballs es van tenir les seguents consideracions:

- Cariotip complex: qualsevol cariotip que presenta >3 alteracions o presenta dos o

meés clons.

- “Dos alteracions”: Pacients que presenten dos alteracions al mateix clon o dos

clons citogenéticament independents amb un Unic canvi citogenétic.

- “Alteracié _unica”: Una unica alteracié al cariotip, numeérica o estructural (també

cromosomes derivatius i translocacions).
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TECNIQUES D’HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

Mostres analitzades

Les mostres utilitzades per realitzar la tecnica de hibridacio in situ fluorescent (FISH,
de l'anglés fluorescence in situ hybridization) procedien de mostres processades per
citogenética convencional emmagatzemades amb solucié fixadora (Carnoy) a una
temperatura de —20°C a —80°C. El periode d’emmagatzematge de les mostres abans

de realitzar la tecnica de FISH va ser variable, de pocs dies fins a 5-6 anys.

Metodologia de la tecnica de FISH. Sondes centromériques i de locus especific
El protocol que s'utilitza segueix les recomanacions que déna la comercial Abbott

Molecular o DAKO a les quals pertanyen les sondes emprades es aquest estudi.

Reactius

Formamida (Merck)

20XSSC

Etanol (Merck)

Igepal (NP40) (Sigma)

DAPI Il (DAPI+Antifade) (Abbott Molecular)

Solucions

- Soluci6 de 20XSSC:
- 88.23 mg/ml citrat trisodic di hidratat (Merck)
- 175.32 mg/ml clorur sodic (Merck)

Ajustar pH a 6.2-6.3 amb HCL 2N. Conservar a temperatura ambient

- Solucio de formamida al 70% (per una cubeta):

- 70 ml de Formamida

- 10 ml de soluci6é de 20XSSC

- 20 ml d'aigua destil-lada

Ajustar el pH a 7.5+0.05 amb HCL 2N. Conservar un maxim de 2 setmanes a
nevera.

- Solucié de formamida al 50% ( per tres cubetes):

- 125 ml de Formamida

- 25 ml de solucio de 20xSSC

- 100 ml d’aigua destil-lada

Ajustar el pH a 7£0.05 amb HCL 2N. Conservar un maxim de 2 setmanes a nevera.
- Solucio de 2xSSC: 100 ml de 20xSSC i 900 ml d’aigua destil-lada
- Solucio 2xSSC/0.1% NP40: 499.5 ml de 2xSSC + 0.5 ml de NP40
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Procediment

Preparacio de la mostra

Es important fer una extensio del material procedent de la citogeneética rica en nuclis i

ben secada:

Es realitzen les extensions sobre portaobjectes préviament desengreixats amb
metanol fred
S’envelleixen les preparacions deixant-les tota la nit a

temperatura ambient

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

La desnaturalitzacié de I'ADN és el procés pel qual la doble helix d’acid nucleic se

separa en dues cadenes senzilles i s'aplica tant a 'ADN de la sonda com a I'ADN de la

mostra a estudiar.

Préviament es prepara la solucié desnaturalitzant de formamida al 70% i es col-loquen

les solucions de deshidratacio i desnaturalitzacio a la temperatura adequada:

a) 1 Cubeta de Formamidaal 70% pH 7.5 ...... Bany a 74°C

b) 1 Cubetade Etanolal 70% ......................... Temp. Ambient
c) 2 Cubetes de Etanolal 85% ........................ Temp. Ambient
d) 1 Cubeta de Etanolal 100% ....................... Temp. Ambient

Centrifugar (pols) els tubs de sonda per tenir-la tota al fons
Encendre la planxa a 45-50°C i col-locar-hi una cambra humida

Desnaturalitzacié de la sonda:

- Barrejar 3.5 pL de tampé d’hibridaci6 + 0.5 pL de sonda + 1uL de aigua
destil-lada a temperatura ambient dins d'un eppendorf estéril tapat amb paper
de plata per evitar el contacte amb la llum

- Centrifugar la barreja de 1 a 3 segons

- Desnaturalitzar durant 5 minuts a 74°C al bany (comprovar temperatura amb
termometre)

- Tornar a centrifugar la barreja

Desnaturalitzacié de la mostra:

- Desnaturalitzar la mostra en la solucié de formamida al 70% durant 5 minuts a
74°C

- Deshidratar en una serie d'etanol al 70%, 85% i 100% durant un minut a
temperatura ambient

- Assecar la mostra per sota i deixar-la dreta perqué regalimi tot el liquid
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- Deixar eixugar a I'aire com a minim 30 minuts fins el moment de la hibridacio
- Col-locar els 5L de la barreja de la sonda, préviament desnaturalitzada, sobre
la mostra

- Cobrir amb un cobreobjectes net de 20x20 mm i segellar amb cola

Reaccio d’hibridacio

Col-locar el portaobjectes amb la sonda sobre la mostra a la cambra humida pre-
escalfada i incubar a 37°C tota la nit (12-24 hores) o col-locar a I'hibridador (Hybrite)
durant 12 hores

Durant aquest procés es produeix la unio especifica per complementarietat de bases

de la sonda amb I'ADN complementari a la mostra

Rentats de post-hibridacié

Préviament es preparen les solucions de rentat:

- 3 cubetes de formamida al 50%............. bany 45°C
- Unacubetade 2xSSC.........coooiviiiiiiii s bany 45°C
- Un cubeta de 2xSSC/0.1% NP-40........... bany 45°C

- Deixar temperar al bany a 45°C durant 30 minuts

- Treure la cola de segellat dels cobreobjectes

- Col-locar el portaobjectes dins el primer bany de formamida al 50%. Agitar amb les
ajuda de les pinces per tal que els cobreobjectes es desenganxin i caiguin al
primer cubeta de formamida

- Fer tres rentats en una solucié de formamida al 50% durant 10 minuts a 45°C cada
un

- Fer un rentat en una soluci6é de 2xSSC durant 10 minuts a 45°C

- Fer un rentat en una solucio de 2xSSC/0.1%NP-40 durant 5 minuts a 45°C

- Deixar assecar a la foscor

Els rentats de post-hibridacié permeten eliminar I'excés de sonda que no ha hibridat i

també dissociar els hibrids no perfectes que s’hagin pogut formar entre regions amb

una elevada homologia.

113



Annexos

Contratincié

- Col-locar 8-10 uL de DAPI Il (DAPI + Antifade) a I'area diana i un cobreobjectes a
sobre. No segellar amb laca d'ungles. Assecar I'excés de DAPI Il amb un paper
absorbent fins que el cobreobjectes no es mogui

- Mantenir les preparacions a —20°C en una caixa fosca

El DAPI és un fluorocrom que s’uneix de forma inespecifica a tot I'ADN i ens permet

visualitzar els nuclis i les metafases d’un color blau intens, amb els filtres adequats.

Observaci6 al microscopi de fluorescéncia i obtencio de imatges de FISH

Per I'observaciéo de metafases hibridades amb les diferents sondes emprades s’ha fet
servir un microscopi optic amb dispositiu d’epifluorescéncia (Olympus BX61). S’han
utilitzat els objectius de x10 per rastrejar i un objectiu de x100 per analitzar els
resultats. S’han utilitzat els filtres pels seguents fluorocroms: Spectrum Orange o
Spectrum Red, Spectrum Green i DAPI amb els que estan marcades les sondes. Per
la captura de imatges de FISH s’ha fet servir un sistema d’analisi d’imatges digital

Cytovision (Applied Imaging).

Sondes utilitzades en aquets estudis

La tecnica de hibridacio in situ fluorescent (FISH) es va utilitzar per descriure
alteracions genétiques/cromosomiques no trobades al cariotip convencional. Es van
utilitzar sondes comercials (Abbott Molecular i DAKO) per la detecci6 de les principals
alteracions genetiques als LEZM. El llistat de sondes utilitzades es detalla en la taula
1.

Taula 1. Sondes utilitzades a I'article 1.

Sonda Cromosoma/Banda Gens
CEP3// BCL6 (BAP) #3/3026 BCL6
LS| 7931/CEP7 7931 --
MYC (BAP or DFP) 8024 MYC
PAX5 (BAP) 9p13 PAX5
LSI ATM 11923 ATM
CEP12 12 --
LSl 13914 13914 RB
14932 (BAP) 14932 IGH

LSI P53 17p13 TP53

Abreviatures: CEP: Sonda centromeérica especifica; BAP: sonda de trencament o
Break-Apart; LSI: Sonda especifica de locus; DFP: Sonda de doble fusié.
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TECNICA DE “CROSS-SPECIES COLOR BANDING FISH” (RxFISH)

Tipus de mostres
Aquesta técnica s’ha realitzat sobre mostres que procedien de la tecnica de
citogenetica convencional fixades amb una soluci6 de Carnoy. Les mostres es

mantenen emmagatzemades amb soluci6 fixadora de Carnoy a —20°C.

Reactius

Formamida (Merck)

20XSSC

Etanol (Merck)

Igepal (NP40) (Sigma)

Tween-20 (Sigma)

DAPI counterstain (Sigma)

Citifluor (Sigma)

DAPI Il (DAPI+Antifade) (Abbott Molecular)

Solucions

- Soluci6 de 20XSSC:
- 88.23 mg/ml citrat trisodic dihidratat (Merck)
- 175.32 mg/ml clorur sodic (Merck)

Ajustar pH a 6.2-6.3 amb HCL 2N. Conservar a temperatura ambient.

- Solucio de formamida al 70% (per una cubeta):

- 70 ml de Formamida

- 10 ml de soluci6é de 20XSSC

- 20 ml d'aigua destil-lada

Ajustar el pH a 7.5+0.05 amb HCL 2N. Conservar un maxim de 2 setmanes a
nevera.

- Solucié de formamida al 50% ( per dues cubetes):

- 50 ml de Formamida

- 25 ml de solucio de 20xSSC

- 25 ml d’aigua destil-lada

Ajustar el pH a 7£0.05 amb HCL 2N. Conservar un maxim de 2 setmanes a nevera.
- Solucio de 2xSSC: 100 ml de 20xSSC i 900 ml d’aigua destil-lada

Conservar a 4°C.
- Soluci6 de 4XT:

- 4xSSC: 100mL de 20xSSC i 400 ml d’aigua destil-lada
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- Tween-20 al 0.05%:0.25 ml de Tween-20
Conservar a 4°C.
- Solucié mare (stock) de DAPI (10 pg/ml):
- 100 ml de 2xSSC
- 1.0 mg de DAPI
- Solucio de treball de DAPI (0.1 pg/ml):

- 500 pL de la solucié mare (stock)
- 50 ml de 2xSSC

Procediment

Preparacio de la mostra
Es important que la preparacié sigui rica en metafases, amb poc citoplasma i amb els
cromosomes ben estesos i de bona qualitat.
- Es realitzen les extensions sobre portaobjectes previament desengreixats amb
metanol fred.
- S’envelleixen les preparacions depenent de si la hibridacié la realitzem el mateix
dia o al dia seguent:
a) El mateix dia: Es deixen les preparacions 2h a 60°C a I'estufa de dessecacio
0 1h a 100°C
b) Al dia seglent: -Es deixen les preparacions tota la nit a
temperatura ambient.

-Es deixen 1h a 65°C en una estufa de dessecacio.

Desnaturalitzacio i Hibridacio:
Préviament es prepara la solucié desnaturalitzant de formamida al 70% i es col-loquen

les solucions de deshidratacio i desnaturalitzacio a la temperatura adequada:

e) 1 Cubeta de Formamidaal 70% pH 7.5 ...... Bany a 72°C.

f) 1 Cubeta de Etanolal 70%.......................... Congelador de —20 a 0 °C.
g) 1 Cubetade Etanolal 70% ............ccocevvnenns Temp. ambient.

d) 2 Cubetes de Etanolal 90% ........................ Temp. ambient.

e) 1 Cubeta de Etanol al 100% ................eeeeees Temp. ambient.

- Es transfereixen 8-10 ul de la sonda de RxFISH a un tub eppendorf protegit de la
llum. La sonda de RxFISH ve diluida amb un tampé d’hibridacié que permet la

desnaturalitzacio de la sonda i la posterior hibridacioé sobre la mostra.
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- Desnaturalitzacié de la sonda de RxFISH: S'incuba el tub eppendorf amb els 8-10

ul de sonda RxFISH a un bany a 65°C durant 10 minuts.
Posteriorment, es manté I'eppendorf a un bany a 37°C com a minim 10 minuts i no
més de dues hores (aproximadament 30 minuts).

- Deshidrataci6 i desnaturalitzacié del portaobjectes:

Abans de fer la desnaturalitzaci6 de la mostra, realitzem un pas previ de

deshidratacié per afavorir la obertura de la doble cadena del ADN. Per fer-ho

submergim les preparacions en etanol al 100% durant 5 minuts. Desnaturalitzacio:

a) Es desnaturalitza el portaobjectes en la formamida al 70%, pre-escalfada a
722C, durant 1 minut i 30 segons.

b) Immediatament després, es col-loca el portaobjectes en etanol al 70% fred (-20
a 0°C) durant 2 minuts.

c) Es deshidrata el portaobjectes fent servir una série de etanols:

-Etanol 70% ........... 2 minuts.
-Etanol 90% ........... 2 minuts.
-Etanol 90% ........... 2 minuts.
-Etanol 100% ......... 2 minuts.

d) Deixem assecar la mostra a temperatura ambient.

- Reaccié d’hibridacié:

Es col-loquen 8-10ul de la sonda de RxFISH desnaturalitzada que tenim al bany a
37°C sobre la mostra, es cobreix amb un cobreobjectes i el segellem amb cola.
Deixem incubant les mostres tota la nit a una cambra humida a 37°C evitant que els
hi toqui la llum, ja que aquestes sondes estan marcades directament amb

fluorescencia.

Rentats de Post-hibridacio

Es realitza un rentat d’hibridacié amb 2XSSC per fer caure el cobreobjectes. Després

fem dos rentats amb formamida al 50%, dos més amb 2XSSC i un rentat amb 4XT per

eliminar I'excés de sonda que no s’ha unit especificament a I’ADN.

Per fer la contra tincié de I'’ADN :

1. A les primeres mostres : Es prepara el DAPI counterstain. Es col-loca el
portaobjectes en el Cubeta de DAPI counterstain durant 2 minuts per contra tenyir
la mostra. Un cop passats els dos minuts col-loquem a sobre un cobreobjectes
amb 25 pl de citifluor (medi de muntatge). Guardem la preparacié a -20°C durant

un minim de 20 minuts per augmentar la senyal fluorescent.
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2. Actualment: La contratincié es realitza directament afegint 10 pl de DAPI I

counsterstain (DAPI + antifade) i cobrint amb un cobreobjectes.

Analisi al microscopi de fluorescencia i obtencio d'imatges de RxFISH

Per I'observacio de metafases hibridades amb la sonda de RxFISH hem fet servir un
microscopi optic amb dispositiu d’epifluorescéncia NIKON Eclipse 600. S’han utilitzat
els objectius de x50 per rastrejar les metafases i un objectiu de x100 per analitzar-les.
S’ha instal-lat una roda de filtres automatica amb filtres pels seguents fluorocroms:
Cianina 32 (CY3), Cianina 52 (CYb) i Streptavidin-fluorescein isothiocyanate (FITC)
amb els que esta marcada la sonda de RxFISH. Un cop localitzem una metafase es
capturen els 3 fluorocroms per separat més el DAPI (contratincié). Per integrar les 4
imatges i obtenir la composicié en color fem servir un sistema d’analisi d'imatges digital
Cytovision (Applied Imaging).

Si la mostra ho permet, es realitza el cariotipat de 20 metafases per mostra. Les

anomalies s’han descrit seguint la nomenclatura ISCN (2009).

Establiment dels nivells de tall per a la determinacié de certesa d'existencia
d’'alteracions cromosomiques

Es molt dificil establir uns nivells de tall per aquest tipus de sondes, ja que es valoren
unes alteracions estructurals especifigues en cada cas, que pot ser que no es
repeteixin en els altres casos. Aixi doncs, en el nostre cas varem posar a punt la
tecnica en el laboratori utilitzant controls sans (cultiu de sang periférica amb PHA) i
varem validar el bon funcionament d’aquesta. S’ha considerat un resultat com a positiu
guan una alteracié estructural concreta s’ha confirmat com a minim en dues metafases

del mateix individu.
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ANALISI MUTACIONAL PER SEQUENCIACIO DIRECTA

L'analisi mutacional de la sequéencia codificant del gen EZH2 (NM_1127208.2) es va
realitzar mitjancant sequenciacié directa a partir de 'ADN extret de limfocits B
purificats de sang periférica o de limfocits totals si el percentatge de limfocits B
patologics a la mostra era superior al 50%.

Extraccio de 'ADN
La extraccid de 'ADN es va realitzar de manera automatitzada amb la estacio de
treball Biorobot M48 de Qiagen que fa servir una tecnologia de separacié magnética

d’'acids nucleics (Figura 2).

Figura 2. Estacio de treball Biorobot M48 de Qiagen.

Técnica de PCR

La reaccié de PCR es va realitzar a partir de 100ng d’ADN en un volum final de 50ul, al
qual es van afegir: 5 yl de tamp6 10x, 4 pyl de 25mM MgCl,, 5 ul de dNTPs 2mM, 4 pl
de cada primer (10uM), 26.75 pl H,O i 0.25 pl de polimerasa (TagGold).

Les mostres van ser amplificades després d'un cicle de 10 minuts a 95°C per
l'activaci6 de la polimerasa, 40 cicles damplificaci6 [95°C durant 1 minut
(desnaturalitzacid), 62°C durant 1 minut (hibridacié dels oligonucleotids), 72°C durant 1
minut (elongacio)] i 1 cicle final de 10 minuts a 72°C. Els resultats es van comprovar
migrant els productes de la PCR en un gel d'agarosa al 0'8-1% tenyit amb bromur

d’etidi. A la Taula 2 es detalla la sequéncia dels primers utilitzats.
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Taula 2. Llistat de primers utilitzats per la sequenciacié del gen EZH2.

Amplicé

Sequencia del primer directe(
5'-3")

Sequencia del primer revers
(5-3)

EZH2
NM_1127208.2

CAGGAAACAGCTATGACCCA
CTGATTGTTAGTTTGCTGCG
GA

TGTAAAACGACGGCCAGT
CGATTGCCATCCTTTCTTT
GTTGA

EZH2 PCR1

CAGGAAACAGCTATGACCG
GATGGCAATCGTTTCCTGTT
C

TGTAAAACGACGGCCAGTC
CTGAGGTCAATGATTTCCT
CCC

EZH2PCR2

AGGAAACAGCTATGACCTGA
TGGCTACAGCTTAAGGTTGT
CCT

TGTAAAACGACGGCCAGTT
GCCATATTGCCCAGGTGGA

EZH2 PCR3

CAGGAAACAGCTATGACCTC
TCAGATATGCTTATTGGTGA
GAGGG

TGTAAAACGACGGCCAGTG
GGCCCAGGTTCAGTCCCTT

EZH2 PCR4

CAGGAAACAGCTATGACCG
GAGGAGGCCAAAGCCACAA

TGTAAAACGACGGCCAGTA
GCCACCCTACCTGGCCATA
A

EZH2 PCR5

CAGGAAACAGCTATGACCTT
GACTGACTGGCATTCCACAG
A

TGTAAAACGACGGCCAGTG
GCTCATCCGCTACATTGAT
TCC

EZH2 PCR6

CAGGAAACAGCTATGACCCA
CCATGCACAATATTTAGTTG
GCTC

TGTAAAACGACGGCCAGTT
TCAGAGCAATCCTCAAGCA
ACAA

EZH2 PCR7

CAGGAAACAGCTATGACCTG
GTTGGAGGAGGAGGAATGG

TGTAAAACGACGGCCAGTT
GGAAGAAACAGCATGGGT
GAGA

EZH2 PCR8

CAGGAAACAGCTATGACCG
GTAGTCTGACTCCGTGCACA
TTAGG

TGTAAAACGACGGCCAGTG
CTAGGGTACGGGTGCAGG
C

EZH2 PCR9

CAGGAAACAGCTATGACCGC
CGATTGGATTTGAGTTGTCC

TGTAAAACGACGGCCAGTT
CATTCAATTCCCTCTTGGG
AAGAA

EZH2 PCR10

CAGGAAACAGCTATGACCTC
TTCCCAAGAGGGAATTGAAT
GAA

TGTAAAACGACGGCCAGTA
GAAACCAACAACAGCCCTT
AGGAA

EZH2 PCR11

CAGGAAACAGCTATGACCGA
CGTCTTGCCACACCTGGG

TGTAAAACGACGGCCAGTG
GGATTCATCAGTAGACGTC
CTCCA

EZH2 PCR12

CAGGAAACAGCTATGACCCC
ATCGTTGTGGAAACCGGA

TGTAAAACGACGGCCAGTG
ACACACAACACCCAGGCGA

EZH2 PCR13

CAGGAAACAGCTATGACCCC
AGTACAGCCCTTGCCACG

TGTAAAACGACGGCCAGTG
CCCAAGGGTGCATTACCCA

EZH2 PCR14

CAGGAAACAGCTATGACCTG
CAGCAGGCCTAGAGCACC

TGTAAAACGACGGCCAGTG
CATGCAAATCCACAAACAT
GC

EZH2 PCR15

CAGGAAACAGCTATGACCTA
CTGCGCAGACCGAATGGG

TGTAAAACGACGGCCAGTA
CCCACAGACAGCCGGGAC
T

EZH2 PCR15

CAGGAAACAGCTATGACCTG
CCTATTCGTGATGTTTGGAA
GA

TGTAAAACGACGGCCAGTC
AACAGCAGGGTGAGAAATG
GG
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ezoporis | CAGGAMACAGCTATGACCTG| 17Gr GACcAGTOCTOAA
TGCCGTTATGCAGGCAGC GCAG

Sequlienciacio

La PCR de seqienciaci6 que s’ha fet servir és la BigDye Terminator v3.1 cycle
sequencing kit (Applied Biosystems) seguint les instruccions de la casa comercial. A la
reaccio de sequenciaci6 s’afegeixen: 1 pl del producte de PCR a seqlenciar
(previament purificat en plaques de purificacié Millipore), 1ul del mix de sequenciacio,
6.18 ul H,O, 1.5 pl de tampd i 0.32 pl de cebador (directe o revers). Els cebadors o
primers utilitzats per la seqlienciacio van ser els primers universals M13. L’amplificacio
de PCR utilitzada va ser de 25 cicles (96°C durant 10", 50°C durant 5”, 60°C durant 4’)
prévia desnaturalitzacio de 3’ a 94°C.

Els productes de la PCR de sequenciacio es van analitzar al seqienciador automatic
3500 Dx Genetic analyzer (Applied Biosystems). Els arxius de les seqliencies es van

analitzar utilitzant el programa SeqScape (Applied Biosystems).

Analisi estadistics

L’associacio entre les dades genétiques i les cliniques es va realitzar utilitzant els test de
Chi cuadrado i el test de significanca estadistica de Fisher depenent del tamany de la
mostra analitzada. L'andlisi de les taules de supervivéncia es va realitzar mitjangant el
meétode de Kaplan-Meier i la comparacié de les corbes de supervivéncia entre els
diferents grups de pacients mitjancant el test de log-rank (analisi univariat). La
supervivéncia global de cada pacient (OS, overall survival) es va calcular des de la data
de diagnostic a la data de mort (per qualsevol causa) o Ultim control de seguiment de la
malaltia. Per l'analisi multivariat es va utilitzar la Regressio de Cox. Només es van
incloure aquells pacients amb totes les dades (n=140/330). A I'analisi multivariat es van
incloure els parametres que a I'analisi univariat van ser estadisticament significatius. El
valor p<0.05 va ser considerat estadisticament significatiu. Tots els analisi es van realitzar
amb el paquet estadistic SPSS v.15 (SPSS Inc, Chicago, IL, EEUU). Les comparacions

realitzades i les dades de supervivencia es descriuen a l'article 1.
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TABLE S1. List of DNA probes used for FISH analyses in a series of 330 SMZL.

Number of
Probe Chromosome/Band Gene Cases analyzed

CEP3// BCL6 (BAP) #3/3926 BCL6 129
LSI 7931/CEP7 7931 - 5
MYC (BAP or DFTP) 8q24 MYC 5
PAX5 (BAP) 9p13 PAX5 3

LSI ATM 11923 ATM 16
CEP12 12 - 36

LSl 13914 13914 RB 10
14932 (BAP) 14932 IGH 61

LSI P53 17p13 TP53 155

Abbreviations: CEP: Centromeric probe; BAP:
probe; DFTP: dual fusion translocation probe.

Break-Apart; LSI: Locus specific




TABLE S2. Cytogenetic aberrations observed as a single anomaly (n=68).

NUMERICAL NUMBER OF CASES

+3/+i(3)(q10)

+4

+12

+18/+i(18)(q10)

-X

-Y

+mar

4
2
1
2
+X 1
1
2
3
N

STRUCTURAL UMBER OF CASES

Reciprocal translocation

£(1:19;8)(p32:q13.3;p12)

1(2;7)(p11;921.2-22)

t(3;11)(q21;p13)

1(6;14)(p21;q32)

1(8:22)(q24;q11)

1(12;15)(p13;923)

t(4;11)(p15;p15)

AR AaN=2IN—

t(5;7)(p15;p11)

Non-reciprocal translocation

der(6)(3;6)(q12;p25)

der(7)t(3;7)(?;932)

der(7)t(3;7)(q137;p22)

(

(
der(9)t(9;12)(q34;q13)
der(12)t(12;12)(p13;913)

— | — | — | -

der(20)t(12;20)(q13:p13)

Deletions

del(1)(q32)

del(3)(p13)

del(6)(q21q24)

del(7)(q21936)*

del(10)(q24.1926.1)

del(17)(p13)

A AINDIN |-
N

del(14)(q22)

Others

dic(2;12)

add(6)(q?26)

ins(12;2)(p11;p13p21)

add(17)(p11)

dup(X)(q22q26)

— | — | -

add(X)(p22)

i(17)(q10) 1

*Deletion breakpoints at 7q are heterogeneous being q21 the most proximal and q36 the most terminal
breakpoints.




TABLE S3. Translocations affecting 14932 region detected in a series of 330
patients with SMZL.

TRANSLOCATION NUMBER OF ALTERATIONS

t(1;14)(921,932) 2
t(1;14)(p34;932) 1
t(1;14)(p22;932) 1
t(6;14)(p21;932) 3
t(9;14)(p13;932) 3
t(9;14)(p11.3;932) 1
t(11;14)(921;932) 1
t(12;14)(q23;932) 1
t(14;19)(932;913) 4*
add(14)(q32) 14
dup(14)(q32.1932.3) 1
TOTAL 32
(29 cases)

*Three of these cases showed other 14q32 alterations in the same karyotype: add(14)(q32);
t(11;14)(921;932) and t(9;14)(p13;932).



TABLE S4. Comparison of cytogenetic and FISH results.

ANOMALY CONVENTIONAL FISH RESULTS
CYTOGENETICS (n/cases studied by FISH) (%)
(% abnormal karyotype)

Trisomy 3/3q 58 (24.2%) 35/129 (27.1%)*
Trisomy 12 18 (8%) 3/36 (8.3%)
Deletion 7q 91 (38%) 2/5 (40%)
Deletion 11q 13 (5.4%) 0/16 (0%)
Deletion 13q14 9 (4%) 4/10 (40%)
t(14932) (IGH) 26 (11%) 5/61 (8.2%)
del(17)(p13) (TP53) 21 (8.7%) 28/155 (18%)

*FISH results using CEP3 and BCL6 (3q) probes.



TABLE S5. Comparison of clinical and cytogenetic data in cases utilizing the
IGVH1-2 vs. other IGHV genes. Statistically significant (P<0.05) differences are

highlighted in bold.

Characteristics IGHV1-2 group | Other IGHV group P- value
N (median or | N (median or %)
%)

Age (years), > 65 years (62) (69) 0.140
Sex (M/F) 0.6 1 0.242
Hemoglobin, g/dL, <12 g/dL 20/26 (76.9%) 25/54 (46.3%) 0.010
B,-microglobulin, >3mg/L 718 (87.5%) 8/14 (57.1%) 0.193
LDH, >450mg/L 3/11 (27.3%) 2/20 (10%) 0.317
WBC, x10%/L, >10x10%L 9/26 (34.6%) 29/51 (56.9%) 0.065
Lymphocytes, x10°/L, >5x10°/L 7126 (26.9%) 28/52 (53.8%) 0.024
Villous lymphocytes 2/3 (66.7%) 8/16 (50%) 1.000
IGHV mutated 14/32 (43.7%) 45/68 (73.6%) 0.033
CD5 PB expression 4/17 (23.5%) 9/43 (20.9%) 1.000
Median survival time (years) 18.9 10.6 0.387
Cytogenetic Findings

+3/+3g** 5/32 (15.6%) 22/68 (32.4%) 0.079
del(7q) 21/32 (65.6%) 22/68 (32.4%) 0.002
+12 2/32 (6.3%) 5/68 (7.4%) 1.000
14q altered 7132 (21.9%) 3/68 (4.4%) 0.011
del TP53 3/19 (15.8%) 9/48 (18.8%) 1.000
+18 A 2/32 (6.3%) 10/68 (14.7) 0.328
6q " 6/32 (18.8%) 10/68 (14.7%) 0.607
Abnormal karyotype 30/32 (93.8%) 52/68 (76.5% 0.036
Single anomaly 7/30 (23.3%) 17/52 (32.7%) 0.370
>3 alterations 13/30 (43.3%) 28/52 (53.8%) 0.359

*

A Never as a single aberration.

Karyotype and FISH information was used for the statistical analysis of +3/+3q.

Abbreviations: M: male; F: female; LDH: lactate dehydrogenase; WBC: white

blood cell; PB: peripheral blood.
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